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1. Einleitung  

 

Bereits seit  Jahrhunderten wird die Mistel  und Zubereitungen daraus 

in der Pf lanzenhei lkunde als Mittel gegen vieler lei Erkrankungen  

angewendet. Auch wenn diese Pf lanze von manchen als 

„anthroposophisches Hei lmittel“ angesehen wird, hat die Therapie auf  

Grund von Qualitätsprüfungen und Produktkontrollen einen hohen 

Stel lenwert  in der Phytomedizin er langt und es bef inden sich nun 

zahlreiche Präparate  der Mistel am Markt.   

 

1.1 Viscum album  L.  

 

Als Stammpflanze der Gattung 

Viscum aus der  Familie der 

Viscaceae bzw  Loranthaceae, wird 

in der Literatur Viscum album L .  

angeführt  und in die Unterarten der  

Laubholz-Mistel (ssp. platyspermum 

KELL.),  Tannen-Mistel (ssp. abiet is  

BECK),  Kiefern-Mistel (ssp. laxum 

FIEK) und Japanische Mistel  (ssp.  

coloratum KOM .) eingeteilt .  In der 

pharmazeutischen Industr ie wird 

nach den Wirtsbäumen (z.B. 

Apfelbaum-Mistel,  Kiefern-Mistel,  Pappel-Mistel) unterschieden.  Der 

Halbschmarotzer wächst als kugeliger Halbstrauch auf Holzpf lanzen, 

mit seinen Wurzeln die Rinde des Wirts durchdringend. Die 

immergrünen, ganzrandigen Laubblätter  sind ledr ig und haben eine 

lanzett l iche Form. Die Mistel hat ihre Blütezeit  von Februar bis Mai 

und trägt erbsengroße, weiße bis gelbl ich-grüne, selten auch 

orangefarbene, f leischige Scheinbeeren.  

In alten Über lieferungen wurde der „Goldene Zweig“ bereits als 

Zauber- und Hexenpf lanze für rel igiöse R iten der Druiden bezeichnet, 

die als Mittel gegen al le Gif te galt .   

Abb.1.  Viscum album  L .   
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Auch der alte norwegischen Brauch, dass sich ein junges Pärchen 

unter einem Mistelzweig küssen sollte,  ist al lgemein bekannt [1,2,3]. 

Der Legende nach bleiben diese Paare ein Leben lang zusammen [5 ].  

 

 

1.1.1 Inhaltsstoffgruppen von Viscum album  L. 

 

Viscum album  L.  weist einige für die Mistel kennzeichnende 

Inhaltsstoffe wie Mistel lekt ine und Viscotoxine auf,  ebenso aber auch 

Sekundärstof fe, die dem Wirtsbaum entzogen werden. Das 

Vorkommen folgender Inhaltsstof fe kann außer für Viscum album  L. 

auch für andere Arten der Gattung Viscum  angenommen werden [1].  

 

  Lektine 

 

Dabei handelt es sich um Glykoproteine mit einem Molekulargewicht  

von etwa 60.000 und einem Kohlenhydratanteil von rund 11%, die je 

nach Zucker-Spezif ität  in die Mistel lekt ine ML I,  ML II  und ML II I  

eingeteilt  werden. ML I gilt  als das am besten untersuchte 

Haupt lekt in. Bei allen Typen handelt es sich um eine Mischung aus 

Isolekt inen, die mittels Gelelektrophorese aufgetrennt werden können.  

Sie bestehen aus Monomeren bzw. Dimeren aus einer A - und B-Kette,  

wobei die A-Kette,  auch als Toxomer bezeichnet, enzymatische 

Eigenschaften besitzt .  Die B-Kette (Haptomer) hingegen weist die für  

Zuckerverknüpfungen nötigen Bindungsstel len auf.  

Der Gehalt  an Lektinen in der Pf lanze beträgt circa 0,03 – 0,1% und 

unterl iegt unterschiedl ichen Wachstumsbedingungen, jahreszeit l ichen 

Schwankungen und dem Einf luss des Wirtsbaumes [1,4].  

 

  Viscotoxine 

 

Diese Polypeptide sind aus 46 Aminosäuren aufgebaut,  

gekennzeichnet durch eine hohe Anzahl an Arginin- und Lysinresten,  

wodurch ihr isoelektr ischer Punkt im basischen Bereich bei pH 10,7 

l iegt und Wechselwirkungen mit DNS ermöglicht werden.  Strukturell  
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aufgeklärt wurden bereits Viscotoxin A 2 ,  Viscotoxin A 3  (Abb. 2),  

Viscotoxin B und Viscotoxin Ps 1 .   

Durch das Vorhandensein von drei  Disulf idbrücken sind die 

Polypeptide dicht gepackt und dadurch relat iv robust gegen Proteasen 

und Hitzeeinwirkung. Sie weisen zudem einen amphiphi len Charakter 

auf , was ihre schädl iche Wirkung auf Zel lmembranen und dam it 

vermut l ich ihre Zytotoxizität erklärt.   

In Viscum-Arten kommen sie in einer Konzentrat ion von etwa 0,01 bis 

0,5 % vor [1,2].  

 

 

                     Abb.2.  Viscotoxin A 3   

 

  Phenylpropander ivate 

 

Neben einigen pf lanzentypischen Phenylacrylsäuren wie der 

Kaffeesäure, Sinapinsäure oder der Ferulasäure enthalten die M isteln 

die Inhaltsstof fe Syr ingin (= Syr ingosid, Syringenin-4‘-O-glucosid) und 

Syringenin-4‘-apiosyl-glucosid.  

 

Zu den weiteren Inhaltsstof fen zählen Polysaccharide, die in Spross 

und Stängel einen Gehalt zwischen 0,4  und 4,7 % aufweisen und  vor 

al lem in den Scheinbeeren als Heteroglykane vertreten sind.  

Ebenso zählen Lignane, Cycl itole, besonders Viscumitol,  Flavonoide 

und Triterpene, aber auch freie Aminosäuren, Eiweißstoffe und 

biogene Amine zu den Viscum-Inhaltsstof fen [1].  
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1.1.2 Wirkung und Anwendung in der Phytotherapie  

 

Die Wirksamkeit der Zubereitungen aus Misteldrogen zur peroralen 

Einnahme oder zu Injekt ionszwecken ist umstr it ten und konnte in 

pharmakologischen Untersuchungen nur tei lweise belegt  werden. 

Zudem unter l iegt der mit der W irkung korrelierende Gehalt  an 

Wirkstoffen den genetischen Var iabi l i tät en der Pf lanze und äußeren 

Einf lüssen. Dadurch stel lt  s ich ein Vergleich der Präparate als sehr 

schwier ig heraus [1,4].  

Eine der beschr iebenen Wirkungen liegt in der Zytotoxizität .  Anhand 

von Mistelauszügen wurde an isol ier ten Zellen, darunter auch 

Tumorzell l in ien, ein wachstumshemmender Effekt beobachtet,  und  

unter sehr hohen Konzentrat ionen sogar eine zytotoxische Wirkung. 

Dafür werden vor al lem die Lektine verantwort l ich gemacht. Mit Hi lfe 

der B-Kette, die mit Zuckerresten von Glykoproteinen an der 

Zel loberf läche von Tumorzel len interagiert ,  kommt es zur 

Agglut inat ion der Zellen und die zytostat ische Wirkung entfaltet  sich. 

In höherer Konzentrat ion der W irkstoffe kommt es zur Endozytose der 

Mistel lekt ine und im Zel l inneren zu einer Spaltung der A- und B-Kette,  

wobei die nun akt ivierte A-Kette durch Blockade der Proteinsynthese 

direkt zytotoxisch wirkt.  

Auch den Viscotoxinen wird ein zytotoxischer Ef fekt nachgesagt, der 

vermut l ich einerseits in deren Störung von Membranfunktionen  

aufgrund ihrer Amphiphil ie  l iegt,  andererseits in ihrer Fähigkeit ,  

histonart ig mit DNA in Wechselwirkung zu treten. Nach peroraler  

Anwendung sind sie hochtoxisch  und führen je nach Dosierung von  

Quaddelbi ldung bis hin zu Nekrosen. Auch von kardiotoxischen  

Nebenwirkungen wurde ber ichtet [1,4].  

In geringerer, nichttoxischer Konzentrat ion weist der Gesamtextrakt 

immunmodulatorische Eigenschaften auf. Diese l iegen in der 

Prol iferat ionsförderung von Lymphozyten und Aktivierung von NK-

Zel len (engl.  natural k i l ler cel ls)  und T-Helferzel len, sowie in der 

Freisetzung von Interleukinen und Tumornekrosefaktoren. Des 

Weiteren kommt es zur Aktivierung der Antikörperbi ldung nach 

Antigengabe.  

Hier spielen die Mistel lekt ine eine ebenso wichtige Rol le, durch ihre 

Bindung an Lymphozyten st imul ieren sie die Immunantwort.   
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Die Viscotoxine akt ivieren durch Auslösung reizender Entzündungen 

das zel luläre Abwehrsystem, vor al lem durch Anregung von 

Makrophagen.  

Polysacchar ide wirken durch Vermitt lung einer Brückenbi ldung 

zwischen NK-Zel len und Tumorzellen,  wodurch es zur Zytolyse 

kommt, als immunogener Verstärker [1,4,6].  

Zur Langzeitbehandlung gegen Bluthochdruck ist der Misteltee als 

perorale Zubereitung in Anwendung, der zusätzlich bei 

Schwindelgefühl,  Epi lepsie, Keuchhusten und Asthma eingesetzt wird.  

Die Aufnahme von Mistel lekt inen und Viscotoxinen in peroralen 

Verabreichungen ist  aufgrund mange lnder Resorpt ion auszuschl ießen 

[4].  

Als Anwendungsgebiete werden vor allem die Segmenttherapie be i 

degenerat iv entzündl ichen Gelenkserkrankungen ( intrakutane 

Injekt ion) und die Pal l iat ivtherapie im Sinne einer unspezif ischen 

Reiztherapie bei bösart igen Tumoren  genannt. Es soll  hier zur 

Steigerung der Lebensqual ität der  Tumorpatienten kommen, einer 

Erhöhung von Leistungsfähigkei t  und einer Zunahme von Appetit  und 

Körpergewicht. Schlafstörungen werden verr ingert und das 

Schmerzniveau  wird herabgesetzt .  

In der anthroposophischen Medizin spr icht man von bösart igen und 

gutart igen Geschwulstkrankheiten, bei  denen die Misteltherapie 

ansprechen sol l und auch für die Anregung der Knoc henmarkaktivität 

genützt wird [1] .  

Die Anwendung von Mistelzubereitungen sollte in jedem Fal l in 

Absprache mit einem Arzt erfolgen und Selbstmedikation vermieden 

werden [2].  

 

 

1.1.2.1 Isorel®   Krebstherapeutikum aus Viscum album  

 

Isorel® enthält  den wässr igen, NaCl-hält igen ( isotonische 

Kochsalzlösung)  Frischpf lanzenauszug von Viscum album  planta tota 

und wird zur subkutanen und intramuskulären Injekt ion in der 

ergänzenden und unterstützenden Malignomtherapie eingesetzt .   
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Die Wirkung l iegt in einer Steigerung der körperlichen und seel ischen 

Bef indlichkeit  und Erhöhung der Lebensqualität  von Tumorpatienten. 

Beobachtet wurden die Linderung der unerwünschten Nebenwirkungen 

von Chemotherapie oder Bestrahlung, Aktivierung der Immunabwehr,  

Reduktion des Schmerzempf indens sowie psychisc he Entlastung 

durch angstl indernde und st immungsaufhel lende Auswirkungen.  

Die Anwendungsgebiete umfassen die ergänzende und unterstützende 

Tumortherapie in al len Krankheitsstadien von Karzinomen und  

Sarkomen, die Rezidivprophylaxe nach konventionel len Therapien  

und def inierte Präkanzerosen.  

Im Sort iment stehen die Präparate Isorel® A (V. album abiet is  – 

Tannenmistel),  Isorel® M (V. album mali  – Apfelbaummistel)  und 

Isorel® P (V. album pini  – Kiefernmistel)  in unterschiedl ichen Stärken 

zur Verfügung. Dabei handelt es sich,  wie aus den jeweil igen  Namen 

hervorgeht, um Mistelsubspez ies, die von drei  verschiedenen 

Wirtsbäumen stammen. Das hat zur Folge, dass sich die Arten in ihrer 

Inhaltsstoffzusammensetzung  unterscheiden, wodurch sich eine 

Spezif ität der Wahl  des Präparates je nach Tumorart und - lokal isat ion 

ergibt.   

Das Therapieschema beinhaltet eine Einleitung s- und eine 

Therapiephase, wobei je nach Ansprechen des Patienten und dem 

Krankheitsver lauf  ein  ausführl icher Plan der Dosiseinnahme 

vorgegeben wird. Die Dauer der Therapie sol lte bei manifesten 

Karzinomen mindestens fünf  Jahre betragen, bei  solchen mit  Neigung 

zu späteren Rezidiven kann sie sogar lebenslang erfolgen.  

Eine Lokalreaktion an der Einst ichstel le,  die of t  fälschlicherweise als 

Unverträgl ichkeitsreaktion gedeutet wird, tr it t  häuf ig auf und ist  

grundsätzl ich erwünscht, da sie Zeichen von Reaktion sfähigkeit  des 

Patienten auf das Mittel ist.  Bei stark ausgeprägten Reaktionen wie 

großf lächige Rötung oder Urt icaria sol lte eine Dosisreduktion oder 

sogar ein Präparatswechsel innerhalb von I sorel® erfolgen [7].  
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1.2 Problemstellung und Zielsetzung 

 

Im Rahmen der W iederzulassung des Produktes Isorel®   eines 

Krebstherapeutikums aus Viscum album ,  stellte sich die Aufgabe,  

eine entsprechende Analysenmethode auszuarbeiten, mit deren Hi lfe 

die Qualitätskontrol le von Ausgangsmaterial und Endprodukten sowie 

die Prüfung der Stabi l i tät möglich ist.  Dazu sol lte ein sogenannter  

„f ingerprint“ des Mistelextraktes erstel lt  werden und anhand dessen 

eine ausführl iche Analyse des Präparates durchgeführt werden.  Der 

Begrif f  „f ingerprint“ bezeichnet ein für die Pf lanze charakterist isches 

Inhaltsstof fmuster. Dieses sol l  mit einer möglichst einfachen und gut 

reproduzierbaren Methode dargestel lt  werden. Nachdem in 

Pf lanzenextrakten eine sehr komplexe Mischung verschiedenster 

Inhaltsstoffe zu erwarten ist,  musste die Hochleistungs -

f lüssigchromatographie (HPLC) gewählt werden, wei l damit eine 

ausreichende Trennleistung im Vergleich zur Dünnschicht -

chromatographie (DC) erzielt  werden kann.   

Ziel dieser Diplomarbeit  war es dementsprechend nun, eine geeignete 

HPLC-Methode auszuarbeiten und al le nötigen Schr it te der 

Methodenvalidierung zu prüfen, um eine geeignete Analysenmethode 

zur Qual itätssicherung von Isorel® zur Verfügung stellen zu können.   
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2. Material 

 

2.1 Probenmaterial  

 

  ISOREL® A (V. album  abiet is)  

ISOREL® A Stärke   1: Ch.-B.: IA112a1 bis:01.2013 NOVIPHARM Ges.m.b.H., Austria 

ISOREL® A Stärke   6: Ch.-B.: IIA112a1 bis:01.2013 NOVIPHARM Ges.m.b.H., Austria 

ISOREL® A Stärke 12: Ch.-B.: IIIA112a2 bis:01.2013 NOVIPHARM Ges.m.b.H., Austria 

ISOREL® A Stärke 24: Ch.-B.: IVA112a1 bis:01.2013 NOVIPHARM Ges.m.b.H., Austria 

ISOREL® A Stärke 36: Ch.-B.: VA112a2 bis:01.2013 NOVIPHARM Ges.m.b.H., Austria 

ISOREL® A Stärke 60: Ch.-B.: VIA1110a1 bis:09.2013 NOVIPHARM Ges.m.b.H., Austria 
 

  ISOREL® M (V. album  mali)  

ISOREL® M Stärke   1: Ch.-B.: IM1110a1 bis:09.2013 NOVIPHARM Ges.m.b.H., Austria 

ISOREL® M Stärke   6: Ch.-B.: IIM1110a1 bis:09.2013 NOVIPHARM Ges.m.b.H., Austria 

ISOREL® M Stärke 12: Ch.-B.:IIIM1110a1 bis:09.2013 NOVIPHARM Ges.m.b.H., Austria 

ISOREL® M Stärke 24: Ch.-B.:IVM1110a1 bis:09.2013 NOVIPHARM Ges.m.b.H., Austria 

ISOREL® M Stärke 36: Ch.-B.: VM1110a1 bis:09.2013 NOVIPHARM Ges.m.b.H., Austria 

ISOREL® M Stärke 60: Ch.-B.: VIM113a2 bis:02.2013 NOVIPHARM Ges.m.b.H., Austria 
  

  ISOREL® P (V. album  pini)  

ISOREL® P Stärke   1: Ch.-B.: IP107a2 bis:06.2012 NOVIPHARM Ges.m.b.H., Austria 

ISOREL® P Stärke   6: Ch.-B.: IIP107a2 bis:06.2012 NOVIPHARM Ges.m.b.H., Austria 

ISOREL® P Stärke 12: Ch.-B.: IIIP107a2 bis:06.2012 NOVIPHARM Ges.m.b.H., Austria 

ISOREL® P Stärke 24: Ch.-B.: IVP107a2 bis:06.2012 NOVIPHARM Ges.m.b.H., Austria 

ISOREL® P Stärke 36: Ch.-B.: VP107a2 bis:06.2012 NOVIPHARM Ges.m.b.H., Austria 

ISOREL® P Stärke 60: Ch.-B.: VIP109a2 bis:08.2012 NOVIPHARM Ges.m.b.H., Austria 
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2.2 Reagenzien und Lösungsmittel  

 

Reagenzien 

Aceton, p.a.  

Ameisensäure (Rotipuran® ≥98%, p.a.,  ACS for  HPLC) 

Acetonitr i l  (HiPerSolv CHROMANORM for HPLC – Super Gradient) 

Aqua bidest.  

Essigsäure, p.a.  

Methanol, p.a.  

n-Butanol, p.a.  

Ninhydr in, p.a.  

 

Referenzsubstanzen 

Aminosäuren: Asparaginsäure, Leucin, Lysin, Phenylalanin, Prol in,  

                     Serin, Threonin, Tyrosin, Val in  

                     (Bestand des Departments für Pharmakognosie)  

Arbutin (Bestand des Departments für Pharmakognosie )  

Coffeinum purum (Bestand des Departments für Pharmakognosie ) 

Eleutheroside B (Fluka® analyt ical Standard Lot no. BCBK6303V)  

Phenylacrylsäuren :  Anissäure, Chlorogensäure Ferulasäure,  

                            Kaffeesäure, Sinapinsäure, Syr ingasäure  

                            (Bestand des Departments für Pharmakognosie)  

Theophyll inum purum (Bestand des Departments für Pharmakognosie) 

 

 

2.3 Geräte 

 

Analysenwaage (Sartorius MC 210S) 

Lösungsmittel Evaporator  (Genevac EZ-2 Series Personal Evaporator )  

Pipette (Eppendorf  Research, PhysioCare concept )  

Ultraschal lbad (Bandel in Sonorex RK 100) 
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  Hochleistungsflüssigchromatographie (HPLC) 

 

Software 

 

Shimadzu LCsolut ion Version 1.25  

System 

 

Shimadzu LC-20 

Degasser  

 

DGU-20A5  

Pumpe 

 

LC-20AD 

Autosampler  SIL-20AC HT 

  Säulenofen 

 

CTO-20AC 

Diodenarraydetektor  

 

SPD-M20A, 190-400nm 

Stationäre Phasen 

 

Thermo Fischer Acclaim™120 C18  

( inkl.  Vorsäulen)  

 

2,1x150mm 3µm 120A Ser.no. 002697  

  

Thermo Fischer Acclaim™120 C18 2x10mm 

  

5µm 120A Prod.No. 069689 

   

  

Thermo Fischer Acclaim™120 C8  

  

2,1x150mm 3µm 120A Prod.no. 059124  

  

Ser.no: 001382 

  

Thermo Fischer Acclaim™120 C8 2x10mm 

  

5µm 120A Prod.No. 069688 

   

  

Thermo Fischer Acclaim™Polar Advantage II 

  

C18 2,1x150mm 3µm 120A Prod.no. 063187  

  

Ser.no: 001346 

  

Thermo Fischer Acclaim™Polar Advantage II   

  

C18 2x10mm 5µm 120A Prod.No. 069692  

   

  

Dionex Acclaim™120 C18 2,1x120mm 3µm   

  

120A Prod.no: 059130 Ser.no: 002655  

 

 

  



Mater ial   

11 
 

  Kopplung HPLC und Massenspektrometrie (LC-MS) 

 

DIONEX Ult iMate 3000 Ser ie (HPLC) 

Bruker HCT Iontrap (MS)  

 

  Dünnschichtchromatographie (DC)  

 

HPTLC Fert igplatte Kieselgel 60 F2 5 4 ,  10x10 cm 

Camag Entwicklungs-Kammer 

Mikropipetten 
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3. Methoden 

 

3.1 Hochleistungsflüssigchromatographie (HPLC) 

 

Die High Performance Liquid Chromatography (HPLC) oder auch 

Hochleistungs-Flüssigchromatographie ist ein Verfahren zur Trennung 

von Substanzgemischen. Es handelt  sich um eine Form der 

Säulenchromatographie, bei der das Fl ießmittel  durch 

Druckeinwirkung mit  Hi lfe von Pumpen durch Probeneinlasssystem 

und Trennsäule befördert  wird. Die Trennung des Stof fgemisches 

beruht auf  der unterschiedlichen Aff inität der Stoffe in einer mobilen 

und einer stat ionären Phase (Abb. 4).  

Die mobile Phase stel lt  das Elut ionsmittel dar, de ssen Auswahl 

anhand von Polarität und Wechselwirkungseigenschaft 

(Protonendonator oder -akzeptor) erfolgt .  Anforderungen von 

möglichst großer Reinheit  und Gasfreiheit  sind gestel lt .  Es besteht die 

Möglichkeit  der Kombinat ion mehrerer Lösungsmittel,  wodurch sich 

die Optionen ergeben, während der Trennung die stets gleiche 

Konzentrat ion beizubehalten ( isokrat ische Elut ion) oder die 

Fl ießmittelzusammensetzung kont inuier l ich zu verändern 

(Gradientenelut ion)  [8,9].  

Die stat ionäre Phase bef indet s ich in der Trennsäule, deren Fül lung 

meist aus porösen Mater ialien mit großer spezif ischer Oberf läche wie 

zum Beispiel Kieselgel oder Aluminiumoxid besteht. Eine wichtige 

Rolle für eine gute Trennleistung spielen neben dem Part ikelmater ial 

die Korn- und Porengröße und Korngrößenverteilung. Der 

Teilchendurchmesser l iegt meist zwischen 2 und 15 µm.  

Des Weiteren können die Trägermaterial ien chemisch modif iziert sein, 

wie es bei der Umkehrphasen-Chromatographie (RP;  reversed phase) 

der Fal l ist .  Hier wird die ursprüngl ich polare Trägeroberf läche  von 

Kieselgel (Normalphase) mit beispielsweise l ipophilen Alkylgruppen, 

häuf ig Octylgruppen (RP-8, Abb. 3) oder Octadecylgruppen (RP-18),  

bedeckt. Die Wahl der mobile Phase fäl lt  dementsprechend auf ein 

polares Fl ießmittel.    
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          Abb.  3 .  Vereinfachte  Darste l lung der  Modi f iz ierung zu  RP-8  

 

In Abhängigkeit  von den Eigenschaften der Probenmoleküle wie 

Polarität,  Löslichkeit  oder Molekülmasse können die 

unterschiedl ichsten Mechanismen zur Trennung  der Substanzen 

angewendet werden. Die Adsorptions - und Vertei lungs-

chromatographie hat in der pharmazeutischen Ana lyt ik besonders 

große Bedeutung. Hier beruht  die Trennung hauptsächl ich auf 

Unterschieden in der Polar ität und Lösl ichkeit  der zu untersuchenden 

Stoffe.   

Als weitere häuf ig angewendete Verfahren zur Trennung sind die 

Ionenpaar-, Ausschluss- und Aff initätschromatographie zu nennen.  

Bei der chromatographischen Trennung gelangen die Substanzen mit 

unterschiedl icher Retentionszeit  aus der Säule, werden von einem 

Detektor erfasst und als elektr isches Signal in einem äußeren 

Chromatogramm reg istr iert .   

