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. Einleitung

Bereits seit mehreren Jahrzehnten hat sich die Extraktion mit Gberkritischen Fluiden
(SFE) im industriellen Bereich als etablierte Methode durchsetzen kénnen. Folgende
groBtechnische Extraktionsverfahren fir die Nahrungsmittelindustrie werden seit den
70er Jahren angewendet:

* Herstellung von koffeinfreiem Kaffee und Schwarztee,

* Gewinnung von Hopfenextrakten,

* Extraktion von dtherischen Olen und Scharfstoffen aus Gewiirzen,
* Abreicherung von Nikotin aus Tabakblattern.

Im Bereich der industriellen Arzneipflanzenextraktion zur Herstellung von Phy-
topharmaka hat die SFE bislang kaum an Bedeutung gewonnen. Hauptsachliche
Grunde hierfiir sind:

* Die Lipophilie des CO, schrankt das Spektrum der extrahierbaren Naturstoffe ein,
* Zulassungshiirden fiir SFE-Extrakte (eine Neuzulassung ist erforderlich).

o Projektziele

Systematische Untersuchung des Potentials und der Grenzen der SFE in Bezug auf
die Extrahierbarkeit von Pflanzeninhaltsstoffen mittlerer bis héherer Polaritat mit CO,
durch unterschiedliche CO,-Modifier-Gemische wie auch hohe Driicke (bis zu
1000 bar).

Das Extraktionsverhalten wichtiger Inhaltsstoffgruppen wurde beispielhaft untersucht,
um Ergebnisse von méglichst allgemeiner Aussagekraft zu erhalten. Hierzu wurden
lipophile, méRig und stark polare Naturstoffe gewahlt, die als wertbestimmende In-

haltsstoffe verschiedener Arzneipflanzen von Bedeutung sind.
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Die ausgewahlten Substanzklassen umfassten: Mono- und Sesquiterpene, freie
Triterpene und Triterpenester, Polyacetylene, Flavonoid-Aglyka, Procyanidine,
Flavonoid- und Triterpenglykoside. Diese Substanzklassen sind in reprasentativen
Arzneipflanzen entha!tlen, die fur die Extraktionsversuche herangezogen wurden:
Ringelblume (Calendula officinalis), WeiRdorn (Crataegus sp.), Kamille (Matricaria
recutita).

* Vorgehensweise

Das Projekt gliederte sich in folgende Arbeitspakete:

. Anfertigung der Bezugsextrakte.

. Analytische ~SFE-Extrationsversuche unter Variation von Druck und
Modifiergehalt. Ijabei wurden die Extraktionsverlgufe zeitabhangig verfolgt.

. Analytik der Extrakte, inkl. Isolierung von kommerziell schwierig bzw. nicht
erhéltlichen Referenzsubstanzen.

. SFE-Experimente im PilotmafRstab.

. Phasengleichgewichts-Untersuchungen.

. Anfertigung der Bezugsextrakte:

Extraktion (a) nach Arzneibuch durch Mazeration mit wasserigem EtOH und (b)
mittels beschleunigter Flussigextraktion (Accelerated Solvent Extraction, ASE): Die
hierbei erhaltenen Extrakte dienten als Bezugsextrakt fiir die weitere Analytik.

. Analytische SFE-Experimente:

Die analytischen SFE-Extraktionen wurden mittels einer SFE-Laboranlage unter
Variation von Modifiergehalt und Extraktionsdruck durchgefihrt, wobei jeweils der
Extraktionsverlauf tber eine bestimmten Zeitraum verfolgt wurde.

. Analytik der Extrakte:
Vergleichende qualitative und quantitative Analytik von SFE- und herkémmlichen
Lésungsmittel-Extrakten mittels HPTLC, HPLC-DAD, HPLC-MS, GC und GC-MS.
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Kommerziell nur schwierig bzw. nicht erhaltliche Referenzsubstanzen wurden durch
aus den jeweiligen Pflanzen durch chromatographische Verfahren aufgereinigt und
mittels HPLC und physikochemischen Methoden charakterisiert. Die GC-MS Analytik
der Kamillenextrakte wurde iiber einen Unterauftrag durch das Zentralinstitut
Arzneimittelforschung, Sinzig, ausgefiihrt.

. SFE-Experimente im Pilotmalistab:

Die im analytischen MaRstab gewonnenen Erkenntnisse wurden im Rahmen eines
Scale-up  auf den  PilotanlagenmaRstab  tbertragen. Dabei  wurden
Extraktionsversuche mit bzw. ohne Modifier bei Driicken bis 800 bar durchgefihrt.
Die Experimente wurden durch das Adalbert-Raps-Zentrum an der TU Miinchen

vorgenommen.

. Phasengleichgewichts-Untersuchungen

Diese Untersuchungen werden tber einen Unterauftrag durch die Ruhr-Universitét
Bochum (Lehrstuhl Prof. Weidner) ausgefiihrt. Ziel war es, das Phasenverhalten von
CO,-Ethanol-(Wasser)-Gemischen genauer zu charakterisieren, um daraus
Ruckschliisse Uber das Extraktionsverhalten mit Modifiergemischen zu ziehen.
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. Anfertigung der Bezugsextrakte:

Bei dem Extraktionsverfahren nach DAB durch Mazeration wurde das zu
extrahierende Pflanienmaterial zerkleinert  (Retsch  Ultrazentrifugalmiihle,
Mahleneinsatzfilter 2 mm, KorngréRe der Teilchen <2 mm), grindlich mit der
Extraktionsflissigkeit (70%igem Ethanol, 500 mL) vermischt und in einem
geschlossenen Gefal 72 Stunden bei Raumtemperatur geschittelt. Die
Extraktionsflissigkeit wurde dabei taglich gewechselt. AnschlieBend wurden die
Extraktionslésungen vereinigt, aufkonzentriert und gefriergetrocknet.

Bei der beschleunigten Fliissigextraktion (Accelerated Solvent Extraction, ASE) er-
folgte die Extraktion des Drogenmaterials (ausgesiebte KorngréRenfraktion 125 —
250 pm) unter erhéhtem Druck in Edelstahlkartuschen (22 mL Fassungsvermégen)
mit Methanol als Extraktionsfluid mittels eines ASE-Systems (Model ASE 200 der
Firma Dionex).

Als Extraktionsbedingungen waren wie folgt: 70 °C, 120 bar, 100% Methanol, 3
Extraktionszyklen von je 5 min.

Ubersicht fur die bei der Ethanolextraktion erhaltenen Ausbeuten:

Drogenmaterial Drogeneinwaage erhaltener Trockenextrakt | Ausbeute
[9] [9] [%]
Kamille DAB 50,0 7,82 15,64
Kamille ASE 1,011 0,293 28,98
Ringelblume DAB 50,0 15,8 30,6
Ringelblume ASE 1,004 0,29 28,88
WeilRdorn DAB . 50,0 15,6 31,2
Weildorn ASE 1,010 0,325 32,18
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. SFE-Experimente mit der Laboranlage:

Es wurden analytlsche SFE-Extraktionen mittels einer Labor-SFE- -Anlage (ISCO
SFX 200/220, ausgestattet mit 2 Spritzenpumpen und variablem Restriktor) unter
Variation der verschiedenen Parameter durchgefiihrt und die gewonnenen Extrakte
analysiert.

Hierzu wurde eine definierte Probenmenge (ausgesiebte KorngréRenfraktion 125 —
250 um) in eine druckfeste Kunststoffkartusche eingewogen. Bei der reinen CO,-
Extraktion wurde der CO,-Druck zwischen 300 bar und 689 bar variiert, bej den
Modifierextraktionen wurde zusatzlich noch der auf den CO,-Fluss bezogene
Modifierfluss im Bereich von 0,5% bis 20% Zumischung variiert. Fir samtliche Pflan-
zenmaterialien wurden folgende Extraktionsbedingungen gewhit: Extraktionsdruck
300, 500 und 689 bar, Ofentemperatur 50 °C, Restriktortemperatur 150 °C,
Extraktionsdauer 90 min, bei Beimischung von Modifier wurden 0,5%, 5%, 10% bzw.
20% Ethanol dem CO,-Strom beigemischt. Die Flussrate betrug jeweils 0,6 mL/min.
Als Vorlage wurde ein GefaR mit 10 mL Ethanol gewahlt. Fur die Untersuchung der
Extraktionskinetik wurde im Abstand von 10 Minuten das VorlagengefiR gewechselt
und die Extraktausbeute gravimetrisch bestimmt. Alle Versuche wurden im Triplikat
ausgefihrt.

Exemplarisch werden nachstehend die Ausbeuten fur die reine CO,-Extraktion sowie
Modfierextraktion aufgefiihrt (Mittelwert aus drei Versuchen):

Drogenmaterial Drogeneinwaage | erhaltener Trockenextrakt | Ausbeute
9] [g] [%]
Kamille 300 bar 3,836 0,1601 417
Kamille 500 bar 3,771 0,1788 4,74
Kamille 689 bar 3,707 0,2017 5,44
Ringelblume 300 bar 3,162 0,1105 3,49
Ringelblume 500 bar 3,857 0,1880 4,87
Ringelblume 689 bar 3,501 0,2190 6,25
Weildorn 300 bar 4,964 0,1095 2,21
Weilldorn 500 bar 4,972 0,1471 2,96
Weildorn 689 bar 5,039 0,1525 3,03
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Drogenmaterial Drogeneinwaage | erhaltener Trockenextrakt Ausbeute
(] [g] [%]

Ringelblume 500 bar, 3,857 0,1880 4,87

0% Ethanol

Ringelblume 500 bar, | 3,400 0,2107 6,20

0,5% Ethanol

Ringelblume 500 bar, 3,621 0,2363 6,53

5% Ethanol

Ringelblume 500 bar, 3,531 0,2689 7,62

10% Ethanol

Ringelblume 500 bar, 9570 0,3604 10,09

20% Ethanol

Drogenmaterial Drogeneinwaage | erhaltener Trockenextrakt Ausbeute
[9] [9] [%]

Weilldorn 500 bar, 4,972 0,1471 2,96

0% Ethanol

Weissdorn 500 bar, 5,076 0,1790 353

0,5% Ethanol

Weildorn 500 bar, 5,116 0,1912 3,74

5% Ethanol

Weildorn 500 bar, 4 938 0,1989 403

10% Ethanol

Weilldorn 500 bar, 5,038 0,2721 5,40

20% Ethanol

Drogenmaterial Drogeneinwaage | erhaltener Trockenextrakt | Ausbeute
[a] (9] [%]

Kamille 500 bar, 3. 771 0,1788 4,74

0% Ethanol

Kamille 500 bar, 3,728 0,1826 4,90

0,5% Ethanol

Kamille 500 bar, 3,766 0,2268 6,02

5% Ethanol

Kamille 500 bar, 3,743 0,2450 6,55

10% Ethanol

Kamille 500 bar, 3.725 0,3180 8,54

20% Ethanol

Es zeigte sich, dass sowohl mit steigendem Druck wie auch mit zunehmendem Modi-

fiergehalt die Extraktausbeute erwartungsgemag zunimmt.
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In der Anlage 1 sind die Extraktionsverlaufe (Extraktausbeute bezogen auf die Ex-
traktionszeit) mit der analytischen SFE-Anlage fiir die drei Drogen aufgezeigt. Die
reine COy-Extraktion mit Driicken von 300 bar bis 689 bar zeigte bei den gewahlten
Drogen den erwarteten, typischen Verlauf tberkritischer Extraktionskurven. Die
dargesteliten Kurven sind Mittelwerte aus drei Einzelmessungen. Die
Reproduzierbarkeit der Extraktionen wird sowohl fiir die CO,- wie auch die CO,-
Modifier-Extrakte an einigen Beispielen exemplarisch dargestellt. In diesen Figuren
wurde die Extraktausbeute jeweils auf eine Drogeneinwaage von 3.0 g bezogen.

Bei Extraktion mit reinem CO, zeigte die Extraktionskurvenschar im Falle der Kamille
nahezu aquidistante Abstédnde zwischen den unterschiedlichen Driicken; bei der
Ringelblume und beim WeiRdorn dagegen traten zwischen 300 bar und 500 bar
deutliche Spriinge bei der Extraktausbeute auf. Beim WeiRdorn scheint durch eine
weitere Druckerhéhung auf 689 bar keine signifikante Zunahme an extrahierbaren
Komponenten aufzutreten. Das unterschiedliche Verhalten der Extraktionskurven
kann mit den qualitativen und quantitativen Unterschieden der Inhaltsstoffmuster der
drei Drogen in Zusammenhang gebracht werden: Ringelblume enthilt einen hohen
Anteil an lipophilen Inhaltsstoffen, v.a. Triterpenester, Carotinoide, Kohlen-
wasserstoffe, ebenso die Kamille (v.a. Sesquiterpene, Polyacetylene). Im Gegensatz
dazu enthalt WeiRdorn nur einen vergleichsweise geringeren Anteil an lipophilen
Verbindungen neben den Inhaltsstoffen mittlerer bis hoher Polaritit (Flavonoide,
Procyanidine). Bereits bei 500 bar scheint hier der geringe Anteil an lipophilen
Verbindungen praktisch vollstandig extrahiert zu werden.

Analoge Kurvenformen ergaben sich bei den Extraktionen mit geringem Modifierge-
halt (0,5% bzw. 5% Ethanol), wobei auch wiederum die grollen Spriinge beziiglich
der Extraktausbeute bei Ringelblume und WeiRdorn auftraten. Die Extraktion verlief
also im Uberkritischen Bereich. Dies wird auch durch die fiir Gberkritische Extraktion
charakteristische Kurven bestétigt.

Bei héherem Modifieranteil (10 bzw. 20% Ethanol im CO2-Strom) anderte sich die
Form der Extraktionskurve bei der Ringelblume sehr deutlich. Statt dem typischen
Langmuir'schen Verlauf trat ein S-ahnlicher Kurvenzug auf. Dies kann als Hinweis
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gesehen werden auf die Tatsache, dass der iiberkritische Bereich verlassen wird
und das Extraktionsgemisch zwei Phasen bildet. Zur Abklarung des tatsachlichen
Extraktionsverhaltens wird hier auf die PhasengIeichgewichtsuntersuchungen
verwiesen. Bei Weidorn trat dieser Effekt nicht so extrem auf, wahrend die Kamille
einen nahezu normalen Extraktionsverlauf zeigte. Die z.T. deutlich erhéhte
Extraktaus-beute kann dahingehend gewertet werden, dass nun in zunehmendem
Masse Inhaltsstoffe mittlerer bis méglicherweise héherer Polaritzt extrahiert wurden.
Die bei 10% und insbesondere bei 20 % Modifieranteil geringe Druckabhangigkeit
der Extraktionskurven und Ausbeuten kann durch eine unterkritischen Extraktion
erklart werden.

