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Isolierung, HPLC- Trennung und
Quantifizierung der Sesquiter-
penfraktion von Petasites
hybridus (L.) G. M. et SCH. [1]

Abstract. A simple and easily reproducible HPLC procedure allows to separate total
extracts of Petasites hybridus (L.) G. M. et SCH. and to detect numerous sesquiterpenes
(in most cases sesquiterpene esters) of the general formula 1 (isopetasols), 2 (neopeta-
sols), 3 (petasols), 4 (l3-substituted isopetasols), and 5 (l3-substituted neopetasols).
Four so far unknown sesquiterpene esters 2f (neo-S-petasin), 2g «E)-3-(methylthio)-
acryloyl-neopetasol), 3g «E)-3-(methylthio)-acryloyl-petasol), and 5b (3-desoxy-13-
(angeloyloxy)-neopetasol) have been isolated and the contents of the pharmacological-
ly most interesting compounds isopetasin (Ib), neopetasin (2b), and petasin (3b), have
been quantitatively determined. Additionally two of the basic alcohols petasol and
isopetasol have been detected for the first time in small amounts in roots of P. hybridus.
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1. Einleitung

Petasites hybridus (L.) G. M. et SCH.
(Familie: Compositae) ist eine ausdauern-
de, haufig in dichten Bestanden auftreten-
de PfIanze mit kraftigem Wurzelstock und
meterlangen AusIaufern. Sie stellt in Eu-
ropa die am weitesten verbreitete Art del'
Gattllng Petasites MILLERdar und wachst
im Flachland lind seltener im Gebirge auf
sickernassen, zeitweise iiberfIuteten, nahr-
stoffreichen, tonigen Boden an Bach- und
Flussufern. Bereits im 1. Jahrhundert n.
Chr. wurde die gemeine Pestwurz von

been generated by protonation of 1,3-di-
tert-buty]-6-chloro-pentafulvene: K. Haf-
ner, B. Stowasser, H.-P. Krimmer, S.
Fischer, M.C. Bi:ihm, H.J. Lindner, Angew.
Chern. 1986, 98, 646.
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Pedanius Dioskurides, dem Legionarsarzt
unter Claudius undNero, in seinem Werk
'De materia medica', welches bis ins 17.
lh. aIs unumstossliche Grundlage del' Arz-
neimittellehre und Botanik galt, als Heil-
pfIanze erwahnt. Del' pharmakologische
Nachweis del' antispastischen Wirkung [3]
erfolgte mit einem methanolischen Roh-
extrakt aus frisch gegrabenen P. hybridus-
Wurzeln am isolierten Meerschweinchen-
darrn. Daraus ergaben sich die neuzeitIi-
chen Anwendungsgebiete, welche sowohl
die spasmolytische Wirkung als auch eine
analgetische Wirkung des PfIanzenextrak-
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reproductions of spectra see [14]. Proce-
dures of the reactions 1b ~ 7b and 6 ~ 8
~ 9 as well as spectroscopic data will be
published in a full paper.

[14] G. Zhang, Ph. D. thesis, University of Bern,
1993.

[IS] Corresponding to the average formula
CSH9.2IO.66·

tes mit einem spezifischen Effekt im Sin-
ne eines Tranquilizers ausnutzen. Heute
werden die Pflanzendroge und ihre Zube-
reitungen zunehmend als 'Spasmo-Anal-
getikum mit beruhigender und vegetativ
regulierender Wirkung' eingesetzt. Die
biologische Aktivitat von InhaItstoffen aus
volksmedizinisch verwendeten Pflanzen
ist ein wichtiges Bindeglied zwischen
Chemie und Medizin, und die Suche nach
aktiven Verbindungen ist auch heutzutage
aktuell. So zeigen neueste Untersuchun-
gen zur Antitumor- Wirkung des P. hybri-
dus-Gesamtextraktes eine in vitro anti pro-
liferative Wirkung fUr humane T24-Bla-
senkarzinom-Zellen bei einer Verdiinnung
von 1:200 000 «= 5 ll8/ml). Die ICso-
Werte (= 50% Wachstumshemmung) der
Petasin- bzw. S-Petasin-Zone lagen bei
0,17 resp. 0,12 I-tg/ml [4]. Bekannte als
Antitumor-Mittel in Frage kommende
Substanzen wei sen ahnliche Werte auf.