Es stehen eine Reihe von Detektoren für die HPLC zur Verfügung, die 

Auswahl r ichtet  sich nach den Eigenschaften der  Analyten.  Der 

Detektor sol lte eine möglichst hohe Selekt ivität und Empf indl ichkeit  

für die zu untersuchenden Substanzen aufweisen [8,9].   

Die HPLC dient vor präparativen  besonders analyt ischen Zwecken. 

Qual itat ive und quantitat ive Bestimmungen können gemacht, sowie 

Aussagen über Identität und Reinheit  getroffen werden.  

 

   Abb.4.  Schemat ische Darste l lung des HPLC -Aufbaus  [9 ]  

 

 



Methoden   

14 
 

Die meistverwendete Detektorquel le ist  der UV/Vis-Detektor, der die 

Lichtabsorption des Eluats misst und das Signal im Chrom atogramm 

als Peak registr iert .  Voraussetzung ist,  dass die Substanz ein 

chromophores ( l ichtabsorbierendes) System besitzt.   

Es gibt verschiedene Ausführungen von UV/Vis-Detektoren.  Bei 

manchen sind die Wellenlängen frei wählbar, andere Geräte hingegen 

haben f ixe  Messwellenlängen eingestellt .  Eine Sonderform stel lt  der 

Photodiodenarray-Detektor dar, der die Absorption bei mehreren 

Wellenlängen gleichzeit ig misst und so zu jeder Zeit  des 

Chromatogramms ein vol lständiges UV/Vis-Spektrum aufzeichnet. Die 

Empf indl ichkeit  der Detektion verr ingert sich jedoch im Vergleich zur 

Messung bei nur einer Wellenlänge, dafür erhält  man für die 

einzelnen Substanzen UV/Vis-Absorptionsspektren, die zur 

Identif izierung sehr nützl ich sein können.  
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3.2 Kopplung von HPLC und Massenspektrometrie (LC-MS) 

 

Die Kopplung zwischen Flüssigchromatographie (engl.  l iquid 

chromatography) und Massenspektrometrie  (engl.  mass spectrometry)  

ist eines der empf indl ichsten und selekt ivsten, jedoch auch 

aufwändigsten Detektionsverfahren, bei der die m ittels HPLC 

aufgetrennten Substanzen über ein Interface ins Massenspektrometer 

gelangen und dort  qual itat iv und quantitat iv analysiert  werden 

können.  

Die Probleme liegen in den großen Flüssigkeitsvolumina der 

Lösungsmittel,  die aus dem HPLC-System kommen und bei direktem 

Eintr it t  in das Massenspektrometer das dort herrschende Hochvakuum 

zerstören würden. Zusätzl ich erweist sich die häuf ig geringe 

Flüchtigkeit  der zu analysierenden Substanzen als problematisch. 

Eine Lösung stellt  die Anwendung von Spray -Verfahren dar [8,9],  wo 

das HPLC-Eluat bei Atmosphärendruck zerstäubt und ionisier t wird.  

Der generel le Aufbau eines Massenspektrometers besteht aus der 

Probenzuführungseinheit ,  von der aus die Analyten in die Ionenquel le  

gelangen, in der es auf  verschiedene Arten zur Ionisat ion kommt. Die 

am meisten eingesetzte Ionisat ionsmethode ist die ESI -Methode 

(Elektrospray-Ionisat ion), bei der die Probe im Lösungsmittel durch 

eine Kapi l lare in die Ionenquel le geleitet wird und mittels eines 

angelegten elektr ischen Feldes fein zerstäubt wird. Das Lösungsmittel  

wird so lange abgedampft,  bis posit ive oder negative Analyt -Ionen 

zurückbleiben. Für die Probe wurde einerseits der Modus der 

Erhaltung von Molekül ionen als auch Fragmentierungsschrit te 

angewendet. Die Fragmentierung geschah in der als Massen-

analysator gewählten Ionenfalle ( ion trap), in der die Ionen für kurze 

Zeit  auf  elektr ischen oder magnetischen Kreisbahnen gehalten 

werden und bei Bedarf  durch Kol l is ion mit inerten Edelgasmolekülen 

f ragmentiert werden können.  

Die gebi ldeten Ionen gelangen durch ein elektr isches Potent ial in den 

Massenanalysator , der die Aufgabe hat, die Ionen im Gemisch 

entsprechend ihres Masse-Ladungs-Verhältnisses (m/z) aufzutrennen. 

Demnach gelangen nur ausgewählte Substanzen zum Massendetektor  

mit anschl ießender Datenverarbeitung [10].  
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3.3 Dünnschichtchromatographie (DC)  

 

Die Dünnschichtchromatographie (engl.  thin layer chromatography, 

TLC) ist eine Methode zur Auftrennung von Substanzen im Gemisch 

und deren qualitat ive und quant itat ive Analyse . Die stat ionäre Phase 

bi ldet ein Sorbens wie zum Beispiel Kieselgel,  das als dünne Schicht  

an einen Träger angebracht ist.  Als Träger werden häuf ig Glasplatten 

oder Aluminium-Fol ien verwendet. Verschiedene Fl ießmittel bieten 

sich als mobile Phase an, die in einer Entwicklungskammer enthalten 

sind. Die Analysensubstanzen werden in der Regel band - oder 

str ichförmig auf einer Startf ront aufgetragen und mittels der mobilen 

Phase bis zur Fließmittelf ront entwickelt ,  wobei vor al lem Verteilungs - 

bzw. Adsorptionsvorgänge für die Trennung verantwort l ich sind. Nach 

der Entwicklung erhält  man ein inneres Chromatogramm, die 

Substanzen werden also nicht wie bei der HPLC eluiert,  sondern 

können direkt auf  der DC-Platte detekt iert und analysiert werden. 

Eine wichtige Kenngröße in der DC ist der R f-Wert, der die 

Wanderung der Substanzzonen charakterisiert und somit zur Analyse 

herangezogen werden kann [8,9].  

Die im Vergleich zu anderen chromatographischen Verfahren eher 

schlechte Trennleistung konnte durch die Hochleistung s-

Dünnschichtchromatographie (HPTLC, engl.  high performance thin 

layer chromatography) verbessert werden, die sich durch einen 

kleineren Tei lchendurchmesser des Sorbens und engere 

Korngrößenverteilung auszeichnet [9].  
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4. Ergebnisse 

 

4.1 HPLC-Methodenentwicklung zur Erstellung eines 

„fingerprint“-Chromatogramms 

 

Zunächst sol lte versucht werden, ein „f ingerprint“ -Chromatogramm für 

Isorel® zu erhalten, wo eine möglichst gute Auftrennung aller 

Komponenten in möglichst kurzer Zeit  erzielt  werden ka nn. Diese 

Analysen erfolgten anhand des Präparates Isorel®M60 und die 

Parameter der ersten Methode wurden wil lkürl ich gewählt,  um vore rst 

einen groben Überbl ick über die Komponenten des Mistelauszuges zu 

erhalten.  Dafür wurden 200 µl der Probe lösung mit einer Eppendorf -

Pipette entnommen und unverdünnt zur Injekt ion bereitgestel l t .  

 

Methode_1: 

Eluent A: Aqua dest. (0,1% Ameisensäure)  

Eluent B: Acetonitr i l  (0,1% Ameisensäure)  

Flussrate: 0,4 ml/min 

Injekt ionsvolumen: 5 µl  

Säulenofentemp.: 25°C 

Detektion:  254 nm 

Gradientenelut ion:  

 

min Eluent B 
   0,1  3% 
 60,0  95% 

 60,1  95% (Spülung) 

70,0  95% 
 70,1  1% (Äquilibrierung) 

80,0  1% 
  

Vorsäule:  Acclaim™120 C18, 5µm, 120A, 2x10mm 

Säule: Acclaim™120 C18, 3µm, 120A, 2,1x150mm 

 

Da es sich bei al len Isorel®-Präparaten um einen wässr igen Extrakt 

handelt,  war anzunehmen, dass dieser vor al lem polare  Inhaltsstof fe 

enthält  und diese durch die anfänglich hohe Konzentrat ion des 
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polaren Wassers im Fl ießmittelgemisch bereits zu Beginn eluiert 

würden. Tatsächl ich sah man im Chromatogramm, dass die meisten 

Substanzen bereits bei etwa 50% Eluent  B registr iert  wurden.  

 

Um die Auftrennung zu verbessern , wurde die Methode demnach so 

verändert ,  dass die Endkonzentrat ion des Eluenten B als auch die 

Steigung des Gradienten in etwa halbiert  wurde ( Methode_2).   

 

Methode_21: 

Gradientenelut ion:  

 

min Eluent B 
 

  0,1  1% 
 60,0  50% 

 60,1  95% (Spülung) 

70,0  95% 
 

70,1  1% (Äquilibrierung) 

80,0  1% 
  

Die Probelösungen von Isorel®A60, Isorel®M60 und Isorel®P60 

wurden inj iziert  und mit den Parametern von Methode_2  analysiert  (s. 

Abb. 5-7).  

 

 

     Abb.5.  Chromatogramm von  Isore l®A60  (Methode_2 )  

 

                                                
1
 Die übr igen Parameter s ind aus Methode_1  zu entnehmen.  

0 . 0  2 . 5  5 . 0  7 . 5  1 0 . 0  1 2 . 5  1 5 . 0  1 7 . 5  2 0 . 0  2 2 . 5  2 5 . 0  2 7 . 5  3 0 . 0  3 2 . 5  3 5 . 0  3 7 . 5  4 0 . 0  4 2 . 5  m i n  

0  

1 0  

2 0  

3 0  

4 0  

5 0  

6 0  

7 0  

m A U  
A D 1 : 2 5 4 n

m   
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     Abb.6.  Chromatogramm von Isore l®M60  (Methode_2 )  

 

 

     Abb.7.  Chromatogramm von  Isore l® P60  (Methode_2 )  

 

Beim Vergleich der drei Präparate konnte festgestellt  werden, dass 

eine markante Peakgruppe bei al len drei Chromatogrammen  zwischen 

Minute 1 und 6 detekt iert wurde und der deut l ich größte Peak 

ebenfal ls überal l um Minute 16 zu erkennen war. Er zeigte bei 

Isorel®P60 die stärkste Intensität  im Vergleich zu Isorel®A60 und 

Isorel®M60, die annähernd vergleichbar waren.  

 

Im Weiteren sol lte unter Verwendung dieser Methode untersucht  

werden, ob die Größe der Peakf lächen zu den unterschiedl ichen 

Konzentrat ionen beziehungsweise Stärken der gleichen Präparate  

proport ional ist.  Der  Vergleich erfolgte anhand von Isorel®M6, M24 

und M60 (Abb. 8-10) und zeigt,  dass zwischen der Stärke 6 und 60  

0 . 0  2 . 5  5 . 0  7 . 5  1 0 . 0  1 2 . 5  1 5 . 0  1 7 . 5  2 0 . 0  2 2 . 5  2 5 . 0  2 7 . 5  3 0 . 0  3 2 . 5  3 5 . 0  3 7 . 5  4 0 . 0  4 2 . 5  m i n  

0  

2 5  

5 0  

7 5  

1 0 0  

1 2 5  

1 5 0  

1 7 5  

m A U  
A D 1 : 2 5 4 n

m   

0 . 0  2 . 5  5 . 0  7 . 5  1 0 . 0  1 2 . 5  1 5 . 0  1 7 . 5  2 0 . 0  2 2 . 5  2 5 . 0  2 7 . 5  3 0 . 0  3 2 . 5  3 5 . 0  3 7 . 5  4 0 . 0  4 2 . 5  m i n  

0 . 0  
2 . 5  
5 . 0  
7 . 5  

1 0 . 0  
1 2 . 5  
1 5 . 0  
1 7 . 5  
2 0 . 0  
2 2 . 5  
2 5 . 0  
2 7 . 5  
3 0 . 0  m A U  

A D 1 : 2 5 4 n

m   
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eine gute Korrelat ion zwischen Konzentrat ion und Peakf lächen  

besteht. Bei der Stärke 24 ist das Signal zwar nicht um genau das 4-

fache intensiver als bei Stärke 6, jedoch sind die Peakf lächen im 

Vergleich doch deutl ich größer.  

Die Chromatogramme zeigten eine ausgezeichnete Übereinst immung 

der Komponenten und Retent ionszeiten .  

 

 

    Abb.8.  Chromatogramm von Isore l®M6 (Methode_2 )  

 

 

     Abb.9.  Chromatogramm von Isore l®M24 (Methode_2 )  

 

2 . 5  5 . 0  7 . 5  1 0 . 0  1 2 . 5  1 5 . 0  1 7 . 5  2 0 . 0  2 2 . 5  2 5 . 0  2 7 . 5  3 0 . 0  3 2 . 5  3 5 . 0  3 7 . 5  4 0 . 0  4 2 . 5  m i n  
-

1 . 0  

-

0 . 5  

0 . 0  
0 . 5  
1 . 0  
1 . 5  
2 . 0  
2 . 5  
3 . 0  
3 . 5  
4 . 0  
4 . 5  
5 . 0  
5 . 5  
6 . 0  

m A U  
A D 1 : 2 5 4 n

m   

2 . 5  5 . 0  7 . 5  1 0 . 0  1 2 . 5  1 5 . 0  1 7 . 5  2 0 . 0  2 2 . 5  2 5 . 0  2 7 . 5  3 0 . 0  3 2 . 5  3 5 . 0  3 7 . 5  4 0 . 0  4 2 . 5  m i n  
-

1 . 0  

-

0 . 5  

0 . 0  
0 . 5  

1 . 0  
1 . 5  

2 . 0  
2 . 5  

3 . 0  
3 . 5  

4 . 0  
4 . 5  

5 . 0  m A U  
A D 1 : 2 5 4 n

m   
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    Abb.10.  Chromatogramm von Isore l®M60 (Methode_2 )  

 

 

Zur besseren Auftrennung der po laren Substanzen in den ersten fünf  

Minuten im Chromatogramm wurde versucht, einen isokrat ischen 

Schr it t  mit 100% Eluent A einzuführen ( Methode_3).  

 

Methode_3: 

Isokrat ische Elut ion/Gradientenelut ion:  

 

min Eluent B 
 0,1 0% 
 30,0 0% 

 30,1 1% 
 90,0 50% 
 90,1 95% (Spülung) 

100,0 95% 
 100,1 1% (Äquilibrierung) 

110,0 1% 
  

Diese Methode stel l te sich jedoch als wenig zielführend heraus, da 

die markante Peakgruppe unverändert zur gleichen Zeit  eluiert wurde 

(Abb. 11) wie bei Methode_2 ,  weshalb Methode_3  verworfen wurde.  

 

0 . 0  2 . 5  5 . 0  7 . 5  1 0 . 0  1 2 . 5  1 5 . 0  1 7 . 5  2 0 . 0  2 2 . 5  2 5 . 0  2 7 . 5  3 0 . 0  3 2 . 5  3 5 . 0  3 7 . 5  4 0 . 0  4 2 . 5  m i n  

0 . 0  
2 . 5  
5 . 0  
7 . 5  

1 0 . 0  
1 2 . 5  
1 5 . 0  
1 7 . 5  
2 0 . 0  
2 2 . 5  
2 5 . 0  
2 7 . 5  
3 0 . 0  m A U  

A D 1 : 2 5 4 n

m   
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     Abb.11.  Chromatogramm von Isore l® M60 (Methode_3 )  

 

 

Es folgte ein weiterer Schrit t  im Versuch  zur Opt imierung der 

Methode, um die f rüh eluierten Inhaltsstoffe besser aufzutrennen  

(Methode_4).  

 

Methode_4:  

Isokrat ische Elut ion/Gradientenelut ion:  

 

min Eluent B 
 0,1 1% 
 10,0 1% 

 10,1 1% 
 60,0 25% 
 60,1 95% (Spülung) 

75,0 95% 
 75,1 1% (Äquilibrierung) 

90,0 1% 
  

Das erhaltene Chromatogramm der für diesen Versuch gewählten 

Probe  Isorel®M60 zeigte in Bezug auf die Auftrennung der ersten 

großen Peakgruppe keine signif ikante Verbesserung , und auch die 

zweite interessante Peakgruppe um Minute 16 erschien unverändert.  

 

Mit den bisher igen Erkenntnissen sol lte versucht werden, die Methode 

so kurz wie möglich zu halten. Die Konzentrat ion des Fl ießmit tels und 

die Gradientenzeit  wurden so gewählt,  dass al le markanten 

0 . 0  5 . 0  1 0 . 0  1 5 . 0  2 0 . 0  2 5 . 0  3 0 . 0  3 5 . 0  4 0 . 0  4 5 . 0  5 0 . 0  5 5 . 0  6 0 . 0  6 5 . 0  m i n  
-

2 . 5  

0 . 0  
2 . 5  
5 . 0  
7 . 5  

1 0 . 0  
1 2 . 5  
1 5 . 0  
1 7 . 5  
2 0 . 0  
2 2 . 5  
2 5 . 0  
2 7 . 5  
3 0 . 0  
3 2 . 5  

m A U  
A D 1 : 2 5 4 n

m   
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Inhaltsstoffe eluiert  wurden und auch die Zeiten für Spülung und 

Äqui l ibr ierung wurden der verwendeten Säule angepasst ( Methode_5).  

 

Methode_5:  

Gradientenelut ion:     

 

min Eluent B 
 

0,1 1% 
 

25,0 20% 

 
25,1 95% (Spülung) 

35,0 95% 
 

35,1 1% (Äquilibrierung) 

50,0 1% 
  

Neben der Veränderung des Fließmittelgradienten wurden auch 

weitere Möglichkeiten zur Verbesserung der Trennleistung in Betracht 

gezogen und so erfolgte eine Veränderung der Flussrat e auf  0,35, 

0,45 und 0,5 ml/min,  die ebenfal ls mit dieser Säule kompatibel sind.  

Jedoch erwies sich die  bisher ige Verwendung von einer Flussrate von 

0,4 ml/min als optimale Fließgeschwindigkeit  und wurde folglich 

beibehalten.  

 

Es wurden auch andere stat ionäre Phasen getestet,  die 

möglicherweise weitere Wechselwirkungen vor allem mit polaren 

Komponenten zeigen könnten. Folgende andere Säulenvariat ionen 

wurden dafür verwendet:  

 

Säule_II:  Acclaim™ 120 C8 3µm 120A 2,1x150mm 

Vorsäule_II:  Acclaim™ 120 C8 5µm 120A 2x10mm 

 

Säule_III :  Acclaim™ Polar Advantage II  C18 3µm 120A 2,1x150mm 

Vorsäule_III :  Acclaim™ Polar Advantage II  C18 3µm 120A 2,1x150mm  

 

Die Säule_II mit der C8-Umkehrphase sol lte den Vergleich bringen, 

ob die Modif izierung des Materials der stat ionären Phase zu C18 oder 

zu C8 einen besseren Einf luss auf  die Trennleistung hat.  



Ergebnisse   

24 
 

Von Säule_III  wurde erhoff t ,  dass aufgrund der Einbringung 

zusätzlicher polarer Gruppen in der stat ionären Phase bessere 

Wechselwirkungen vor allem mit den f rüh eluierten Analyten 

statt f inden würden.   

Die Säulen wurden untereinander verglichen, wobei verschiedene 

Gradienten angewendet wurden. Besonders wichtig erschien der 

Vergleich der Methode mit der Kombinat ion isokrat ische 

Elut ion/Gradientenelut ion,  da sich hier die speziel le Modif izierung der 

„Polar Advantage“-Säule beweisen sol lte.  

 

 

     Abb.12.  Chromatogramm von  Isore l®P60 mi t  C8-Säule  

 

 

     Abb.13.  Chromatogramm von  Isore l®P60 mi t  C18-Säule  
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     Abb.14.  Chromatogramm von  Isore l®P60 mi t  C18-Säule  Pola r  Advantage  

 

 

Aus den Abbi ldungen 12-14 geht hervor, dass die verschiedenen 

stat ionären Phasen keinen signif ikanten Unterschied im Bezug auf  die 

Trennleistung haben.  Im Bereich von 0-5 Minuten war keine 

wesentl iche Veränderung (zusätzl iche Peaks) zu sehen, das übrige 

Chromatogramm zeigte kaum Veränderungen im Vergleich zur bisher 

verwendeten C18-Säule. Deshalb wurde weiterhin dieses Mater ial 

verwendet, wobei e in wichtiges Auswahlkriterium war, dass d ie bisher 

verwendete „normale“ C18 Säule als sehr häuf ig verwendete 

stat ionäre Phase am ehesten in Labors zur Qual itätssicherung zu 

f inden ist .   

 

Die f inale Methode wurde schlussendl ich nach vielen weiteren kleinen 

Änderungen der Parameter  und Versuchen der Optimierung erstellt  

und konnte somit für die Analyse der Isorel®-Proben eingesetzt  

werden (Abb. 15). 

 

Methode_final: 

Vorsäule:                     Acclaim™ RSLC 120 C18 5µm 120A 2x10mm  

                                 (Thermo Scientif ic)  

Säule:                         RP-C18, 3µm, 120A, 2,1x150mm 

Eluent A:                     Aqua bidest. (0,1% Ameisensäure)  

Eluent B:                     Acetonitr i l ,  HPLC-Qualität  

                                  (0,1% Ameisensäure)  

Flussrate:                     0,40 ml/min 
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Injekt ionsvolumen:        5 µl 

Säulenofentemperatur:   25°C 

Detektion:                    254 nm 

Gradientenelut ion:    

      

min Eluent B 
 

0,1 1% 
 

45,0 37% 

 
45,1 95% (Spülung) 

55,0 95% 
 

55,1 1% (Äquilibrierung) 

70,0 1% 
  

 

 

      Abb.15.  Chromatogramm von Isore l ®P60 (Methode_f ina l )  

 

 

Für die Analyse von al len Isorel®-Produkten galt  es ebenso zu testen, 

ob auch für die kleinste Konzentrat ion, Stärke 1,  ein gut 

analysierbares Chromatogramm mit reproduzierbaren Peakf lächen 

erhalten werden konnte. Dies wurde für al le drei Arten untersucht , mit  

dem Ergebnis, dass tei lweise zu kleine Peaks, die nicht  
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reproduzierbar integriert werden konnten, erhalten wurden. Diese 

Proben mussten dementsprechend aufkonzentr iert werden.  

 

Probenaufbereitung von Isorel® Stärke 1 :  

Zur Aufkonzentr ierung der Stärke 1 von Isorel® A, Isorel® M und 

Isorel® P wurde 1 ml aus der Stammlösung entnommen und im 

Lösungsmittel Evaporator  bis zur Trockene eingedampft.  Der 

Rückstand wurde in 100 µl desti l l iertem Wasser aufgenommen und im 

Ultraschal lbad vol lständig gelöst.  Der Gehalt in der Lösung wurde 

somit um den Faktor 10 erhöht. Damit konnten gut auswertbare 

Peakf lächen erhalten werden.  

 

 

4.2 Versuche zur Identifizierung der Inhaltsstoffe in  

Isorel®-Produkten 

 

Nach der Entwicklung einer geeigneten HPLC-Methode galt  es,  

Inhaltsstoffe zu identif izieren, die als Leitsubstanzen für die Analyse 

und zur Qual itätskontrolle  der Isorel®-Präparate dienen konnten. 

  

4.2.1 LC-MS Analyse von Isorel® 

 

Zur Analyse der Isorel®-Lösung wurde die f inale HPLC-Methode 

angewendet. Gewählt wurde Isorel®M60, wobei angenommen wurde, 

dass aufgrund des sehr ähnlichen Spektrums im HPLC-f ingerprint -

Chromatogramm die Inhaltsstoffe in den verschiedenen Isorel®-

Produkten ähnl ich sind.  

 

Auswertung des Massenspektrums: 

 

Als Hauptpeak (bei 17 Minuten) im HPLC-Chromatogramm konnte das 

Phenylpropander ivat  Syr ingenin-4‘-O-[apiosyl(1→2)]glucosid (SYA, 

Abb.17) identif iziert werden. Es zeigte im ESI neg. MS einen 

Quasimolekül ionenpeak [MH]  von m/z 503,1.  Im MS 2 war infolge 

der Fragmentierung die Abspaltung der Zucker erkennbar (162 amu 
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Glucose, 132 amu Apiose), wobei Syr ingenin (m/z 209,1) gebildet  

wurde. Im MS 3 wurde auf eine Methylgruppenabspaltung 

(209,1→194,1) geschlossen (Abb. 18).  