Die Extraktionsversuche auf der ISCO SFE-Laboranlage zeichneten sich auch bei
geringen Modifierzusatzen durch einen hohen Grad der Reproduzierbarkeit aus, wie
sie mit SFE-Laboranlagen alterer Bauart nicht moglich sind. Dies héngt ursachlich
mit der eingesetzten Pumptechnik zusammen. Kolbenspritzenpumpen erlauben bei
allen Flussraten einen reproduzierbaren und pulsfreien Fluss und sind damit den

Kolbenpumpen deutlich tiberlegen.
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o Extraktionsversuche auf der Pilotanlage:

Von den drei Drogenmaterialien wurden Extrakte auf einer SFE-Pilotanlage des
Adalbert-Raps-Forschungszentrums, TU Munchen-Weihenstephan, hergestellt und
in Bezug auf Inhaltsstoffmuster und Ausbeuten mit denen der analytischen SFE-
Anlage verglichen.

Drogenmaterial | Probennummer Extraktionsbedingungen Modifiergehalt [ppm)
Ringelblume R-16 350 bar, 50 °C, 3 h 0
Ringelblume R-17 500 bar, 50 °C, 3 h 0
Ringelblume R-18 800 bar, 50 °C, 2 h, 20% Adsorbens 0
Ringelblume R-19 800 bar, 50 °C, 2 h 0
Ringelblume R-20 350 bar, 50 °C, 2 h, 30% Adsorbens 2650
Ringelblume R-21 350 bar, 50 °C, 3 h 2100
Drogenmaterial | Probennummer Extraktionsbedingungen Modifiergehalt [g]
Weilidorn W-22 800 bar, 50 °C, Abscheider 1 0
Weildorn W-23 800 bar, 50 °C, Abscheider 2 0
Weildorn W-24 700 bar, 50 °C, Abscheider 1 525
WeiBdorn W-25 700 bar, 50 °C, Abscheider 2 525
Weilldorn W-26 350 bar, 50 °C, Abscheider 1 525
Weildorn W-27 350 bar, 50 °C, Abscheider 2 525
Drogenmaterial | Probennummer Extraktionsbedingungen Modifiergehalt [ppm])
Kamille K-28 800 bar, 50 °C, Abscheider 1 0
Kamille K-29 800 bar, 50 °C, Abscheider 2 0

Kamille K-30 750 bar, 50 °C, Abscheider 1 5000
Kamille K-31 750 bar, 50 °C, Abscheider 2 5000
Kamille K-32 350 bar, 50 °C, Abscheider 1 5000
Kamille K-33 350 bar, 50 °C, Abscheider 2 5000
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. Qualitative Analytik der Extrakte

- Fingerprint-Chromatogramme

Im Anhang 2 sind die ASE-Referenzextrakte als HPLC-Fingerprints fir die polaren
Inhaltsstoffe der drei Drogen abgebildet. Die Zuordnung der Peaks erfolgt mit Hilfe
von Referenzsubstanzen sowie iiber die on-line vermessenen DAD-Spektren mit
Hilfe der ESI-Massenspektrometrie, unterstiitzt durch Literaturangaben zu bekannten
Inhaltsstoffen.

Fur samtliche HPLC-Trennungen der polaren Inhaltsstoffe wurden die folgenden
chromatographischen Bedingungen gewahit:

HYPERSIL ODS Saule, 5 ym Teilchengrésse, Saulendimensionen 250 x 4.6 mm;
Eluent: 2% Essigsédure, Acetonitril 8%(0 min) — 8%(8 min) — 22 6%(20 min) —
40%(25 min) — 8% (39 min); Detektion bei 330 nm bzw. 250 nm.

MS-Parameter: APl 165 Single Quadrupol, positives Turbo lon Spray, Quellentem-
peratur = 350 °C, lonisierungsspannung = 5 kV, Orificespannung = 20 V, Ringspan-
nung = 230 V.

Bei allen drei Drogenmaterialien sind die wertbestimmenden Inhaltsstoffe literatur-
bekannt. Dadurch vereinfachte sich die massenspektrometrische Auswertung, weil
die Inhaltsstoffe anhand ihrer Molekularmassen gezielt gesucht werden konnten. Die

Vorgehensweise sei am Beispiel der Ringelblume gezeigt (siehe Anhang 2):

Zum Nachweis von Isorhamnetin-3-O-(2",6"-dirhamnosyl)glucosid (MM 770.5 D) wird
aus dem Totalionenchromatogramm (TIC) durch Extraktion der gewlinschten
Molekilmasse (770,5 D bzw. aufgrund der positiven lonisation also 771,5 D) das
Single lon Chromatogramm dieser lonenspur angefertigt. Das zur Retentionszeit
18,92 min (Ethanol-Extrakt) bzw. 19,32 min (SFE-Extrakt) auftretende Signal wird im
Anschluss  mittels zugehérigem  DAD-Spektrum  sowie Massenspektrum

charakterisiert.
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Die Fragmentierung des O-Glucosids ([MH]+ m/z 771) erfolgt durch Abspaltung der
Rhamnoseeinheiten (Verlust von 146 amu zu m/z 625 bzw. m/z 479) und anschlie-

ender Glucoseabspaltung (Verlust von 162 amu) zum Aglycon (m/z 317). Hingegen

ist aufgrund der milden lonisationstechnik eine weitergehende Fragmentierung nicht

moglich, sodass z.B. kein Zerfall des Aglycons in strukturrelevante Fragmentionen

auftritt.

Im einzelnen wurden bei den einzelnen Drogenmaterialien die folgenden literatur-

bekannten wertbestimmenden Inhaltsstoffe mittels DAD-UV und gekoppelter

Massenspektroskopie identifiziert:

Drogenmaterial

Inhaltsstoff

Ringelblume

Quercetin-3-0-(2",6"-dirhamnosyl)glucosid
Isorhamnetin-S-O-(Z",6"-dirhamnosyl)glucosid

Rutin

Isorhamnetin-3—0-(6"rhamnosyl)glucosid = Narcissin
Isorhamnetin-3-O-(2"rhamnosyl)glucosid
Isorhamnetin-3-O-glucosid

Isorhamnetin-glucosid *

Weissdorn

Kaffeesaurederivat *
Catechin/Epicatechin
Chlorogenséure
Epigallocatechingallat
Vitexinrhamnosid
Epicatechingallat

Hyperosid

Isoquercitrin
Methoxykampferol-glucosid *
Vitexinderivat *

Kamille

Myricetin- / Quercetagetin-O-hexosid *
Isorhamnetin-O-glucosid
Patuletin-O-glucosid
Patuletin-O-glucosid

Luteolin- / Apigenin-O-glucosid *
Hyperosid

Axillarin- / Eupatoletin/Spinancetinhexosid *
Patuletin-dihexosid *

Luteolin- / Apigenin-O-glucosid *
Apigenin-(O-acetyl)-glucosid *
Luteolin

Chrysosplenetin

Apigenin

* Strukturvorschlage aufgrund von DAD, ESIMS-Spektren und Literaturangaben zur

Phytochemie der jeweiligen Pflanzen.
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In den Fingerprint-Chromatogrammen wurden fiir jede der drei untersuchten

Drogenmaterialien sowohl die Modifier-freie, reine SFE-Extraktion wie auch die SFE-
Modifier-extraktionen mit 0,5%, 5%, 10% und 20% Ethanol mit den entsprechenden
ASE-Referenzextrakten verglichen. Hierbei zeigt sich deutlich, dass bei allen drei

Drogenmaterialien sowohl bei den reinen SFE-Extrakten wie auch bei den mit 0,5%,

5% und 10% Ethanol modifizierten SFE-Extrakten die polaren Inhaltsstoffe eigentlich

nur in geringen Spuren enthalten sind. Erst mit einem weiter ansteigendem

Modifiergehalt lieBen sich diese Komponenten dann in groReren Anteilen

nachweisen. Ausgewahlte Chromatogramme sind im Anhang 2 abgebildet.

Die nachstehenden Extrakte wurden analysiert:

Drogenmaterial Proben-Nummer Extraktionsdruck [bar] Modifiergehalt [%)]
ASE-Vergleichsextrakt R, W, K-0 - -
Ringelblume, WeiBdorn, Kamille

Ringelblume, Weidorn, Kamille R, W, K-1 300 0
Ringelblume, Weidorn, Kamille R, W, K-2 500

Ringelblume, Weilldorn, Kamille R, W, K-3 700 0
Ringelblume, Weildorn, Kamille R, W, K-4 300 0,5
Ringelblume, WeiRdorn, Kamille R, W, K-5 500 0,5
Ringelblume, Weildorn, Kamille R, W, K-6 700 05
Ringelblume, Weidorn, Kamille R, W, K-7 300 5
Ringelblume, Weidorn, Kamille R, W, K-8 500 b
Ringelblume, Weildorn, Kamille R, W, K-9 700 5
Ringelblume, Weilldorn, Kamille R, W, K-10 300 10
Ringelblume, Weildorn, Kamille R, W, K-11 500 10
Ringelblume, WeiBdorn, Kamille R, W, K-12 700 10
Ringelblume, Weildorn, Kamille R, W, K-13 300 20
Ringelblume, WeiRdorn, Kamille R, W, K-14 500 20
Ringelblume, WeiRdorn, Kamille R, W, K-15 700 20
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. Quantitative Analytik:

Zur quantitativen Bestimmung dieser wertbestimmenden Inhaltsstoffe wurden sowohl
erhaltliche Referenzverbindungen wie auch im Laboratorium des Lehrstuhls fiir
Pharmazie isolierte Verbindungen herangezogen. Die Reinheit der Proben wurde
Uber HPLC kontrolliert. Im einzelnen handelt es sich um die folgenden
Referenzsubstanzen:

Apigenin-7-O-glucosid

e Epicatechingallat

» Epigallocatechingallat

e Faradiolmyristinester

e Hyperosid

e Isorhamnetin-3-O-glucosid (=Narcissin)
e Patuletin-O-glucosid

e Luteolin

e Luteolin-7-O-glucosid

e Rutin

Bei der Quantifizierung mittels DAD-UV traten bei Apigenin-7-O-glucosid, Patuletin-
O-glucosid und Luteolin-7-O-glucosid Stabilitatsprobleme der Kalibrierlésungen in
Form von Niederschlagsbildung im Laufe der MeRsequenzen auf, so dass auf diese

Kalibriersubstanzen verzichtet werden musste.

. Isolierung von Referenzsubstanzen aus Ringelblume und Kamille

1 Isolierung von Faradidol-Estern aus Ringelblume

In den Blaten der Ringelblumen kommen neben Triterpensaponinen, Sterolen, Caro-
tinoiden, Flavonoiden, Cumarinen, atherischem Ol und Polysacchariden groe Men-
gen an Triterpenalkoholen vor. Der Monool-Gehalt liegt bei ca. 0,6%, der Diolgehalt
bei 2 — 4%. 98% der Diole liegen als 3-O-Monoester der Laurin-, Myristin- oder Pal-

mitinsdure vor, der Rest als Diester. Den GroRteil der Diole stellen dabei die Mono-
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ester des Faradiols (Strukturformeln im Anhang). Fur diese Faradiolmonoester
wurden im Tierversuch eine starke antiinflammatorische Wirkung nachgewiesen,
sodass sie als wirkungsrelevante Stoffklasse der Ringelblume und ihrer Zube-
reitungen gelten.

Faradiolmonoester sind als Referenzsubstanzen nicht kommerziell erhaltlich, sodass
sich eine Isolierung als notwendig erwies. Ausgehend von einem Calendula-SFE-
Extrakt wurden zunéchst die Faradiolmonoester (Faradiolmyristinsdureester und
Faradiolpalmitinsiureester) mittels ESI-LC-MS identifiziert. Zur HPLC-Trennung
wurde die Methode nach Reznicek et al. herangezogen (HPLC-Bedingungen:
HYPERSIL ODS, 5 um, 250 x 4,6 mm: Eluent: Methanol-Trifluoressigséure (pH 4)
5% (0 min) — 0% (50 min) — 0% (70 min) — 5% (80 min); Flussrate: 1,5 mL/min;
Detektion: 210 nm). Wie aus dem HPLC-Chromatogramm ersichtlich ist, eluieren die
beiden gewiinschten Ester erst recht spat und nahezu ungestort von Begleitkompo-
nenten so dass sich fur die Isolierung eine praparative HPLC anbietet.

In einem zweistufigen Prozess wurden die Faradiolmonoester in HPLC-
Referenzqualitat isoliert. Zur Anreicherung der Faradiolmonoester bei gleichzeitiger
Abreicherung von polaren Komponenten wurde zunachst Uber eine Kieselgelsaule
aufgereinigt, und anschliessend die Faradiolester-Fraktion mittels praparativer HPLC
aufgetrennt. Die anschlieRende Analytik erfolgt mittels DC, UV-DAD-HPLC und
LC/MS-Kopplung. Die HPLC-Reinheit bei 210 nm betragt 95% (Faradiol-
myristinséureester) resp. 96% (Faradiolpalmitinsaureester). Die entsprechenden
HPLC-Chromatogramme und ESI-MS sind im Anhang 3 abgebildet.

2. Isolierung von Referenzsubstanzen aus Kamille

Die Kamilleninhaltsstoffe kénnen grob in zwei Gruppen unterteilt werden, die lipo-
philen Komponenten wie z.B. Cumarine, methoxylierte Flavonaglyca, Phytosterole
und die atherisch-Ol-Inhaltsstoffe, sowie die hydrophilen Komponenten wie Flavo-
noide, Phenylcarbonsduren bzw. Aminosauren. Von den lipophilen Inhaltsstoffen
sind das Matricin als Proazulen und der En-In-Dicycloether als wichtige
wertbestimmende Inhaltsstoffe von besonderem Interesse fiir die Analytik. Diese

Verbindungen sind ebenfalls nicht kommerziell erhaltlich.
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2.1 Isolierung des En-In-Dicycloethers aus Kamille

Zur lIsolierung des En-In-Dicycloethers aus den Kamillenbliten wurde von einem
Dichlormethan-Extrakt ausgegangen. Uber eine Kieselgel-S4ule wurde eine
angereicherte  Fraktion erhalten, die durch weitere Saulenchromatographie
aufgereinigt werden konnte. Die analytische Uberpriifung erfolgt mittels HPLC-DAD,
LC-MS-Kopplung und 'H- und "*C-NMR (siehe Anhang Teil 3). HPLC-Reinheit wurde
mit 98% bestimmt.