Bei den ersten phytochemischen Un-
tersuchungen [5-9] konnten vier Verbin-
dungen (Isopetasin (lb), Iso-S-petasin (11),
Petasin (3b), S-Petasin (31) des Eremo-
philantyps isoliert und in ihrer Struktur bis
auf sterische Details aufgeklart werden.
Als aktivstes und genuines antispastisches
Prinzip von P. hybridus wurde Petasin
(3b)erkannt. Sptitergelanges [10][11], 16
Sesquiterpen-Inhaltstoffe zu isolieren und
in ihrer Struktur aufzukHiren, die sich in
drei Hauptgruppen einteilen lassen: Iso-
petasol- (1), Neopetasol- (2) und Petasol-
Gruppe (3), welche sich voneinanderdurch
Isomerie im Ring B des Decalin-Geriistes
unterscheiden. Ring B liegt bei del' Peta-
sol- und Isopetasol-Gruppe als Sessel, im
Faile del' Neopetasol-Gruppe dagegen als
Wanne vor. Ring A nimmt iiberall die
Sessel-Form ein. Von einer vierten Grup-
pe konnte nurein Vertreter gefunden wer-
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Tab. l. MPLC-Trennung des Wurze/-Gesamtextraktes von P. hybridus in acht Zonena)

a) Gewichtsprozente der Zonen bez. Gesamtextrakt.

Retschen
Tiefgefrieren (-30°C)

Ernte
Separieren
Reinigen

Gefriertrocknung

Hackseln
Tiefgefrieren (-BO°C)

zungen zur schnellen Trennung des Ge-
samtextraktes bieten wtirde. Wegen der
unterschiedlichen Polaritat der Inhaltstof-
fe schien eine Gradientenmethode we-
sentlich geeigneter zu sein als ein isokra-
tisches Verfahren. Nach zahlreichen Ver-
suchen mit verschiedenen mobilen und
stationaren Phasen (CN, Phenyl, C18,

Chromsil), stellte sich heraus, dass eine
HPLC- Trennung auf einer Nucleosill 00-

BIOten,Blatter,Wurzeln

1

Isolierung:
Trennung & Reinigung durch semiprap. HPLC
Kristallisation
vollstandige Strukturaulklarung

~
analytisch: praparativ:

Ultraschall-Extraktion Soxhlet-Extraktion
Kinematica-Dispersion Verteilung MeCliH20

~ /'
p-G-e-s-a-~-te-xt-r-a-k-t

GC/MS Unt~::~ngen: MPjLC
Pflanzenorgane
Standortabhangigkeil
Jahreszeitabhangigkeit
Kinelik, usw. -----IZonen 1-81

j
IReinkomponentenI

Zmlt' Olcill%) InhahSl He

I 8.5 ar lin ill ,Trlgl)'c rille
2 6 Triglyceride
3 2 2 Komponcnlcn (2a unll ~b)

4 0,5 1i. -hrraktion '011 :/.(1/11'/1 3 IInli
5 4 PCla.•.in-Zol1 (7 KnmpOnCI1ICIl)
(j 9 fJ- [10- und llglml,lcnn
7 13 -Pclil',in-7.on· (5 K rnp m men)
,If 13 polar r Re,l

binierter spektroskopischer Methoden her-
angezogen. Uber die spektroskopischen
Ergebnisse wird an anderer Stelle berich-
tet werden [13].

2.2. HPLC-Identijizierung der
Sesquiterpenester

Aufgrund der DC-Erfahrungen war zu
erwarten, dass ein adsorptionschromato-
graphisches Trennsystem gute Vorausset-

2. Resultate und Diskussion
2.1. Trennung und Isolierung der
Inhaltstoffe von P. hybridus

Um Referenzverbindungen ftir die im
folgenden beschriebenen qualitati yen und
quantitativen HPLC-Untersuchungen zu
erhalten, wares lInllmganglich, die Hallpt-
komponenten aus der Sesquiterpenfrakti-
on von P. hybridus-Wurzeln zu isolieren.
Aus 100 g gefriergetrocknetem Wurzel-
pulver lies sen sich mit einer Soxhlet-Ex-
traktion unter vermindertem Druck und
anschliessender CH2CIz/H20- Verteilung
2.5 g eines dunkeln, viskosen Gesamtex-
traktes gewinnen. Nach einer MPLC- Vor-
trennung des Gesamtextrakts an Kieselgel
in acht Zonen (vgl. Tab. /) wurden die
sesquiterpenhaltigen Zonen 3, 5 und 7
mittels HPLC weiter aufgetrennt.