Als weiterer Inhaltsstoff  konnte im HPLC-Chromatogramm bei 16 

Minuten Syr ingenin-4’-O-glucosid (syn. Syringin , Syringosid, 

Eleutherosid B, Abb. 16) bestät igt werden. Syringin ist als 

Referenzsubstanz erhält l ich, die natürl ich im Chromatogramm 

ebenfal ls bei 16 Minuten eluierte. Syr ingin (SY) und Syr ingenin -

apiosyl-glucosid  (SYA) sind aus der Literatur als typische 

Phenylpropander ivate in der Mistel bekannt. Da SYA auch die 

Hauptkomponente im Chromatogramm von Isorel® darstel l te, wurde 

diese Verbindung als Leitsubstanz für die Qual itätskontrolle 

ausgewählt.   

O OH

O
CH

3

OOH

OH

OH

O

CH
3

OH

 

                               Abb.16.  Syr ingenin-4 ‘ -O-g lucos id  
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                           Abb.17.  Syr ingenin -4 ‘ -O-[ap iosyl (1→2)]g lucos id  
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 Abb.18.  Massenspektren von Syr ingenin -4 ‘ -O-[ap iosyl (1→2)]g lucos id  

 

 

Im Bereich zwischen 35 und 45 Minuten wurden an Hand der 

Massenspektren Flavonoide mit Molekulargewicht en im Bereich von 

300-400 festgestellt ,  die ebenfalls bereits als Inhaltsstof fe in der 

Mistel bekannt sind. Die Peakf lächen waren jedoch k lein und 

entsprechende Reinsubstanzen als Referenz nicht erhält l ich, weshalb 

diese Inhaltsstof fe als Leitsubstanzen für die Qual itätskontrol le  der 

Präparate ausgeschlossen wurden. 

Bei der LC-MS wurden im Bereich von 17 bis 20 Minuten Hinweise auf 

das Vorl iegen von Pheny lacrylsäuren gefunden. Quel len aus der 

Literatur gaben an, welche für die Mistel typisch sind: Anissäure,  

Chlorogensäure, Ferulasäure, Kaffeesäure, Sinapinsäure, Syringa -

säure [1].   

Zur Ident if izierung wurde von diesen Substanzen je 1  mg in 1 ml 0,1% 

Ameisensäure gelöst und als Referenzlösungen mit der f inalen 

Methode analysiert.   

Zum Vergleich der Referenzsubstanzen mit der Probe Isorel®M60 

wurden die Chromatogramme übereinandergelegt und es konnte 

festgestellt  werden, dass sich sowohl der Chlorogensäure -Peak als 

auch der Peak der Syringasäure über lappten und es sich daher 

wahrscheinlich um diese Substanzen in Isorel® handelte.  Da diese 
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beiden Peaks im Chromatogramm von Isorel® nur sehr klein waren, 

eigneten sich diese Verbindungen allerdings  nicht a ls Leitsubstanzen 

(s. Abb. 19).  

 

 

    Abb. 19 .  Chromatogramm von Phenylp ropander ivaten in  Isore l®M60  

 

 

Aus der Literatur ist ja auch das Vor liegen von Aminosäuren und 

biogenen Aminen in der Mistel bekannt,  die aufgrund ihrer Polarität 

am Beginn des Chromatogramms eluiert  würden. Zunächst wurde 

versucht, Aminosäuren mittels DC zu ident if izieren, bzw. das 

Vorkommen bestimmter Aminosäuren in Isorel® auszuschließen.  

Welche Aminosäuren in V. album  in ihrem Vorkommen bereits 

bestät igt wurden und die Möglichkeiten zur Analyse und der dazu 

gehörigen Detektion mittels DC konnte aus der Literatur entnommen 

werden [11].  

 

Parameter der HPTLC:  

 

Platte:                   10x10cm 

Stat ionäre Phase:   KG 60 

Mobile Phase:         n-Butanol-Aceton-Eisessig-Wasser (35:35:10:20)  

Startf ront:               1cm 

Fl ießmittelf ront:      1cm 

Laufzeit :                 70 min 

1 5 . 0  1 5 . 5  1 6 . 0  1 6 . 5  1 7 . 0  1 7 . 5  1 8 . 0  1 8 . 5  1 9 . 0  1 9 . 5  2 0 . 0  2 0 . 5  2 1 . 0  2 1 . 5  2 2 . 0  m i n 
- 0 . 2 5  

0 . 0 0  

0 . 2 5  

0 . 5 0  

0 . 7 5  

1 . 0 0  

1 . 2 5  

1 . 5 0  

1 . 7 5  

2 . 0 0  

2 . 2 5  

u V  ( x 1 0 , 0 0 0 )  

Syr i ngasäure  
Chlo rogensäure  

Syr i ngas r  ?  

Chlo rogensr  ?  
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Standard:               Threonin, Lysin, Ser in, Tyrosin (DC 1)  

                             Asparaginsäure, Leucin, Prol in, Val in  (DC 2)  

Probe:                    Isorel®A60, Isorel®M60, Isorel®P60 (DC 1 und 2)  

Auftragevolumina:   5 µl Standard 

   20 µl Probe 

Sprühreagenz:        Ninhydr in-Reagenz 

 

Herstellung des Standards:  

Etwa 1 mg der jeweil igen Aminosäure wurde in circa 1  ml eines 

Gemisches aus 0,1%igem ameisensaurem Wasser und Methanol dest.  

(50+50) gelöst.  

 

Herstellung des Sprühreagenzes:  

30 mg Ninhydrin wurden in 10 ml n-Butanol gelöst und mit 0,3 ml 

98%iger Essigsäure versetzt.   

 

Durchführung: 

 

Die direkt aus den Ampullen entnommenen Isorel®-Proben und die 

Standards wurden bandförmig mit Hilfe von Mikropipetten 

aufgetragen. Nach der Entwicklung des  Dünnschichtchromatogramms 

wurde das vol lständige Verdampfen des Lösungsmittels abgewartet.  

Anschl ießend wurde die Platte mit 5  ml des Ninhydr in-Reagenzes 

besprüht und 5 Minuten bei 100°C erhitzt.  Die nun gefärbten Banden 

konnten somit ausgewertet werden.  

Anhand der ähnlichen Lage und Färbung der Banden wurde das 

Vorl iegen von Serin und Tyrosin vermutet, eine eindeut ige 

Identif izierung konnte jedoch bei keiner Aminosäure erfolgen (s. Abb. 

20 und 21). Es mussten spezif ischere Methoden herangezogen 

werden. 

 

 



Ergebnisse   

32 
 

 

 

  Abb.  20.  Dünnschichtchromatogramm 1 von Aminosäuren und Isore l®  

                             

 

 

          Abb. 21.  Dünnschichtchromatogramm 2 von Aminosäuren und Isore l®  
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Eine geeignetere Methode für den Nachweis von Aminosäuren bot die 

HPLC. Dafür wurde die Probe Isorel®M60 und folgende Aminosäuren 

als Referenzen analysiert :  Asparaginsäure, Leucin,  Lysin, 

Phenylalanin, Prol in,  Serin, Threonin, Tyrosin  und Valin. 

Das Chromatogramm wurde mit der Methode_f inal  erstel lt .  Die 

Analyse erfolgte bei 190nm bzw. 220nm, da die Aminosäuren bei 

dieser Wellenlänge die beste Absorption zeigten . Es gab jedoch nur 

Hinweise auf das Vorkommen von Aminosäuren in Isorel®, eine 

eindeut ige Identif izierung konnte nicht erfolgen . Eine Über lagerung 

von anderen Isorel®-Inhaltsstof fen, vermutlich biogene Amine, die 

ebenfal ls bekannte Inhaltsstoffe in der Mistel s ind, störten die 

Trennung, wodurch eine eindeutige Bestät igung nicht möglich war.  

 

Durch diese Untersuchungen konnten im f ingerprint -Chromatogramm 

von Isorel® einzelne Substanzen bzw. Substanzgruppen eindeut ig 

zugeordnet werden: Aminosäuren und biogene Amine, 

Phenylacrylsäuren, Phenylpropander ivate mit Syr ingin und Syringin -

apiosyl-glucosid und Flavonoide (Abb. 22 ). 

Der Vergleich der einzelnen Isorel®-Arten (Isorel®A, Isorel®M, 

Isorel®P) hat ja bereits gezeigt,  dass diese Peakgruppen in al len drei 

Arten vorhanden sind, al lerdings mit unters chiedl ichen 

Konzentrat ionen. Die Zuordnung der Substanzen zeigte, dass es 

sinnvoll  ist ,  die typischen Phenylpropanderivate SYA (Hauptpeak in 

al len Chromatogrammen) bzw. SY als Leitsubstanz für die 

Qual itätskontrol le heranzuziehen.  
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  Abb.22 .  Zuordnung der  Substanzk lassen am Be isp ie l  von Isore l ® P60   

 

      

4.3 Interner Standard und Referenzsubstanz  

 

4.3.1 Interner Standard 

 

Zur exakten Quantif izierung der Leitsubstanzen SYA und SY musste 

ein geeigneter interner Standard gefunden werden, der an einer Stel le 

im Chromatogramm eluiert,  wo keine anderen Substanzen zu sehen 

sind. Zuerst wurde eine wässrige 0,1%ige Arbutin-Lösung verwendet 

und mit der f inalen HPLC-Methode analysiert.  
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  Abb.23 .  Chromatogramm von Arbut in  (untere Spur)  und Isore l®M60 (obere Spur )  

 

Abbi ldung 23 zeigt,  dass sich Arbutin für den Einsatz als Interner 

Standard nicht eignet , da sich der Peak bei Minute 5 mit der ersten 

großen Peakgruppe in Isorel®M60 überschnitt .  

 

Als nächstes wurde Coffein getestet.  Dafür wurde eine 0,003%ige 

wässr ige Lösung von Coffein verwendet und mit Isorel®M60 

vergl ichen.   

 

 

  Abb.24 .  Chromatogramm von Cof fe in  (untere Spur)  und Isore l®M60 (obere Spur )   
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In Abb. 24 kann man erkennen, dass der Peak von Coffein inmitten 

der zweiten interessanten Peakgruppe von Isorel® auftr it t  und somit 

auch nicht verwendet werden konnte.  

 

Der nächste Versuch fand mit Theophyl l in statt ,  da diese Substanz im 

Vergleich zu Coffein  eine Methylgruppe weniger enthält  und somit  

stärker polar  ist.  Es wurde daher erwartet,  dass Theophyll in f rüher 

eluieren und der Peak im Chromatogramm in keine der zu 

bestimmenden Peakgruppen fallen würde.  

 

 

     Abb.25.  Chromatogramm von Theophyl l in  (untere Spur)  und Isore l®M60 

                 (obere Spur)  

 

Zur Überprüfung wurde das Theophyl l in-Chromatogramm mit dem von 

Isorel®A60, Isorel®M60 und Isorel®P60 vergl ichen. Der Peak lag 

zwischen den ersten beiden interessanten Peakgruppen und  war als 

Interner Standard daher gut geeignet, was das Beispiel von 

Isorel®M60 in Abb. 25 zeigt.  

 

Herstellung der Lösung des Internen Standards:  

Die Konzentrat ion des Internen Standards sollte so gewählt  werden, 

dass die Peakgröße zwischen dem kleinsten Peak der Leitsubstanz 

SYA (Syringenin-apiosyl-glucosid) in den schwächsten Stärken und 

dem größten Peak von SYA in Stärke 60 l iegt.  

Dazu wurde auf  der Analysenwaage eine wi l lkürl iche Einwaage von 

1,15 mg der Theophyl l in-Reinsubstanz gemacht und in 10 ml 

0 . 0  2 . 5  5 . 0  7 . 5  1 0 . 0  1 2 . 5  1 5 . 0  1 7 . 5  2 0 . 0  2 2 . 5  2 5 . 0  2 7 . 5  3 0 . 0  3 2 . 5  3 5 . 0  3 7 . 5  4 0 . 0  m i n 

0 . 0  

0 . 5  

1 . 0  

1 . 5  

2 . 0  

2 . 5  

3 . 0  

3 . 5  

4 . 0  u V  ( x 1 0 , 0 0 0 )  

Theophyl l in  



Ergebnisse   

37 
 

0,1%igem ameisensaurem Wasser gelöst.  Diese Lösung wurde 

eingespr itzt und die Intensität des Peaks mit der des Leitpeaks im 

Chromatogramm von Isorel®M60 verglichen. Da die Peakf läche 

jedoch zu groß war, musste die Theophyl l in-Lösung 1:10 verdünnt 

werden. 

Diese Lösung wurde eingespr itzt und der Peak von Theophyll in mit 

dem Leitpeak im Chromatogramm von Isorel®M60 und Isorel®M6 2 

vergl ichen.  

Diese Konzentrat ion (1:10) stel lte s ich als geeignet heraus und 

dementsprechend wurde nun diese Lösung von Theophyl l in den 

Probelösungen zugesetzt  und analysiert.  Dazu wurden 100  µl der 

Theophyll in-Lösung mit 100 µl des Isorel®P1-Extraktes vermischt und 

der Analyse unterzogen. Derselbe Vorgang wurde mit Isorel®P60 

wiederholt .  Damit sol lte überprüf t werden,  ob die Konzentrat ion 

sowohl für die niedr igste als auch für die höchste Stärke verwendet 

werden kann. 

Die Anforderungen zur Wahl des Internen Standards und seiner 

Konzentrat ion wurden erfül lt  und Theophyl l in erwies sich mit der 

Konzentrat ion von etwa 10 µg/ml (0,001%) zur Analyse und 

Gehaltsbest immung der Leitsubstanzen  als geeignet .  

Die Abbildungen 26-28 zeigen Chromatogramme von Lösungen des 

Internen Standards in Isorel®A60, M60 oder P60 im gleichen 

Verhältnis.  

 

 

     Abb.26.  Chromatogramm von Isore l ®A60 mi t  In ternem Standard (Theophyl l in)  

                                                
2
 Stärke 6 wurde h ier a ls schwächste Stärke herangezogen, da Stärke 1 nur  

10-fach aufkonzentr ier t  er fassbar  war .  
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     Abb.27.  Chromatogramm von Isore l ®M60 mi t  In ternem Standard (Theophyl l in)  

 

 

 

     Abb.28.  Chromatogramm von Isore l ®P60 mi t  In ternem Standard (Theophyl l in)  

 

 

4.3.2 Referenzsubstanz 

 

Die ident if izierten Leitsubstanzen des Mistelextrak tes von Isorel® 

stel lten Syr ingenin-apiosyl-glucosid als Hauptpeak und Syr ingin dar.  

Leider ist Syr ingenin-apiosyl-glucosid (SYA) nicht als Referenz-

substanz erwerbbar, Syringin ist als Reinsubstanz erhält l ich.  

Mit  Hilfe des Internen Standards und der Referenzsubstanz Syr ingin 

konnte der Standardkorrekturfaktor berechnet werden, um im 

Weiteren Gehaltsbestimmungen der leitenden Inhaltsstof fe in Isorel ® 

zu ermöglichen.  
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Dazu wurde eine Stammlösung von Syr ingin hergestel lt  und 

Verdünnungen von dieser gemacht,  deren Peakgröße in dem Bereich 

war, der bei den Probelösungen zu erwarten war (s. Abb. 29-31).  

Somit wurde die Überprüfung der Linearität ermöglicht  sowie die 

Berechnung des Standardkorrekturfaktors. 

 

 

     Abb.29.  Chromatogramm des In ternen  Standards (Theophyl l in)   

                 und Syr ing in  (Stammlösung)  

 

 

 

     Abb.30.  Chromatogramm des In ternen Standards (Theophyl l in)   

                 und Syr ing in  (1 :10)  
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     Abb.31.  Chromatogramm des In terner  Standard (Theophyl l in)   

           und Syr ing in (1 :300)  

 

 

4.3.3 Berechnung des Standardkorrekturfaktors  

 

Standardkorrekturfaktor für Syringin  

 

Herstellung der  Stammlösung :   

Die Einwaage von Syringin betrug 1,02  mg und wurde in 10 ml 

0,1%iger Ameisensäure unter Verwendung des Ultraschallbads 

vol lständig gelöst.  Es handelte sich somit um eine 0,0102%ige 

Lösung. 

 

Herstellung der Verdünnungen :  

1:2 → 1ml Stammlösung + 1ml 0,1% Ameisensäure 

1:5 → 1ml Stammlösung + 4ml 0,1% Ameisensäure  

1:10 → 1ml Stammlösung + 9ml 0,1% Ameisensäure  

1:50 → 1ml 1:10-Lösung   + 4ml 0,1% Ameisensäure 

1:100 → 1ml 1:10-Lösung   + 9ml 0,1% Ameisensäure 

1:300 → 1ml 1:100-Lösung + 2ml 0,1% Ameisensäure 

 

Nun wurden jeweils 100 µl des Internen Standards (0,001%) mit  

100 µl der Syr ingin-Lösung vermischt. Dieser Schrit t  erfolgte für alle  

Konzentrat ionen. Jede der sieben Lösungen wurde vier Mal inj iziert 

und mit Methode_f inal  analysiert .  
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Mit der folgenden Formel  wurde der Standardkorrekturfaktor  aus jeder  

Analyse berechnet und der Mittelwert über al le Bere chnungen 

bestimmt  (siehe Tab.  1). 

 

 

fS t  =  
g  Analyt  × Peakfläche ( Int. Std) 

g  Int.Std  × Peakfläche (Analyt)
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Tab.1.  Berechnung des Standardkorrekturfak tors für  SY  

 

Probe Fläche  Gehalt Fläche Gehalt fSt 

    (µg/ml)   (µg/ml)   

  
    

  

  Int. Std Int. Std Syringin Syringin   
  

    
  

Int. Std + SY 1:300 a 128595 11,5 4698 0,340 0,80927 

Int. Std + SY 1:100 a 129163 11,5 14034 1,020 0,81632 

Int. Std + SY 1:50 a 129094 11,5 28174 2,040 0,81281 

Int. Std + SY 1:10 a 129796 11,5 135760 10,200 0,84799 

Int. Std + SY 1:5 a 128912 11,5 277803 20,400 0,82317 

Int. Std + SY 1:2 a 128937 11,5 680482 51,000 0,84030 

Int. Std + SY SL a 128946 11,5 1356489 102,000 0,84313 
  

    
  

  
   

x = 0,82757 

            

Int. Std + SY 1:300 b 130551 11,5 4789 0,340 0,80597 

Int. Std + SY 1:100 b 130345 11,5 14113 1,020 0,81918 

Int. Std + SY 1:50 b 129259 11,5 27756 2,040 0,82611 

Int. Std + SY 1:10 b 130278 11,5 136515 10,200 0,84643 

Int. Std + SY 1:5 b 130696 11,5 281614 20,400 0,82327 

Int. Std + SY 1:2 b 130826 11,5 689072 51,000 0,84198 

Int. Std + SY SL b 130888 11,5 1370751 102,000 0,84692 
  

    
  

  
  

  x = 0,82998 

            

Int. Std + SY 1:300 c 130687 11,5 4714 0,340 0,81964 

Int. Std + SY 1:100 c 130709 11,5 14300 1,020 0,81072 

Int. Std + SY 1:50 c 129417 11,5 28134 2,040 0,81600 

Int. Std + SY 1:10 c 130458 11,5 136597 10,200 0,84709 

Int. Std + SY 1:5 c 129846 11,5 279146 20,400 0,82514 

Int. Std + SY 1:2 c 130789 11,5 687301 51,000 0,84391 

Int. Std + SY SL c 130134 11,5 1363607 102,000 0,84646 
  

    
  

  
   

x = 0,82985 

            

Int. Std + SY 1:300 d 130714 11,5 4910 0,340 0,78709 

Int. Std + SY 1:100 d 131147 11,5 14392 1,020 0,80824 

Int. Std + SY 1:50 d 129812 11,5 28003 2,040 0,82232 

Int. Std + SY 1:10 d 130566 11,5 137400 10,200 0,84284 

Int. Std + SY 1:5 d 130742 11,5 281658 20,400 0,82343 

Int. Std + SY 1:2 d 130474 11,5 689591 51,000 0,83908 

Int. Std + SY SL d 130331 11,5 1370145 102,000 0,84369 
  

    
  

  
   

x = 0,82381 

            

      x (über alle Werte) = 0,82780 

 

Die einzelnen Ergebnisse zeigten eine sehr gute Übereinst immung, es 

konnte somit der Standardkorrekturfaktor für Syringin mit  0,82780 

festgelegt werden.  
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Standardkorrekturfaktor für Syringenin-apiosyl-glucosid 

 

Syringenin-apiosyl-glucosid ist ja als Referenzsubstanz nicht  

erhält l ich. Die Struktur von Syr ingin und Syr ingenin-apiosyl-glucosid 

unterscheidet sich nur in einem zusätzl ichen Zucker bei SYA, wobei 

das chromophore System, das für die Absorpt ion verantwort l ich ist,  

bei beiden Substanzen ident ist.  Diese Tatsache ermöglichte, unter 

Berücksichtigung der Molekulargewichte der beiden Substanzen , 

ebenso die Berechnung des Standardkorrekturfaktors für Syringenin-

apiosyl-glucosid. 

 

fSt (SY)

MG (SY)
 = const.  →  fS t (SYA)= const.  × MG (SYA)  

 

MG (SY)  = 372         

MG (SYA)  = 504 

fSt (SY)   = 0,82780 

fSt (SYA) = 1,12154 

 

Der Gehalt von Syr ingin bzw. Syr ingenin-apiosyl-glucosid in Isorel® 

konnte somit durch folgende Formel berechnet werden:  

 

g (SY)  =  
g  Int. Std  × Peakfläche (SY) × fSt (SY)

Peakfläche (Int. Std)
   bzw. 

 

 

g (SYA)  =  
g  Int. Std  × Peakfläche (SYA) × fSt (SYA)

Peakfläche (Int. Std)
 

 

Wenn man dieses Ergebnis auf  100 ml  Isorel® bezieht erhält  man die 

entsprechenden % (G/V) Gehalte gemäß den Formeln:  

 

% (SY)  =  
g  Int. Std  × Peakfläche (SY) × fst (SY) × 100 

Peakfläche (Int. Std)× ml (Präparat)
  bzw. 

 

 

% (SYA)  =  
g  Int. Std  × Peakfläche (SYA) × fst (SYA) × 100 

Peakfläche (Int. Std)× ml (Präparat)
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4.4 Validierung der Methode 

 

Die vorgestel lte HPLC-Methode wurde von Oktober 2013 bis Juni 

2014 gemäß der ICH-Guidel ines, International Conference on 

Harmonizat ion of  technical requirement for registrat ion of  

pharmaceuticals for human use, quality guidelines Q2 (analyt ical 

val idat ions) unter Zuhi lfenahme der EDQM (european directorate  for 

the qual ity of  medicines and health) PA/PH/OMCL (11) 04 -OMCL 

(off icial medicines control laboratory) guidel ine on quant if icat ion of  

HPLC equipment (Annex 1) sowie Ph.Eur.  7 Grundwerk 2011 val idiert.  

Zur Val idierung wurden folgende Parameter geprüf t:  

 

 

I .  Systemeignung  

Bei dieser Prüfung wird anhand verschiedener Punkte , wie zum 

Beispiel Symmetriefaktor von Analysenpeaks, untersucht, ob das 

System geeignet ist,  reproduzierbare Quantif izierungen zu er lauben.  

 

I I .  Spezifität  

Eine Methode wird dann als spezif isch bewertet,  wenn sie die zu 

untersuchenden Komponenten ohne Verfälschung durch andere in der 

Probe vorkommenden Substanzen erfasst.  

 

I I I .  Methodenpräzision  

Die Methodenpräzision ist ein Maß für die Schwankungen der 

Ergebnisse, die durch verschiedene Schr it te in der Analyse 

entstehen. Es wird die zufäll ige Streuung der Analysenergebnisse 

bestimmt, wofür eine mehrmalige (meist 6 -fache) Durchführung der 

gesamten Proben-Analyse notwendig ist.   

 

IV. Linearität  

Bei diesem Parameter wird die Proport ionalität  zwischen dem 

Messsignal einer Substanz und ihrer Konzentrat ion untersucht.  

Veranschaul icht  wird das Ergebnis meist in einer graphischen 

Darstellung. 
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V. Richtigkeit  

Hier wird untersucht, wie sehr das Messergebnis vom r icht igen bzw. 

„wahren“ Wert abweicht. Ein Maß hierfür stel lt  die 

„Wiederf indungsrate“ dar, bei der mittels Zugabe einer 

Referenzsubstanz gezeigt wird, ob ein gewisser Tei l der Probe bei der 

Probenaufarbeitung oder Analyse ver loren geht.  

 

VI.  Wiederholbarkeit  

Bei diesem Punkt wird ein Analysenvorgang mehrfach durchgeführt 

und dieser komplet t wiederholt ,  wobei die Ergebnisse der beiden 

Durchgänge verglichen werden und in bestimmten Grenzwerten l iegen 

sol len.  