2.2 Isolierung des Matricins aus Kamille

Zur Isolierung des Matricins aus den Kamillenbliten wurde ebenfalls ein mehrstu-
figer Isolierungsprozess eingesetzt. Ausgehend vom oben beschriebenen
Dichlormethan-Extrakt wurde eine grobe Vortrennung an Kieselgel vorgenommen.
Die Matricin-haltige Fraktion wurde weiter aufgereinigt und die Substanz schliesslich
aus Hexan-Dichlormethan auskristallisiert. Leider hat es sich im Verlauf der
Isolierung gezeigt, dass der Matricingehalt des gelieferten Drogenmaterial extrem
gering ist und der zur Isolierung erforderliche Aufwand in keinem Verhaltnis zur
erzielbaren Ausbeute steht. Daher musste die Isolierung von Matricin abgebrochen

werden.
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° Material und Methoden

Chemikalien / Verbrauchsmaterial

Apigenin-7-O-glucosid, Roth (HPLC, Lot.No. 02042195)
Epicatechingallat (FSU Jena)

Epigallocatechingallat (FSU Jena)

Hyperosid, Roth (HPLC, Lot.No. 40731876)

Luteolin, Roth (HPLC, Lot.No. 04938950)

Luteolin-7-O-glucosid, Extrasynthese (HPLC, Lot.No. 00040710)
Rutin, Sigma (HPLC, Lot.No. 71H0815)

Die kommerziell erhaltlichen Verbindungen waren von HPLC Referenzqualitat, wobei
die Reinheit mittels HPLC im Hause uberprift wurde. Die Catechine waren im
Rahmen eines andern Projektes im Hause isoliet und umfassend
chromatographisch und spektroskopisch charakterisiert worden. Die HPLC-Reinheit
war > 98%. En-in-dicycoether und die Faradiolester wurden im Rahmen dieses
Projektes isoliert und ebenfalls umfassend chromatographisch und spektroskopisch
charakterisiert.

HPLC/MS-System

Die SFE-Extrakte der drei Drogenmaterialien wurden unter nachfolgenden
Messbedingungen fur polare Inhaltsstoffe analysiert.

HPLC: HP 1100 Anlage mit bindrer Pumpe, Saulenofen und DAD-Detektor
Saule: Hypersil ODS (5 pm, 4.6 x 250 mm i.d.)
Gradient:  beide Lésungsmittel mit Zusatz von 2% Essigsaure.

Fluss 1 mL/min

t =0 min: 8% AcCN, 92% Wasser

t = 8 min: 8% AcCN, 92% Wasser

t =20 min: 22,6% AcCN, 77,4% Wasser

t =25 min: 40% AcCN, 60% Wasser
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t =39 min: 8% AcCN, 92% Wasser
Detektion:  DAD bei 330 nm, 280 nm, 360 nm, 250 nm, 380 nm.

Auswertung: HP ChemStation Rev. A.06.03
Massenspektrometer: online gekoppeltes PE Sciex API 165 Single Quadrupol MS

Instrument Parameter: Quellentemperatur: 350 “C,
Scanbereich 150 — 1000 amu,
lon Spray Voltage 5000 V
Orificespannung = 20 V
Ringspannung = 230 V
Nebulizer Gas Stage 8
Curtain Gas Stage 9
Detector Parameters (Positiv): DF  100.0,
CEM 2600.0

° Probenvorbereitung zur Analyse

Herstellung der Kalibrierldsungen

Zur Herstellung der Kalibrierlésungen fiir die Eichsubstanzen werden 5,00 mg der
entsprechenden Substanzen eingewogen und in 1 mL einer Mischung aus
Acetonitril:Wasser (50:50 Vol) gelést. Diese Kalibrierlésungen werden in luftdicht
verschlossenen ProbengefaRen aufbewahrt und Uber den Probengeber dem
Analysensystem automatisiert zugefithrt. Hierbei werden im Bereich der mit der
Probenschleife zuldssigen Entnahmekapazitat unterschiedliche Volumina (1 L,
1,54k, 2 yL, 2,5 pL, 5 pL und 10 pL) im Triplikat injiziert. Die bei der Integration
berechneten Peakflachen werden gemittelt. Ausgewahite Eichkurven sind im Anhang
2 abgebildet.

Herstellung der Extraktlésungen

Zur Bestimmung der Extrakte wird jeweils 1 mg eingewogen und in 1 mL einer

Mischung aus Acetonitril:Wasser (50:50 Vol) gelést. Diese Lésungen werden in
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luftdicht verschlossenen Probengefalen aufbewahrt und tiber den Probengeber dem
Analysensystem automatisiert zugefihrt. Hierbei werden stets 20 ML im Triplikat

injiziert. Die bei der Integration berechneten Peakflachen werden entsprechend
gemittelt.

o Resultate der quantitativen Untersuchungen

Peakflachen der Zielkomponenten

Die oben aufgefiihrten Extrakte wurden wie beschrieben aufgearbeitet und die
Peakflachen der Zielanalyten erfasst. Die ermittelten Daten sind in nachstehender
Tabelle zusammengefasst. Alle Flachenwerte sind Mittelwerte einer Dreifach-
bestimmung, angegeben in [mAU].

Die Quantifizierung der Zielanalyten erfolgte unter Verwendung von strukturell und
chemisch ahnlichen Standardsubstanzen fiir die Eichmessungen, die geméss obiger
Methode durchgefithrt wurden. Die resultierenden Eichkurven sowie die dazuge-
hérigen Kurvendaten der einzelnen Standardverbindungen sind im Anhang 2
dargestellt.
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Im einzelnen wurden fiir die Zielanalyten der einzelnen Drogenmaterialien die

folgenden Standardverbindungen quantifiziert:

Drogenmaterial | Zielanalyt Quantifizierungs-Standard
Ringelblume Quercetin-3-0-(2",6"-dirhamnosyllgl_ucosid Rutin
Isorhamnetin-3-O-(2”,6"-dirhamnosyl)glucosid Narcisssin
Rutin Rutin
Isorhamnetin-3-0—(6"rhamnosyl)glucosid = Narcissin Narcisssin
Isorhamnetin-3-O-(2"rhamnosyl)glucosid Narcisssin
Isorhamnetin-3-O-glucosid Narcisssin
Isorhamnetin-glucosid Narcisssin
Faradiolmyristins&ureester Faradiolmyristinester
Faradiolpalmitinsaureester Faradiolmyristinester
Weilldorn Kaffeesdurederivat -
Catechin/Epicatechin ECG
Chlorogensaure (?) -
Epigallocatechingallat EGCG
Vitexinrhamnosid Rutin
Epicatechingallat ECG
Hyperosid Hyperosid
Isoquercitrin Hyperosid
Methoxykampferol-glucosid Rutin
Vitexinderivat Luteolin
Kamille Myricetin- / Quercetagetin-O-hexosid Rutin
Isorhamnetin-O-glucosid Narcissin
Patuletin-O-glucosid Rutin
Patuletin-O-glucosid Rutin
Luteolin- / Apigenin-O-glucosid Hyperosid
Hyperosid Hyperosid
Axillarin- / Eupatoletin/Spinancetinhexosid Rutin
Patuletin-dihexose Rutin
Luteolin- / Apigenin-O-glucosid Rutin
Apigenin-(O-acetyl)-glucosid Rutin
Luteolin Luteolin
Chrysosplenetin Luteolin
Apigenin Luteolin
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Ringelblume

Tabelle 1: Peakfldchen [mAU] der Zielanalyten in Ringelblumenextrakt

©
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i i)
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o |op | &7 8| 3| 8| . _
£ g = S| B =) 2 ki E 3
S |92 | £f= £% | & T > 2 © E
N |22 B2 88| B | ® L= > = S
o | £2 c o c c c = c S E 9 a
8 (58 == D EE £ c b= S S S
= 8 e © E » T @ @ @ © = © 5
E|sE | £8 £ S €€ | £ = T ® = ®
d || 85| & | 2 | 8&| 8| 8 s P s &
R-0 2619 | 19523 | 169,7 | 971,3 | 2778,5| 302,6| 199,7 | 3156 708,9 196,8 | 496,8

R-1 n.d. 10,7 n.d. nd. | nd. nd. | nd. 11141 | 2359,7 | 557,3 | 8456

R-2 | nd. 131 n.d. nd. | nd. nd. | nd. 1849,4 | 3644,5 | 1301,2 | 1746,1
R-3 | nd. 13,6 n.d. nd. | nd. nd. | nd |22626 |4160,7 | 1588,3 | 2920,1
R-4 | nd. 10,8 n.d. nd. | nd. nd. | nd. 402,3 11555 | 169,2 | 2555

R-5 | nd. 8.4 n.d. nd. | nd. nd. | nd. 18966 | 3591,1 | 1191,2 | 20839
R-6 | nd. 9.3 n.d. nd. | nd. nd. | nd 24119 | 4819,1 | 12639 | 1521,0
R-7 | nd. 8,2 n.d. n.d. 1,2 nd. | nd. 1542,4 | 2692,7 | 1514,0 | 16273
R-8 | nd. 82 n.d. nd. |17 nd. | nd. 22340 | 4518,8 | 1281,2 | 1682,4
R-9 | nd. 8,8 n.d. nd. |20 nd. | nd. 2113,1 | 42348 | 1337,2 | 1488,8
R-10 | 2,5 12,6 n.d. 34 50 nd. | nd. 1912,9 | 3987,3 | 1247,6 | 1654,7
R-11 | 31 249 n.d. 36 56 nd. | nd. 1840,3 | 2609,8 | 1266,3 | 3029,6
R-12 | 3,5 23,3 n.d. 4.2 6,0 nd. | nd. 1440,2 | 9606,7 | 929,1 | 24559
R-13 | 3,0 22,5 n.d. 6,0 6,5 nd. | nd. 12445 | 26454 | 7943 | 1904,6
R-14 | 3,2 211 n.d. 8,1 8.9 nd. | nd. 1243,1 | 2585,7 | 8616 | 21155
R-15 | 3,9 283 0,9 4,3 8,3 1,2 n.d. 1422,1 | 20546 | 1069,8 | 2597 4
R-16 | n.d. 59 n.d. nd. | nd. nd. | nd |[21321 | 46151 | 1450,2 | 3326,5
R-17 | n.d. 6,9 n.d. nd. | nd. nd. | nd. 1899,1 | 3805,7 | 1350,1 | 3304,0
R-18 | n.d. 88 n.d. nd. | nd. nd. | nd. 7116 6010,5 | 533,7 | 4349,4
R-19 [ n.d. 9,1 n.d. nd. | nd. nd. | nd. 1682,7 | 3969,6 | 1267,0 | 2616,9
R-20 | n.d. 10,4 n.d. nd. | nd. nd. | nd. 1268,5 | 3820,6 | 904,1 | 3900,8
R-21 | n.d. 11,0 n.d. nd. | nd. nd. | nd. 1682,0 | 3860,3 | 1131,2 | 2704,1
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Tabelle 2: ermittelte Konzentrationen (ng/20 pL) der Zielanalyten in
Ringelblumenextrakt

o
saki [(a]
o -~ 2 B
2 |oF | &7 Bl 2| 8| .
2 &8 | 08 05| o S 8 ” 5 2
£ T2 Do OO | ) @ @ T @
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e o= | 57 sSa | S = 3 € 3 E
L h] L o @ [ —= —_ ]
@ £5 c o c £c c c ° £ ° a
2 @ O E E ‘@ EE £ E o = o °
= o € @ E R T @ @ @ e 5 ® 5
Eles |58 5|5 s8£|5| 5| ¢8| |8
d |[6€ | 85 | & 2 | 2| 2| 8 = L = L
R-0 154 2277 99,8 8562 3477 | 265 | 175 1171 2841 663 1944
R-1 n.d. 12,5 n.d. n.d. n.d. nd. | nd 4580 9907 2205 3437
R-2 n.d. 16,3 n.d. n.d. n.d. nd. | nd 7720 15398 | 5384 7285
R-3 n.d. 15,9 n.d. n.d. n.d. nd. | nd. 9484 17604 | 6611 12302
R-4 n.d. 12,6 n.d. n.d. n.d. n.d n.d. 1541 4761 503 915
R-5 n.d. 9.8 n.d. n.d. n.d. n.d n.d 7922 15170 | 4914 8729
R-6 n.d. 10,8 n.d. n.d. n.d. n.d n.d. 10122 20417 | 5224 6323
R-7 n.d. 10,7 n.d. n.d. 1.5 n.d. n.d. 6413 19134 | 6293 6777
R-8 n.d. 9,6 n.d. n.d. 21 n.d n.d. 9370 17920 | 5298 7013
R-9 n.d. 10,3 n.d. n.d. 25 nd. | nd 8853 17921 5537 6185
R-10 | 1,47 14,7 n.d. 3,0 6,3 nd. | nd 7994 16863 | 5155 6894
R-11 | 1,82 29,0 n.d. 3,2 7,0 nd. | nd 7686 10973 | 5235 12770
R-12 | 2,06 252 n.d. 3,7 4.5 nd. | nd 5977 40874 | 3793 10318
R-13 | 1,76 26,2 n.d. 53 8,1 nd. | nd 5139 11128 | 3217 7962
R-14 | 2,16 246 n.d. 7 | 1.1 nd. | nd 5135 10873 | 3505 8864
R-15 | 2,29 33,0 0,53 38 10,4 A nd 5899 12449 | 4395 10923
R-16 | n.d. 6,9 n.d. n.d. n.d. nd. | nd 8934 19546 | 6020 14039
R-17 | n.d. 7,0 n.d. n.d. n.d. nd nd 7938 16087 | 5593 13943
R-18 | n.d. 10,3 n.d. n.d. n.d. nd. | nd 2864 25509 | 2104 18410
R-19 | nd. 10,6 n.d. n.d. n.d. nd. | nd 7011 16787 | 5238 11018
R-20 | n.d. 12,3 n.d. n.d. n.d. nd. | nd 5244 16150 | 3687 16493
R-21 | n.d. 12,8 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d 7053 16320 | 4657 11379
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Tabelle 3: ermittelte Konzentrationen (mg/g Extrakt) der Zielanalyten in
Ringelblumenextrakt

il
= © he)
o 03 | 8% 2l 2 | %
g = * 8 ] 8 ] 8 ] 8 e —
™ O 3 O s o =1 5 - 53 =
5§ |o5| 22 22| 2 | | 3 E 5
3|22 | £37 £ s || & | & s | E
LW [} ) QL O [1}] (18] —_ —_ m
o Lot c o c E & c c =] £ o =1
8 |58 | E % | EE| E £ 5 5 5 S
b= 38 e T E 0 T © T © o 5 28 5
S35 | 52| s | B |sE| s (5|35 | 8|3 |¢
g [6€ | 25 | & 2 | 2a| 8 2 = i s i
R-0 0,770 | 11,4 0,499 | 4,26 17,4 1:23 0,875 | 5,85 14,2 3,32 9,72
R-1 n.d 0,062 | n.d. n.d. n.d n.d. n.d. 229 495 11,0 172
R-2 | nd 0,076 | n.d. n.d. n.d n.d. n.d. 38,6 77,0 26,9 36,4
R-3 | nd 0,079 | n.d. n.d. n.d. n.d. nd. | 474 88,0 330,5 61,5
R-4 n.d. 0,063 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 7,70 23,8 2,52 4 57
R-5 n.d. 0,049 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 39,6 75,9 246 436
R-6 n.d. 0,054 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 50,6 102,1 26,1 31,6
R-7 n.d. 0,054 n.d. n.d. 0,007 | n.d. n.d. 321 95,7 315 33,9
R-8 n.d. 0,048 n.d. n.d. 0,011 | nd. n.d. 46,8 89,6 26,5 35,1
R-9 n.d. 0,051 n.d. n.d. 0,012 | nd. n.d. 443 89,6 27,7 31,0
R-10 | 0,007 | 0,073 n‘_d‘ 0,015 | 0,031 | nd. n.d. 40,0 84,3 25,7 34,5
R-11 | 0,009 | 0,147 n.d. 0,016 | 0,035 | n.d. n.d. 38,4 549 26,1 63,8
R-12 | 0,010 | 0,136 n.d. 0,018 | 0,037 | n.d. n.d. 299 2044 19,0 516
R-13 | 0,009 | 0,131 n.d. 0,026 | 0,041 | n.d. n.d. 257 55,6 16,1 39,8
R-14 | 0,011 | 0,123 n.d. 0,035 | 0,053 | n.d. n.d. 25.7 54,4 17,56 443
R-15 | 0,011 | 0,165 | 0,003 | 0,019 | 0,052 | 0,007 | n.d. 29,5 62,2 22,0 54,6
R-16 | n.d. 0,034 | nd. n.d. n.d. n.d. n.d. 447 97,7 30,1 70,2
R-17 | n.d. 0,035 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 39,7 80,4 28,0 69,7
R-18 | n.d. 0,051 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 14,3 127.5 10,5 920
R-19 | n.d. 0,053 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 35,1 83,9 26,2 55,15
R-20 | n.d. 0,061 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 26,2 80,7 18,4 82,5
R-21 | n.d. 0,064 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 35,3 81,6 23,3 56,9
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Tabelle 4: ermittelte Konzentrationen (mg/g Droge) der Zielanalyten in