Aus Zone 3 konnten 3-Desoxy-neope-
tasol (2a) und 3-Desoxy-13-(angeloyl-
oxy)-isopetasol (4b) isoliert werden, wah-
rend aus Zone 5 Isopetasin (lb), Neope-
tasin (2b), Isobutyryl-neopetasol (2e),
Petasin (3b), 3-Methyl-crotonyl-petasol
(3c), Methacryloyl-petasol (3d) sowie 3-
Desox y-13-( angeloy loxy )-neopetasol (5b)
und aus Zone 7 Iso-S-petasin (If), Neo-S-
petasin (2f), (E)-3-(Methylthio)-acryloyl-
neopetasol (2g), S-Petasin (3f) sowie (E)-
3-(Methylthio)-acryloyl-petasol (3g) iso-
liert wurden (vgl. Tab. 2).

Insgesamtergab die semipraparative
Normalphasen- und 'reversed phase'-
HPLC 14 Sesquiterpene als reine Einzel-
komponenten, wobei zehn Verbindungen
schon frtiher beschrieben worden sind
[10][11] (Tab. 2). Samtliche isolierten
Komponenten wurden in der Folge zur
Strukturermittlung unter Anwendung kom-

den, welcher die Angelicasaure an der (2)-
standigen Me-Gruppe der exocyc1ischen
(C=C)-Bindung des Rings B tragt (4).

In Weiterftihrungderphytochemischen
Arbeiten war eine rasche und schonende
fltissigchromatographische Methode zur
Isolierung der Sesquiterpenester und eine
problemlos reproduzierbare Normalpha-
sen-HPLC-Methode zur Trennung eines
P. hybridus-Gesamtextraktes wtinschens-
wert. 1m folgenden berichten wir tiber die
Entwicklung einer analytischen Extrakt-
ions- und HPLC- Trennmethode sowie die
Quantifizierung der Petasin-Isomeren.
Damit sollen Grundlagen geschaffen wer-
den, mit geringem Zeitallfwand Analysen
an Einzelpflanzen innerhalb einer Pest-
wurz-Population durchzufUhren [12]. Die-
se einfache und generell anwendbare Me-
thode kann als Standardisierungsverfah-
ren in der Pestwllrzanalytik eingesetzt
werden.
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h) In diesel' Arbeit isolierte Verbindungen.

Tab. 2. Zusammenstellung aller aus P. hybridus (Petasin-Chemovarietiit) isolierten Sesquiterpene-
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3 Saule (250 x 4 mm) mit einem Hexan/
(i-Pr hO/MeCN -Gradienten die besten Er-
gebnisse zeigte. Die qualitative HPLC-
Analyse wurde auf eine Basislinientren-
nung der drei Isomeren von Petasin (3b)
und S-Petasin (3f) optimiert, da eine gute

Auflosung von Iso- (lb), Neo- (2b) und
Petasin (3b) die Voraussetzung fUr die
quantitative Analyse darstellte.

Die analytische HPLC und die Aus-
wertung der Trennung mit dem UV NIS
Photo-Dioden-Array (PDA) erlaubten
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Aussagen qualitativer und quantitativer
Natur. Die Einheitlichkeit einer eluierten
Komponente konnte durch Vergleich der
UV -Spektren yom Anfang, Mitte und Ende
des Peaks iiberpri.ift werden.

Aufgabe der qualitativen Analyse war
es schliesslich, die Peaks des Chromato-
gramms (Fig. 1) anhand eines Vergleichs
ihrer Retentionszeiten mit Referenzver-
bindungen zu identifizieren (vgl. Tab. 3)
und eine Reinheitskontrolle fUr deren
Quantifizierung zu haben .

Ein typisches HPLC-Chromatogramm
eines Wurzelextrakts von P. hybridus ist
in Fig. 1 wiedergegeben, welches zeigt,
dass nebst den sechs Hauptkomponenten
Isopetasin (lb), Neopetasin (2b), Petasin
(3b) und Iso-S-petasin (If), Neo-S-pe-
tasin (2f) und S-Petasin (3f) auch zahlrei-
che weitere Sesquiterpenester sauber ge-
trennt und nachgewiesen werden konnen.
Hauptvorteile des Verfahrens sind eine
gute und reproduzierbare Trennleistung
bei relativ bescheidenem Zeitaufwand
(inkJ. Extraktion ca. 1.5 h).