 

VII .  Tag-zu-Tag-Präzision  

Bei dieser Prüfung werden die Messergebnisse eines  Tages mit jenen 

am darauffolgenden Tag, also 24 Stunden später, vergl ichen und 

ausgewertet.  Bestimmte Kriterien müssen dabei erreicht  werden.  

  

VII I .  Robustheit  

Eine Methode ist robust, wenn das Ergebnis auch nach kleinen 

Änderung verschiedener Testparameter  wie Temperatur, pH-Wert 

oder Flussrate den Anforderungen entspr icht.  
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4.5 Validierung der Methode 

 

Nach Erarbeitung al ler Parameter eines vorgegebenen Val idierungs -

planes wurde ein Val idierungsprotokoll erstel lt ,  das al le 

Bestimmungen und Ergebnisse der Analyse enthält .  

 

4.5.1 Validierungsprotokoll  

 

I .  Systemeignung 

 

Zur Prüfung der Systemeignung wurden drei verschiedene 

Konzentrat ionen der Syringin-Referenzsubstanz 6-fach inj izier t:  

 

  Syringinlösung (0,3 µg/ml) 

  Syringinlösung (3,0 µg/ml) 

  Syringinlösung (15,0 µg/ml) 

 

Im Ph. Eur. 7. Ausgabe, Grundwerk 2011, wird für diese Prüfung je 

nach gefordertem Gehalt der Substanzen eine maximale relat ive 

Standardabweichung (RSD) von 0,85% bis 1,27% gefordert.  

Akzept iert werden jedoch normalerweise auch noch 2% RSD. 

Bezügl ich der Retentionszeiten wird eine RSD von maximal 5% 

ver langt (EDQM, PA/OMLC (11) 04-OMCL Guideline on qual if icat ion  

of  HPLC equipment, Annex 1).  

 

Ergebnis:   

(s. auch Tabelle I :  Systemeignung im Anhang)  

 

  

Peakf läche 

 

Retent ionszeit  

     Syringinlösung (0,3 µg/ml): 1,34 % RSD 

 

0,18 % RSD 

Syringinlösung (3 µg/ml):    0,8 % RSD 

 

0,07 % RSD 

Syringinlösung (15 µg/ml): 0,65 % RSD 

 

0,22 % RSD 

 

  Entspricht  
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Ebenso schreibt Ph. Eur. 7. Ausgabe, Grundwerk 2011, für die 

Hauptpeaks einen Symmetriefaktor zwischen 0,8 und 1,5 vor. Hier 

wurde ebenfal ls der Symmetriefaktor des Peaks des  Internen 

Standards (Theophyl l in) best immt, da dieser bei der gesamten  

Analyse herangezogen wurde.  

 

Ergebnis:   

 

Symmetriefaktor: 

 

Syringin:                             1,05 – 1,24 (Isorel®-Proben)  

                                          0,93 – 1,19 (Syringin-Lösung) 

Syringenin-apiosyl-glucosid: 1,12 – 1,19 (Isorel®-Proben)  

Theophyll in:                        1,15 – 1,24 ( in allen Lösungen)  

 

  Entspricht  

 

I I .  Spezifität  

 

Zur Prüfung der Spezif ität der Methode wurden folgende Lösungen 

inj iziert:  

 

  Aqua bidest.  

  Isorel®A60 

  Isorel®M60 

  Isorel®P60 

 

Bei der Analyse von Wasser darf  bei den Retentionszeiten von 

Theophyll in (Int.  Std.  bei 13-14 min.),  Syringin (16-17 min.) und 

Syringenin-apiosyl-glucosid (17-18 min.) kein Signal auf treten.  

 

Ergebnis:  

(s. Tabelle I I :  Spezif ität im Anhang)  

 

Bei den Retentionszeiten der oben genannten Substanzen wurde n 

keine Signale ber der Analyse von Wasser nachgewiesen (s. Abb. 32).  
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    Abb.32.  Chromatogramm von b lank W asser d e s t .  

 

  Entspricht  

 

EDQM, PA/OMCL (11) 04-OMCL Guideline on qual if icat ion  of  HPLC 

equipment prüf t  ebenso auf Carry-Over.  Nach aufeinanderfolgenden 

Läufen der Referenzsubstanz (Syringin) und anschließender blank -

Wasser-Injekt ion soll die Peakf läche der blank -Lösung bei der  

Retent ionszeit  der Syringinlösung  ≤ 0,2% der Syr ingin-Peakf läche 

sein. 

 

Ergebnis:  

 

Es war kein Peak bei der Retent ionszeit  von Syringin zu detekt ieren 

→ Carry-Over:  0 %.  

 

  Entspricht  
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I I I .  Methodenpräzision 

 

Zur Prüfung der Methodenpräzision wurden die Referenzsubstanz 

(Syringin)  sowie al le Probelösungen 6-fach inj iziert und analysiert:  

 

  Syringinlösung (3 µg/ml) 

  Isorel®A in den Stärken 1 ,  6 ,  12 ,  24 ,  36  und 60  

  Isorel®M  in den Stärken 1 ,  6 ,  12 ,  24 ,  36  und 60  

  Isorel®P in den Stärken 1 ,  6 ,  12 ,  24 ,  36  und 60 

 

Die EDQM, PA/PH/OMCL (11) 04-OMCL Guidel ine schlägt eine RSD  

≤ 1,5% des Gehaltes vor,  übl icherweise werden jedoch noch 2% RSD 

toler iert.  

 

Ergebnis:  

(s. auch Tabelle I I I :  Methodenpräzision im Anhang)  

 

Folgende relat ive Standardabweichungen (RSD) wurden ermittelt :  

 

 

      1      6       12 

   

 

(SY/SYA) (SY/SYA) (SY/SYA) 

   
       Isorel®A:  0,59%/0,32%  1,11%/0,32%  0,70%/0,20%  

   Isorel®M :  3,30%/2,93%  n.d./1,76%  1,28%/0,73%  

   Isorel®P:  1,67%/0,96%  2,36%/0,69%  1,19%/0,49%  

   
       

    

 

     24     36      60 

   

 

(SY/SYA) (SY/SYA) (SY/SYA) 

   
       Isorel®A:  1,92%/0,18%  1,91%/0,64%  2,02%/0,64%  

   Isorel®M :  1,23%/0,64%  1,13%/0,31%  0,28%/0,53%  

   Isorel®P:  0,57%/0,65%  1,80%/1,10%  0,28%/0,53%  

   
       

    Syringinlösung (3 µg/ml):      0,80 % RSD (Peakf läche)  
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Einige wenige Werte der RSD des Gehaltes von Syr ingin  (SY) und 

Syringenin-apiosyl-glucosid (SYA) waren > 2% und lagen somit  

außerhalb der er laubten Grenzen.  

 

  Entspricht nicht  

 

 

IV. Linearität  

 

Um die Prüfung auf Linear ität darzustel len, wurden drei  verschiedene 

Konzentrat ionen der Syringin-Reinsubstanz 6-fach inj iziert:  

 

  Syringinlösung (0,3 µg/ml) 

  Syringinlösung (3 µg/ml) 

  Syringinlösung (15 µg/ml) 

 

→ entspr icht rund 10%-600% des zu erwartenden Gehaltes an 

Syringin in den Probelösungen.  

Die ICH Guidel ine schlägt einen Bereich von 80%-120% für 

Arzneisubstanzen und Fert igprodukte bzw. 70%-130% für die Prüfung 

auf Gleichförmigkeit  des Gehalts vor.  

 

Die EDQM, PA/PH/OMCL (11) 04-OMCL Guidel ine fordert für die 

Eichgerade (UV(DAD-Detektor) ein Bestimmtheitsmaß von R² ≥ 0,999.  

 

Ergebnis:  

(s. auch Tabelle IV:  Linearität im Anhang)  

 

Geradengleichung :   

y = 13064x+1185,6 

 

Bestimmtheitsmaß :  

R² = 0,9999 

 

 

  Entspricht  
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V. Richtigkeit  

 

Die Richtigkeit  der Methode wurde anhand von Isorel®P60 gezeigt. 

Dazu wurde die Probelösung 6-fach inj iziert und jeweils der Gehalt an 

Syringin best immt. Anschließend wurden drei verschiedene 

Konzentrat ionen der Syringin-Referenzsubstanz hergestel l t ,  6-fach 

analysiert und jeweils der Gehalt an Syr ingin mittels des Internen 

Standards bestimmt. Danach wurde die Probelösung mit den drei 

unterschiedl ichen Syr ingin-Konzentrat ionen dot iert  und die 

Wiederf indung des zugesetzten Syr ingins in % berechnet.   

Dazu wurden für jede der drei Syringin-Konzentrat ionn  jeweils 200 µl 

der Syr ingin-Lösung mit 200 µl Theophyll in-Lösung vermischt, 200 µl 

der Probelösung mit 200 µl Theohyl l in-Lösung vereinigt und eine 

Mischung aus 100 µl Syr ingin-Lösung, 100µl Probelösung und 200µl 

Theophyll in-Lösung hergestel lt .  Der Verdünnungsschr it t  von Syr ingin 

wurde bei der Berechnung des Gehalts (Tabel le V, s. Anhang) bereits 

miteinbezogen.  

Die Wiederf indung sol l zwischen 95% und 105% l iegen und die RSD 

bei einer Best immung muss kleiner als 2% sein.  

 

Ergebnis:  

(s. auch Tabelle V: Richtigkeit  im Anhang)  

 

  

Wiederf indung  

 

RSD 

     Isorel® P60 I:   

 

95,86 % 

 

0,86% 

Isorel® P60 II :   

 

100,06% 

 

0,83% 

Isorel® P60 II I :   

 

100,18% 

 

1,25% 

 

  Entspricht  

 

 

VI. Wiederholbarkeit  

 

Die Wiederholbarkeit  der Methode wurde anhand von Isorel®P24 

veranschaul icht.  Dazu wurden sechs unabhängige Probenahmen 

getät igt  und pro Entnahme drei Bestimmungen durchgeführt.  Der 
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Gehalt an Syr ingin und Syr ingenin-apiosyl-glucosid wurde mittels des 

Internen Standards bestimmt. 

Die relat ive Standardabweichung des Gehalts von Syr ingin und 

Syringenin-apiosyl-glucosid über alle erhaltenen Bestimmungen sol l  

maximal 5% betragen.  

 

Ergebnis:  

(s. auch Tabelle VI: Wiederholbarkeit  im Anhang)  

 

Aus den drei Best immungen der sechs  Proben wurden folgende 

relat ive Standardabweichungen des Gehalts an Syr ing in und 

Syringenin-apiosyl-glucosid ermittelt :  

 

  

      SY 

 

     SYA 

     Probe 1:  

 

0,37 % RSD 

 

0,16 % RSD 

Probe 2:  

 

0,37 % RSD 

 

0,34 % RSD 

Probe 3:  

 

0,12 % RSD 

 

0,21 % RSD 

Probe 4:  

 

0,40 % RSD 

 

0,14 % RSD 

Probe 5:  

 

0,77 % RSD 

 

0,22 % RSD 

Probe 6:  

 

0,56 % RSD 

 

0,07 % RSD 

     über al le 18 

Bestimmungen: 

 

2,64 %  RSD 

 

2,17 %  RSD 

 

Der RSD über alle Best immungen l iegt deutl ich unter 5%. 

 

  Entspricht  

 

 

VII.  Tag-zu-Tag-Präzision 

 

Die Tag-zu-Tag-Präzision wurde anhand folgender Proben gezeigt:  

 

  Isorel® A24 

  Isorel® A60 

  Isorel® M24 
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  Isorel® M60 

  Isorel® P24 

  Isorel® P60 

 

Es wurden jeweils sechs Injekt ionen einer Probe an zwei 

aufeinanderfolgenden Tagen ( im Abstand von 24 Stunden) 

durchgeführt und daraus Mittelwert,  Standardabweichung und relat ive 

Standardabweichung des Gehaltes an SY und SYA errechnet.  

Der F-Test wurde zur Prüfung der Varianzen s 1² und s2² 

herangezogen um zu prüfen,  ob diese aus einer  Grundgesamtheit  

entstammen. Die obere Signif ikanzschranke  der F-Vertei lung bei fünf  

Freiheitsgraden (95%, 5,5) wurde einer F-Test-Tabelle entnommen 

und beträgt 5,05.  

Ebenso wurde mit dem Mittelwert -t-Test geprüf t,  ob die zwei 

Mittelwerte von Tag 1 und Tag 2 einer Grundgesamtheit entstammen. 

Die Signif ikanzschranke der t -Vertei lung (95%, 10) wurde aus einer  

t-Wert-Tabelle entnommen und beträgt  2,228.  

 

Ergebnis:  

(s. auch Tabelle VII.  Tag zu Tag Präzision im Anhang)  

 

  

  F-Test  

(SY/SYA) 

 

  t-Test 

(SY/SYA) 

     Isorel® A24 

 

1,22 / 9,23 

 

2,49 / 2,45 

Isorel® A60 

 

1,56 / 3,48 

 

3,66 / 5,08 

Isorel® M24 

 

1,99 / 1,02 

 

3,95 / 1,21 

Isorel® M60 

 

1,15 / 4,20 

 

3,73 / 8,16 

Isorel® P24 

 

2,98 / 37,41 

 

2,12 / 0,37 

Isorel® P60 

 

2,07 / 0,25 

 

6,68 / 0,48 

 

  Entspricht nicht  
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VIII .  Robustheit  

 

Die Robustheit  der Methode wurde anhand von Isorel®P60 gezeigt, 

wobei folgende Parameter der Methode verändert wurden:  

 

  Flussrate :  von 0,40 ml/min → 0,35 ml/min bzw. 0,45 ml/min  

  Säulenofen-Temperatur :  von 25°C → 20 °C bzw. 30 °C 

  pH-Wert der mobilen Phase: von rund 2,62 → 2,22 bzw. 2,92  

  Säule :  von bisher verwendeter  Säule → andere, gleichart ige Säule 

(Dionex Acclaim™120, C18, 3 µm, 120 A, 2,1 x 120 mm, Prod.no.: 

059130, Ser.no.: 002655 Lot No. 018-01-139) 

 

Die nach Veränderung der  Parameter erfolgten Analysen wurden 

hinsicht l ich Peaksymmetrie, Trennleistung und Gehalt von Syr ingin 

und Syr ingenin-apiosyl-glucosid vergl ichen und ausgewertet.  

 

Ergebnis:  

(s. auch Abb. 34-40 und Tabelle VIII :  Robustheit  im Anhang)  

 

Der Symmetriefaktor des Syr ingin -Peaks lag bei 0,9-1,25 und bei 

Syringenin-apiosyl-glucosid zwischen 1,15 und 1,26.  

Die Trennleistung wurde durch die veränderten Parameter nicht  

wesentl ich beeinf lusst. Ledigl ich bei der  Säulenofen-

Temperaturänderung von 25°C auf 30°C zeigte sich eine 

Verschlechterung bezüglich der Trennung.  

Die relat ive Standardabweichung  des Gehalts an Syr ingenin-apiosyl-

glucosid lag zwischen 1,95% und 2,84%.  

Die RSD über al le erhaltenen Werte betrug bei SYA 3,17%.  

 

  Entspricht  
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      Abb.33.  Chromatogramm von Isore l ®P60 mi t  In t .  Std  mi t  den  

                  S tandardparametern aus Methode_ f ina l  (F lussrate:  0 ,40 ml /min,   

                  Temperatur  25°C,  pH 2,62 ,  Säule  1)  

 

 

      Abb.34.  Chromatogramm von Isore l ®P60 mi t  In t .  Std  be i  e iner  F lussrate von  

                  0 ,35  ml /min  
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      Abb.35.  Chromatogramm von Isore l ®P60 mi t  In t .  Std  be i  e iner  F lussrate  

                   von 0 ,45 m l /min  

 

 

      Abb.36.  Chromatogramm von Isore l ®P60 mi t  In t .  Std  be i  e iner  

                  Säulenofentemperatur  von 20°C  
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      Abb.37.  Chromatogramm von Isore l ®P60 mi t  In t .  Std  be i  e iner  

                  Säulenofentemperatur  von 30°C   

 

 

      Abb.38.  Chromatogramm von Isore l ®P60 mi t  In t .  Std  be i  e inem pH-Wert  von  

                  2 ,22  (Elut ionsmi t te l )   
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      Abb.39.  Chromatogramm von Isore l ®P60 mi t  In t .  Std  be i  e inem pH-Wert  von  

                  2 ,92  (Elut ionsmi t te l )   

 

 

      Abb.40.  Chromatogramm von Isore l ®P60 mi t  In t .  Std  mi t  Säule  2 (Dionex)  
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5. Diskussion 

 

Ziel dieser Diplomarbeit  war es, eine Methode zur Qual itätskontrolle 

von Mistelextrakten (Isorel®) mittels HPLC auszuarbeiten und eine 

entsprechende Methodenval idierung durchzuführen, um die Eignung 

der Methode aufzuzeigen.  

Ein Problem stel lte die Tatsache dar, dass in pf lanzl ichen 

Zubereitungen, wie es auch Isorel® ist,  immer ein 

Vielkomponentengemisch zu f inden ist.  Nach vielen Versuchen und 

Optimierungsschrit ten konnte eine zufr iedenstel lende Auftrennung 

diverser Komponenten mittels HPLC erreicht werden. Die Zuordnung 

von Substanzklassen bzw. Ident if izierung von einzelnen Komponenten 

gelang vor al lem durch den Einsatz von LC-MS bzw. Co-

Chromatographie mit Referenzsubstanzen.  

Der Verwendung von Komponenten aus wirksamkeitsbestimmenden 

Substanzklassen in Misteln (Viscotoxine und Mistel lekt ine)  als 

Leitsubstanzen stel lte sich aufgrund von zu geringen Konzentrat ionen 

in al len Produkten und infolge dessen erforderlichen Aufarbeitungs - 

und Isol ierungsschr i t ten als ungeeignet heraus.  Dem nach wurden als 

Leitsubstanzen für die Qual itätskontrol le SYA (Syringenin -apiosyl-

glucosid) bzw. SY (Syringin) festgelegt.  Diese beiden Substanzen 

sind typisch für Misteln und SYA ist  die Hauptkomp onente im 

Chromatogramm der Mistelextrakte. Zur Quantif izierung konnte ein 

geeigneter interner Standard gefunden werden (Theophyl l in).  Damit 

stand eine entsprechende Methode zur Prüfung der Qual ität und 

Stabil i tät bzw. Vergleich von Extrakten aus unterschiedl ichen 

Mistelarten zur Verfügung.  

Die Validierung der Methode wurde gemäß ICH-Richt l in ien (s. Kap. 

4.4) durchgeführt und die Parameter Systemeignung, Spezif ität,  

Methodenpräzision, Linear ität,  Richtigkeit ,  W iederholbarkeit ,  Tag-zu-

Tag-Präzision, Robustheit  erhoben. Bis auf  wenige Ausnahmen 

konnte die Eignung dieser Methode für die Qualitätsprüfung gezeigt 

werden. Einzelne Parameter müssen noch einmal val idiert  werden, 

was aber im Rahmen dieser Diplomarbeit  n icht mehr möglich war.  

Somit konnten also wesentl iche Beit räge für eine Methode zur 

Qual itätsprüfung von wässr igen Mistelzubereitungen geleistet werden.   
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6. Zusammenfassung 

 

Im Rahmen dieser Diplomarbeit  wurde eine HPLC -Methode entwickelt ,  

die für eine Qualitätsprüfung von wässrigen Mistelextrakten aus 

Isorel® angewendet werden sol lte. Dafür wurden mittels LC -MS die 

Komponenten und Syr ingin in Isorel® identif iziert,  die als 

Leitsubstanzen für die Qualitätskontrol le herangezogen wurden. 

Syringenin-apiosyl-glucosid stel lt  die Hauptkomponente in al len 

Isorel®-Präparaten dar. Syr ingin konnte als Referenzsubstanz 

erworben werden und als geeigneter interner Standard stand 

Theophyll in zur Verfügung, wodurch eine Quantif izierung ermöglicht  

wurde. Die Durchführung  einer  Val idierung der HPLC-Methode 

umfasste die Prüfung der Parameter Systemeignung, Spezif ität,  

Methodenpräzision, Linear ität,  Richtigkeit ,  W iederholbarkeit ,  Tag -zu-

Tag-Präzision und Robustheit ,  die bis auf  sehr wenige Ausnahmen 

entsprach.  
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7. Abstract 

 

In this diploma thesis a  HPLC-method was worked out to be appl ied 

for the quality control of  aqueous mist letoe extracts of  Isorel®. The 

components and syringine were identif ied by LC-MS and could be 

used as lead compounds  for the qual ity control.  syr ingenin-apiosyl-

glucoside was the main component in all  Isorel® products. Syr ingine 

could be acquired and the internal standard Theophyl l in was used to 

enable a quant if icat ion. A val idat ion of  the HPLC -method was real ized 

to cert ify the parameters system suitabi l i ty, specif icity, precision, 

l inear ity,  accuracy,  repeatabi l i ty, day-to-day precision and 

robustness. W ith a few exceptions al l parameters complied with the 

requirements.  
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8. Anhang 

 

Tabelle I: Systemeignung 

      Syringin (0,3 µg/ml) 

     
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche 

     1 Syringinlsg_1a 14.01.2014 13:56 16,37 4176 

2 Syringinlsg_1b 14.01.2014 18:38 16,29 4262 

3 Syringinlsg_1c 14.01.2014 23:20 16,32 4329 

4 Syringinlsg_1d 15.01.2014 04:03 16,31 4280 

5 Syringinlsg_1e 15.01.2014 08:45 16,30 4270 

6 Syringinlsg_1f 15.01.2014 13:27 16,34 4334 

     Mitelwert 
  

16,32 4275 

SD 
  

0,03 57,30 

% RSD 
  

0,18 1,34 

     Syringin (3 µg/ml) 

     
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche 

     1 Syringinlsg_2a 14.01.2014 15:07 16,33 41596 

2 Syringinlsg_2b 14.01.2014 19:49 16,32 40767 

3 Syringinlsg_2c 15.01.2014 00:31 16,34 41652 

4 Syringinlsg_2d 15.01.2014 05:13 16,32 41441 

5 Syringinlsg_2e 15.01.2014 09:55 16,32 41319 

6 Syringinlsg_2f 15.01.2014 14:37 16,35 41583 

     Mitelwert 
  

16,33 41393 

SD 
  

0,01 329,86 

% RSD 
  

0,07 0,80 

     Syringin (15 µg/ml) 

     
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche 

     1 Syringinlsg_3a 14.01.2014 16:17 16,37 199123 

2 Syringinlsg_3b 14.01.2014 20:59 16,30 197505 

3 Syringinlsg_3c 15.01.2014 01:41 16,28 196258 

4 Syringinlsg_3d 15.01.2014 06:24 16,30 195716 

5 Syringinlsg_3e 15.01.2014 11:06 16,33 197258 

6 Syringinlsg_3f 15.01.2014 15:48 16,36 195870 

     Mitelwert 
  

16,32 196955 

SD 
  

0,04 1287,84 

% RSD 
  

0,22 0,65 
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Tabelle II: Spezifität 

      

   
Theophyllin 

      
Messung Probe 

Durchgeführt 
am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Wasser 15.01.2014 16:58 13,00 - 14,00 0,00 0,00 

2 Isorel(A) 60 09.12.2013 04:49 13,27 111696 11,50 

3 Isorel(M) 60 04.12.2013 03:54 13,26 135399 11,50 

4 Isorel(P) 60 30.11.2013 09:05 13,26 135037 11,50 

      

   
Syringin 

      
Messung Probe 

Durchgeführt 
am/um R.T. (min) Peakfläche 

Gehalt 
(µg/ml) 

      1 Wasser 15.01.2014 16:58 16,00 - 17,00 0,00 0,00 

2 Isorel(A) 60 09.12.2013 04:49 16,36 2630 0,22 

3 Isorel(M) 60 04.12.2013 03:54 16,37 10318 0,73 

4 Isorel(P) 60 30.11.2013 09:05 16,36 72059 5,08 

      

   
Syringenin-apiosyl-glucosid 

      
Messung Probe 

Durchgeführt 
am/um R.T. (min) Peakfläche 

Gehalt 
(µg/ml) 

      1 Wasser 15.01.2014 16:58 17,00 - 18,00 0,00 0,00 

2 Isorel(A) 60 09.12.2013 04:49 17,12 178678 20,63 

3 Isorel(M) 60 04.12.2013 03:54 17,12 97543 9,29 

4 Isorel(P) 60 30.11.2013 09:05 17,13 644782 61,58 

      Bei Lösungsmittelanalyse kein Signal bei R.T. 13,00-14,00 (Int. Std),  

16,00 - 17,00 (SY) und 17,00 - 18,00 (SYA) 