Ringelblume
o
valu (Q
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g | g€ | 85 @ Z | 2y | & @ s g s &L
R-0 0,222 | 3,00 0,144 | 1,23 | 5,02 0,383 | 0,245 | 1,69 4,10 0,958 2,81
R-1 n.d. 0,002 | n.d. nd. | nd nd. |[nd. |0809 1,75 0,390 0,607
R-2 | nd. 0,003 | nd. n.d n.d nd. |nd [1,87 3,74 1,31 1,77
R-3 | nd 0,005 | nd n.d n.d nd. | nd |3,00 5,58 20,95 3,90
R-4 | nd. 0,003 | n.d. n.d n.d. nd. |nd. [0319 0,987 | 0,104 0,190
R-5 | n.d. 0,003 | nd. n.d n.d nd. |[nd |246 4,72 1,563 2,71
R-6 | nd. 0,003 | n.d. n.d n.d. nd. |nd |326 6,58 1,68 2,04
R-7 | nd. 0,002 | nd. n.d 03E-0 nd. |[nd. | 119 3,56 117 1,26
R-8 | nd. 0,003 | nd. n.d 0,001 | nd. | nd. |3,02 5,78 1,71 2,26
R-9 | nd. 0,004 | nd. n.d 0,001 [ nd. |[nd. | 320 6,48 2,00 2,24
R-10 | 0,001 | 0,005 | n.d. 0,001 ] 0,002 [ nd. | nd |283 5,97 1,82 2,44
R-11 [ 0,001 | 0,012 | nd. 0,001 0,003 [ nd. |nd. | 3,03 4,33 2,07 5,04
R-12 | 0,001 [ 0,013 | nd. 0,002 | 0,003 [ nd. | nd. |279 19,09 | 1,77 4,82
R-13 | 0,001 | 0,014 | nd. 0,003 | 0,004 [ nd. |[nd | 250 542 1,57 3,88
R-14 | 0,001 | 0,012 | n.d. 0,004 | 0,006 [ nd. | nd. | 260 5,51 1,77 4,49
R-15 | 0,001 | 0,017 | 0,3E-07 0,002 | 0,005 | 0.001 | n.d. 3,01 6,35 2,24 5,57

Im Vergleich zum ASE-Referenzextrakt (R-0) waren die Flavonoidgehalte in allen
SFE-Calendula-Extrakten  sehr gering oder teilweise unterhalb  der
Quantifizierungslimite (Tabelle 3). Im Gegensatz dazu wurden die Triterpenester
bereits mit reinem CO. gut extrahiert, wobei der Gehalt an Estern im Extrakt wie
erwartet stark druckabhé&ngig war. Im Vergleich zu den bei 300 bar erhaltenen
Extrakten (R-1) lag dér Gehalt bei 698 bar (R-3) um ca. 50 bis 200% hoher. Bei
Zusatz von geringen Modifiermengen (0.5 und 5 %) blieb die Druckabhéngigkeit der
Gehalte erhalten. Die im Vergleich zu den reinen CO,-Extrakten etwas héheren
Gehalte weisen auf eine Vorteilhaftigkeit geringer Modifierzusatze auch fur die
Gewinnung von eher lipophilen Verbindungen hin. Vergleich der Extrakte R3 und R4,
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sowie der Extrakte R6 und R7 zeigte, dass die Extraktion bei 700 bar und
geringerem Modifiergehalt einer Extraktion bei 300 bar und héherem Modifiergehalt
beziiglich der Triterpenester-Gehalte Uberlegen war. Im Vergleich zum ASE-
Vergleichsextrakt waren die Triterpengehalte in den SFE-Extrakten um ein
mehrfaches héher. Die vergleichsweise geringeren Gehalte in den Extrakten R10
bis R15 (10 resp. 20 % Ethanol) lassen sich durch die verstarkte Extraktion von
polareren Inhaltsstoffen erklaren, was natiirlich einen .verdinnungseffekt" zur Folge
hat. Dennoch unterschieden sich die quantitativen Inhaltsstoffmuster dieser Extrakte
deutlich von dem ASE-Referenzextrakt (R-0).

Berechnet man die Gehalte an Triterpenestern bezogen auf die Droge, zeigt sich,
dass bei 5% Ethanol eine vollsténdige Extraktion erreicht wird. Vergleichbare
Gehalte errechnen sich auch fiir die Extrakte mit 10% und 20% Modifier. Die

Flavonoidglykoside hingegen wurden nur in geringen Prozentanteilen extrahiert.

Vergleicht man die Faradiolester bezlglich des Extraktionsverhaltens bei
unterschiedlichen Modifierkonzentrationen bzw. unterschiedlichen Driicken, ergeben
sich einige interessante Erkenntnisse. Der Kurvenverlauf bei 0%, 0,5% und 5%
Modifier zeigt einen vergleichbaren Verlauf bei dem es zunachst im Druckbereich
von 300 - 500 bar zu einem starken Anstieg an extrahiertem Ester kommt. Bei
weiterer Druckerhéhung flacht dann die Kurve ab. Dies weist darauf hin, dass die
Faradiolester praktisch vollstandig extrahiert sind und nun zusatzlich verschiedene
lipophile Begleitstoffe extrahiert werden. Der Extraktionsverlauf bei 10% sowie
20% Modifier zeigt schon bei niedrigem Extraktionsdruck von 300 bar einen starken
Anteil der Ester, wobei durch steigenden Druck keine weitere Gehaltszunahme mehr
erzielt wird. Dies deutet darauf hin, dass es sich bei diesen Bedingungen eher um
eine unterkritische ASE-Extraktion handelt, bei der schon bei niedrigem Druck durch

das flussige Ethanol die Faradiolester rasch extrahiert werden.
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. ; ﬁﬁ'
0@@@- 0% Mo difier
W I 0,5% Modifier

Sy, 400
Of}z
L4 I 5% Mo difier
I 10% Modifier
I 20% Modifier

Gehalt an Faradiolmyristinsaureester bei verschiedenen Extraktionsbedingungen

bezogen auf jeweils 1 mg Rohextrakt.
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SFE-Extraktionen von Ringelblume bei verschiedenen
Extraktionsbedingungen

. o !
SR
'-n
-,
-
-

.. 400 \}o&“\é [ 0% Modifier

N 0,5% Modifier
B 5% Modifier

B 10% Modifier
@ 20% Modifier

Gehalt an Faradiolmyristinsaureester bei verschiedenen Extraktionsbedingungen
bezogen auf jeweils 1 g Rohstoff.
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Weissdorn

Tabelle 5: Peakflachen [mAU] der Zielanalyten in WeiRdornextrakt

f.'gi
£ = 5
e | 8 $ ﬁ:, - S’
3| L S | 2| £ | E|E £ 5| 2
8|2 £ 2 8| £ 8|3 |8| 3| &
o | 2 8 5 ) s S| £ | 8 = s
W-0 | 226 115,1 750,1 [ 1907,9| 2431,4| 106,2| 469,7 | 659,2 120,6 | 2165,5
W-1 | n.d n.d n.d. 0,5 9,7 nd. | nd. nd. | nd. 8,2
W-2 | nd n.d. n.d 1,9 10,2 nd. | nd n.d n.d 8,1
W-3 | nd n.d. n.d. 4.4 13,1 nd. | nd. nd. | nd. 93
W-4 | nd n.d. n.d. 3,5 10,5 nd. |03 n.d. n.d. 9,6
W-5 | n.d n.d. n.d. 12 10,2 nd. |05 n.d. n.d. 9,2
W-6 | nd n.d. n.d. 1,6 110 |(nd |19 nd. | nd. 9,8
W-7 | nd. n.d. n.d. 14 10,4 nd. |19 n.d. n.d. 6,5
W-8 | n.d. n.d. 2,1 1,9 103 |08 (28 nd. | nd. 8,3
W-8 | n.d. n.d. 22 20 10,7 29 3,9 0.4. n.d. 9,7
W-10 | n.d. 0,7 51 10,8 175 45. 129 0,9 n.d. 8,8
W-11 | n.d. 0,7 8,0 12,9 247 7.5 8,9 2,0 n.d. 10,1
W-12 | n.d. 1.3 13,2 19,7 31,9 134 (159 | 56 n.d. 422
W-13 | n.d. 25 216 44,3 1031 | 23,2 [ 382 [239 | 133 63,9
W-14 | n.d. 5,1 248 (476 |952 (289 [465 [269 | 104 79,6
W-15 | n.d. 8,9 48,9 82,1 1655 | 36,1 | 866 | 450 | 10,2 101,6
W-22 | n.d. n.d. 3,6 11,9 24,5 5,8 528 |68 15,9 101
W-23 | n.d. n.d. 321 86,7 32,9 234 1979 | nd. 15,2 95,1
W-24 | n.d. n.d. 54 14,7 26,5 6,3 322 | 1,0 10,9 10,6
W-25 | n.d. n.d. 71 243 41,8 210 | 6§52 | n.d. 11,0 75,2
W-26 | n.d. nd.. 32 7.5 209 |52 |388 |nd |nd 39
W-27 | n.d. n.d. 8,2 10,1 39,2 18,2 | 492 | nd. n.d. 10,3
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Tabelle 6:  ermittelte Konzentrationen [ng/20 WL] der Zielanalyten in

Weilldornextrakt
T
w
3
£ u— 3
o | 5 = o
e @ 1] —
= -— o - — [=]
E| B £ | 3| 3 z
-% iy E c S = g’ ®
] ] w g = Re] £ “© =
s | £ g £ I 2 | B| £ | 8
= ] = = &2 o ) 3 -
S|l 2| 5 3 | 8 2 | g | £ | 3
b S & g & T | 2 = g
W-0 | 1144 | 86930 | 3239 | 8514 | 147 | 255 | 32,6 | 2838
W-1 [ nd. [57,9 12,9 |[nd. nd. [nd. |nd | 107
W-2 [ nd. | 220 136 | nd. nd. [nd. |[nd. |106
W-3 [ nd. [ 510 175 | nd. nd. [nd. [nd |122
W-4 | nd. | 406 14,0 |[nd. 009 [nd. |nd |126
W-5 [ nd. | 139 136 | nd. 0,16 [ nd. | nd. | 12,1
W-6 |[nd. | 185 14,7 | n.d. 059 [nd. |[nd |128
W-7 | nd. | 125 139 |nd. 059 [nd. |[nd |852
W-8 | nd. | 220 137 [792 [088 [nd |nd | 109
W-9 | nd. |232 143 | 237 121 (015 |[nd. | 127
W-10| 0,07 | 963 233 | 387 091 (035 | nd |115
W-11[0,70 | 1205 | 32,9 | 742 2,78 [ 077 | nd. | 132
W-12| 129 [ 1996 | 425 | 1227 | 4,97 | 2,17 |nd. | 553
W-13 | 2,48 | 4856 137 [ 1906 | 11,9 | 924 | 360 | 83,7
W-14 | 506 | 5240 [ 127 | 2361 | 145 | 104 | 2.81 | 104
W-15 | 8,85 | 9251 221 2874 [ 271 |[17.4 | 276 | 133
W-22 [ nd. | 1089 |32,6 | 574 165 |263 | 430 | 132
W-23|nd. | 9799 |438 |2317 [306 |nd. | 411 | 165
W-24 | nd. | 1415 | 353 | 624 10,1 [ 0,39 | 295 | 13,9
W-25|nd. | 2532 [557 [2079 |17.3 |nd. | 297 | 986
W-26 | nd. | 578 278 | 515 121 [ nd. | nd. | 511
W-27 | nd. | 880 521 | 1802 | 154 |nd. |nd. | 135
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Tabelle 7:  ermittelte Konzentrationen [mg/g Extrakt] der Zielanalyten in

Weildornextrakt
B
w
e | = g
= S o @
£ 2 & - 5 o
= 8 = ‘B ) ©
S =t S 2 s = =
@ w 2 £ 3 £ E S
N - — 3= X0 =
P = 8 © = o = X o
el = [s) £ Q 7] o > o
= = = c L o @ 3 E
] ] 8 = 5} @ 3 2 =
= - R 0] - o o = [
= @ o = a > o @ =
w [&] L > (0] I 0 = >
W-0 | 5,72 435 16,2 426 0,733 | 1,27 0,163 | 14,2
W-1 | nd. 0,289 0,064 | n.d. n.d. n.d. n.d 0,054
W-2 | nd. 1,10 0,068 | n.d. n.d. n.d. n.d. 0,053
W-3 | n.d. 2,55 0,087 | n.d. n.d. n.d. n.d. 0,061
W-4 | n.d. 2,03 0,070 | n.d. 0,4E-03 n.d. n.d. 0,063
W-5 | n.d. 0,695 0,068 | n.d. 0,001 | n.d. n.d. 0,060
W-6 | n.d. 0,927 0,073 | nd. 0,003 | n.d. n.d. 0,064
W-7 | n.d. 0,062 0,069 | nd. 0,003 | nd. n.d. 0,043
W-8 | n.d. 1,10 0,068 | 0,396 | 0,004 | n.d. n.d. 0,054
W-9 | nd. 1,16 0,071 1,18 0,006 | 0,001 | n.d. 0,063