Fig. 1 zeigt eine beachtenswerte Be-
ziehung zwischen chemischer Struktur und
chromatographischem Verhalten der Ses-
quiterpenester, indem die Iso- immer kurz
vor den Neo- Verbindungen und letztere
mit einem Abstand von ca. 3 min vor den
Petasin-Derivaten eluiert werden, was eine
selektive Trennung ermoglicht.

Tab. 3. Vergleich der Retentionszeiten von Referenzverbindungen mit den en eines Gesamt- Wurzelextraktes von P. hybridus

Ref I' n/. uhstanl

;\-Dcso. Y-llcopcta 01 (20)
J. e,ox I -(angelnyh1x) )-isnpclasol (4bl
I,npela III (I h)

t:UPCt:tSIll (2h)
'\ Icth. I 'mIOIl) I·j opcla, ] (leI

1-D "0. )-1 J-(ang '10 10\) )-neopcl•• 0) (:b)
" lblll '1') I-j opcla'ill (1 ,)

I~lhacl') Ilyl-il,op 'IJ,ol (I dJ
hl1hlllyryl-nc.'n)}Cla'ul (_ 'I
PClu in ( b)
1-\Ic:thyl noton)'l-~la, ul ( e)

lelha ·ryloyl-pel.lS I ( d)
fJ- itu,tc.'rinl lima,. rin
(E)-.~-(~I til} hhiohll.:1) 10) 1 j,opclasul (1g)

(I. -3·( kth hhi )·al:l) 1 )'I·n 'npelas I (2g)
(l:)-)-( 1clhyllhinJ·u '1) IllY I ~laoI13~)
I o· .pcl:lsin IJ

co- -p "'Sill 2
-Pl'tilsin (:m

R lention 'ldl

Rd renl

(R Imin)

8. -
9.:0

1...+
U,25
14.79
]5.0
I.:n
I ,39
16.09

17. 2
19.24

19. I
21. 7
27.79
:! .39
31.~
31.74

2._ 7
3.. 9

234.
232.9: 246
2 I. _69

232.9
2JI: _67
2. I
2 .6: 269
23 .6: .69
232.9
234.
2.4.
232,9
< 2 I
_31: 269
231. 269
:n2.9: _69
233; 2. 0.4
233: 2 .2
233; 2 4.2

\\ Uri 'I . lml-.t

(R [mini

8.44

13. 2
14,05

14,90

I .61
17.45
19.3
_0.21
22.30

1 046
31041
31. 2
3_.39
33.

Dinl:renl

R Iminl

+(J.()9

.16
-0.20

,I

..l
- .• 7

+0,11
+0,40

+U.07
-0.0,
+{),Q

+Q,O:!.
-0.07
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tR(lsopetasyl-) < tR(Neopetasyl-) <
tR(Petasylester).

Sechs Verbindungen des Isopetasyle-
ster-Typs (la, 1e-e, 19 und 4b) konnten
im Vergleich zu friiherenArbeiten [10][ 14]
im Wurzelextrakt(Gurnigel, 7. April 1993)
nicht nachgewiesen werden. Da die Isope-
tasin-Derivate die thermodynamisch sta-
bilsten Verbindungen darstellen, ware zu
vermuten, dass sich diese sechs Kompo-
nenten erst bei der Lagerung des Pflanzen-
materials bilden und/oder genuin nur in
Spuren vorkommen [15].

Zum ersten Mal konnten in einem P.
hybridus-Wurzelextrakt auch die beiden
Alkohole Isopetasol und Petasol im Ver-
gleich mit Referenzverbindungen identi-
fiziert werden (vgl. Fig. 2). Beide Inhalt-
stoffe liegen nur in kleiner Konzentration
vor und wurden unter isokratischen HPLC-
Bedingungen auf einer 250/8/4 Nucleosil
100-3 Saule eluiert und getrennt.