      Syringin (15ug/ml) 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche 

Gehalt 
(µg/ml) 

      1 Syringinlsg_3a 14.01.2014 16:17 16,37 199123 15,0 

2 Syringinlsg_3b 14.01.2014 20:59 16,30 197505 15,0 

3 Syringinlsg_3c 15.01.2014 01:41 16,28 196258 15,0 

4 Syringinlsg_3d 15.01.2014 06:24 16,30 195716 15,0 

5 Syringinlsg_3e 15.01.2014 11:06 16,33 197258 15,0 

6 Syringinlsg_3f 15.01.2014 15:48 16,36 195870 15,0 

      Mitelwert 
  

16,32 196955 
 SD 

  
0,04 1287,84 

 % RSD  
  

0,22 0,65 
       7 0 15.01.2014 16:58 16,00 - 17,00 0,00 
 

      Bei Lösungsmittelanalyse kein Carry-Over 
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                     Tabelle III: Methodenpräzision 

      Syringin (3 µg/ml) 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche 
 

      1 Syringinlsg_2a 14.01.2014 15:07 16,33 41596 

2 Syringinlsg_2b 14.01.2014 19:49 16,32 40767 

3 Syringinlsg_2c 15.01.2014 00:31 16,34 41652 

4 Syringinlsg_2d 15.01.2014 05:13 16,32 41441 

5 Syringinlsg_2e 15.01.2014 09:55 16,32 41319 

6 Syringinlsg_2f 15.01.2014 14:37 16,35 41583 

      Mitelwert 
  

16,33 41393 
 SD 

  
0,01 329,86 

 RSD % 
  

0,07 0,80 
 

      Isorel (A) 01 

   
      

   
Theophyllin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(A)01_a 04.12.2013 15:55 13,26 127375 11,50 

2 Isorel(A)01_b 04.12.2013 17:06 13,27 127536 11,50 

3 Isorel(A)01_c 04.12.2013 18:17 13,28 127064 11,50 

4 Isorel(A)01_d 04.12.2013 19:27 13,27 127454 11,50 

5 Isorel(A)01_e 04.12.2013 20:38 13,29 127434 11,50 

6 Isorel(A)01_f 04.12.2013 21:48 13,26 127298 11,50 

      Mitelwert 
  

13,27 127360,17 11,50 

SD 
  

0,01 165,51 
 % RSD  

  
0,09 0,13 

 

      

   
Syringin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(A)01_a 04.12.2013 15:55 16,35 17498 0,13 

2 Isorel(A)01_b 04.12.2013 17:06 16,37 17737 0,13 

3 Isorel(A)01_c 04.12.2013 18:17 16,35 17427 0,13 

4 Isorel(A)01_d 04.12.2013 19:27 16,36 17651 0,13 

5 Isorel(A)01_e 04.12.2013 20:38 16,37 17698 0,13 

6 Isorel(A)01_f 04.12.2013 21:48 16,34 17528 0,13 

      Mitelwert 
  

16,36 17589,83 0,13 

SD 
  

0,01 123,18 0,00 

% RSD  
  

0,06 0,70 0,59 
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Syringenin-apiosyl-glucosid 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(A)01_a 04.12.2013 15:55 17,12 47541 0,48 

2 Isorel(A)01_b 04.12.2013 17:06 17,14 47525 0,48 

3 Isorel(A)01_c 04.12.2013 18:17 17,12 47265 0,48 

4 Isorel(A)01_d 04.12.2013 19:27 17,13 47143 0,48 

5 Isorel(A)01_e 04.12.2013 20:38 17,13 47301 0,48 

6 Isorel(A)01_f 04.12.2013 21:48 17,11 47394 0,48 

      Mitelwert 
  

17,12 47361,50 0,48 

SD 
  

0,01 155,39 0,00 

% RSD  
  

0,06 0,33 0,32 

      Isorel (A) 06 

      

   
Theophyllin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(A)06_a 04.12.2013 22:59 13,26 129264 11,50 

2 Isorel(A)06_b 05.12.2013 00:09 13,30 129374 11,50 

3 Isorel(A)06_c 05.12.2013 01:20 13,28 129770 11,50 

4 Isorel(A)06_d 05.12.2013 02:30 13,26 129113 11,50 

5 Isorel(A)06_e 05.12.2013 03:41 13,29 128936 11,50 

6 Isorel(A)06_f 05.12.2013 04:51 13,26 128741 11,50 

      Mitelwert 
  

13,28 129199,67 11,50 

SD 
  

0,02 359,78 
 % RSD  

  
0,11 0,28 

 

      

   
Syringin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(A)06_a 04.12.2013 22:59 16,36 4557 0,34 

2 Isorel(A)06_b 05.12.2013 00:09 16,39 4609 0,34 

3 Isorel(A)06_c 05.12.2013 01:20 16,35 4597 0,34 

4 Isorel(A)06_d 05.12.2013 02:30 16,35 4552 0,34 

5 Isorel(A)06_e 05.12.2013 03:41 16,39 4602 0,34 

6 Isorel(A)06_f 05.12.2013 04:51 16,34 4675 0,35 

      Mitelwert 
  

16,36 4598,67 0,34 

SD 
  

0,02 44,41 0,00 

% RSD  
  

0,13 0,97 1,11 
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Syringenin-apiosyl-glucosid 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(A)06_a 04.12.2013 22:59 17,13 26875 2,68 

2 Isorel(A)06_b 05.12.2013 00:09 17,15 26906 2,68 

3 Isorel(A)06_c 05.12.2013 01:20 17,12 26971 2,68 

4 Isorel(A)06_d 05.12.2013 02:30 17,12 26850 2,68 

5 Isorel(A)06_e 05.12.2013 03:41 17,16 27019 2,70 

6 Isorel(A)06_f 05.12.2013 04:51 17,11 26825 2,69 

      Mitelwert 
  

17,13 26907,67 2,69 

SD 
  

0,02 74,34 0,01 

% RSD  
  

0,12 0,28 0,32 

      Isorel (A) 12 

      

   
Theophyllin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(A)12_a 05.12.2013 08:23 13,28 131000 11,50 

2 Isorel(A)12_b 05.12.2013 09:34 13,26 130458 11,50 

3 Isorel(A)12_c 05.12.2013 10:44 13,27 131140 11,50 

4 Isorel(A)12_d 05.12.2013 11:55 13,28 130699 11,50 

5 Isorel(A)12_e 05.12.2013 13:05 13,26 131017 11,50 

6 Isorel(A)12_f 05.12.2013 14:16 13,29 130533 11,50 

      Mitelwert 
  

13,27 130807,83 11,50 

SD 
  

0,01 283,12 
 % RSD  

  
0,08 0,22 

 

      

   
Syringin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(A)12_a 05.12.2013 08:23 16,37 5929 0,43 

2 Isorel(A)12_b 05.12.2013 09:34 16,35 5911 0,43 

3 Isorel(A)12_c 05.12.2013 10:44 16,36 5884 0,43 

4 Isorel(A)12_d 05.12.2013 11:55 16,36 5984 0,44 

5 Isorel(A)12_e 05.12.2013 13:05 16,34 5927 0,43 

6 Isorel(A)12_f 05.12.2013 14:16 16,38 5951 0,43 

      Mitelwert 
  

16,36 5931,00 0,43 

SD 
  

0,01 34,17 0,00 

% RSD  
  

0,08 0,58 0,70 

      



Anhang   

67 
 

   
Syringenin-apiosyl-glucosid 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(A)12_a 05.12.2013 08:23 17,13 52269 5,15 

2 Isorel(A)12_b 05.12.2013 09:34 17,12 52079 5,15 

3 Isorel(A)12_c 05.12.2013 10:44 17,14 52504 5,16 

4 Isorel(A)12_d 05.12.2013 11:55 17,13 52104 5,14 

5 Isorel(A)12_e 05.12.2013 13:05 17,11 52454 5,16 

6 Isorel(A)12_f 05.12.2013 14:16 17,16 52041 5,14 

      Mitelwert 
  

17,13 52241,83 5,15 

SD 
  

0,01 200,17 0,01 

% RSD  
  

0,08 0,38 0,20 

      Isorel (A) 24 

      

   
Theophyllin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(A)24_a 05.12.2013 15:26 13,31 130403 11,50 

2 Isorel(A)24_b 05.12.2013 16:37 13,26 130219 11,50 

3 Isorel(A)24_c 05.12.2013 17:47 13,31 130617 11,50 

4 Isorel(A)24_d 05.12.2013 18:58 13,27 130361 11,50 

5 Isorel(A)24_e 05.12.2013 21:19 13,29 129876 11,50 

6 Isorel(A)24_f 05.12.2013 22:29 13,28 130246 11,50 

      Mitelwert 
  

13,29 130287,00 11,50 

SD 
  

0,02 246,19 
 % RSD  

  
0,15 0,19 

 

      

   
Syringin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(A)24_a 05.12.2013 15:26 16,38 3281 0,24 

2 Isorel(A)24_b 05.12.2013 16:37 16,35 3170 0,23 

3 Isorel(A)24_c 05.12.2013 17:47 16,39 3288 0,24 

4 Isorel(A)24_d 05.12.2013 18:58 16,35 3130 0,23 

5 Isorel(A)24_e 05.12.2013 21:19 16,36 3245 0,24 

6 Isorel(A)24_f 05.12.2013 22:29 16,36 3239 0,24 

      Mitelwert 
  

16,36 3225,50 0,24 

SD 
  

0,02 62,85 0,00 

% RSD  
  

0,10 1,95 1,92 

      



Anhang   

68 
 

   
Syringenin-apiosyl-glucosid 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(A)24_a 05.12.2013 15:26 17,15 108922 10,77 

2 Isorel(A)24_b 05.12.2013 16:37 17,12 108965 10,79 

3 Isorel(A)24_c 05.12.2013 17:47 17,15 108881 10,75 

4 Isorel(A)24_d 05.12.2013 18:58 17,12 108976 10,78 

5 Isorel(A)24_e 05.12.2013 21:19 17,13 108400 10,76 

6 Isorel(A)24_f 05.12.2013 22:29 17,12 108477 10,74 

      Mitelwert 
  

17,13 108770,17 10,77 

SD 
  

0,02 260,24 0,02 

% RSD  
  

0,10 0,24 0,18 

      Isorel (A) 36 

      

   
Theophyllin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(A)36_a 05.12.2013 23:40 13,27 116703 11,50 

2 Isorel(A)36_b 06.12.2013 02:01 13,27 106952 11,50 

3 Isorel(A)36_c 06.12.2013 03:12 13,30 108424 11,50 

4 Isorel(A)36_d 06.12.2013 04:22 13,27 112630 11,50 

5 Isorel(A)36_e 06.12.2013 05:33 13,28 113053 11,50 

6 Isorel(A)36_f 06.12.2013 06:43 13,30 112249 11,50 

      Mitelwert 
  

13,28 111668,50 11,50 

SD 
  

0,01 3501,33 
 % RSD  

  
0,11 3,14 

 

      

   
Syringin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(A)36_a 05.12.2013 23:40 16,37 4552 0,37 

2 Isorel(A)36_b 06.12.2013 02:01 16,34 4076 0,36 

3 Isorel(A)36_c 06.12.2013 03:12 16,38 4173 0,37 

4 Isorel(A)36_d 06.12.2013 04:22 16,35 4285 0,36 

5 Isorel(A)36_e 06.12.2013 05:33 16,38 4269 0,36 

6 Isorel(A)36_f 06.12.2013 06:43 16,38 4461 0,38 

      Mitelwert 
  

16,37 4302,67 0,37 

SD 
  

0,02 177,13 0,01 

% RSD  
  

0,11 4,12 1,91 

      



Anhang   

69 
 

   
Syringenin-apiosyl-glucosid 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(A)36_a 05.12.2013 23:40 17,14 136717 15,11 

2 Isorel(A)36_b 06.12.2013 02:01 17,11 123051 14,84 

3 Isorel(A)36_c 06.12.2013 03:12 17,15 124999 14,87 

4 Isorel(A)36_d 06.12.2013 04:22 17,11 130329 14,92 

5 Isorel(A)36_e 06.12.2013 05:33 17,15 130631 14,90 

6 Isorel(A)36_f 06.12.2013 06:43 17,15 130070 14,95 

      Mitelwert 
  

17,14 129299,50 14,93 

SD 
  

0,02 4816,30 0,10 

% RSD  
  

0,11 3,72 0,64 

      Isorel (A) 60 

      

   
Theophyllin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(A)60_a 09.12.2013 02:28 13,28 112661 11,50 

2 Isorel(A)60_b 09.12.2013 03:38 13,29 112808 11,50 

3 Isorel(A)60_c 09.12.2013 04:49 13,27 111696 11,50 

4 Isorel(A)60_d 09.12.2013 05:59 13,26 112931 11,50 

5 Isorel(A)60_e 09.12.2013 07:10 13,28 107733 11,50 

6 Isorel(A)60_f 09.12.2013 09:31 13,26 104576 11,50 

      Mitelwert 
  

13,27 110400,83 11,50 

SD 
  

0,01 3464,91 0,00 

% RSD  
  

0,11 3,14 0,00 

      

   
Syringin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(A)60_a 09.12.2013 02:28 16,39 2659 0,22 

2 Isorel(A)60_b 09.12.2013 03:38 16,38 2749 0,23 

3 Isorel(A)60_c 09.12.2013 04:49 16,36 2630 0,22 

4 Isorel(A)60_d 09.12.2013 05:59 16,35 2650 0,22 

5 Isorel(A)60_e 09.12.2013 07:10 16,39 2518 0,22 

6 Isorel(A)60_f 09.12.2013 09:31 16,35 2558 0,23 

      Mitelwert 
  

16,37 2627,33 0,23 

SD 
  

0,02 81,35 0,00 

% RSD  
  

0,10 3,10 2,02 

      



Anhang   
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Syringenin-apiosyl-glucosid 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(A)60_a 09.12.2013 02:28 17,15 177434 20,31 

2 Isorel(A)60_b 09.12.2013 03:38 17,14 179464 20,52 

3 Isorel(A)60_c 09.12.2013 04:49 17,12 178678 20,63 

4 Isorel(A)60_d 09.12.2013 05:59 17,12 179500 20,50 

5 Isorel(A)60_e 09.12.2013 07:10 17,15 170220 20,38 

6 Isorel(A)60_f 09.12.2013 09:31 17,12 167298 20,63 

      Mitelwert 
  

17,13 175432,33 20,50 

SD 
  

0,02 5304,28 0,13 

% RSD  
  

0,10 3,02 0,64 

      Isorel (M) 01 

      

   
Theophyllin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(M)01_a  09.12.2013 12:04 13,29 84608,00 11,50 

2 Isorel(M)01_b 09.12.2013 13:14 13,28 88706,00 11,50 

3 Isorel(M)01_c  09.12.2013 14:25 13,27 94330,00 11,50 

4 Isorel(M)01_d  09.12.2013 16:46 13,28 90112,00 11,50 

5 Isorel(M)01_e  09.12.2013 17:56 13,28 87688,00 11,50 

6 Isorel(M)01_f  09.12.2013 19:07 13,28 88556,00 11,50 

      Mitelwert 
  

13,28 89000,00 11,50 

SD 
  

0,01 3191,87 
 % RSD  

  
0,07 3,59 

 

      

   
Syringin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(M)01_a  09.12.2013 12:04 16,37 3762,00 0,04 

2 Isorel(M)01_b 09.12.2013 13:14 16,35 3982,00 0,04 

3 Isorel(M)01_c  09.12.2013 14:25 16,34 4005,00 0,04 

4 Isorel(M)01_d  09.12.2013 16:46 16,35 3900,00 0,04 

5 Isorel(M)01_e  09.12.2013 17:56 16,36 4083,00 0,04 

6 Isorel(M)01_f  09.12.2013 19:07 16,37 3845,00 0,04 

      Mitelwert 
  

16,36 3929,50 0,04 

SD 
  

0,01 116,69 0,00 

% RSD  
  

0,07 2,97 3,30 

      



Anhang   
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Syringenin-apiosyl-glucosid 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(M)01_a  09.12.2013 12:04 17,13 14266,00 0,22 

2 Isorel(M)01_b 09.12.2013 13:14 17,11 13897,00 0,20 

3 Isorel(M)01_c  09.12.2013 14:25 17,11 14673,00 0,20 

4 Isorel(M)01_d  09.12.2013 16:46 17,12 14448,00 0,21 

5 Isorel(M)01_e  09.12.2013 17:56 17,13 13835,00 0,20 

6 Isorel(M)01_f  09.12.2013 19:07 17,14 14161,00 0,21 

      Mitelwert 
  

17,12 14213,33 0,21 

SD 
  

0,01 320,96 0,01 

% RSD  
  

0,08 2,26 2,93 

      Isorel (M) 06 

      

   
Theophyllin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(M)06_a 02.12.2013 17:48 13,32 127176 11,50 

2 Isorel(M)06_b 02.12.2013 18:59 13,30 127551 11,50 

3 Isorel(M)06_c 02.12.2013 20:09 13,30 127881 11,50 

4 Isorel(M)06_d 02.12.2013 21:20 13,30 127274 11,50 

5 Isorel(M)06_e 02.12.2013 22:30 13,27 128362 11,50 

6 Isorel(M)06_f 02.12.2013 23:41 13,30 128043 11,50 

      Mitelwert 
  

13,30 127714,50 11,50 

SD 
  

0,02 461,659 
 % RSD  

  
0,11 0,36 

 

      

   
Syringin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(M)06_a 02.12.2013 17:48 n,d, n.d. n.d. 

2 Isorel(M)06_b 02.12.2013 18:59 n,d, n.d. n.d. 

3 Isorel(M)06_c 02.12.2013 20:09 n,d, n.d. n.d. 

4 Isorel(M)06_d 02.12.2013 21:20 n,d, n.d. n.d. 

5 Isorel(M)06_e 02.12.2013 22:30 n,d, n.d. n.d. 

6 Isorel(M)06_f 02.12.2013 23:41 n,d, n.d. n.d. 

      



Anhang   
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Syringenin-apiosyl-glucosid 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(M)06_a 02.12.2013 17:48 17,17 6643 0,67 

2 Isorel(M)06_b 02.12.2013 18:59 17,13 6690 0,68 

3 Isorel(M)06_c 02.12.2013 20:09 17,15 6663 0,67 

4 Isorel(M)06_d 02.12.2013 21:20 17,12 6489 0,66 

5 Isorel(M)06_e 02.12.2013 22:30 17,11 6464 0,65 

6 Isorel(M)06_f 02.12.2013 23:41 17,15 6485 0,65 

      Mitelwert 
  

17,14 6572,33 0,66 

SD 
  

0,02 103,312 0,01 

% RSD  
  

0,12 1,57 1,76 

      Isorel (M) 12 

      

   
Theophyllin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(M)12_a 03.12.2013 00:51 13,29 128538 11,50 

2 Isorel(M)12_b 03.12.2013 02:02 13,28 129039 11,50 

3 Isorel(M)12_c 03.12.2013 03:12 13,27 128100 11,50 

4 Isorel(M)12_d 03.12.2013 04:23 13,27 127922 11,50 

5 Isorel(M)12_e 03.12.2013 05:33 13,28 128727 11,50 

6 Isorel(M)12_f 03.12.2013 07:54 13,27 129376 11,50 

      Mitelwert 
  

13,28 128617,00 11,50 

SD 
  

0,01 551,87 
 % RSD  

  
0,06 0,43 

 

      

   
Syringin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(M)12_a 03.12.2013 00:51 16,36 2801 0,21 

2 Isorel(M)12_b 03.12.2013 02:02 16,40 2841 0,21 

3 Isorel(M)12_c 03.12.2013 03:12 16,35 2857 0,21 

4 Isorel(M)12_d 03.12.2013 04:23 16,36 2783 0,21 

5 Isorel(M)12_e 03.12.2013 05:33 16,39 2766 0,20 

6 Isorel(M)12_f 03.12.2013 07:54 16,38 2850 0,21 

      Mitelwert 
  

16,37 2816,33 0,21 

SD 
  

0,02 38,15 0,00 

% RSD  
  

0,12 1,35 1,28 

      



Anhang   
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Syringenin-apiosyl-glucosid 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(M)12_a 03.12.2013 00:51 17,11 24026 2,41 

2 Isorel(M)12_b 03.12.2013 02:02 17,14 23902 2,39 

3 Isorel(M)12_c 03.12.2013 03:12 17,10 23689 2,39 

4 Isorel(M)12_d 03.12.2013 04:23 17,11 23815 2,40 

5 Isorel(M)12_e 03.12.2013 05:33 17,14 23758 2,38 

6 Isorel(M)12_f 03.12.2013 07:54 17,14 23678 2,36 

      Mitelwert 
  

17,12 23811,33 2,39 

SD 
  

0,02 134,09 0,02 

% RSD  
  

0,09 0,56 0,73 

      Isorel (M) 24 

      

   
Theophyllin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(M)24_a 03.12.2013 09:05 13,26 131515 11,50 

2 Isorel(M)24_b 03.12.2013 10:15 13,24 131019 11,50 

3 Isorel(M)24_c 03.12.2013 11:26 13,27 130250 11,50 

4 Isorel(M)24_d 03.12.2013 12:37 13,30 130706 11,50 

5 Isorel(M)24_e 03.12.2013 14:58 13,30 129607 11,50 

6 Isorel(M)24_f 03.12.2013 16:08 13,28 130051 11,50 

      Mitelwert 
  

13,28 130524,67 11,50 

SD 
  

0,02 692,81 
 % RSD  

  
0,18 0,53 

 

      

   
Syringin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(M)24_a 03.12.2013 09:05 16,36 7473 0,54 

2 Isorel(M)24_b 03.12.2013 10:15 16,35 7516 0,55 

3 Isorel(M)24_c 03.12.2013 11:26 16,39 7508 0,55 

4 Isorel(M)24_d 03.12.2013 12:37 16,43 7301 0,53 

5 Isorel(M)24_e 03.12.2013 14:58 16,42 7448 0,55 

6 Isorel(M)24_f 03.12.2013 16:08 16,38 7502 0,55 

      Mitelwert 
  

16,39 7458,00 0,54 

SD 
  

0,03 80,96 0,01 

% RSD  
  

0,20 1,09 1,23 

      



Anhang   
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Syringenin-apiosyl-glucosid 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(M)24_a 03.12.2013 09:05 17,10 73263 7,18 

2 Isorel(M)24_b 03.12.2013 10:15 17,10 73251 7,21 

3 Isorel(M)24_c 03.12.2013 11:26 17,14 73721 7,30 

4 Isorel(M)24_d 03.12.2013 12:37 17,19 73384 7,24 

5 Isorel(M)24_e 03.12.2013 14:58 17,17 73286 7,29 

6 Isorel(M)24_f 03.12.2013 16:08 17,13 72756 7,22 

      Mitelwert 
  

17,14 73276,83 7,24 

SD 
  

0,04 310,15 0,05 

% RSD  
  

0,21 0,42 0,64 

      Isorel (M) 36 

      

   
Theophyllin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(M)36_a 03.12.2013 17:19 13,27 134410 11,50 

2 Isorel(M)36_b 03.12.2013 18:29 13,29 133297 11,50 

3 Isorel(M)36_c 03.12.2013 20:50 13,27 133709 11,50 

4 Isorel(M)36_d 03.12.2013 22:01 13,29 133716 11,50 

5 Isorel(M)36_e 03.12.2013 23:11 13,25 133027 11,50 

6 Isorel(M)36_f 04.12.2013 00:22 13,27 132824 11,50 

      Mitelwert 
  

13,27 133497,17 11,50 

SD 
  

0,01 572,77 
 % RSD  

  
0,10 0,43 

 

      

   
Syringin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(M)36_a 03.12.2013 17:19 16,38 5821 0,41 

2 Isorel(M)36_b 03.12.2013 18:29 16,42 5731 0,41 

3 Isorel(M)36_c 03.12.2013 20:50 16,38 5911 0,42 

4 Isorel(M)36_d 03.12.2013 22:01 16,40 5808 0,41 

5 Isorel(M)36_e 03.12.2013 23:11 16,35 5875 0,42 

6 Isorel(M)36_f 04.12.2013 00:22 16,40 5826 0,42 

      Mitelwert 
  

16,39 5828,67 0,42 

SD 
  

0,02 61,57 0,00 

% RSD  
  

0,15 1,06 1,13 

      



Anhang   
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Syringenin-apiosyl-glucosid 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(M)36_a 03.12.2013 17:19 17,12 66703 6,40 