W-10 | 0,3E-03| 4,81 0,116 | 1,94 0,004 | 0,002 | n.d. 0,057
W-11 | 0,003 | 6,03 0,164 | 3,7 0,014 | 0,004 | n.d. 0,066
W-12 | 0,006 | 9,98 0,212 | 6,13 0,025 | 0,011 | n.d. 0,276
W-13 | 0,012 | 24,3 0,686 | 9,53 0,060 | 0,046 | 0,018 | 0419
W-14 | 0,026 | 26,2 0634 | 11,8 0,073 | 0,052 | 0,014 | 0,522
W-15| 0,044 | 46,2 1,10 14,4 0,135 | 0,087 | 0,014 | 0,666
W-22 | n.d. 5,45 0,163 | 2,87 0,082 | 0,013 | 0,021 | 0,066
W-23 | n.d. 49,0 0,219 | 116 0,153 | n.d. 0,020 | 0,823
W-24 | n.d. 7,07 0,176 | 3,12 0,050 | 0,002 | 0,015 | 0,069
W-25 | n.d. 12,7 0,278 | 104 0,086 | n.d. 0,015 | 0,493
W-26 | n.d. 2,89 0,139 | 2,57 0,061 | n.d. n.d. 0,025
W-27 | n.d. 4,40 0,260 | 9,01 0,077 | n.d. n.d. 0,067
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Tabelle 8:  ermittelte Konzentrationen [mg/g Droge] der Zielanalyten in

Weildorn

o

w

= = g

o S 5 >

: 8 2 © 5 2

< 8 = 3 = 2
= @ 5 c & = T
N = '] E < £ & 2
g | £ 3 £ 5 3 3 S g
= 5 = = 2 o o 3 =
2 2 =3 % 8 2 3 £ E
% ® -1 - =1 = S ® £
w (&} w > w T o = >

W-0 | 185 141 5,24 13,8 0,237 0,412 0,053 4,59

W-1 nd 0,006 0,001 n.d. n.d. n.d. n.d. 0,001
W-2 n.d 0,032 0,002 n.d. n.d. n.d. n.d. 0,002
W-3 n.d 0,075 0,003 n.d. n.d. n.d. n.d. 0,002
W-4 | nd 0,059 0,002 n.d. 1,2E-05 | n.d. n.d. 0,002
W-5 | nd. 0,025 0,002 |nd 2,86-05 | nd. nd. 0,002
W6 | nd. 0,034 0,003 | nd. 1,1E-04 | nd. n.d. 0,002
W-7 n.d. 0,002 0,002 n.d. 9.6E-05 n.d. n.d. 0,001
W-8 | nd. 0,041 0,003 | 0,015 0,2E-03 | n.d. n.d. 0,002
W-9 | nd. 0,050 0,003 0,051 0,3E-03 | 2,9E-05 | n.d. 0,003
W-10 (1];50'5' 0,169 0,004 0,068 0,2E-03 | 6,0-05 | n.d. 0,002
W-11 8:31 E- | 0242 0,007 | 0,149 0,001 1,5E-04 | n.d. 0,003
W-12 3-33'5‘ 0,403 0,009 | 0248 0,001 | 04E-03 |nd. 0,011
W-13 | 0,001 1,10 0,031 0,432 0,003 0,002 0,001 0,019
W-14 | 0,001 1,41 0,034 0,635 0,004 0,003 0,001 0,028
W-15 | 0,003 | 2,68 0,064 | 0,832 0,008 0,005 0,001 0,038

Auch im Falle der Weissdornextrakte wurden die quantifizierten Polyphenole mit
reinem COz, mit 0.5% und 5% Modifier (Extrakte W-1 bis W-9) nur in Spuren
extrahiert (Tabelle 7). Bei den mit 10% und 20% Modifier gewonnenen Extrakten
(W-10 bis W-15) verbesserte sich die Extrahierbarkeit von Epigallocatechingallat und
Epicatechingallat signifikant, wobei sich eine deutliche Druckabhangigkeit zeigte.
Verglichen mit dem ASE-Referenzextrakt (W-1) lagen die Gehalte in den Extrakten
W-10 bis W-15 dennoch im Bereich von nur ca. 5 bis 25 %. Die Gehalte der tbrigen
Flavonidglykoside fiel deutlich niedriger aus.
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Bezogen auf die Gehalte der Zielanalyten in der Droge, bestimmt tber die
erschépfende Extraktion im Falle des ASE-Extraktes W-1 (Tabelle 8), wurden von
den Catechinen nur ca. 2 bis 7% extrahiert. Aufgrund der geringeren Ausbeute an
polaren Begleitstoffen lagen deshalb die Gehalte im Extrakt etwas héher.



Kamille

Tabelle 9: Peakflachen [mAU] der polaren Zielanalyten in Kamillenextrakt

Friedrich-Schiller-Universitit Jena

3
$ g | 3
- e | £
o | & 8 ° he) © £ Q x
g ot = w 77} 7] D D [} = =
2 |8 21 8| 8 | 8 sl 2|8 | %
& o Q 3 3 -] ) g =2 s} £
L =] [ o . =) =) a £ o a by o
Q =) = ] ] ] == = < @) =
N = i) o (@] (@] - ag 5 5 o @
3 £ = E £ = i ‘D & 3 = . c & =
T | g2 = = c o £ E B2 E e LS 0 =
b S o © Q9 L 0] 5 gz i © @ ] @ @
Elss| §| 2 2 | 2| & |S€| 2 |28 o |2 e | 9
o |52 @ & & < T |2e| & |3 = .3 5 <
K-0 952,8 | 826,9| 8592 | 280,07| 83,6 | 3475 4695 | 377,4 | 2129 1806 | 3189| 98,2 | 2745
K-1 n.d. n.d. n.d. n.d. nd. | nd. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
K-2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
K-3 n.d. n.d. n.d. n.d. nd. | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
K-4 n.d. n.d. 36,9 36,5 nd. | nd. n.d. n.d. n.d. n.d. 96 n.d. n.d.
K-5 n.d. n.d. 344 327 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 10,7 | n.d. n.d.
K-6 n.d. n.d. 60,6 56,6 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 12,1 | n.d. n.d.
K-7 n.d. n.d. 59,1 830 hds 189 n.d. n.d. n.d. n.d. 10,8 | n.d. n.d.
K-8 n.d. n.d. 52,2 459 nd. |58 n.d. n.d. n.d. n.d. 14,6 | nd. n.d.
K-9 n.d. nd. | 63,6 55,6 nd. | 8.2 n.d. n.d. n.d. n.d. 17,5 | nd. n.d.
K-10 | 11 n.d. 99,6 85,6 nd. |96 n.d. n.d. n.d. n.d. 158 | nd. | nd.
K-11 | 2,8 nd. | 956 90,3 nd. [ 11,0 [ nd. n.d. n.d. n.d. 16,5 | n.d. n.d.
K-12 | 2,2 nd. | 97,0 106,4 | nd. | 164 | nd. n.d. n.d. n.d. 19,9 | n.d. n.d.
K-13 | 4,6 4.4 1306 | 1633 [nd. | 249 |13 26 2.0 25 27,9 | nd. n.d.
K-14 | 16 2.1 156,8 | 139,7 | 1,7 286 |12 2.7 1,9 1,9 35,7 | 01 n.d.
K-15 | 1,7 1.1 193,3 [ 1892 | 11 36,0 | 09 22 1,9 2,0 48,8 | 0,4 n.d.
K-28 | n.d. n.d. 2,3 2,5 nd. |19 n.d. n.d. n.d. n.d. 2.7 nd. | nd.
K-29 | n.d. n.d. 1,5 12 nd. |22 n.d. n.d. n.d. n.d. 1,5 n.d. n.d.
K-30 | 1,0 n.d. 16,6 17,5 nd. |87 n.d. n.d. 0.4 n.d. 109 [ nd. | nd.
K-31 [ 0,8 n.d. 21,0 249 nd. |97 n.d. n.d. 0,2 n.d. 154 | n.d. n.d.
K-32 | 0,2 n.d. 17.7 17,3 nd. | 10,5 | nd. n.d. 01 n.d. 9,7 n.d. n.d.
K-33 | 0,15 n.d. 11,4 155 nd. | 94 n.d. n.d. 01 n.d. 13,3 | nd. n.d.
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Tabelle 10: ermittelte Konzentrationen [ng/20 pL] der polaren Zielanalyten in

Kamillenextrakt

S g | 3

s |3 | 8
e |5 |81z | 3|3 £3) 4 |2 | 2
£ |E8 | § E E 2| & |25 2 |2 o | 8 o | 2
g |52 | o a @ <| £ |22e| & |3 < |3 < | &
K-0 999 642 120 390 90,9 | 378 653 526 296 | 251 487 639 | 179
K-1 n.d. n.d n.d. n.d. nd. | nd. n.d. nd. |nd |[nd |nd |[nd |nd
K-2 |nd nd. | nd. n.d. nd. | nd. n.d. nd. [nd. |nd |[nd |nd |nd
K-3 | nd nd. | nd. n.d. nd. | nd. n.d. nd. |nd (nd |[nd |nd |nd
K-4 n.d n.d. 0,52 0,65 nd. | nd. n.d. n.d. n.d. n.d. 14,7 | n.d. n.d.
K-5 | nd. nd. | 047 0,73 nd. | nd. n.d. n.d. nd. | nd. 16,3 [ nd. | nd.
K-6 | nd. nd. | 0,84 0,93 nd. | nd. n.d. n.d. nd. | nd. 1856 | nd. | nd.
K-7 n.d. n.d. 0,83 0,91 nd. | 642 | nd. n.d. n.d. n.d. 16,5 | n.d. n.d.
K-8 | n.d. nd. [073 |093 nd. | 631 | nd. nd. |nd |nd [223 |nd |n.d.
K-9 n.d. n.d. 0,89 1,01 nd. | 892 | nd n.d. n.d. n.d. 26,7 | nd. n.d.
K-10 | 1,15 n.d. 1,19 | 1,29 nd. | 104 | nd. n.d. n.d. n.d. 241 | nd. n.d.
K-11 | 2,94 n.d. 1,23 1,25 nd. | 120 | n.d. n.d. n.d. n.d. 252 | nd. nd.
K-12 | 2,31 n.d. 1,35 1,48 nd. | 17,8 | n.d. n.d. n.d. n.d. 30,4 | nd. n.d.
K-13 | 4,82 342 | 1,81 1,94 nd. | 271 1,81 362 | 279 | 348 | 426 | nd. n.d.
K-14 | 1,60 163 | 2,18 2,27 184 | 311 1,67 376 | 265 266 |54,5 [0,07 |nd.
K-15 | 1,78 0,85 | 2,69 2,63 1,20 | 39,2 | 1,25 3,06 [279 (280 |746 | 0,26 | nd.
K-28 | n.d. nd. | 003 | 0,04 nd. | 207 | nd. n.d. nd. |nd. |[413 |[nd |nd
K-29 | n.d. n.d. 0,02 0,02 nd. | 239 |nd n.d. n.d. n.d. 2,29 | nd. n.d.
K-30 | 1,05 n.d. 0,23 0,24 nd. | 946 | nd. n.d. 04 n.d. 16,6 | nd. n.d.
K-31 | 0,84 n.d. 0,29 0,35 n.d. 10,5 | nd. n.d. 0,2 n.d. 23,5 | nd. n.d.
K-32 | 0,21 n.d. 0,25 0,24 n.d. 11,4 | nd. n.d. 0,1 n.d. 148 | n.d. n.d.
K-33 | 0,16 n.d. 0,16 0,22 nd. | 10,2 | n.d. n.d. 0.1 n.d, 20,3 | nd. n.d.
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Tabelle 11: ermittelte Konzentrationen [mg/g Extrakt] der polaren Zielanalyten in
Kamillenextrakt

-
o § 5
£ o 2 S
2 8 : S >
|2 | Bl 3| 3|3 £3 : | £
=) @ o o o €L 5 - 'c =
o o L o 8 (=] O o i) 8 =
5 | @ Q 3 = 3 B0 g | @ S
213 £ > o > sE | 2 |2 3 2
g 1< 3 o o o o |EF | B [Z ) 5
Q | & = & - - 5 T 3 c - & o a
2 |88 | E o = g 8 £ | 5 | £ € | £ = 8
s|E8| €| 3 | 2| & | ¢ |2E| 2|8 | & |38 5 | 2
g [ S8 2 & o < T 32 &. .3 < |3 < &)
KO 499 [321 [059 |1,95 0455 |189 |327 263 [148 |126 |244 |0,320 |0,896
K-1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d n.d. n.d
K-2 | nd. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d n.d. n.d n.d. n.d. n.d. n.d.
K-3 | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
K-4 | n.d. n.d. 0,003 0,003 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,073 n.d. n.d.
K-5 [nd. | nd 0,002 | 0,004 |nd. n.d. n.d. nd. n.d. n.d. 0,082 | nd. n.d.
K-6 | nd. n.d. 0,004 | 0,005 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,092 | nd. n.d.
K-7 | nd. n.d. 0,004 | 0,004 |[n.d. 0,032 | n.d. n.d. n.d. n.d. 0,082 | nd. n.d.
K-8 n.d. n.d. 0,004 0,005 n.d. 0,031 n.d. n.d. n.d. n.d. 0,111 n.d. n.d.
K-9 n.d. n.d. 0,004 0,005 n.d. 0,045 n.d. n.d. n.d. n.d. 0,134 | n.d. n.d.
K-10 | 0,006 | N.d. 0,006 | 0,006 |nd. 0,052 | n.d. n.d. n.d. n.d. 0,121 | n.d. n.d.
K-11 0,015 | n.d. 0,006 0,006 n.d. 0,060 n.d. n.d. n.d. n.d. 0,126 | n.d. n.d.
K-12 | 0,011 | nd. 0,007 | 0,007 | nd. 0,089 | n.d. n.d. n.d. n.d. 0,152 | nd. n.d.
K-13 1 0,024 | 0,017 | 0,009 | 0010 |nd. 0,135 | 0,009 | 0,018 | 0014 | 0,017 | 0,213 | nd. n.d.
K-14 | 0,008 | 0,008 | 0,011 |0011 |0009 | 0155 |0008 |0019 | 0013 | 0013 | 0273 3'33'5‘ n.d.

K-15 | 0,009 | 0,004 | 0,013 | 0013 | 0006 |0,196 | 0,006 | 0,015 | 0,014 | 0,014 | 0,373 | 0,001 n.d.

K-28 [ nd. |nd |Q1E- |02E- |nd |gg10 |nd nd. |nd |nd |po2 |nd nd.

03 03
K-29 | nd. | nd. ggE' g;E nd. | 0012 |nd. nd. |nd |nd |[go11 |nd n.d.

K-30 | 0,005 | n.d. 0,001 0,001 n.d. 0,047 | nd. n.d. 0,002 | n.d. 0,083 | n.d. n.d.

K-31 | 0,004 | n-d. 0,001 | 0,002 |nd. 0,053 | n.d. n.d. 0,001 | n.d. 0118 | n.d. n.d.