0,25

0,2

S' 0,15

:!.
C
0

0,1

~
0

-811 '~

Cl: 0,05 1i
~
~

~ ~
-0,05

Zeit [min]

Fig, I. Analytische HPLC-Gradientelltrennung von 10 pi eines Wurz.el-Gesamtextraktes \'0/1 p,
hybrid us (Standort: Gurnigel; Saule: 250/8/4 NucleosillOO-3; Detektion: PDA (254 nm); Gradient:
Hexan/(i -PrhO/MeCN)

0,012

Fig. 2./sokratische HPLC-Trennwig von/sopetasol und Petasol in einem Wurzel-Gesamtextrakt \,(1Il

P. hybridus (Standort: Gurnigel; Saule: 250/8/4 NucleosilI00-3; LM: Hexan/i-PrOH 9: I; Detektion:
PDA (254 nm»

3. Zusammenfassung

Es istgelungen, eine einfache und leicht
reproduzierbare Normalphasen-HPLC-
'Methode zur Trennung eines P. hybridus-

15'014'013'012'011'010'0

4. Experimentelles
4.1. Allgemeines

Samtliche Operationen wurden linter N2 und
Lichtausschluss durchgefUhrt. Die verwendeten
Lsgm. (Romil) waren von HPLC-Qualitat und

Gesamtextrakts zu entwickeln und eine
Reihe von Sesquiterpenen (Tab. 2) zu iso-
lieren. Insbesondere sind vier in der Lite-
ratur bisher nicht beschriebene Naturstof-
feNeo-S-petasin (2f), (E)-3-(Methylthio)-
acryloyl-neopetasol (2g), (E)-3-(Methyl-
thio)-acryloyl-petasol (3g) und 3-Desoxy-
13-(angeloyloxy)-neopetasol (5b) isoliert
worden. Ferner konnten die pharmakolo-
gisch interessierenden Inhaltstoffe Isope-
tasin (lb), Neopetasin (2b) und Petasin
(3b) quantifiziert werden. Zwei der ZlI-

grunde liegenden Alkohole - Petasolund
Isopetasol -liessen sich zum ersten Mal in
Pestwurz-Wurzeln nachweisen.

Zen [min]

9'080TO6'0

°
-0,002

0,01

5'
5.
C 0,006
o:;::;
~ 0,004

'".aCl:

0,008

0,002

der UV-Detektor bei 254 nm auf Isope-
tasin (1b) rund achtmal empfindlicher und
auf Neopetasin (2b) rund zweimal emp-
findlicher anspricht als auf Petasin (3b).
Interessant ist auch, dass die unterschied-
lichen Konformationen von Neopetasin
(2b) und Petasin (3b) das UV-Absorpti-
onsverhalten deutlich beeinflussen.

Nach durchgefiihrter Quantifizierung
lasst sich der Gehalt der Hauptinhaltstoffe
Isopetasin (lb), Neopetasin (2b) und Pe-
tasin (3b) direkt aus HPLC-Chromato-
grammen ermitteln. So folgen z.B. aus
dem Chromatogramm des Wurzelextrak-
tes von Fig. 1 die Gehalte der Tab. 4.

2.3. Quantifizierung von Petasin,
lsopetasin und Neopetasin

Ziel der quantitativen Arbeiten war,
die Konzentrationen bzw. Mengen der drei
pharmakologisch relevanten Inhaltstoffe
Isopetasin (lb), Neopetasin (2b) und Pe-
tasin (3b) in den Pflanzenextrakten zu
bestimmen. Es soUte dabei eine einfache
und schnelle Methode erarbeitet werden,
welche die Standardisierung von Phyto-
pharmaka zur Sicherstellung einer gleich-
bleibenden Qualitatermoglicht. Zurquan-
titativen Analyse bediente man sich der
Peakflachen-Eichung mit Hilfe der exter-
nen Standardmethode. Dazu wurden Eich-
IOsungen der Referenzverbindungen mit
abgestufter Konzentration hergestellt und
chromatographiert (Injektionsvolumen 10
~). Die Eichgeraden (vgl. Fig. 3) wurden
erhalten, indem die Peakflache gegen die
Konzentration aufgetragen wurde. Die
Konzentration bzw. die Menge einer un-
bekannten Probe liess sich aus der yom
PDA-Integrator ermittelten Flache Uber
die Eichkurve berechnen. Bei allen Kom-
ponenten konnten gute Korrelationskoef-
fizienten fiir die Regressionsgeraden be-
rechnet und somit die Linearitat des De-
tektors im interessierenden Konzentrati-
onsbereich bestatigt werden.