2 Isorel(M)36_b 03.12.2013 18:29 17,17 66678 6,45 

3 Isorel(M)36_c 03.12.2013 20:50 17,12 66487 6,41 

4 Isorel(M)36_d 03.12.2013 22:01 17,16 66600 6,42 

5 Isorel(M)36_e 03.12.2013 23:11 17,10 66479 6,45 

6 Isorel(M)36_f 04.12.2013 00:22 17,14 66332 6,44 

      Mitelwert 
  

17,14 66546,50 6,43 

SD 
  

0,03 140,54 0,02 

% RSD  
  

0,15 0,21 0,31 

      Isorel (M) 60 

      

   
Theophyllin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(M)60_a 04.12.2013 01:32 13,29 134696 11,50 

2 Isorel(M)60_b 04.12.2013 02:43 13,28 135095 11,50 

3 Isorel(M)60_c 04.12.2013 03:54 13,26 135399 11,50 

4 Isorel(M)60_d 04.12.2013 05:04 13,27 135427 11,50 

5 Isorel(M)60_e 04.12.2013 06:15 13,28 134810 11,50 

6 Isorel(M)60_f 04.12.2013 07:25 13,26 133666 11,50 

      Mitelwert 
  

13,27 134848,83 11,50 

SD 
  

0,01 651,39 
 % RSD  

  
0,09 0,48 

 

      

   
Syringin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(M)60_a 04.12.2013 01:32 16,39 10113 0,71 

2 Isorel(M)60_b 04.12.2013 02:43 16,37 10298 0,73 

3 Isorel(M)60_c 04.12.2013 03:54 16,37 10318 0,73 

4 Isorel(M)60_d 04.12.2013 05:04 16,38 10173 0,72 

5 Isorel(M)60_e 04.12.2013 06:15 16,38 10098 0,71 

6 Isorel(M)60_f 04.12.2013 07:25 16,36 10142 0,72 

      Mitelwert 
  

16,38 10190,33 0,72 

SD 
  

0,01 94,90 0,01 

% RSD  
  

0,07 0,93 0,80 

      



Anhang   
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Syringenin-apiosyl-glucosid 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(M)60_a 04.12.2013 01:32 17,14 96762 9,27 

2 Isorel(M)60_b 04.12.2013 02:43 17,12 97503 9,31 

3 Isorel(M)60_c 04.12.2013 03:54 17,12 97543 9,29 

4 Isorel(M)60_d 04.12.2013 05:04 17,14 97818 9,32 

5 Isorel(M)60_e 04.12.2013 06:15 17,13 97113 9,29 

6 Isorel(M)60_f 04.12.2013 07:25 17,12 96356 9,30 

      Mitelwert 
  

17,13 97182,50 9,30 

SD 
  

0,01 547,96 0,02 

% RSD  
  

0,07 0,56 0,19 

      Isorel (P) 01 

      

   
Theophyllin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(P)01_a 06.12.2013 18:02 13,25 94655 11,50 

2 Isorel(P)01_b 06.12.2013 19:12 13,26 96036 11,50 

3 Isorel(P)01_c 06.12.2013 20:23 13,28 93709 11,50 

4 Isorel(P)01_d 06.12.2013 21:33 13,30 94819 11,50 

5 Isorel(P)01_e 06.12.2013 22:44 13,25 95706 11,50 

6 Isorel(P)01_f 06.12.2013 23:55 13,26 94832 11,50 

      Mitelwert 
  

13,27 94959,50 
 SD 

  
0,02 825,66 

 % RSD  
  

0,13 0,87 
 

      

   
Syringin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(P)01_a 06.12.2013 18:02 16,38 3105 0,03 

2 Isorel(P)01_b 06.12.2013 19:12 16,39 3004 0,03 

3 Isorel(P)01_c 06.12.2013 20:23 16,40 3034 0,03 

4 Isorel(P)01_d 06.12.2013 21:33 16,40 3078 0,03 

5 Isorel(P)01_e 06.12.2013 22:44 16,35 3072 0,03 

6 Isorel(P)01_f 06.12.2013 23:55 16,38 3018 0,03 

      Mitelwert 
  

16,38 3051,83 0,03 

SD 
  

0,02 39,16 0,00 

% RSD  
  

0,11 1,283 1,67 
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Syringenin-apiosyl-glucosid 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(P)01_a 06.12.2013 18:02 17,13 81296 1,11 

2 Isorel(P)01_b 06.12.2013 19:12 17,14 81766 1,10 

3 Isorel(P)01_c 06.12.2013 20:23 17,16 79067 1,09 

4 Isorel(P)01_d 06.12.2013 21:33 17,15 79967 1,09 

5 Isorel(P)01_e 06.12.2013 22:44 17,11 80451 1,08 

6 Isorel(P)01_f 06.12.2013 23:55 17,14 79307 1,08 

      Mitelwert 
  

17,14 80309,00 1,09 

SD 
  

0,02 1075,24 0,01 

% RSD  
  

0,10 1,34 0,96 

      Isorel (P) 06 

      

   
Theophyllin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(P)06_a 29.11.2013 14:17 13,30 129509 11,50 

2 Isorel(P)06_b 29.11.2013 21:20 13,27 129403 11,50 

3 Isorel(P)06_c 30.11.2013 04:23 13,24 128147 11,50 

4 Isorel(P)06_d 30.11.2013 11:26 13,26 127330 11,50 

5 Isorel(P)06_e 30.11.2013 18:30 13,29 125348 11,50 

6 Isorel(P)06_f 01.12.2013 01:33 13,28 124694 11,50 

      Mitelwert 
  

13,27 127405,17 11,50 

SD 
  

0,02 2027,60 
 % RSD  

  
0,17 1,59 

 

      

   
Syringin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(P)06_a 29.11.2013 14:17 16,39 1832 0,13 

2 Isorel(P)06_b 29.11.2013 21:20 16,36 1723 0,13 

3 Isorel(P)06_c 30.11.2013 04:23 16,36 1710 0,13 

4 Isorel(P)06_d 30.11.2013 11:26 16,36 1735 0,13 

5 Isorel(P)06_e 30.11.2013 18:30 16,38 1727 0,13 

6 Isorel(P)06_f 01.12.2013 01:33 16,39 1732 0,13 

      Mitelwert 
  

16,37 1743,17 0,13 

SD 
  

0,02 44,39 0,00 

% RSD  
  

0,09 2,55 2,36 
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Syringenin-apiosyl-glucosid 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(P)06_a 29.11.2013 14:17 17,12 67504 6,72 

2 Isorel(P)06_b 29.11.2013 21:20 17,11 67318 6,71 

3 Isorel(P)06_c 30.11.2013 04:23 17,11 66925 6,74 

4 Isorel(P)06_d 30.11.2013 11:26 17,11 67145 6,80 

5 Isorel(P)06_e 30.11.2013 18:30 17,13 66366 6,83 

6 Isorel(P)06_f 01.12.2013 01:33 17,14 65349 6,76 

      Mitelwert 
  

17,12 66768,00 6,76 

SD 
  

0,02 798,27 0,05 

% RSD  
  

0,09 1,20 0,69 

      Isorel (P) 12 

      

   
Theophyllin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(P)12_a 29.11.2013 15:27 13,27 129713 11,50 

2 Isorel(P)12_b 29.11.2013 22:30 13,24 128946 11,50 

3 Isorel(P)12_c 30.11.2013 05:34 13,28 128688 11,50 

4 Isorel(P)12_d 30.11.2013 12:37 13,27 127017 11,50 

5 Isorel(P)12_e 30.11.2013 19:40 13,27 125845 11,50 

6 Isorel(P)12_f 01.12.2013 02:44 13,28 126204 11,50 

      Mitelwert 
  

13,27 127735,50 
 SD 

  
0,01 1594,92 

 % RSD  
  

0,11 1,25 
 

      

   
Syringin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(P)12_a 29.11.2013 15:27 16,34 7109 0,52 

2 Isorel(P)12_b 29.11.2013 22:30 16,34 6801 0,50 

3 Isorel(P)12_c 30.11.2013 05:34 16,37 6741 0,50 

4 Isorel(P)12_d 30.11.2013 12:37 16,37 6783 0,51 

5 Isorel(P)12_e 30.11.2013 19:40 16,35 6673 0,50 

6 Isorel(P)12_f 01.12.2013 02:44 16,36 6548 0,49 

      Mitelwert 
  

16,35 6775,83 0,50 

SD 
  

0,02 187,29 0,01 

% RSD  
  

0,10 2,76 1,91 
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Syringenin-apiosyl-glucosid 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(P)12_a 29.11.2013 15:27 17,10 107278 10,67 

2 Isorel(P)12_b 29.11.2013 22:30 17,10 106783 10,68 

3 Isorel(P)12_c 30.11.2013 05:34 17,13 106387 10,66 

4 Isorel(P)12_d 30.11.2013 12:37 17,14 106141 10,78 

5 Isorel(P)12_e 30.11.2013 19:40 17,11 105102 10,77 

6 Isorel(P)12_f 01.12.2013 02:44 17,12 104974 10,73 

      Mitelwert 
  

17,12 106110,83 10,71 

SD 
  

0,02 916,67 0,05 

% RSD  
  

0,10 0,86 0,49 

      Isorel (P) 24 

      

   
Theophyllin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      

      1 Isorel(P)24_a 29.11.2013 16:38 13,28 129785 11,50 

2 Isorel(P)24_b 29.11.2013 23:41 13,26 129210 11,50 

3 Isorel(P)24_c 30.11.2013 06:44 13,27 129362 11,50 

4 Isorel(P)24_d 30.11.2013 13:48 13,32 126789 11,50 

5 Isorel(P)24_e 30.11.2013 20:51 13,26 126421 11,50 

6 Isorel(P)24_f 01.12.2013 03:54 13,26 125404 11,50 

      Mitelwert 
  

13,27 127828,50 11,50 

SD 
  

0,03 1845,42 
 % RSD  

  
0,20 1,44 

 

      

   
Syringin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      

      1 Isorel(P)24_a 29.11.2013 16:38 16,36 21603 1,58 

2 Isorel(P)24_b 29.11.2013 23:41 16,35 21354 1,57 

3 Isorel(P)24_c 30.11.2013 06:44 16,34 21467 1,58 

4 Isorel(P)24_d 30.11.2013 13:48 16,45 20767 1,56 

5 Isorel(P)24_e 30.11.2013 20:51 16,35 20838 1,57 

6 Isorel(P)24_f 01.12.2013 03:54 16,33 20674 1,57 

      Mitelwert 
  

16,36 21117,17 1,57 

SD 
  

0,04 402,85 0,01 

% RSD  
  

0,25 1,91 0,57 
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Syringenin-apiosyl-glucosid 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      

      1 Isorel(P)24_a 29.11.2013 16:38 17,13 173393 17,23 

2 Isorel(P)24_b 29.11.2013 23:41 17,12 172748 17,24 

3 Isorel(P)24_c 30.11.2013 06:44 17,10 174519 17,40 

4 Isorel(P)24_d 30.11.2013 13:48 17,22 171978 17,49 

5 Isorel(P)24_e 30.11.2013 20:51 17,12 171114 17,46 

6 Isorel(P)24_f 01.12.2013 03:54 17,10 169536 17,44 

      Mitelwert 
  

17,13 172214,67 17,38 

SD 
  

0,04 1756,45 0,11 

% RSD  
  

0,25 1,02 0,65 

      Isorel (P) 36 

      

   
Theophyllin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(P)36_a 29.11.2013 17:48 13,26 129877 11,50 

2 Isorel(P)36_b 30.11.2013 00:52 13,27 131498 11,50 

3 Isorel(P)36_c 30.11.2013 07:55 13,25 132578 11,50 

4 Isorel(P)36_d 30.11.2013 14:58 13,31 131030 11,50 

5 Isorel(P)36_e 30.11.2013 22:01 13,28 126613 11,50 

6 Isorel(P)36_f 01.12.2013 05:05 13,27 124569 11,50 

      Mitelwert 
  

13,27 129360,83 
 SD 

  
0,02 3113,92 

 % RSD  
  

0,16 2,41 
 

      

   
Syringin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(P)36_a 29.11.2013 17:48 16,33 28556 2,09 

2 Isorel(P)36_b 30.11.2013 00:52 16,36 27800 2,01 

3 Isorel(P)36_c 30.11.2013 07:55 16,33 27994 2,01 

4 Isorel(P)36_d 30.11.2013 14:58 16,40 27339 1,99 

5 Isorel(P)36_e 30.11.2013 22:01 16,37 27035 2,03 

6 Isorel(P)36_f 01.12.2013 05:05 16,37 26370 2,02 

      Mitelwert 
  

16,36 27515,67 2,02 

SD 
  

0,03 770,29 0,04 

% RSD  
  

0,16 2,80 1,80 

      



Anhang   

81 
 

   
Syringenin-apiosyl-glucosid 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(P)36_a 29.11.2013 17:48 17,09 244259 24,26 

2 Isorel(P)36_b 30.11.2013 00:52 17,12 249910 24,51 

3 Isorel(P)36_c 30.11.2013 07:55 17,09 252989 24,61 

4 Isorel(P)36_d 30.11.2013 14:58 17,17 252384 24,84 

5 Isorel(P)36_e 30.11.2013 22:01 17,13 245014 24,96 

6 Isorel(P)36_f 01.12.2013 05:05 17,14 240519 24,90 

      Mitelwert 
  

17,12 247512,50 24,68 

SD 
  

0,03 5004,17 0,27 

% RSD  
  

0,17 2,02 1,10 

      Isorel (P) 60 

   
      

   
Theophyllin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(P)60_a 29.11.2013 18:59 13,25 134353 11,50 

2 Isorel(P)60_b 30.11.2013 02:02 13,26 135806 11,50 

3 Isorel(P)60_c 30.11.2013 09:05 13,26 135037 11,50 

4 Isorel(P)60_d 30.11.2013 16:09 13,29 133326 11,50 

5 Isorel(P)60_e 30.11.2013 23:12 13,25 131808 11,50 

6 Isorel(P)60_f 01.12.2013 06:15 13,27 130649 11,50 

      Mitelwert 
  

13,26 133496,50 11,50 

SD 
  

0,02 1971,24 
 % RSD  

  
0,12 1,48 

 

      

   
Syringin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(P)60_a 29.11.2013 18:59 16,34 71771 5,09 

2 Isorel(P)60_b 30.11.2013 02:02 16,33 72171 5,06 

3 Isorel(P)60_c 30.11.2013 09:05 16,36 72059 5,08 

4 Isorel(P)60_d 30.11.2013 16:09 16,40 70975 5,07 

5 Isorel(P)60_e 30.11.2013 23:12 16,33 70516 5,09 

6 Isorel(P)60_f 01.12.2013 06:15 16,34 69919 5,09 

      Mitelwert 
  

16,35 71235,17 5,08 

SD 
  

0,03 912,01 0,01 

% RSD  
  

0,16 1,28 0,28 
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Syringenin-apiosyl-glucosid 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(P)60_a 29.11.2013 18:59 17,10 638607 61,31 

2 Isorel(P)60_b 30.11.2013 02:02 17,09 645090 61,27 

3 Isorel(P)60_c 30.11.2013 09:05 17,13 644782 61,58 

4 Isorel(P)60_d 30.11.2013 16:09 17,17 638127 61,73 

5 Isorel(P)60_e 30.11.2013 23:12 17,10 632805 61,92 

6 Isorel(P)60_f 01.12.2013 06:15 17,11 628850 62,08 

      Mitelwert 
  

17,11 638043,50 61,64 

SD 
  

0,03 6439,68 0,33 

% RSD  
  

0,16 1,01 0,53 
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Tabelle IV: Linearität 
            

 Syringin a 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Syringinlsg_1a 14.01.2014 13:56 16,37 4176 0,23 

2 Syringinlsg_1b 14.01.2014 18:38 16,29 4262 0,24 

3 Syringinlsg_1c 14.01.2014 23:20 16,32 4329 0,24 

4 Syringinlsg_1d 15.01.2014 04:03 16,31 4280 0,24 

5 Syringinlsg_1e 15.01.2014 08:45 16,30 4270 0,24 

6 Syringinlsg_1f 15.01.2014 13:27 16,34 4334 0,24 

      Mitelwert 
  

16,32 4275 
 SD 

  
0,03 57,30 

  % RSD  
  

0,18 1,34 
 

      Syringin b 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Syringinlsg_2a 14.01.2014 15:07 16,33 41596 3,09 

2 Syringinlsg_2b 14.01.2014 19:49 16,32 40767 3,03 

3 Syringinlsg_2c 15.01.2014 00:31 16,34 41652 3,10 

4 Syringinlsg_2d 15.01.2014 05:13 16,32 41441 3,08 

5 Syringinlsg_2e 15.01.2014 09:55 16,32 41319 3,07 

6 Syringinlsg_2f 15.01.2014 14:37 16,35 41583 3,09 

      Mitelwert 
  

16,33 41393 
 SD 

  
0,01 329,86 

  % RSD  
  

0,07 0,80 
 

      Syringin c 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Syringinlsg_3a 14.01.2014 16:17 16,37 199123 15,15 

2 Syringinlsg_3b 14.01.2014 20:59 16,30 197505 15,03 

3 Syringinlsg_3c 15.01.2014 01:41 16,28 196258 14,93 

4 Syringinlsg_3d 15.01.2014 06:24 16,30 195716 14,89 

5 Syringinlsg_3e 15.01.2014 11:06 16,33 197258 15,01 

6 Syringinlsg_3f 15.01.2014 15:48 16,36 195870 14,90 

      Mitelwert 
  

16,32 196955 
 SD 

  
0,04 1287,84 

  % RSD  
  

0,22 0,65 
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Tabelle V: Richtigkeit 

      Isorel (P) 60 I 

      Isorel (P) 60  

   
      

   
Theophyllin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(P)60 a 08.01.2014 00:00 13,19 134575 11,50 

2 Isorel(P)60 b 08.01.2014 01:10 13,21 142131 11,50 

3 Isorel(P)60 c 08.01.2014 02:21 13,23 141194 11,50 

4 Isorel(P)60 d 08.01.2014 03:31 13,25 141769 11,50 

5 Isorel(P)60 e 08.01.2014 04:42 13,25 141700 11,50 

6 Isorel(P)60 f 08.01.2014 05:52 13,24 141202 11,50 

      MW 
  

13,23 140428,50 11,50 

SD 
  

0,02 2889,98 
 % RSD  

  
0,19 2,06 

 

      

   
Syringin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(P)60 a 08.01.2014 00:00 16,27 70409 4,98 

2 Isorel(P)60 b 08.01.2014 01:10 16,30 70512 4,72 

3 Isorel(P)60 c 08.01.2014 02:21 16,32 69298 4,67 

4 Isorel(P)60 d 08.01.2014 03:31 16,33 70103 4,71 

5 Isorel(P)60 e 08.01.2014 04:42 16,32 70410 4,73 

6 Isorel(P)60 f 08.01.2014 05:52 16,31 70246 4,74 

      MW 
  

16,31 70163,00 4,76 

SD 
  

0,02 447,67 0,11 

% RSD  
  

0,14 0,64 2,34 

      Syringin I 

      

   
Theophyllin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Syringin Ia 09.01.2014 21:51 13,20 130564 11,50 

2 Syringin Ib 09.01.2014 23:02 13,23 130821 11,50 

3 Syringin Ic 10.01.2014 00:12 13,23 130566 11,50 

4 Syringin Id 10.01.2014 01:23 13,25 130418 11,50 

5 Syringin Ie 10.01.2014 02:33 13,23 130755 11,50 

6 Syringin If 10.01.2014 03:44 13,21 130705 11,50 

      MW 
  

13,27 130638,17 11,50 

SD 
  

0,02 148,81 
 % RSD  

  
0,12 0,11 
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Syringin 

 

       
Messung Probe 

Durchgeführt 
am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche 

Gehalt 
(µg/ml) 

 

       1 Syringin Ia 09.01.2014 21:51 16,28 80586 5,88 
 2 Syringin Ib 09.01.2014 23:02 16,31 80418 5,85 
 3 Syringin Ic 10.01.2014 00:12 16,31 80094 5,84 
 4 Syringin Id 10.01.2014 01:23 16,32 80125 5,85 
 5 Syringin Ie 10.01.2014 02:33 16,28 80763 5,88 
 6 Syringin If 10.01.2014 03:44 16,27 80296 5,85 
 

       MW 
  

16,30 80380,33 5,86 
 SD 

  
0,02 262,47 0,02 

 % RSD  
  

0,13 0,33 0,30 
 

       Isorel (P) 60 dotiert I 
 

   
      

 

   
Theophyllin 

 

       
Messung Probe 

Durchgeführt 
am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche 

Gehalt 
(µg/ml) 

 

       1 Isorel(P)60 dot. Ia 08.01.2014 16:28 13,20 133383 11,50 
 2 Isorel(P)60 dot. Ib 08.01.2014 17:38 13,23 135224 11,50 
 3 Isorel(P)60 dot. Ic 08.01.2014 18:49 13,20 134571 11,50 
 4 Isorel(P)60 dot. Id 08.01.2014 19:59 13,21 136229 11,50 
 5 Isorel(P)60 dot. Ie 08.01.2014 22:20 13,24 134263 11,50 
 6 Isorel(P)60 dot. If 08.01.2014 23:31 13,21 134837 11,50 
 

       MW 
  

13,21 134751,17 11,50 
 SD 

  
0,02 954,73 

  % RSD  
  

0,13 0,71 
  

       

   
Syringin 

 

       

Messung Probe 
Durchgeführt 

am/um 
R.T. 
(min) Peakfläche 

Gehalt 
(µg/ml) 

Wieder-
findung 

(%) 

       1 Isorel(P)60 dot. Ia 08.01.2014 16:28 16,27 71515 10,21 95,98 

2 Isorel(P)60 dot. Ib 08.01.2014 17:38 16,30 71364 10,05 94,69 

3 Isorel(P)60 dot. Ic 08.01.2014 18:49 16,26 72566 10,27 96,86 

4 Isorel(P)60 dot. Id 08.01.2014 19:59 16,28 72562 10,14 95,59 

5 Isorel(P)60 dot. Ie 08.01.2014 22:20 16,31 72172 10,23 96,19 

6 Isorel(P)60 dot. If 08.01.2014 23:31 16,27 73372 10,36 97,66 

       MW 
  

16,28 72258,50 10,18 95,86 

SD 
  

0,02 746,59 0,09 0,80 

% RSD  
  

0,13 1,03 0,85 0,84 
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Isorel (P) 60 II 

      Isorel (P) 60  

      

   
Theophyllin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(P)60 a 08.01.2014 00:00 13,19 134575 11,50 

2 Isorel(P)60 b 08.01.2014 01:10 13,21 142131 11,50 

3 Isorel(P)60 c 08.01.2014 02:21 13,23 141194 11,50 

4 Isorel(P)60 d 08.01.2014 03:31 13,25 141769 11,50 

5 Isorel(P)60 e 08.01.2014 04:42 13,25 141700 11,50 

6 Isorel(P)60 f 08.01.2014 05:52 13,24 141202 11,50 

      MW 
  

13,23 140428,50 11,50 

SD 
  

0,02 2889,98 
 % RSD  

  
0,19 2,06 

 

      

   
Syringin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(P)60 a 08.01.2014 00:00 16,27 70409 4,98 

2 Isorel(P)60 b 08.01.2014 01:10 16,30 70512 4,72 

3 Isorel(P)60 c 08.01.2014 02:21 16,32 69298 4,67 

4 Isorel(P)60 d 08.01.2014 03:31 16,33 70103 4,71 

5 Isorel(P)60 e 08.01.2014 04:42 16,32 70410 4,73 

6 Isorel(P)60 f 08.01.2014 05:52 16,31 70246 4,74 

      MW 
  

16,31 70163,00 4,76 

SD 
  

0,02 447,67 0,11 

% RSD  
  

0,14 0,64 2,34 

      Syringin II 

      

   
Theophyllin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Syringin IIa 10.01.2014 06:05 13,19 129680 11,50 

2 Syringin IIb 10.01.2014 07:16 13,22 129532 11,50 

3 Syringin IIc 10.01.2014 08:26 13,23 129615 11,50 

4 Syringin IId 10.01.2014 09:37 13,23 130275 11,50 

5 Syringin IIe 10.01.2014 10:47 13,21 129996 11,50 

6 Syringin IIf 10.01.2014 11:58 13,21 129861 11,50 

      MW 
  

13,21 129826,50 11,50 

SD 
  

0,01 277,13 
 % RSD  

  
0,11 0,21 
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Syringin 

 

       
Messung Probe 

Durchgeführt 
am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche 

Gehalt 
(µg/ml) 

 