K-32 | p.oo1 | nd. 0,001 | 0,001 n.d. 0,057 | n.d. nd. 0,001 | n.d. 0,074 | nd. n.d.

K-33 0,001 n.d. 0,001 0,001 n.d. 0,051 n.d. n.d. 0,001 n.d. 0,102 n.d. n.d.
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Tabelle 12: ermittelte Konzentrationen [mg/g Droge] der polaren Zielanalyten in

Kamille
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K-0 | 156 1,03 0,192 | 0624 |[0,146 | 0,605 | 1,05 | 0,841 | 0,475 | 0,402 | 0,780 | 0,102 | 0,287
K-1 n.d n.d n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
K-2 n.d n.d n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
K-3 n.d n.d n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
K4 |nd nd 01E- |1 01E- |nd |nd |[nd |nd [nd |nd [goos |nd nd.
03 03 :

K-5 | nd. n.d. 3131 E- 3-325- nd. [nd |nd [nd |nd |nd |ggo4 |nd n.d.
K-6 | nd. n.d. 8525- g}fE' nd. [nd. [nd [nd [nd [nd [goggs |nd nd.
K-7 | nd. n.d. 8-32E' géZE' n.d. 0,002 | n.d. n.d. n.d. n.d. 0,004 | n.d. n.d.
K-8 | nd. n.d. gé-?E- 3535- nd. |o0002 |nd |nd [nd |nd |goo7 |nd n.d.
K9 | nd. n.d. 8535- 3-335- nd. |0003 [nd |nd. [nd |nd |[goog |nd. n.d.
K-10 | 0,3E-03| n.d. 3-335- 3-34E- nd. |0003 |nd. |nd. |nd |nd |ggo7 |nd. n.d.
K-11 | 0,001 | n.d. 8-345 3:;”5' nd. |0004 |Nd. [nd |nd |nd |ggg |nd n.d.
K-12 | 0,001 n.d. g-;E" 0,001 n.d. 0,006 | n.d. n.d. n.d. n.d. 0,010 | n.d. n.d.
K-13 10,002 |0001 |0001 [0001 |Nd |0011 |0001 | 0001 |0001 | 0001 | 0017 | nd. n.d.
K-14 | 0001 |0001 [0001 |0001 |0001 0013 | 0001 | 0002 | 0001 | 0001 |0023 ng‘ n.d.
K-15 | 0,001 3'345' 0,001 | 0,001 |0,001 |0017 | 0001 | 0001 | 0001 | 0001 | 0032 8'3“5' n.d.
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Fur die Polyphenole der Kamille zeigte sich ein &ahnliches Bild wie bereits bei
Weissdorn beobachtet. Die meisten Glykoside waren auch mit hohem
Modifiergehalt nur zu geringem Anteil extrahierbar (Tabelle 11). Einzelne
Verbindungen wie das Flavon Luteolin und das Flavonolglykosid Hyperosid waren
bei Extraktion mit 10% resp. 20% Ethanol (K-10 bis K-15) in nennenswerten
Konzentrationen (bis 15% im Vergleich zum ASE-Extrakt K-0) in den Extrakten zu
finden. Bezogen auf den Gehalt dieser beiden Zielanalyten in der Ausgangsdroge
betrug der mit SFE extrahierbare Anteil aber nur 2 bis 5 %.
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o GC-MS Analytik der flichtigen Inhaltsstoffe von Kamille

Diese Untersuchungen wurden Uber einen Unterauftrag durch das Zentralinstitut
Arzneimittelforschung, Sinzig, ausgefiihrt. Der Bericht fir die Methodenentwicklung
und -valdierung zur Bestimmung von lipophilen Inhaltsstoffen, sowie der Gehaltsbe-
stimmung von Chamazulen und En-in-dicycloether in Kamillenextrakten mittels
Gaschromatographie ist im Anhang 4 beigefugt.

Bei diesen Untersuchungen wurden die mittels CO.-Extraktion mit unterschiedlichen
Extraktionsdricken (300, 500, 689 bar) und Modifierzusatzen (0, 0,5, 5, 10, 20%
Ethanol) gewonnene Kamillenextrakte untersucht.

Extraktnummer | Extraktionsbedingungen
CO,, 300 bar

CO,, 500 bar

CO,, 689 bar

CO,, 300 bar, 0,5% Modifier
CO,, 500 bar, 0,5% Modifier
CO,, 689 bar, 0,5 % Modifier
CO,, 300 bar, 5% Modifier
CQO,, 500 bar, 5% Modifier
CO,, 689 bar, 5% Modifier
CO,, 300 bar, 10% Modifier
CO,, 500 bar, 10% Modifier
CO;, 689 bar, 10% Modifier
CO,, 300 bar, 20% Modifier
CO;, 500 bar, 20% Modifier
CO,, 689 bar, 20% Modifier
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Fur die Analysen wurden folgende Zielanalyten herangezogen:
e E-p-Farnesen
e Germacren
e cis-a-Bisabolon
e Spathulenol
e Cadinol
e Bisabololoxid B
e Bisabolonxid A
e Bisabolol
e Chamazulen
e Bisabololoxid A

e En-In-dicycloether

Fur diese Zielkomponenten wurden die Peakflachen ermittelt. Eine Quantifizierung
mittels Standardverbindungen erfolgte fur Chamazulen und En-In-dicycloether,
wobei flir Chamazulen auf Guajazulen zuriickgegriffen wurde, bei dem Spiroether

wurde der vom Institut fir Pharmazie isolierte En-In-dicycloether eingesetzt.
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Tabelle 13: Peakflachen der lipophilen Zielanalyten in den jeweiligen Extraktproben

@
= c < =
L4

E 8 % — g o c B E

IS 0 c £ o = E ] = 3]

5 Q © © c = = 5 o >

c E o 0 2 i o k=) =) N =) Kl

= @ © v3] = o o° <] [=} @ [=} 7

5 | 4 E| s | & |s| 2| 8| 8| 58| % <

% @ © P S ® © @2 @ 2 2 &

L w o ‘S w 6] t%’ m m O m w
1 17808,5 | 6396 | 662,2 | 156921 nd. | 9111,0| 2638,2 | 8371,7 | n.d. 28929,2 | 684921
2 142857 | 4619 | 258,7 | 1158,6 | n.d. | 7143,0 | 2062,7 | 5983,7 | n.d. 22753,5 | 53613,2
3 17772,2 | 584,3 | 707,0 | 1449,3 | nd. | 8294,5| 2407,8 | 78314 | n.d. 25810,2 | 61681,8
4 12602,7 | 3646 | 2691 | 2187,8 | n.d. | 8333,5| 2324,1 | 6449,7 | n.d. 26470,3 | 66670,9
5 16389,8 | 3676 | 347,0 | 124724 | n.d. | 7592,5 | 2236,3 | 6422,5 | n.d. 23276,9 | 60399,5
6 14379,5 | 488,5 | 290,5 | 13589 | n.d. | 7600,5| 2180,4 | 6762,7 | n.d. 23509,3 | 54302,8
7 12703,4 | 369,3 | 233,7 | 14442 | nd. | 7962,0 | 2265,7 | 85754 | n.d. 24862,0 | 58289,6
8 13133,2 | 4339 | 1958 | 11278 | n.d. | 6788,0 | 1967,6 | 6050,3 | n.d. 21033,0 | 532346
9 109245 | 3209 | 1638 | 11819 | nd. | 6271,4| 1790,0 | 5250,1 | n.d. 19046,8 | 485278
10 10084,0 | 2816 | 2484 | 1090,2 | n.d. | 5535,7 | 1612,2 | 5224,1 | n.d. 17064,8 | 47040,8
11 11780,8 | 426,7 | 170,3 | 1125,1 nd. | 6407,6 | 1825,0 | 5564,1 | n.d. 19371,3 | 47669,0
12 15189,0 | 4948 | 2264 | 1329,1 nd. | 7916,9 | 2163,6 | 6710,5 | n.d. 234793 | 57191 1
13 76211 3074 | 2158 | 6571 nd. | 44718 | 12264 | 3808,1 | n.d. 156132,1 | 35329,0
14 9426,0 3236 | 516,6 | 10041 nd. | 4865,1| 1431,2 | 4591,7 | n.d. 16079,9 | 42357 4
15 13838,7 | 440,7 | 606,2 | 11180 | nd. | 7261,8 | 1953,6 | 6674,1 | n.d. 22010,8 | 51575,0

Zusatzlich wurde der Gehalt der Komponenten En-in-dicycloether und Chamazulen

mit verschiedenen Methoden bestimmt. Die Gehaltsbestimmung von Chamazulen

kann nur als Schatzung gewertet werden, da entweder kein Chamazulen gefunden

wurde oder die gefundenen Gehalte zwischen LOD (limit of detection) und LOQ

lagen. Deshalb gibt Tabelle 13 den Gehalt in den einzelnen Extrakten nur

semiquantitativ wieder. Der Gehalt bzw. die Abschatzung des Gehaltes der

Komponenten in den jeweiligen CO2-Extrakten ist in Tabelle 14 aufgelistet.
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Tabelle 14: Gehalt an En-in-dicycloether und Gehaltsschatzung zu Chamazulen in
den Kamilleextrakten

§ = | B | BE
£ |2, | ¢5 | SE | 63
e |55 | 55 | §2 | £8
w | 0Os = O o N © (2
1 135,34 | 6,77 1,39 0,07
2 106,21 | 5,31 1,32 0,07
3 122,01 | 6,10 1,28 0,06
. 131,77 | 6,59 1,32 0,07
5 119,50 | 5,97 1,32 0,07
6 107,56 | 5,38 1,23 0,06
7 115,37 | 5,77 1,24 0,06
8 105,47 | 5,27 1,24 0,06
9 96,26 4,81 1,29 0,06
10 93,35 4,67 1,31 0,07
11 94,58 4,73 1,25 0,06
12 113,22 | 5,66 1,33 0,07
13 70,42 3,52 1,30 0,06
14 84,18 4,21 1,32 0,07
15 102,22 | 5,11 1,25 0,06
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Tabelle 15: Gehalt an En-in-dicycloether und Gehaltsschatzung zu Chamazulen in

. 2

E |y | OF

g |Zg_| 55
1 2,85 0,029
2 2,54 0,032
3 3,31 0,035
4 2,84 0,028
5 2,93 0,032
B 2,98 0,034
7 2,97 0,032
8 3,19 0,037
9 2,93 0,039
10 2,75 0,038
11 2,10 0,040
12 417 0,044
13 2,81 0,052
14 3,64 0,057
15 4.36 0,053

Die Ergebnisse aus der Tabelle 13 und die quantitative Bestimmung in Tabellen 14
und 15 zeigten keine eindeutigen Trends im Hinblick auf einen Modifiereinsatz. Die
ermittelten Peakflachen fur die Zielanalyten lagen bei allen Extrakten in einem
ahnlichen Bereich, sodass sich beim Vergleich der SFE-Extraktion mit oder ohne
Modifier von der qualitativen und quantitativen Inhaltsstoffmuster her keine Vorteile
fir einen Modifiereinsatz erkennen lassen. Beriicksichtigt man jedoch zusatzlich den
Grad der Ausbeute aus der Ausgangsdroge (siehe Extraktionskurven im Anhang 1) ,
bieten aber ein hoher' Extraktionsdruck und ein moderater Modifierzusatz gewisse

Vorteile.
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. SFE-Experimente im PilotmaBstab:

Extrakte, die unter vergleichbaren Bedingungen (Druck, Temperatur, Extraktions-
dauer) mittels der Labor- und der Pilotanlage gewonnen werden, wurden in Hinsicht
auf die Extraktausbeute und deren wertbestimmenden Inhaltsstoffe miteinander
verglichen. Die Untersuchungen an Calendula zeigen fiir die reinen CO,-Extrakte
beider SFE-Anlagen einen vergleichbaren chromatographischen Fingerprint, was fiir
ein  vergleichbares  Extraktionsverhalten der beiden Anlagen spricht.
Extraktausbeuten erwiesen sich ebenfalls als vergleichbar. Somit lassen sich auch
die erzielten Gehalte an Faradiolmyristinsdureester tUber die DAD-Response
vergleichen, wobei auch hier eine gute Ubereinstimmung der Gehalte bei den
untersuchten Druckbereichen aufgezeigt werden konnte (siehe Tabelle 3). Wenn
sich die Faradiolestergehalte auch bei hoheren Extraktionsdriicken und/oder
moderaten Modifierzusatz in den Extrakten nicht stark veréandern, ist aber durch die

verbesserten Ausbeute ein Vorteil gegeben.

Wenn wie im Fall von Weissdorn die Modifierzugabe direkt auf das Extraktgut erfolgt
und nicht zum CO,-Strom zudosiert wird, tragt der Ethanol primar weniger zu einer
Verbesserung der Loseeigenschaften des (berkritischen Fluides bei, als zur
Vorquellung der getrockneten pflanzlichen Zellmatrix und der Desorption von
Inhaltsstoffen, die mit der polaren Biopolymeren der Zellwande uber
Wasserstoffbricken und ionische Wechselwirkungen gebunden sein kénnen. Mit
reinem CO, und hohem Druck von 800 bar (Extrakt W-22) wird ein geringer Anteil
der Catechine, insbesondere Epicatchingallat extrahiert. Bei geringem
Extraktionsdruck von 350 bar (Extrakt W-26) féllt der Catechingehalt trotz Modifier
geringer aus, steigt dann aber bei 700 bar Extraktiondruck (Extrakt W-24) tber den
Gehalt in W-22. Die Gehalte der weiteren Flavonoide bewegt sich in vergleichbaren
Konzentrationen wie fir die analytischen SFE-Versuche mit Modifier (siehe Tabelle
7). Deutlich erhéhte Polyphenolgehalte ergeben sich in den Fraktionen, die im
zweiten Abscheider der Pilotanlage aufgefangen wurden (W-23, W25, W-27). In
dieser Fraktion war auch der Ethanol- resp. Wassergehalt sehr hoch, die
Extraktausbeute aber war gering im Vergleich zu den im ersten Abscheider

anfallenden Mengen.
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. Phasengleichgewichtsuntersuchungen:

Phasengleichgewichtsdiagramme von COj-Ethanol-(Wasser)-Gemischen erlauben
eine  Abschatzung des Phasenverhaltens (unterkritisch/Uberkritisch) bei
vorgegebenen Misch-, Druck- und Temperaturverhédltnissen. Wahrend das
Phasenverhalten von reinem CO; gut bekannt und die Dichteveranderung in
Abhangigkeit von Temperatur und Druck entsprechend detailliert untersucht sind, ist
die Datenlage bezlglich binarer oder ternarer Gemische fragmentarisch. Die
Sachlage wird zusatzlich durch das komplexe Phasenverhalten der Gemische
erschwert, da unter gewissen Mischverhaltnissen/ Druck- und
Temperaturbedingungen Mischliicken auftreten.