Aus den in Fig. 3 aufgefiihrten Eich-
werten folgt nicht nur die Linearitat der
Eichgeraden. Es zeigt sich auch, dass Iso-
petasin (lb), Neopetasin (2b) und Petasin
(3b) bei 254 nm eine sehr unterschiedliche
Empfindlichkeit aufweisen. Zur Erzeu-
gung einer Peakflache von 0,1 AU'min
werden rund 611g/10 ~ Isopetasin (1b), 25
l1g/l0 ~ Neopetasin (2b) und 46 ~/lO ~
Petasin (3b) benotigt. Daraus folgt, dass
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Fig, 3. Eichgeraden von Petasin, lsopetasin und Neopetasin (SauIe; 250/8/4 NucleosillOO-3; LM: A:
Hexan, B: (i-PrhO/MeCN (9; I, v/v), 14.75% Bin A+B; Detektion: PDA (254 nm»

Tab. 4. Gewichtsantei/e von Perasin, lsopetasin und Neoperasin am Gesamt- Wurzelextrakt und auf
das Wurzel-Trockengewicht bezogen (Standort: Gurnigel; Ernte; 8. Aug. 1993; Quantifizierung:
externe Standardmethode)

Kanal Linienschreiber(Knallr). Kieselgel: Flash-
gel (40-60 I-On; Baker), Kieselgel C 560 (15-35
/1111; CFU) oder Lichroprep (15-25 1-011;Merck).

HPLC: HPLC-Analysen erfolgten auf einem
Waters-991 Photodiodenarray-Geriit mit NEC
Powermate SX Computer mit Waters-5200 Plot-
ter. Das Kontroll-Pumpensystem bestand aus zwei
414 T Pumpen mit einem C 457-T HPLC-Con-
troller und einem 802 Mixer. Injektor: Rheodyne
RE 7125 mit 20- oder 100 III Probenschlaufen,
FUr anal. Normalphasen- Trennungen wurde eine
NlIcleosi/lOO-3 Saule (Dimensionen 250/8/4 mm;
Macherey-Nagel) mit einereingebauten Nucleo-
sit 100-5 Vorsaule (Dimensionen 11/6/4 mm)
verwendet. Semiprap. Saulen: 51-011R Sil Silica D
(250 x 10 mm i.d.), 51-011Ro Sil CN (250 x 10 mm
i.d.; beide von BioRad), 7 /1111 Nucleosi/ Ci8 (250
x IO mm i,d.; Macherey-Nagel). Die Trennungen
erfolgten bei RT. Die Proben wurdenjeweil.en im
Eluenten geldst und mit einem Alltech HPLC-
Spritzenfilter (Serie 6000; 0,45 /1111; Nylon 66)
vor der Probeninjektion tiltriert. Die Entgasung
der Laufmittel geschah mit Hilfe von Ultraschall.

4.2. Pflallzenmaterial
P. hybridus-Wurzeln wurden am DUrrbach/

Gurnigel am 8. August 1993 gesammelt. Die
Wurzeln wurden unmittelbar nach der Ernte ge-
waschen, mit einem Gartcnhacksler (Viking Spe-
zial AD 351) in ca. 2 cm grosse StUcke zerklei-
nert, auf -80° tiefgefroren, gefriergetrocknet und
mit einer Ultra-ZentrifugalmUhle nach RETSCH

(Ringsiebdurchmesser I mm) pulverisiert. Bis
zur weiteren Verarbeitung wurde das unter N2 in
braune Pulvertlaschen abgefUllte hellbraune
Wurzelpulver im TiefkUhlfach bei _300 gelagert.
Das Trockengewicht des Pflanzenpulvers ent-
sprach ca, 25% des Frischgewichts.

4.4. Trennullg der Zonen (Tab. 1)
durchMPLC

Der Gesamtextrakt (2,5 g) liess sich mit dem
MPLC-System B-680 von Biichi auf einer 49 x
460 mm Glassaule an 40-60 I-On Flash-Kieselgel
(Baker) mit Hexan/AcOEt 85: 15 bei einem Fluss
von 27 ml/min und einem Druck von 4 bar in 8
Zonen auftrennen [16]. Die Detektion geschah
mit einem UV -Filterphotometer mit Durchtlllss-
zelle bei 254 nm, die Fraktionierung automatisch
mit einem mikroprozessorgesteuerten Peakde-
tektor und einem Fraktionensammler.