       1 Syringin IIa 10.01.2014 06:05 16,27 42886 3,15 
 2 Syringin IIb 10.01.2014 07:16 16,29 42950 3,16 
 3 Syringin IIc 10.01.2014 08:26 16,32 42079 3,09 
 4 Syringin IId 10.01.2014 09:37 16,30 43485 3,18 
 5 Syringin IIe 10.01.2014 10:47 16,28 42889 3,14 
 6 Syringin IIf 10.01.2014 11:58 16,28 43481 3,19 
 

       MW 
  

16,29 42961,67 3,15 
 SD 

  
0,02 516,49 0,03 

 % RSD  
  

0,12 1,20 1,08 
 

       Isorel (P) 60 dotiert II 
 

       

   
Theophyllin 

 

       
Messung Probe 

Durchgeführt 
am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche 

Gehalt 
(µg/ml) 

 

       1 Isorel(P)60 dot. IIa 09.01.2014 00:41 13,22 134431 11,50 
 2 Isorel(P)60 dot. IIb 09.01.2014 01:52 13,21 133251 11,50 
 3 Isorel(P)60 dot. IIc 09.01.2014 03:03 13,21 133414 11,50 
 4 Isorel(P)60 dot. IId 09.01.2014 05:24 13,24 134818 11,50 
 5 Isorel(P)60 dot. IIe 09.01.2014 06:34 13,21 134703 11,50 
 6  Isorel(P)60 dot. IIf 09.01.2014 07:45 13,20 133218 11,50 
 

       MW 
  

13,21 133972,50 11,50 
 SD 

  
0,01 756,37 

  % RSD  
  

0,11 0,56 
  

       

   
Syringin 

 

       

Messung Probe 
Durchgeführt 

am/um 
R.T. 
(min) Peakfläche 

Gehalt 
(µg/ml) 

Wieder-
findung 

(%) 

       1 Isorel(P)60 dot. IIa 09.01.2014 00:41 16,27 55850 7,91 100,02 

2 Isorel(P)60 dot. IIb 09.01.2014 01:52 16,28 55786 7,97 100,69 

3 Isorel(P)60 dot. IIc 09.01.2014 03:03 16,30 55405 7,91 100,72 

4 Isorel(P)60 dot. IId 09.01.2014 05:24 16,30 55449 7,83 98,65 

5 Isorel(P)60 dot. IIe 09.01.2014 06:34 16,27 55671 7,87 99,59 

6 Isorel(P)60 dot. IIf 09.01.2014 07:45 16,27 56000 8,00 100,71 

       MW 
  

16,28 55693,50 7,92 100,06 

SD 
  

0,02 232,60 0,06 0,83 

% RSD  
  

0,09 0,42 0,80 0,83 
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Isorel (P) 60 III 

      Isorel (P) 60  

      

   
Theophyllin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(P)60 a 08.01.2014 00:00 13,19 134575 11,50 

2 Isorel(P)60 b 08.01.2014 01:10 13,21 142131 11,50 

3 Isorel(P)60 c 08.01.2014 02:21 13,23 141194 11,50 

4 Isorel(P)60 d 08.01.2014 03:31 13,25 141769 11,50 

5 Isorel(P)60 e 08.01.2014 04:42 13,25 141700 11,50 

6 Isorel(P)60 f 08.01.2014 05:52 13,24 141202 11,50 

      MW 
  

13,23 140428,50 11,50 

SD 
  

0,02 2889,98 
 % RSD  

  
0,19 2,06 

 

      

   
Syringin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(P)60 a 08.01.2014 00:00 16,27 70409 4,98 

2 Isorel(P)60 b 08.01.2014 01:10 16,30 70512 4,72 

3 Isorel(P)60 c 08.01.2014 02:21 16,32 69298 4,67 

4 Isorel(P)60 d 08.01.2014 03:31 16,33 70103 4,71 

5 Isorel(P)60 e 08.01.2014 04:42 16,32 70410 4,73 

6 Isorel(P)60 f 08.01.2014 05:52 16,31 70246 4,74 

      MW 
  

16,31 70163,00 4,76 

SD 
  

0,02 447,67 0,11 

% RSD  
  

0,14 0,64 2,34 

      Syringin III 

      

   
Theophyllin 

      Messung Probe Durchgeführt am/um R.T. (min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Syringin 3a 10.01.2014 16:40 13,26 129486 11,50 

2 Syringin 3b 10.01.2014 16:40 13,25 129870 11,50 

3 Syringin 3c 10.01.2014 17:50 13,24 129925 11,50 

4 Syringin 3d 10.01.2014 19:01 13,22 129958 11,50 

5 Syringin 3e 10.01.2014 20:11 13,20 129535 11,50 

6 Syringin 3f 10.01.2014 21:22 13,22 129892 11,50 

      MW 
  

13,23 129777,67 11,50 

SD 
  

0,02 209,66 
 % RSD  

  
0,16 0,16 
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Syringin 

 

       
Messung Probe 

Durchgeführt 
am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche 

Gehalt 
(µg/ml) 

 

       1 Syringin 3a 10.01.2014 16:40 16,35 21270 1,56 
 2 Syringin 3b 10.01.2014 16:40 16,31 21625 1,59 
 3 Syringin 3c 10.01.2014 17:50 16,29 21237 1,56 
 4 Syringin 3d 10.01.2014 19:01 16,29 21798 1,60 
 5 Syringin 3e 10.01.2014 20:11 16,28 20992 1,54 
 6 Syringin 3f 10.01.2014 21:22 16,30 21927 1,61 
 

       MW 
  

16,30 21474,83 1,58 
 SD 

  
0,02 364,17 0,03 

 % RSD  
  

0,14 1,70 1,59 
 

       Isorel (P) 60 dotiert III 
 

       

   
Theophyllin 

 

       
Messung Probe 

Durchgeführt 
am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche 

Gehalt 
(µg/ml) 

 

       1 Isorel(P)60 dot. IIIa 09.01.2014 10:06 13,21 136191 11,50 
 2 Isorel(P)60 dot. IIIb 09.01.2014 11:16 13,23 136714 11,50 
 3 Isorel(P)60 dot. IIIc 09.01.2014 13:37 13,22 133897 11,50 
 4 Isorel(P)60 dot. IIId 09.01.2014 14:48 13,20 135485 11,50 
 5 Isorel(P)60 dot. IIIe 09.01.2014 15:58 13,23 133577 11,50 
 6 Isorel(P)60 dot. IIIf 09.01.2014 17:09 13,25 134588 11,50 
 

       MW 
  

13,22 135075,33 11,50 
 SD 

  
0,02 1262,44 

  % RSD  
  

0,13 0,93 
  

       

   
Syringin 

 

       

Messung Probe 
Durchgeführt 

am/um 
R.T. 
(min) Peakfläche 

Gehalt 
(µg/ml) 

Wieder-
findung 

(%) 

       1 Isorel(P)60 dot. IIIa 09.01.2014 10:06 16,30 44967 6,29 99,41 

2 Isorel(P)60 dot. IIIb 09.01.2014 11:16 16,32 44977 6,26 98,72 

3 Isorel(P)60 dot. IIIc 09.01.2014 13:37 16,28 45321 6,44 102,03 

4 Isorel(P)60 dot. IIId 09.01.2014 14:48 16,28 45165 6,35 99,85 

5 Isorel(P)60 dot. IIIe 09.01.2014 15:58 16,32 44807 6,39 101,33 

6 Isorel(P)60 dot. IIIf 09.01.2014 17:09 16,33 44882 6,35 99,72 

       MW 
  

16,30 45019,83 6,35 100,18 

SD 
  

0,02 190,10 0,07 1,25 

% RSD  
  

0,13 0,42 1,04 1,25 
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Tabelle VII: Tag-zu-Tag-Präzision 

      Isorel (A) 24 Tag 1 

      

   
Theophyllin 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(A)24 a 12.12.2013 13:27 13,23 134755 11,50 

2 Isorel(A)24 b 12.12.2013 14:38 13,26 129207 11,50 

3 Isorel(A)24 c 12.12.2013 16:59 13,24 128730 11,50 

4 Isorel(A)24 d 12.12.2013 18:09 13,21 127698 11,50 

5 Isorel(A)24 e 12.12.2013 19:20 13,21 127269 11,50 

6 Isorel(A)24 f 12.12.2013 20:31 13,24 126876 11,50 

      Mitelwert 
  

13,23 129089,17 11,50 

SD 
  

0,02 2911,74 
 % RSD  

  
0,16 2,26 

 

      

   
Syringin 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(A)24 a 12.12.2013 13:27 16,33 3418 0,24 

2 Isorel(A)24 b 12.12.2013 14:38 16,37 3453 0,25 

3 Isorel(A)24 c 12.12.2013 16:59 16,32 3430 0,25 

4 Isorel(A)24 d 12.12.2013 18:09 16,30 3444 0,26 

5 Isorel(A)24 e 12.12.2013 19:20 16,31 3388 0,25 

6 Isorel(A)24 f 12.12.2013 20:31 16,34 3307 0,25 

      Mitelwert 
  

16,33 3406,67 0,25 

SD 
  

0,02 53,84 0,006 

% RSD  
  

0,15 1,58 2,22 

s² 
    

0,00003 

      

   
Syringenin-apiosyl-glucosid 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(A)24 a 12.12.2013 13:27 17,09 108877 10,42 

2 Isorel(A)24 b 12.12.2013 14:38 17,13 108903 10,87 

3 Isorel(A)24 c 12.12.2013 16:59 17,09 108198 10,84 

4 Isorel(A)24 d 12.12.2013 18:09 17,06 107576 10,87 

5 Isorel(A)24 e 12.12.2013 19:20 17,08 107065 10,85 

6 Isorel(A)24 f 12.12.2013 20:31 17,11 106596 10,84 

      Mitelwert 
  

17,09 107869,17 10,78 

SD 
  

0,02 953,55 0,18 

% RSD  
  

0,14 0,88 1,64 

s² 
    

0,03125 
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Isorel (A) 24 Tag 2 

      

   
Theophyllin 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(A)24 g 13.12.2013 18:51 13,25 124529 11,50 

2 Isorel(A)24 h 13.12.2013 21:12 13,22 124609 11,50 

3 Isorel(A)24 i 13.12.2013 22:22 13,23 124771 11,50 

4 Isorel(A)24 j 13.12.2013 23:33 13,23 124391 11,50 

5 Isorel(A)24 k 14.12.2013 00:44 13,23 124746 11,50 

6 Isorel(A)24 l 14.12.2013 01:54 13,22 124576 11,50 

      Mitelwert 
  

13,23 124603,67 11,50 

SD 
  

0,01 141,32 
 % RSD  

  
0,06 0,11 

 
      

   
Syringin 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(A)24 g 13.12.2013 18:51 16,34 3121 0,24 

2 Isorel(A)24 h 13.12.2013 21:12 16,30 3200 0,24 

3 Isorel(A)24 i 13.12.2013 22:22 16,32 3258 0,25 

4 Isorel(A)24 j 13.12.2013 23:33 16,34 3177 0,24 

5 Isorel(A)24 k 14.12.2013 00:44 16,31 3054 0,23 

6 Isorel(A)24 l 14.12.2013 01:54 16,31 3262 0,25 

      Mitelwert 
  

16,32 3178,67 0,24 

SD 
  

0,02 80,70 0,01 

% RSD  
  

0,10 2,54 2,54 

s² 
    

0,00004 

      

   
Syringenin-apiosyl-glucosid 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(A)24 g 13.12.2013 18:51 17,11 103121 10,68 

2 Isorel(A)24 h 13.12.2013 21:12 17,06 102630 10,62 

3 Isorel(A)24 i 13.12.2013 22:22 17,08 102721 10,62 

4 Isorel(A)24 j 13.12.2013 23:33 17,10 102046 10,58 

5 Isorel(A)24 k 14.12.2013 00:44 17,08 101814 10,53 

6 Isorel(A)24 l 14.12.2013 01:54 17,07 101767 10,54 

      Mitelwert 
  

17,08 102349,83 10,59 

SD 
  

0,02 553,19 0,06 

% RSD  
  

0,10 0,54 0,55 

s² 
    

0,00339 

      

 
SY SYA 

   F-Test 1,222 9,231 
   t-Test 2,486 2,454 
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      Isorel (A) 60 Tag 1 

      

   
Theophyllin 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(A)60 a 14.12.2013 14:50 13,25 124908 11,50 

2 Isorel(A)60 b 14.12.2013 16:00 13,22 124998 11,50 

3 Isorel(A)60 c 14.12.2013 18:22 13,24 125655 11,50 

4 Isorel(A)60 d 14.12.2013 19:32 13,23 125841 11,50 

5 Isorel(A)60 e 14.12.2013 20:43 13,21 126239 11,50 

6 Isorel(A)60 f 14.12.2013 21:53 13,22 126167 11,50 

      Mitelwert 
  

13,23 125634,67 
 SD 

  
0,01 570,08 

 % RSD  
  

0,10 0,45 
 

      

   
Syringin 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(A)60 a 14.12.2013 14:50 16,34 3162 0,24 

2 Isorel(A)60 b 14.12.2013 16:00 16,32 3076 0,23 

3 Isorel(A)60 c 14.12.2013 18:22 16,32 3069 0,23 

4 Isorel(A)60 d 14.12.2013 19:32 16,32 3017 0,23 

5 Isorel(A)60 e 14.12.2013 20:43 16,30 3108 0,23 

6 Isorel(A)60 f 14.12.2013 21:53 16,32 3024 0,23 

      Mitelwert 
  

16,32 3076,00 0,23 

SD 
  

0,01 54,14 0,005 

% RSD  
  

0,07 1,76 2,04 

s² 
    

0,00002 

      

   
Syringenin-apiosyl-glucosid 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(A)60 a 14.12.2013 14:50 17,09 199676 20,62 

2 Isorel(A)60 b 14.12.2013 16:00 17,08 199999 20,64 

3 Isorel(A)60 c 14.12.2013 18:22 17,08 200393 20,57 

4 Isorel(A)60 d 14.12.2013 19:32 17,07 200661 20,57 

5 Isorel(A)60 e 14.12.2013 20:43 17,06 201169 20,55 

6 Isorel(A)60 f 14.12.2013 21:53 17,09 200171 20,46 

      Mitelwert 
  

17,08 200344,83 20,57 

SD 
  

0,01 525,11 0,06 

% RSD  
  

0,06 0,26 0,30 

s² 
    

0,00369 
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Isorel (A) 60 Tag 2 

      

   
Theophyllin 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(A)60 g 15.12.2013 20:13 13,23 125301 11,50 

2 Isorel(A)60 h 15.12.2013 22:34 13,25 126365 11,50 

3 Isorel(A)60 i 15.12.2013 23:45 13,24 125999 11,50 

4 Isorel(A)60 j 16.12.2013 00:55 13,24 125818 11,50 

5 Isorel(A)60 k 16.12.2013 02:06 13,25 125852 11,50 

6 Isorel(A)60 l 16.12.2013 03:17 13,23 125858 11,50 

      Mitelwert 
  

13,24 125865,50 11,50 

SD 
  

0,01 343,07 
 % RSD  

  
0,07 0,27 

 

      

   
Syringin 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(A)60 g 15.12.2013 20:13 16,29 3028 0,23 

2 Isorel(A)60 h 15.12.2013 22:34 16,33 2856 0,22 

3 Isorel(A)60 i 15.12.2013 23:45 16,30 2909 0,22 

4 Isorel(A)60 j 16.12.2013 00:55 16,34 2925 0,22 

5 Isorel(A)60 k 16.12.2013 02:06 16,34 2862 0,22 

6 Isorel(A)60 l 16.12.2013 03:17 16,30 3007 0,23 

      Mitelwert 
  

16,31 2931,17 0,22 

SD 
  

0,02 72,24 0,006 

% RSD  
  

0,12 2,46 2,68 

s² 
    

0,00004 

      

   
Syringenin-apiosyl-glucosid 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(A)60 g 15.12.2013 20:13 17,06 198572 20,44 

2 Isorel(A)60 h 15.12.2013 22:34 17,08 199941 20,41 

3 Isorel(A)60 i 15.12.2013 23:45 17,06 199398 20,41 

4 Isorel(A)60 j 16.12.2013 00:55 17,10 199825 20,48 

5 Isorel(A)60 k 16.12.2013 02:06 17,10 199137 20,41 

6 Isorel(A)60 l 16.12.2013 03:17 17,06 199036 20,40 

      Mitelwert 
  

17,08 199318,17 20,42 

SD 
  

0,02 513,88 0,03 

% RSD  
  

0,12 0,26 0,16 

s² 
    

0,00106 

      

 
SY SYA 

   F-Test 1,555 3,483 
   t-Test 3,661 5,083 
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      Isorel (M) 24 Tag 1 

      

   
Theophyllin 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(M)24 a 12.12.2013 04:03 13,27 134183 11,50 

2 Isorel(M)24 b 12.12.2013 05:13 13,28 134067 11,50 

3 Isorel(M)24 c 12.12.2013 06:24 13,25 133584 11,50 

4 Isorel(M)24 d 12.12.2013 08:45 13,26 132614 11,50 

5 Isorel(M)24 e 12.12.2013 09:56 13,27 134275 11,50 

6 Isorel(M)24 f 12.12.2013 11:06 13,27 132402 11,50 

      Mitelwert 
  

13,27 133520,83 11,50 

SD 
  

0,01 822,64 
 % RSD  

  
0,07 0,62 

 

      

   
Syringin 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(M)24 a 12.12.2013 04:03 16,37 8048 0,57 

2 Isorel(M)24 b 12.12.2013 05:13 16,36 8218 0,58 

3 Isorel(M)24 c 12.12.2013 06:24 16,33 8205 0,58 

4 Isorel(M)24 d 12.12.2013 08:45 16,38 8151 0,59 

5 Isorel(M)24 e 12.12.2013 09:56 16,37 8084 0,57 

6 Isorel(M)24 f 12.12.2013 11:06 16,36 8122 0,58 

      Mitelwert 
  

16,36 8138,00 0,58 

SD 
  

0,02 66,83 0,006 

% RSD  
  

0,09 0,82 1,10 

s² 
    

0,00004 

      

   
Syringenin-apiosyl-glucosid 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(M)24 a 12.12.2013 04:03 17,12 75597 7,27 

2 Isorel(M)24 b 12.12.2013 05:13 17,11 74892 7,20 

3 Isorel(M)24 c 12.12.2013 06:24 17,08 74780 7,22 

4 Isorel(M)24 d 12.12.2013 08:45 17,13 74589 7,25 

5 Isorel(M)24 e 12.12.2013 09:56 17,12 75444 7,25 

6 Isorel(M)24 f 12.12.2013 11:06 17,11 74349 7,24 

      Mitelwert 
  

17,11 74941,83 7,24 

SD 
  

0,02 487,04 0,023 

% RSD  
  

0,10 0,65 0,31 

s² 
    

0,00052 
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Isorel (M) 24 Tag 2 

      

   
Theophyllin 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(M)24 g 13.12.2013 09:27 13,23 127981 11,50 

2 Isorel(M)24 h 13.12.2013 10:37 13,24 128497 11,50 

3 Isorel(M)24 i 13.12.2013 11:48 13,25 128582 11,50 

4 Isorel(M)24 j 13.12.2013 14:09 13,22 127889 11,50 

5 Isorel(M)24 k 13.12.2013 15:19 13,23 127695 11,50 

6 Isorel(M)24 l 13.12.2013 16:30 13,23 127433 11,50 

      Mitelwert 
  

13,23 128012,83 11,50 

SD 
  

0,01 449,88 
 % RSD  

  
0,09 0,35 

 

      

   
Syringin 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(M)24 g 13.12.2013 09:27 16,33 7696 0,57 

2 Isorel(M)24 h 13.12.2013 10:37 16,35 7647 0,57 

3 Isorel(M)24 i 13.12.2013 11:48 16,36 7742 0,57 

4 Isorel(M)24 j 13.12.2013 14:09 16,32 7617 0,57 

5 Isorel(M)24 k 13.12.2013 15:19 16,35 7528 0,56 

6 Isorel(M)24 l 13.12.2013 16:30 16,32 7566 0,57 

      Mitelwert 
  

16,34 7632,67 0,57 

SD 
  

0,02 79,77 0,005 

% RSD  
  

0,10 1,05 0,80 

s² 
    

0,00002 

      

   
Syringenin-apiosyl-glucosid 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(M)24 g 13.12.2013 09:27 17,09 71746 7,23 

2 Isorel(M)24 h 13.12.2013 10:37 17,10 72365 7,26 

3 Isorel(M)24 i 13.12.2013 11:48 17,11 71749 7,20 

4 Isorel(M)24 j 13.12.2013 14:09 17,07 71592 7,22 

5 Isorel(M)24 k 13.12.2013 15:19 17,10 71443 7,22 

6 Isorel(M)24 l 13.12.2013 16:30 17,08 71268 7,21 

      Mitelwert 
  

17,09 71693,83 7,22 

SD 
  

0,01 377,05 0,022 

% RSD  
  

0,09 0,53 0,31 

s² 
    

0,00051 

      

 
SY SYA 

   F-Test 1,995 1,020 
   t-Test 3,947 1,211 
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            Isorel (M) 60 Tag 1 

      

   
Theophyllin 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(M)60 a 14.12.2013 05:26 13,23 129823 11,50 

2 Isorel(M)60 b 14.12.2013 06:36 13,22 129069 11,50 

3 Isorel(M)60 c 14.12.2013 07:47 13,23 129464 11,50 

4 Isorel(M)60 d 14.12.2013 08:57 13,25 128880 11,50 

5 Isorel(M)60 e 14.12.2013 11:18 13,22 128630 11,50 

6 Isorel(M)60 f 14.12.2013 12:29 13,25 129124 11,50 

      Mitelwert 
  

13,23 129165,00 11,50 

SD 
  

0,01 424,43 
 % RSD  

  
0,10 0,33 

 

      

   
Syringin 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(M)60 a 14.12.2013 05:26 16,32 9861 0,72 

2 Isorel(M)60 b 14.12.2013 06:36 16,32 9794 0,72 

3 Isorel(M)60 c 14.12.2013 07:47 16,34 9609 0,71 

4 Isorel(M)60 d 14.12.2013 08:57 16,35 9557 0,71 

5 Isorel(M)60 e 14.12.2013 11:18 16,33 9505 0,70 

6 Isorel(M)60 f 14.12.2013 12:29 16,37 9379 0,69 

      Mitelwert 
  

16,34 9617,50 0,71 

SD 
  

0,02 180,95 0,012 

% RSD  
  

0,13 1,88 1,71 

s² 
    

0,00015 

      

   
Syringenin-apiosyl-glucosid 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(M)60 a 14.12.2013 05:26 17,07 93091 9,25 

2 Isorel(M)60 b 14.12.2013 06:36 17,07 92847 9,28 

3 Isorel(M)60 c 14.12.2013 07:47 17,10 92503 9,22 

4 Isorel(M)60 d 14.12.2013 08:57 17,10 92021 9,21 

5 Isorel(M)60 e 14.12.2013 11:18 17,09 91493 9,17 

6 Isorel(M)60 f 14.12.2013 12:29 17,13 91500 9,14 

      Mitelwert 
  

17,09 92242,50 9,21 

SD 
  

0,02 680,49 0,05 

% RSD  
  

0,13 0,74 0,54 

s² 
    

0,00248 
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Isorel (M) 60 Tag 2 

      

   
Theophyllin 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(M)60 g 15.12.2013 10:49 13,25 128352 11,50 

2 Isorel(M)60 h 15.12.2013 12:00 13,23 128051 11,50 

3 Isorel(M)60 i 15.12.2013 13:10 13,26 128827 11,50 

4 Isorel(M)60 j 15.12.2013 15:31 13,27 127672 11,50 

5 Isorel(M)60 k 15.12.2013 16:42 13,22 127529 11,50 

6 Isorel(M)60 l 15.12.2013 17:52 13,24 128566 11,50 

      Mitelwert 
  

13,24 128166,17 11,50 

SD 
  

0,02 508,83 
 % RSD  

  
0,12 0,40 

 

      

   
Syringin 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(M)60 g 15.12.2013 10:49 16,33 9362 0,69 

2 Isorel(M)60 h 15.12.2013 12:00 16,33 9425 0,70 

3 Isorel(M)60 i 15.12.2013 13:10 16,37 9154 0,68 

4 Isorel(M)60 j 15.12.2013 15:31 16,35 9057 0,68 

5 Isorel(M)60 k 15.12.2013 16:42 16,30 9134 0,68 

6 Isorel(M)60 l 15.12.2013 17:52 16,35 9093 0,67 

      Mitelwert 
  

16,34 9204,17 0,68 

SD 
  

0,02 151,75 0,011 

% RSD  
  

0,15 1,65 1,65 

s² 
    

0,00013 

      

   
Syringenin-apiosyl-glucosid 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(M)60 g 15.12.2013 10:49 17,09 89902 9,03 