Die Phasendiagramme scheinen die Beobachtungen, die bei der Aufnahme der
Extraktionskurven gemacht wurden, zu bestatigen. Wahrend bei einem
Modifiergehalt von bis zu 5% Ethanol im Volumenstrom Uberkritische Verhaltnisse
vorliegen, wird das Extraktionsfluid bei 10 resp. 20% unterkritisch, d.h. als ein

Zweiphasengemisch vorliegen.



Phasen-Zustandsdiagramm fiir CO,-Ethanol-Wasser Gemische bei 10 MPa und
Temperaturen zwischen 313 und 383 K



asaaa 313,1
00000 333,2

3
sedede 338 15
ponooo 353.15

20000 3830

0.10 0.08 0.06 0.04 0.02 0.00
H,0

Phasen-Zustandsdiagramm fiir CO,-Ethanol-Wasser Gemische bei 10 MPa und

Temperaturen zwischen 313 und 383 K. Ausschnitt des Bereiches mit hoher CO,-
Molfraktion
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. Schlussfolgerungen

Die wichtigsten Schlussfolgerungen lassen sich wie folgt zusammenfassen:

1. Der Einsatz hoher Drucke in der tberkritischen CO,-Extraktion erhéht die
Extraktausbeuten gegentiber den bisher iblichen Driicken bis 300 bar. Die Zunahme
fallt unterschiedlich hoch aus, in Abhangigkeit von der jeweiligen Droge, genauer der
inhaltsstofflichen Zusammensetzung. Bei Drogen mit einem hohen Anteil an
lipophilen Inhaltsstoffen (Calendula) ist die Ausbeute bei 600 bar ca. doppelt so hoch
wie bei 300 bar, bei Drogen mit vorwiegend polaren Inhaltsstoffen (Weissdorn)
erweist sich der Zunahme als deutlich geringer. Die Extraktionskurven scheinen aber
darauf hinzuweisen, dass die Zunahme der Ausbeuten nicht proportional zum Druck
verlauft. Bei Driicken Gber 500 bar wurden die Ausbeuten nur noch in geringerem
Masse erhoht. Dies kann mit der in diesem Druckbereich abnehmenden
Komprimierbarkeit (verbunden mit einer geringeren Dichtezunahme) des
uberkritischen Fluides erklart werden. Diese Befunde sind miissten aber noch durch

weiterfilhrende Untersuchungen zusatzlich abgesichert werden.

2. Die im Projekt eingesetzte SFE-Laboranlage (mit Férderung der Fluide tber
Kolbenspritzenpumpen) zeigte einen hohen Grad an Reproduzierbarkeit, der bei
anders konzipierten Systemen (HPLC-Pumpen und pneumatisch betriebene
Pumpen) nicht méglich ist. Daraus ergeben sich interessante Einsatzmdglichkeiten
far die Prozessentwicklung. Die im Anhang abgebildeten Darstellungen tibereinander
gelegter Kurvenverlaufe der Einzelversuche bestatigen dies eindrucksvoll.

3. Die vergleichenden Extraktionsversuche im Labor- und PilotmaRstab weisen auf
einen hohen Grad der Vergleichbarkeit der beiden Anlagen hin. Dies konnte
insbesondere am Beispiel von Calendula aufgezeigt werden. Bei der Entwicklung
von Extraktionsprozessen kann in Zukunft durch Vorversuche auf einer
entsprechenden SFE-LaboranIage eine  deutliche Beschleunigung der
Prozessentwicklung erreicht werden. Dies gilt fur die Extraktionsseite. Es bleibt
natlrlich zu berlicksichtigen, dass die Prozessfilhrung auf der Abscheiderseite

(mehrstufige Abscheidung etc.) wegen der unterschiedlichen Bauweise
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(geschlossener CO,-Kreislauf in der Pilotanlage vs. offenes System mit Restriktor)
mit einer Laboranlage nicht simuliert werden kann,

4. Bei einer Extraktionstemperatur von 50°C bleibt bei einem Zusatz von 0.5% und
5% Ethanol als Modifier das Extraktionsfluid tiberkritisch. Bei 10% und 20% Ethanol
weisen der veranderte Verlauf der Extraktionskurven und die analytischen Befunde

darauf hin, dass hier ein unterkritisches Zweiphasengemisch vorliegen muss.

5. Die Extraktion misste im Prinzip also einer ASE vergleichbar sein. Die HPLC-
Fingerprints und die quantitativen Untersuchungen zeigen aber ein von den ASE-
Referenzextrakten stark abweichendes Bild. ASE mit Ethanol als Extraktionsmittel
ergibt erfahrungsgemass bereits bei 2 Extraktionszyklen a 5 min eine erschépfende
Ausbeute an polaren Inhaltsstoffen wie Saponinen und Flavonoidglykosiden (Benthin
et al, 1999; unveréffentlichte Daten). Sowohl die Extraktausbeuten als auch die
Gehalte an Polyphenolen fielen signifikant geringer aus. Offensichtlich werden diese
mittelpolaren bis polaren Verbindungen auch mit 20% Ethanol im CO2-Strom nur
unvollstandig extrahiert. Dies ist ein Hinweis darauf, dass das Ethanol-CO,-Gemisch

deutlich weniger polar sein muss.

6. Fur lipophile, flﬁchtige Verbindungen bringt der Modifierzusatz keine
offensichtlichen Vorteile beziiglich der Inhaltsstoffmuster, wie die GC-MS Analytik
der Kamillen-inhaltsstoffe zeigte. Die Extraktmengen sind aber bei hohem Druck und
Modifierzusatz erhéht. Etwas anders erscheint die Situation im Falle von lipophilen,
nichtfliichtigen Stoffen, vertreten durch die Triterpenester der Ringelblume. Hier
verbesserte ein moderater Modifierzusatz (0.5% und 5%) die Ausbeuten deutlich.
Untersuchungen zu anderen Substanzklassen von geringer bis mittlerer Polaritat,
wie z.B. Triglyceride und Phospholipide, unterstitzen diese Befunde (z.B. Cocero
und Calvo, 1996).

7. Verbindungen mittlerer Polaritat wie Flavon-Aglyca oder Catechine lassen sich mit
reinem CO, bei hohen Driicken nicht extrahieren: auch bei Modifierzusatz bleiben
die Ausbeuten gering. Polare Verbindungen lassen sich mit hohem Modifiergehalt im

CO2-Strom nur zu einem geringem Anteil extrahieren. Diese Feststellung steht
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gewissermassen im Widerspruch zu einer Reihe von vorangehenden
Untersuchungen, in denen die Extrahierbarkeit von Glykosiden (Moore und Taylor,
1996), polaren Alkaloiden (Janicot et al., 1990: Heaton et al., 1993) und von
phenolischen Verbindungen (Estrella et al., 2000) untersucht worden war. Diese
Arbeiten und weitere Untersuchungen zur SFE von Naturstoffen mittlerer bis héherer
Polaritat finden sich in Ubersichtsarbeiten (Castioni et al., 1995; Kaiser et al. , 2001).
In den meisten Arbeiten, die vor Projektbeginn erschienen waren, wurde die Frage
nach den Ausbeuten vollig vernachlassigt oder nur durch Vergleich mit nicht
validierten  Referenzextraktions-verfahren  untersucht. Eigene vergleichende
Untersuchungen mittels ASE haben aber gezeigt, dass oftmals konventionelle
analytische Extraktionsverfahren nicht erschépfend sind (Benthin et al., 1999).

Erst in neueren Arbeiten ist, wie erwahnt, der Frage nach den Ausbeuten bei SFE-
Verfahren intensiver nachgegangen worden. Die Befunde stimmen in der Tendenz
mit unseren Daten Uberein. Cao et al. (2000) fanden z.B. ebenfalls nur geringe
Ausbeuten an Catechinen bei der Extraktion aus Cratoxylum prunifolium. In einem
Vergleich von verschiedenen Extraktionstechnologien stellte Kaufmann (2002) fest,
dass die Ausbeuten an Withanoliden aus lochroma gesneroides bei Einsatz von
CO,-Ethanol-Gemischen nur etwa 25% der Theorie erreichte. In der Vergangenheit
wurde das Potential der SFE mit modifizierten CO2-Phasen beziglich des Spektrums
an extrahierbaren Naturstoffen offensichtlich zu optimistisch gesehen. In
verschiedenen Publikationen der letzten drei Jahre wird dieses Bild revidiert und

macht einer realistischeren Einschatzung Platz.

Man sollte sich jedoch vor simplifizierenden Verallgemeinerungen und einer allzu
negativen Bewertung hiten. Eigene Befunde im Rahmen anderer Projekte haben
gezeigt, dass sich Verbindungen u. U. in guter Ausbeute extrahieren lassen, obwohl
man sie aufgrund ihrer physikochemischen Eigenschaften als nicht ~SFE-geeignet"
taxieren wirde: Bei der Entwicklung eines Spezialextraktes aus /satis tinctoria
konnten wir z.B. zeigen, dass die in organischen Lésungsmitteln schwerléslichen
Alkaloide Tryptanthrin, Indirubin und weitere Inhaltsstoffe mit reinem CO, unter
Driicken >500 bar extrahierbar sind. Auf dieser Grundlage konnte ein SFE-
Spezialextrakt entwickelt werden, der sich sowohl vom chromatographischen
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Fingerprint wie in seinem pharmakologischen Profil nicht von einem Dichlor-
methanextrakt unterscheidet (Danz et al., 2001; Danz et al., 2002: unverdffentlichte
Daten).

8. Der Einsatz von potentiell brennbaren Modifiers stellt im Hinblick auf eine
Ubertragung von Extraktionsverfahren auf den PilotmaRstab entsprechende
Anforderungen an die Extraktionsanlage. Aus sicherheitstechnischen Griinden ist
Explosionsschutz sicher unabdingbar. Diese zusatzlichen Massnahmen sind nicht
notwendig, wenn hohe Driicke allein fir den Extraktionsprozess geniigen. Gerade
zur Abklarung eines méglichen Modifiereinsatzes bieten sich Vorversuche auf einer

Labor-SFE-Anlage an, wie unsere Untersuchungen zeigten.

Zusammenfassend darf festgehalten werden, dass sich die SFE bei hohen Driicken
— mit oder ohne Modifierzusatze - fiir die Extraktion von lipophilen bis mittelpolaren
Verbindungen grundsatzlich eignet, nicht jedoch fir die Gewinnung von polaren,
insbesondere von glykosidischen und polyphenolischen Verbindungen. Das
mdgliche Einsatzgebiet im Bereich der Phytopharmaka-Herstellung dirfte auf dem
Sektor der Spezialextrakte liegen. Es kénnen grundsatzlich damit Extrakte hergestelit
werden, die in  Anndherung das Spektrum von Petrolether- bis
Dichlormethan/Chloroform-Extrakte abdecken, wobei die Steuerbarkeit des
Extraktionsprozesses und das Extraktionsmittel CO, eine Reihe klarer Vorteile bietet.
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C0O,-Hochdruckextraktion
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SFE-Experimente im analytischen Malistab mit Labor-SFE-An-
lage an der FSU-Jena

Extraktionen mit bzw. ohne Modi-
fier bis 689 bar.

HD-Technikums-Anlage des Adalbert-Raps-Forschungszentrums
an der TU Munchen

Extraktionen sind mit bzw.
ohne Modifier bis 1000 bar
g moglich.

: Die durch analytische SFE-

0 Experimente gewonnenen
~ , Erkenntnisse werden im
/ Rahmen eines Scale-up auf
/' den Pilotanlagenmafstab
i, Ubertragen.
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Extraktionsdiagramme

SFE-Extraktionen mit 100% CO-
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0207 Kamille-SFE-Extraktion bei 500 bar
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Anhang 2

Analytik der Extrakte
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HPLC-Fingerprint-Chromatogramme der

unterschiedlichen Drogenmaterialien

Identifizierung der Substanzen mittels DAD-UV Spektren

und online gekoppelter Massenspektrometrie
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Identifizierung der Substanzen mittels DAD-UV Spektren
und online gekoppelter Massenspektrometrie bei
Ringelblume

60

40

5 8 10

20- 9
2 4\ 7

0-

- _ _ _ —— 1 " — v T —

0 5 10 15 20 25 30 35 min

DAD-UV-Chromatogramm von Calendula-Extrakt (ASE-Methanol-Extrakt)

Chromatographische Bedingungen:

HYPERSIL ODS, 5 pm, 250 x 4,6 mm;

2% Essigsaure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) — 22,6% (20 min) — 40% (25 min) — 8% (39
min); 330 nm

Nummer Molmasse Verbindung

1 354 ?
2 756,5 Quercetin-3-0-(2",6"-dirhamnosyl)glucosid
3 770,56 Isorhamnetin-3-O-(2”,6”-dirhamnosyl)glucosid
4 610 Rutin
5 624 Isorhamnetin-3-O-(6"rhamnosyl)glucosid
= Narcissin
6 624,5 Isorhamnetin-3-O-(2"rhamnosyl)glucosid
7 478 Isorhamnetin-3-O-glucosid
8 456 ?
9 564 Isorhamnetin-glucosid
10 787 ?
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Analytische UV-Vergleichsmessungen der Calendula-SFE-
Extrakte

mAU |

20

Calendula ASE-Extrakt als Bezugsextrakt

Chromatographische Bedingungen:

HYPERSIL ODS, 5 um, 250 x 4,6 mm;

2% Essigsaure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) — 22,6% (20 min) — 40% (25 min) — 8% (39
min); 280 nm
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Vergleich der Calendula SFE-Extrakte ohne Modifiereinsatz (300, 500, 700 bar)

Chromatographische Bedingungen:
HYPERSIL ODS, 5 um, 250 x 4,6 mm;

2% Essigsaure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) - 22,6% (20 min) — 40% (25 min) — 8% (39
min); 280 nm
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0 5 10 15 20 25 30 35 min

Vergleich der Calendula SFE-Extrakte ohne Modifiereinsatz (300, 500, 700 bar) mit
dem Calendula ASE-Extrakt

Chromatographische Bedingungen:
HYPERSIL ODS, 5 um, 250 x 4,6 mm;

2% Essigsaure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) — 22,6% (20 min) — 40% (25 min) — 8% (39
min); 280 nm
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mAU

25

20 -

Vergleich der Calendula SFE-Extrakte mit 20% Modifiereinsatz (300, 500, 700 bar)

Chromatographische Bedingungen:

HYPERSIL ODS, 5 ym, 250 x 4,6 mm;

2% Essigsaure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) — 22,6% (20 min) — 40% (25 min) — 8% (39
min); 280 nm

I | 1 [ II il_ ?l
Il.i |I

i | | | |
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20 25 30 35 min

Vergleich der Calendula SFE-Extrakte mit 20% Modifiereinsatz (300, 500, 700 bar)
mit dem Calendula ASE-Extrakt

Chromatographische Bedingungen:

HYPERSIL ODS, 5 um, 250 x 4,6 mm;