4.3. Priip. Extraktion und
Vorreinigung (vgl. Isolierschema)

Je 100 g der gefriergetrockneten Droge wur-
den 12 h bei 25° unter leicht vermindertem Druck
(ca. 600 mbar) mit 1,3 I CH2Cl2 erschdpfend
extrahiert (Soxlzlet). Zur Abtrennung polarer
Verbindungen erfolgte eine wassr. Verteilung,
wobei der gelbe CH2C12-Extrakt nach Einengung
auf die Halfte des Volumens 5x mit 150 ml H20
dest. gewaschen wurde. Zugabe von wenig NaCI
verbesserte die Phasentrennung. Die org. Phase
wurde getrocknet (MgS04) lind durch eine G3-
Glasfilternutsche sowie liber Celire filtriert. Der
Rohextrakt wurde im RV, bei 25° eingeengt und
bei < 10-3 Torr vollstandig getrocknet. Derdunk-
Ie viskose RUckstand (2,5 g) wllrde bis zur an-
schliessenden MPLC- Trennung unter Lichtaus-
schluss und N2 bei 4° aufbewahrt.

Eichgerade von Neopetasin

nlcil pro g gelrod..ncter \! urlcl
l/lgl
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164

1991
9762
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PumpeB-681 mit6-Weg-Umstellhahn und20ml
Probenschlaufe. SauIe; B-685 (Dimensionen 49
x 460 mm) mit Vorsaule sowie Set zum Trocken-
fUlIen der Saule. Fraktionensammler: B-684 und
4 Racks mit 120Glasern zu 50 ml. UV-Filterpho-
tometer: mit 220 und 254 nm Festfilter und Digi-
talanzeige. Peakdetektor: B-686. Schreiber: 1-
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wurden zum Entfernen von Schwebeteilchen
durch Glas-Microfibre-Filter GF/F (Whatman,
Maidstone, GB, 0 2,5 cm) gefiltert. Das Einen-
gen der Lsgm. i. RV. erfolgte schonend bei max.
25°.

M PLC; MPLC- Trennungen erfolgten auf dem
System B-680 von Biichi bestehend aus einer
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Ll B cmisch nus p

L 11 JIexnn I-BuOM 1Of"'C B 10 +8 - mllmin R il ilictl D

LM2 Hcxan AcOEt 6.3~ B in A+B 6.1 ml/min R it iii lID

L13 Hexun t-BuOMe/1c 9:1 %BinA+8 6 ml/min Ro il

L 4 Ilcxnn 15% cO tHe un 72lff B in MB 4.2 ml/min R II iIicll D

L 1. 11.0 M OHI e I:] 75 ,,8 in +8 6 mllmin 'udell.I" Iii

Ll\16 ydohexan I-BuOM' 'i( B inA+B 5 mllmin R II. ihcn D

1.17 yet h xun t-BuO eJ 1c; 9:] 11· 8 in +8 5 mllmin R 'il ilica

L 1 yd hexlln t·BuO 1 1\11 9:1 to<:tBinAB 5mllmtn R II i1il.:llD

L 19 lie. an t-BuOMeI\1c;C .] 14Si Bin +8 6,] mllmin Ro it

4.5.lsolierung der Reinkomponenten
(Tab. 2) durch semipriip. HPLC [17]

Die semiprap. Trennung der Zone 3 geschah
mit dem Laufmittelsystem LMI (vgl. Tab. 5).
Die Retentionszeit von 2a betrug 9,4 min, dieje·
nige von 4b 11,8 min, wobei eine Grund]inien-
trennung gelang und beide Komponenten einzeln
aufgefangen werden konnten.

Die Trennung der komplexen Zone 5 in sechs
Fraktionen (Fraktionen 5.1-5.6, [18]) erfolgte
mitLM2 (vgl. Tab. 5), aberohne Basislinientren·
nllng. Zur weiteren Trennung wllrden andere
Lallfmittelsysteme verwendet. Die beiden Frak·
lionen 5.2 lind 5.3 konnten dllrch mehrfaches
Rezyklieren mit LM3 in die beiden Komponen-
ten Isopetasin (1b) und Neopetasin (2b) aufge-
trennt werden (tR(1b) = 15,2 min, tR (2b) = 16,8

min}. Eine gute Trennung der beiden Komponen-
ten konnte allch mit LM4 erreicht werden (tR(lb)
= 10,0 min, IR(2b) = 10,6 min). Die beiden zur
QlIantifizierung verwendeten Verbindllngen
wurden noch mit LM5 gereinigt, wobei sich die
Eilltionsreihenfolge anderte: tR(1b) = 9,3 min,
tR(2b) = 8,0 min. Mengenmassig betrug der An-
teil der beiden Komponenten Ib lind 2b an der
Zone 5 20%.