2 Isorel(M)60 h 15.12.2013 12:00 17,09 89979 9,06 

3 Isorel(M)60 i 15.12.2013 13:10 17,13 90261 9,04 

4 Isorel(M)60 j 15.12.2013 15:31 17,10 89092 9,00 

5 Isorel(M)60 k 15.12.2013 16:42 17,06 89236 9,02 

6 Isorel(M)60 l 15.12.2013 17:52 17,11 89700 9,00 

      Mitelwert 
  

17,09 89695,00 9,03 

SD 
  

0,02 451,26 0,02 

% RSD  
  

0,14 0,50 0,27 

s² 
    

0,00059 

      

 
SY SYA 

   F-Test 1,147 4,198 
   t-Test 3,726 8,158 
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      Isorel (P) 24 Tag 1 

      

   
Theophyllin 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(P)24 a 11.12.2013 18:39 13,27 125231 11,50 

2 Isorel(P)24 b 11.12.2013 19:49 13,24 126024 11,50 

3 Isorel(P)24 c 11.12.2013 21:00 13,26 126594 11,50 

4 Isorel(P)24 d 11.12.2013 22:10 13,28 126962 11,50 

5 Isorel(P)24 e 11.12.2013 23:21 13,25 126916 11,50 

6 Isorel(P)24 f 12.12.2013 01:42 13,24 126100 11,50 

      Mitelwert 
  

13,26 126304,50 11,50 

SD 
  

0,02 657,72 
 % RSD  

  
0,12 0,52 

 

      

   
Syringin 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(P)24 a 11.12.2013 18:39 16,35 20049 1,52 

2 Isorel(P)24 b 11.12.2013 19:49 16,33 19971 1,51 

3 Isorel(P)24 c 11.12.2013 21:00 16,35 20133 1,51 

4 Isorel(P)24 d 11.12.2013 22:10 16,37 20141 1,51 

5 Isorel(P)24 e 11.12.2013 23:21 16,34 20360 1,53 

6 Isorel(P)24 f 12.12.2013 01:42 16,31 19540 1,48 

      Mitelwert 
  

16,34 20032,33 1,51 

SD 
  

0,02 274,13 0,02 

% RSD  
  

0,12 1,37 1,23 

s² 
    

0,00035 

      

   
Syringenin-apiosyl-glucosid 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(P)24 a 11.12.2013 18:39 17,11 165113 17,01 

2 Isorel(P)24 b 11.12.2013 19:49 17,10 166413 17,03 

3 Isorel(P)24 c 11.12.2013 21:00 17,13 167080 17,02 

4 Isorel(P)24 d 11.12.2013 22:10 17,14 167409 17,01 

5 Isorel(P)24 e 11.12.2013 23:21 17,10 167399 17,01 

6 Isorel(P)24 f 12.12.2013 01:42 17,08 166634 17,04 

      Mitelwert 
  

17,11 166674,67 17,02 

SD 
  

0,02 864,54 0,02 

% RSD  
  

0,11 0,52 0,09 

s² 
    

0,00023 
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Isorel (P) 24 Tag 2 

      

   
Theophyllin 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(P)24 g 13.12.2013 00:02 13,22 124915 11,50 

2 Isorel(P)24 h 13.12.2013 01:13 13,24 124403 11,50 

3 Isorel(P)24 i 13.12.2013 02:23 13,24 124040 11,50 

4 Isorel(P)24 j 13.12.2013 03:34 13,23 125128 11,50 

5 Isorel(P)24 k 13.12.2013 04:44 13,24 124401 11,50 

6 Isorel(P)24 l 13.12.2013 07:05 13,20 125581 11,50 

      Mitelwert 
  

13,23 124744,67 11,50 

SD 
  

0,02 566,89 
 % RSD  

  
0,11 0,45 

 

      

   
Syringin 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(P)24 g 13.12.2013 00:02 16,31 19721 1,50 

2 Isorel(P)24 h 13.12.2013 01:13 16,33 19452 1,49 

3 Isorel(P)24 i 13.12.2013 02:23 16,32 19294 1,48 

4 Isorel(P)24 j 13.12.2013 03:34 16,31 19458 1,48 

5 Isorel(P)24 k 13.12.2013 04:44 16,31 19674 1,51 

6 Isorel(P)24 l 13.12.2013 07:05 16,29 19652 1,49 

      Mitelwert 
  

16,31 19541,83 1,49 

SD 
  

0,01 166,27 0,01 

% RSD  
  

0,09 0,85 0,72 

s² 
    

0,00012 

      

   
Syringenin-apiosyl-glucosid 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(P)24 g 13.12.2013 00:02 17,08 165457 17,08 

2 Isorel(P)24 h 13.12.2013 01:13 17,10 164926 17,10 

3 Isorel(P)24 i 13.12.2013 02:23 17,09 163824 17,03 

4 Isorel(P)24 j 13.12.2013 03:34 17,07 164176 16,92 

5 Isorel(P)24 k 13.12.2013 04:44 17,07 164266 17,03 

6 Isorel(P)24 l 13.12.2013 07:05 17,06 164200 16,86 

      Mitelwert 
  

17,08 164474,83 17,01 

SD 
  

0,01 600,04 0,09 

% RSD  
  

0,09 0,36 0,55 

s² 
    

0,00864 

      

 
SY SYA 

   F-Test 2,980 37,405 
   t-Test 2,116 0,374 
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      Isorel (P) 60 Tag 1 

      

   
Theophyllin 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(P)60 a 15.12.2013 01:25 13,23 133696 11,50 

2 Isorel(P)60 b 15.12.2013 02:35 13,20 130599 11,50 

3 Isorel(P)60 c 15.12.2013 03:46 13,22 130762 11,50 

4 Isorel(P)60 d 15.12.2013 04:56 13,24 130982 11,50 

5 Isorel(P)60 e 15.12.2013 06:07 13,21 131277 11,50 

6 Isorel(P)60 f 15.12.2013 08:28 13,24 132304 11,50 

      Mitelwert 
  

13,22 131603,33 11,50 

SD 
  

0,02 1189,90 
 % RSD  

  
0,12 0,90 

 

      

   
Syringin 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(P)60 a 15.12.2013 01:25 16,31 68321 4,86 

2 Isorel(P)60 b 15.12.2013 02:35 16,29 67327 4,91 

3 Isorel(P)60 c 15.12.2013 03:46 16,32 67176 4,89 

4 Isorel(P)60 d 15.12.2013 04:56 16,33 67118 4,88 

5 Isorel(P)60 e 15.12.2013 06:07 16,29 67226 4,87 

6 Isorel(P)60 f 15.12.2013 08:28 16,34 67080 4,83 

      Mitelwert 
  

16,31 67374,67 4,87 

SD 
  

0,02 471,61 0,03 

% RSD  
  

0,13 0,70 0,56 

s² 
    

0,00075 

      

   
Syringenin-apiosyl-glucosid 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(P)60 a 15.12.2013 01:25 17,08 640575 61,80 

2 Isorel(P)60 b 15.12.2013 02:35 17,06 632310 62,45 

3 Isorel(P)60 c 15.12.2013 03:46 17,09 634102 62,54 

4 Isorel(P)60 d 15.12.2013 04:56 17,10 633543 62,38 

5 Isorel(P)60 e 15.12.2013 06:07 17,06 632089 62,10 

6 Isorel(P)60 f 15.12.2013 08:28 17,12 636400 62,04 

      Mitelwert 
  

17,08 634836,50 62,22 

SD 
  

0,02 3209,97 0,29 

% RSD  
  

0,14 0,51 0,46 

s² 
    

0,08186 
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Isorel (P) 60 Tag 2 

      

   
Theophyllin 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(P)60 g 16.12.2013 06:48 13,22 131872 11,50 

2 Isorel(P)60 h 16.12.2013 07:59 13,24 131277 11,50 

3 Isorel(P)60 i 16.12.2013 09:09 13,25 131928 11,50 

4 Isorel(P)60 j 16.12.2013 11:30 13,21 131462 11,50 

5 Isorel(P)60 k 16.12.2013 12:41 13,21 132124 11,50 

6 Isorel(P)60 l 16.12.2013 13:52 13,22 131313 11,50 

      Mitelwert 
  

13,23 131662,67 11,50 

SD 
  

0,01 357,30 
 % RSD  

  
0,11 0,27 

 

      

   
Syringin 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(P)60 g 16.12.2013 06:48 16,29 66466 4,80 

2 Isorel(P)60 h 16.12.2013 07:59 16,32 66060 4,79 

3 Isorel(P)60 i 16.12.2013 09:09 16,34 65887 4,75 

4 Isorel(P)60 j 16.12.2013 11:30 16,29 66326 4,80 

5 Isorel(P)60 k 16.12.2013 12:41 16,29 66413 4,79 

6 Isorel(P)60 l 16.12.2013 13:52 16,31 65736 4,77 

      Mitelwert 
  

16,31 66148,00 4,78 

SD 
  

0,02 299,55 0,02 

% RSD  
  

0,13 0,45 0,40 

s² 
    

0,00036 

      

   
Syringenin-apiosyl-glucosid 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche Gehalt (µg/ml) 

      1 Isorel(P)60 g 16.12.2013 06:48 17,06 634313 62,04 

2 Isorel(P)60 h 16.12.2013 07:59 17,09 632129 62,11 

3 Isorel(P)60 i 16.12.2013 09:09 17,11 636582 62,23 

4 Isorel(P)60 j 16.12.2013 11:30 17,05 635644 62,36 

5 Isorel(P)60 k 16.12.2013 12:41 17,06 634897 61,98 

6 Isorel(P)60 l 16.12.2013 13:52 17,08 633466 62,22 

      Mitelwert 
  

17,07 634505,17 62,16 

SD 
  

0,02 1582,82 0,14 

% RSD  
  

0,14 0,25 0,23 

s² 
    

0,02023 

      

 
SY SYA 

   F-Test 2,072 0,247 
   t-Test 6,683 0,478 
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Tabelle VIII: Robustheit 

      Flussrate (0,35 ml/min    /    0,45 ml/min     /      0,45 ml/min) 

      

   
Theophyllin 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche 

Gehalt 
(µg/ml) 

      1 Isorel(P)60_0,35 a 16.01.2014 11:35 14,23 154453 11,50 

2 Isorel(P)60_0,35 b 16.01.2014 12:45 14,22 153315 11,50 

3 Isorel(P)60_0,35 c 16.01.2014 13:56 14,22 154325 11,50 

      1 Isorel(P)60_0,40 a 29.11.2013 18:59 13,25 134353 11,50 

2 Isorel(P)60_0,40 b 30.11.2013 02:02 13,26 135806 11,50 

3 Isorel(P)60_0,40 c 30.11.2013 09:05 13,26 135037 11,50 

      1 Isorel(P)60_0,45 a 16.01.2014 17:28 12,46 127989,00 11,50 

2 Isorel(P)60_0,45 b 16.01.2014 18:38 12,47 128387,00 11,50 

3 Isorel(P)60_0,45 c 16.01.2014 19:49 12,45 128592,00 11,50 

      Mitelwert 
  

13,31 139139,67 
 SD 

  
0,53 11554,76 

 % RSD  
  

3,97 8,30 
 

      

   
Syringenin-apiosyl-glucosid 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche 

Gehalt 
(µg/ml) 

      1 Isorel(P)60_0,35 a 16.01.2014 11:35 18,04 757020 63,22 

2 Isorel(P)60_0,35 b 16.01.2014 12:45 18,03 758575 63,82 

3 Isorel(P)60_0,35 c 16.01.2014 13:56 18,04 761936 63,68 

      1 Isorel(P)60_0,40 a 29.11.2013 18:59 17,10 638607 61,31 

2 Isorel(P)60_0,40 b 30.11.2013 02:02 17,09 645090 61,27 

3 Isorel(P)60_0,40 c 30.11.2013 09:05 17,13 644782 61,58 

      1 Isorel(P)60_0,45 a 16.01.2014 17:28 16,33 575027 57,95 

2 Isorel(P)60_0,45 b 16.01.2014 18:38 16,33 578444 58,11 

3 Isorel(P)60_0,45 c 16.01.2014 19:49 16,32 577477 57,92 

      Mitelwert 
  

17,16 659662,00 62,48 

SD 
  

0,74 79932,18 1,22 

% RSD  
  

4,32 12,12 1,95 
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Temperatur (20°C   /  25°C   /  30°C) 

      

   
Theophyllin 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche 

Gehalt 
(µg/ml) 

      1 Isorel(P)60_20° a 16.01.2014 23:20 13,82 137037 11,50 

2 Isorel(P)60_20° b 17.01.2014 00:31 13,84 135704 11,50 

3 Isorel(P)60_20° c 17.01.2014 01:42 13,81 136260 11,50 

      1 Isorel(P)60_25° a 29.11.2013 18:59 13,25 134353 11,50 

2 Isorel(P)60_25° b 30.11.2013 02:02 13,26 135806 11,50 

3 Isorel(P)60_25° c 30.11.2013 09:05 13,26 135037 11,50 

      1 Isorel(P)60_30° a 17.01.2014 05:13 12,67 137960 11,50 

2 Isorel(P)60_30° b 17.01.2014 06:24 12,67 141266 11,50 

3 Isorel(P)60_30° c 17.01.2014 07:34 12,67 137706 11,50 

      Mitelwert 
  

13,25 136792,11 
 SD 

  
0,31 2053,78 

 % RSD  
  

2,34 1,50 
 

      

   
Syringenin-apiosyl-glucosid 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche 

Gehalt 
(µg/ml) 

      1 Isorel(P)60_20° a 16.01.2014 23:20 17,52 674458 63,48 

2 Isorel(P)60_20° b 17.01.2014 00:31 17,53 671987 63,87 

3 Isorel(P)60_20° c 17.01.2014 01:42 17,51 671780 63,59 

      1 Isorel(P)60_25° a 29.11.2013 18:59 17,10 638607 61,31 

2 Isorel(P)60_25° b 30.11.2013 02:02 17,09 645090 61,27 

3 Isorel(P)60_25° c 30.11.2013 09:05 17,13 644782 61,58 

      1 Isorel(P)60_30° a 17.01.2014 05:13 16,65 645614 60,36 

2 Isorel(P)60_30° b 17.01.2014 06:24 16,64 648580 59,22 

3 Isorel(P)60_30° c 17.01.2014 07:34 16,65 643250 60,25 

      Mitelwert 
  

17,09 653794,22 61,66 

SD 
  

0,38 14467,11 1,65 

% RSD  
  

2,22 2,21 2,68 

      pH-Wert       (  2,22    /    2,62   /     2,92  ) 

      

   
Theophyllin 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche 

Gehalt 
(µg/ml) 

      1 Isorel(P)60_2,22 a 20.01.2014 11:36 13,06 142910 11,50 

2 Isorel(P)60_2,22 b 20.01.2014 12:47 13,03 142736 11,50 

3 Isorel(P)60_2,22 c 20.01.2014 13:57 13,02 142955 11,50 
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1 Isorel(P)60_2,62 a 29.11.2013 18:59 13,25 134353 11,50 

2 Isorel(P)60_2,62 b 30.11.2013 02:02 13,26 135806 11,50 

3 Isorel(P)60_2,62 c 30.11.2013 09:05 13,26 135037 11,50 

      1 Isorel(P)60_2,92 a 17.01.2014 10:51 13,28 134532 11,50 

2 Isorel(P)60_2,92 b 17.01.2014 12:02 13,30 135737 11,50 

3 Isorel(P)60_2,92 c 17.01.2014 13:12 13,31 135228 11,50 

      Mitelwert 
  

13,20 137699,33 
 SD 

  
0,12 3905,16 

 % RSD  
  

0,92 2,84 
 

      

   
Syringenin-apiosyl-glucosid 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche 

Gehalt 
(µg/ml) 

      1 Isorel(P)60_2,22 a 20.01.2014 11:36 16,91 646985 58,39 

2 Isorel(P)60_2,22 b 20.01.2014 12:47 16,89 646635 58,43 

3 Isorel(P)60_2,22 c 20.01.2014 13:57 16,89 645308 58,22 

      1 Isorel(P)60_2,62 a 29.11.2013 18:59 17,10 638607 61,31 

2 Isorel(P)60_2,62 b 30.11.2013 02:02 17,09 645090 61,27 

3 Isorel(P)60_2,62 c 30.11.2013 09:05 17,13 644782 61,58 

      1 Isorel(P)60_2,92 a 17.01.2014 10:51 17,12 626152 60,03 

2 Isorel(P)60_2,92 b 17.01.2014 12:02 17,16 627531 59,63 

3 Isorel(P)60_2,92 c 17.01.2014 13:12 17,15 625685 59,68 

      Mitelwert 
  

17,05 638530,56 59,84 

SD 
  

0,12 9383,72 1,32 

% RSD  
  

0,69 1,47 2,21 

      Säule     (1   /    2) 

      

   
Theophyllin 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche 

Gehalt 
(µg/ml) 

      1 Isorel(P)60_Säule1 a 29.11.2013 18:59 13,25 134353 11,50 

2 Isorel(P)60_Säule1 b 30.11.2013 02:02 13,26 135806 11,50 

3 Isorel(P)60_Säule1 c 30.11.2013 09:05 13,26 135037 11,50 

      1 Isorel(P)60_Säule2 a 21.01.2014 11:34 13,30 142189 11,50 

2 Isorel(P)60_Säule2 b 21.01.2014 12:44 13,28 141112 11,50 

3 Isorel(P)60_Säule2 c 21.01.2014 13:55 13,25 142098 11,50 

      Mitelwert 
  

13,27 138432,50 
 SD 

  
0,02 3736,23 

 % RSD  
  

0,14 2,70 
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Syringenin-apiosyl-glucosid 

      
Messung Probe Durchgeführt am/um 

R.T. 
(min) Peakfläche 

Gehalt 
(µg/ml) 

      1 Isorel(P)60_Säule1 a 29.11.2013 18:59 17,10 638607 61,31 

2 Isorel(P)60_Säule1 b 30.11.2013 02:02 17,09 645090 61,27 

3 Isorel(P)60_Säule1 c 30.11.2013 09:05 17,13 644782 61,58 

      1 Isorel(P)60_Säule2 a 21.01.2014 11:34 17,06 643130 58,34 

2 Isorel(P)60_Säule2 b 21.01.2014 12:44 17,05 638106 58,32 

3 Isorel(P)60_Säule2 c 21.01.2014 13:55 17,00 641337 58,21 

      Mitelwert 
  

17,07 641842,00 59,84 

SD 
  

0,04 3017,61 1,70 

% RSD  
  

0,26 0,47 2,84 

      

   
Syringenin-apiosyl-glucosid 

      MW über 
  

60,65 
 SD alle 

  
1,92 

 % RSD  Werte 
  

3,17 
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9. Abbildungsverzeichnis 

 

Abb. 1.  

 

Viscum album  L.  

  

http:/ /elwinga.blox.pl/resource/jemiola. jpg (11.04.2014)  

Abb. 2.  

 

Viscotoxin A3 

  

http:/ /www.medicinescomplete.com/mc/merck/current/ images/  

  

12469677.png (11.04.2014)  

Abb. 3.  

 

Vereinfachte Darstel lung der Modif izierung zu RP -18 

Abb. 4.  

 

Schemat ische Darstel lung des HPLC-Aufbaus [9]  

Abb. 5.  

 

Chromatogramm von Isorel®A60 (Methode_2)  

Abb. 6.  

 

Chromatogramm von Isorel®M60 (Methode_2)  

Abb. 7.  

 

Chromatogramm von Isorel®P60 (Methode_2)  

Abb. 8.  

 

Chromatogramm von Isorel®M6 (Methode_2)  

Abb. 9.  

 

Chromatogramm von Isorel®M24 (Methode_2)  

Abb. 10.  

 

Chromatogramm von Isorel®M60 (Methode_2)  

Abb. 11.  

 

Chromatogramm von Isorel®M60 (Methode_3)  

Abb. 12.  

 

Chromatogramm von Isorel®P60 mit C8-Säule 

Abb. 13.  

 

Chromatogramm von Isorel®P60 mit C18-Säule 

Abb. 14.  

 

Chromatogramm von Isorel®P60 mit C18-Säule 

  

Polar Advantage 

Abb. 15.  

 

Chromatogramm von Isorel®P60 (Methode_f inal)  

Abb. 16.  

 

Syringenin-4‘-O-glucosid  

Abb. 17.  

 

Syringenin-4‘-O[apiosyl(1→2)]glucosid 

Abb. 18.  

 

Massenspektren von Syr ingenin-4‘-O[apiosyl(1→2)]glucosid 

Abb. 19.  

 

Chromatogramm von Phenylpropander ivaten in Isorel®P60  

Abb. 20.  

 

Dünnschichtchromatogramm 1 von Aminosäuren und Isorel®  

Abb. 21.  

 

Dünnschichtchromatogramm 2 von Aminosäuren und Isorel®  

Abb. 22.  

 

Zuordnung der Substanzklasse am Beispiel von Isorel®P60  

Abb. 23.  

 

Chromatogramm von Arbutin (untere Spur) und  

  

Isorel®M60 (obere Spur)  

Abb. 24.  

 

Chromatogramm von Coffein (untere Spur) und  

  

Isorel®M60 (obere Spur)  

Abb. 25.  

 

Chromatogramm von Theophyll in (untere Spur) und  

  

Isorel®M60 (obere Spur)  

Abb. 26.  

 

Chromatogramm von Isorel®A60 und Internem Standard  

Abb. 27.  

 

Chromatogramm von Isorel®M60 und Internem Standard  
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Abb. 28.  

 

Chromatogramm von Isorel®P60 und Internem Standard  

Abb. 29.  

 

Chromatogramm des Internen Standards und Syr ingin (SL)  

Abb. 30.  

 

Chromatogramm des Internen Standards  

  

und Syr ingin (1:10)  

Abb. 31.  

 

Chromatogramm des Internen Standards  

  

und Syr ingin (1:300)  

Abb. 32.  

 

Chromatogramm von blank Wasser dest. 

Abb. 33.  

 

Chromatogramm von Isorel®P60 mit Int.  Std mit den  

  

Standardparametern aus Methode_f inal   

  

(Flussrate:0,40 ml/min,Temperatur 25°C,pH 2,62,Säule1) 

Abb. 34.  

 

Chromatogramm von Isorel®P60 mit Int.  Std  

  

bei einer Flussrate von 0,35 ml/min  

Abb. 35.  

 

Chromatogramm von Isorel®P60 mit Int.  Std  

  

bei einer Flussrate von 0,45 ml/min  

Abb. 36.  

 

Chromatogramm von Isorel®P60 mit Int.  Std  

  

bei einer Säulenofentemperatur von 20°C  

Abb. 37.  

 

Chromatogramm von Isorel®P60 mit Int.  Std  

  

bei einer Säulenofentemperatur von 30°C  

Abb. 38.  

 

Chromatogramm von Isorel®P60 mit Int.  Std  

  

bei einem pH-Wert von 2,22 (Elut ionsmittel)  

Abb. 39.  

 

Chromatogramm von Isorel®P60 mit Int.  Std  

  

bei einem pH-Wert von 2,92 (Elut ionsmittel)  

Abb. 40.  

 

Chromatogramm von Isorel®P60 mit Int.  Std mit Säule2 
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11. Abkürzungsverzeichnis 

 

A Angström 

bidest.  bidesti l latum/-a 

cm Cent imeter  

DC Dünnschichtchromatographie  

DNS Desoxyribonukleinsäure 

ELISA Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay  

ELLA Enzyme Linked Lectin  Assay 

ESI Elektrospray-Ionisation 

fS t  Standardkorrekturfaktor  

g Gramm 

GMP Good Manufactoring Practice  

HPLC High Performance Liquid Chromatography  

HPTLC High Performance Thin Layer Chromatography  

Int.  Std Interner Standard 

Isorel® A Abiet is  

Isorel® M Mali  

Isorel® P Pini  

L. Linnaeus 

MeOH Methanol  

mg Mil l igramm 

min Minute 

ml Mil l i l i ter  

mm Mil l imeter  

ML Mistel lekt in  

MS Massenspektrometrie 

MG Molekulargewicht  

n.d. nicht detekt ierbar  

NaCl Natr iumchlorid  

NK-Zel len Natural Ki l ler -Zellen 

nm Nanometer 

Ph.Eur.  Pharmacopoeia Europea 

R.T. Retent ion Time 

RP Reversed Phase 

RSD relat ive Standardabweichung  
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SD Standardabweichung 

SL Stammlösung 

ssp. subspecies 

SY Syringin 

SYA Syringenin-apiosyl-glucosid 

UV/Vis Ultraviolet/Visible  

V.album Viscum album 

  µg Mikrogramm 

µl Mikrol iter  
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