Die beste Trennllng der komplexen Fraktion
5.4 konnte mit LM6 erreicht werden. Mindestens
flinf Verbindllngen wurden nachgewiesen, aber
nur zwei Komponenten dllrch Rezyklienmg rein
isoliert. Die eine (5b) wurde wm erstenmal alls
P. hyhridus isoliert, wahrend sich die andere als
2e erwies. Mengenmassig betrug der Anteil der
Fraktion 4 an der Zone 5 13%.

Die Fraktion 5.5 war bereits gentigend rein
wr Struktllrallfklarllng und wurde als Petasin
(3b) identifiziert. Die Trennung erfolgte mit LM7
(tR(3b) = 16,8 min). Eine zusatzliche Reinigllng
erfllhr die wr Quantifizierung verwendete Ver-
bindllng 3b mit LM5, wobei noch eine kleine
Verunreinigllng abgetrennt werden konnte (tR(3b)
= 8,8 min). Mengenmiissig betrug der Anteil der
Komponente 3b an der Zone 5 59%.

Die Fraktion 5.6 bestand alls zwei Kompo-
nenten (3c und 3d), welche mit LM8 getrennt
werden konnten (tR(3c) = 13,6 min lind tR(3d) =
14,6 min). Beide Komponenten liessen sich auch
mit LM5 trennen: tR(3c) = 9,0 min lind tR(3d) =
7,3 min. Mengenmassig betrug der Anteil der
Komponenten 3c lind 3d an der Zone 5 7%.

Die Auftrennung der Zone 7 in flinf Kompo-
nenten gelang basisliniengetrennt mit LM9 (tR(2g)
= 12,3 min, tR(3g) = 13,4 min, tR(1f) = 16,0 min,
tR(2f) = 17,3 min lind tR(3f) = 18,4 min). Hallpt-

komponenten: Neo-S-petasin (2f)/S-Petasin (3f)
2:1 (Bestimmllng mittels IH-NMR).

4.6. Anal. Extraktion und Probenvorbe-
reitung

In einem 250-m]-Rundkolben wurden ca. 3 g
des Ptlanzenplllvers mit SO ml CH2CI2 versetzt
und wah rend 10 min in einem Ultraschallbad
(Bransonic, Bender & Hobein) extrahiert. An-
schliessend wurde die SlIspension wah rend 5 min
mit einem Hochleistllngs-Dispergiergerat (Kine-
matica, Polytron) homogenisiert lind am Rtihr·
stab 'k]ebendes' Materia] mit wenig Extraktions-
mittel abgesptilt. Der Extrakt wurde flir weitere 5
min im Ultraschallbad belassen lind tiber Celite
(G3-Glasfiltemutsche) in einen 100 ml Rundkol-
ben filtriert. Zur Vervollstandigung der Extrakti-
on wurde der Riickstand erneut in 25 011 CH2Ch
allfgenommen und wiihrend 10 min im Ultra-
schall bad extrahiert. Nach Filtration tiber Celite
wurde das vereinigte Filtrat durch einen 0.45 /lIl1

HPLC-Nylon-Spritzenfilter filtriert, die gelbli-
che Lasllng i. RV. einrotiert lind der olige Ge-
samtextrakt i. HV. bis zur Gewichtskonstanz
getrocknet: ca. 75 mg, Analyse mitte1s HPLC.

4.7. Anal. HPLC
Chromatographische Bedingllngen zur Tren-

nllng des Gesamtextraktes: Normalphasen-Gra-
dienten-Trennllng allf Nucleosil mit Eillent A:
Hexan, Eluent B: (i-PrhO/MeCN (9: I, v/v), Gra-
dientenprogramm: 0-17 min: 14,75% B in A+B
(isokratisch), -28 min: -40% B in A+B (linear),
-32 min: 40% B in A+B (isokratisch), -35 min:
-14,75% B in A+B (linear). F]lIss: ] ml/min;
Detektion: PDA (254 nm); Temp.: RT.; Totzeit:
2,8 min; Konzentration: 4],7 1lg1l0!ll (Injekti-
onsvoillmen).

Isokratische Trennung von Isopetasol und
Petasol auf Nucleosil erfolgte mit: 10% B in A+B
(A: Hexan, B: i-PrOH). F1uss: ],5 ml/min. Die
Detektion erfo]gte bei 254 nm, die Retentionszei-
ten betrugen tR(Isopetaso]) = ]0,61 min bzw.
tR(Petaso]) = 11,32 min.
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