2% Essigsaure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) — 22,6% (20 min) — 40% (25 min) — 8% (39
min); 280 nm
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Identifizierung der Substanzen mittels DAD-UV Spektren
und online gekoppelter Massenspektrometrie bei

Weissdorn

250 |
200 |

150

DAD-UV-Chromatogramm von Weissdorn-Extrakt (ASE-Methanol-Extrakt)

Chromatographische Bedingungen:
HYPERSIL ODS, 5 pm, 250 x 4,6 mm;
2% Essigsaure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) — 22,6% (20 min) — 40% (25 min) — 8% (39

min); 280 nm

Nummer

a—

OwWwooo~NoOUbhWN—=

Verbindung

Kaffeesaurederivat
Catechin/Epicatechin
Chlorogensaure
Epigallocatechingallat
Vitexinrhamnosid
Epicatechingallat
Hyperosid

Isoquercitrin
Methoxykampferol-glucosid
Vitexinderivat
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Analytische UV-Vergleichsmessungen der Weissdorn-SFE-
Extrakte

250

Weissdorn ASE-Extrakt als Bezugsextrakt

Chromatographische Bedingungen:

HYPERSIL ODS, 5 pm, 250 x 4,6 mm;

2% Essigsaure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) — 22,6% (20 min) — 40% (25 min) — 8% (39
min); 280 nm
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Vergleich der Weissdorn SFE-Extrakte ohne Modifiereinsatz (300, 500, 700 bar)

Chromatographische Bedingungen:
HYPERSIL ODS, 5 ym, 250 x 4,6 mm;

2% Essigsaure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) — 22,6% (20 min) — 40% (25 min) — 8% (39
min); 280 nm
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Vergleich der Weissdorn SFE-Extrakte ohne Modifiereinsatz (300, 500, 700 bar) mit
dem Weissdorn ASE-Extrakt

Chromatographische Bedingungen:

HYPERSIL ODS, 5 pym, 250 x 4,6 mm;

2% Essigsaure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) — 22,6% (20 min) — 40% (25 min) — 8% (39
min); 280 nm
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Vergleich der Weissdorn SFE-Extrakte mit 20% Modifiereinsatz (300, 500, 700 bar)

Chromatographische Bedingungen:
HYPERSIL ODS, 5 pm, 250 x 4,6 mm;

2% Essigsaure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) — 22,6% (20 min) — 40% (25 min) — 8% (39
min); 280 nm
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Vergleich der Weissdorn SFE-Extrakte mit 20% Modifiereinsatz (300, 500, 700 bar)
mit dem Weissdorn ASE-Extrakt

Chromatographische Bedingungen:
HYPERSIL ODS, 5 um, 250 x 4,6 mm;

2% Essigsaure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) —» 22,6% (20 min) — 40% (25 min) — 8% (39
min); 280 nm
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Identifizierung der Substanzen mittels DAD-UV Spektren
und online gekoppelter Massenspektrometrie bei Kamille

400 1
300
‘ 13
250 2 I
|
200 ||| 1 ||
||
5 | | | |
| | ! |
100 l [ | 8 I' I
| 280 e ™ |12
< | i 4. .II' I ":9 !.'|_ ¥ ilil | I
‘ I " ':_3 A | || TR PAV
o| . .
o s R I T s

DAD-UV-Chromatogramm von Kamillen-Extrakt (ASE-Methanol-Extrakt)

Chromatographische Bedingungen:

HYPERSIL ODS, 5 pm, 250 x 4,6 mm;

2% Essigsaure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) — 22,6% (20 min) — 40% (25 min) — 8% (39
min); 280 nm

Nummer Molmasse Verbindung

1 480 Myricetin- / Quercetagetin-O-hexosid
2 478 Isorhamnetin-O-glucosid

) 494 Patuletin-O-glucosid

4 494 Patuletin-O-glucosid

5 432 Luteolin- / Apigenin-O-glucosid

6 464 Hyperosid

7 508 Axillarin- / Eupatoletin/Spinancetinhexosid
8 656 Patuletin-dihexose

9 432 Luteolin- / Apigenin-O-glucosid

10 474 Apigenin-(O-acetyl)-glucosid

11 286 Luteolin

12 Chrysosplenetin

13 270 Apigenin



Friedrich-Schiller-Universitdt Jena

Analytische UV-Vergleichsmessungen der Kamillen-SFE-
Extrakte

400
380

300

Kamillen ASE-Extrakt als Bezugsextrakt

Chromatographische Bedingungen:

HYPERSIL ODS, 5 pm, 250 x 4,6 mm;

2% Essigsaure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) — 22,6% (20 min) — 40% (25 min) — 8% (39
min); 280 nm
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Vergleich der Kamillen SFE-Extrakte ohne Modifiereinsatz (300, 500, 700 bar)

Chromatographische Bedingungen:

HYPERSIL ODS, 5 ym, 250 x 4,6 mm;

2% Essigsaure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) — 22,6% (20 min) — 40% (25 min) — 8% (39
min); 280 nm
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Vergleich der Kamillen SFE-Extrakte mit ohne Modifiereinsatz (300, 500, 700 bar)
mit dem Kamille ASE-Extrakt

Chromatographische Bedingungen:

HYPERSIL ODS, 5 um, 250 x 4,6 mm;

2% Essigsaure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) — 22,6% (20 min) — 40% (25 min) — 8% (39
min); 280 nm
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Vergleich der Kamillen SFE-Extrakte mit 20% Modifiereinsatz (300, 500, 700 bar)

Chromatographische Bedingungen:

HYPERSIL ODS, 5 ym, 250 x 4,6 mm;

2% Essigsaure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) — 22,6% (20 min) — 40% (25 min) — 8% (39
min); 280 nm
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Vergleich der Kamillen SFE-Extrakte mit 20% Modifiereinsatz (300, 500, 700 bar)
mit dem Kamille ASE-Extrakt

Chromatographische Bedingungen:

HYPERSIL ODS, 5 pm, 250 x 4,6 mm;

2% Essigsaure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) — 22,6% (20 min) — 40% (25 min) — 8% (39
min); 280 nm
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Analytische Vergleichsmessungen der Pilot-SFE-Extrakte

e Ringelblume

Raps-SFE-Pilotanlagenextrakt ohne Modifiereinsatz (350 bar), -69-

Chromatographische Bedingungen:
HYPERSIL ODS, 5 pm, 250 x 4,6 mm;

2% Essigséure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) — 22,6% (20 min) — 40% (25 min) — 8% (39
min); 280 nm
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Vergleich ASE-Extrakt mit Raps-SFE-Pilotanlagenextrakt ohne Modifiereinsatz
(350 bar), -69-

Chromatographische Bedingungen:

HYPERSIL ODS, 5 ym, 250 x 4,6 mm;

2% Essigsaure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) — 22,6% (20 min) — 40% (25 min) — 8% (39
min); 280 nm
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Raps-SFE-Pilotanlagenextrakt ohne Modifiereinsatz (500 bar), -75-

Chromatographische Bedingungen:

HYPERSIL ODS, 5 ym, 250 x 4,6 mm;

2% Essigsaure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) — 22,6% (20 min) — 40% (25 min) — 8% (39
min); 280 nm
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Vergleich ASE-Extrakt mit Raps-SFE-Pilotanlagenextrakt ohne Modifiereinsatz
(500 bar), -75-

Chromatographische Bedingungen:

HYPERSIL ODS, 5 ym, 250 x 4,6 mm;

2% Essigsaure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) — 22,6% (20 min) —» 40% (25 min) — 8% (39
min); 280 nm
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Raps-SFE-Pilotanlagenextrakt ohne Modifiereinsatz (800 bar), -164-

Chromatographische Bedingungen:

HYPERSIL ODS, 5 ym, 250 x 4,6 mm;

2% Essigsaure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) — 22,6% (20 min) — 40% (25 min) — 8% (39
min); 280 nm
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Vergleich ASE-Exirakt mit Raps-SFE-Pilotanlagenextrakt ohne Modifiereinsatz
(800 bar), -164-

Chromatographische Bedingungen:

HYPERSIL ODS, 5 ym, 250 x 4,6 mm,;

2% Essigsaure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) — 22,6% (20 min) — 40% (25 min) — 8% (39
min); 280 nm
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Raps-SFE-Pilotanlagenextrakt mit 2650 ppm Modifiereinsatz (350 bar mit 30%
Adsorbens), -194-

Chromatographische Bedingungen:

HYPERSIL ODS, 5 um, 250 x 4,6 mm:

2% Essigsaure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) — 22,6% (20 min) — 40% (25 min) — 8% (39
min); 280 nm
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Vergleich ASE-Extrakt mit Raps-SFE-Pilotanlagenextrakt mit 2650 ppm
Modifiereinsatz (350 bar mit 30% Adsorbens), -194-

Chromatographische Bedingungen:

HYPERSIL ODS, 5 ym, 250 x 4,6 mm;

2% Essigsaure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) — 22,6% (20 min) — 40% (25 min) — 8% (39
min); 280 nm
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Raps-SFE-Pilotanlagenextrakt mit 2100 ppm Modifiereinsatz (350 bar), -188-

Chromatographische Bedingungen:

HYPERSIL ODS, 5 pm, 250 x 4,6 mm;

2% Essigsaure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) — 22,6% (20 min) — 40% (25 min) — 8% (39
min); 280 nm
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Vergleich ASE-Extrakt mit Raps-SFE-Pilotanlagenextrakt mit 2100 ppm
Modifiereinsatz (350 bar), -188-

Chromatographische Bedingungen:

HYPERSIL ODS, 5 um, 250 x 4,6 mm;

2% Essigsaure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) — 22,6% (20 min) — 40% (25 min) — 8% (39
min); 280 nm
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Raps-SFE-Pilotanlagenextrakt ohne Modifiereinsatz (800 bar, Abscheider 1)

Chromatographische Bedingungen:

HYPERSIL ODS, 5 ym, 250 x 4,6 mm;

2% Essigsaure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) — 22,6% (20 min) — 40% (25 min) — 8% (39
min); 280 nm
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Vergleich ASE-Extrakt mit Raps-SFE-Pilotanlagenextrakt ohne Modifiereinsatz
(800 bar, Abscheider 1)

Chromatographische Bedingungen:

HYPERSIL ODS, 5 um, 250 x 4,6 mm;

2% Essigsaure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) — 22,6% (20 min) — 40% (25 min) — 8% (39
min); 280 nm



Friedrich-Schiller-Universitit Jena

mAU |
60
50
)

Raps-SFE-Pilotanlagenextrakt mit Modifiereinsatz (350 bar, 525 g Ethanolmodifier,
Abscheider 1)

Chromatographische Bedingungen:

HYPERSIL ODS, 5 ym, 250 x 4,6 mm;

2% Essigsaure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) — 22,6% (20 min) — 40% (25 min) — 8% (39
min); 280 nm
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Vergleich ASE-Extrakt mit Raps-SFE-Pilotanlagenextrakt mit Modifiereinsatz
(350 bar, 525 g Ethanolmodifier, Abscheider 1)

Chromatographische Bedingungen:

HYPERSIL ODS, 5 uym, 250 x 4,6 mm;

2% Essigsaure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) — 22,6% (20 min) — 40% (25 min) — 8% (39
min); 280 nm
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Raps-SFE-Pilotanlagenextrakt mit Modifiereinsatz (700 bar, 525 g Ethanolmodifier,
Abscheider 1)

Chromatographische Bedingungen:
HYPERSIL ODS, 5 um, 250 x 4,6 mm;

2% Essigséaure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) — 22,6% (20 min) — 40% (25 min) — 8% (39
min); 280 nm
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Vergleich ASE-Extrakt mit Raps-SFE-Pilotanlagenextrakt mit Modifiereinsatz
(700 bar, 525 g Ethanolmodifier, Abscheider 1)

Chromatographische Bedingungen:

HYPERSIL ODS, 5 um, 250 x 4,6 mm;

2% Essigsaure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) — 22,6% (20 min) — 40% (25 min) — 8% (39
min); 280 nm
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e Kamille
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Raps-SFE-Pilotanlagenextrakt ohne Modifiereinsatz (800 bar, Abscheider 1)
Chromatographische Bedingungen:

HYPERSIL ODS, 5 ym, 250 x 4,6 mm;

2% Essigsaure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) — 22,6% (20 min) — 40% (25 min) — 8% (39
min); 280 nm
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Vergleich ASE-Extrakt mit Raps-SFE-Pilotanlagenextrakt ohne Modifiereinsatz
(800 bar, Abscheider 1)
Chromatographische Bedingungen:
HYPERSIL ODS, 5 um, 250 x 4,6 mm;
2% Essigséaure, Acetonitril 8% (0 min) — 8% (8 min) — 22,6% (20 min) — 40% (25 min) — 8% (39
min); 280 nm
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Eichkurven ausgewahlter Standards

Rutin
EReinm Lineare Regression fir Rutin bei 280 nm:
- Y=A+B*X
ot . Parameter Wert Fehler
30000
5 ] P / A 160,33685 11,93104
E ool / B 65928579  5,21259
E 16000 ,
- e
rf 10000 ~ .} R SD N P
L = Rutin 280 nm 0,99984 217,05484 7 <0.0001
0 / Linearer Fit
o 1In z'n 3;’ 1'n 5’0 )
Konzentration [ug]
00,0 Polynomielle Regression fir Rutin bei 360 nm:
Y = A+ B1*X + B2*X2
oLl — Parameter Wert Fehler
_ anaeo - A -215,83043  28,81274
= i
‘% o000 | S B1 1692,74683  6,42467
5 // B2 -14,46369 0,11292
E 20000
i I B R-Square(COD) SD N P
ot - - P""”:'.u ' E“z- D“’:.;““Q 0,99999 48,22533 6 <0.0001
Konzentration [pg]
16000 ] Lineare Regression fiir Rutin bei 360 nm:
14000 | /-. Y=A+B*X
g ./"/ Parameter Wert Fehler
: s A 96,28712 16,47834
§ sl 2 B 1528,36653  4,72314
lg 4000 - iy
wl s o il R SD N P
°3 : : A S
Konzentration [pg]
0,99974  182,89118 4 261741E-4
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Narcissin

280 nm

Lineare Regression fir Narcissin bei 280 nm:

asooo} /. Y=A+B*X
SRR : Parameter Wert Fehler
2 / A 385,15301 13,63668
3 o= % B 688,30483 6,05365
2 15000 <
§ 10000 o 4
e / —m— Narcissin 280 nm R SD N p
P : —— Linearer Fit 0,99981 25207694 7 <0.0001
Konzentration [ug]
360 nm Polynomielle Regression fur Narcissin bei 360
80000 nm:
50000 ek Y =A+ B1"X + B2*X"2
. = Parameter ~ Wert Fehler
< =
£ il A 65,38082  11,30164
g _— ', B1 1778,45161 4,149953
o A B2 -14,452 0,27093
" "{ —a— Narcissin 380 nm
i S : F’olynlominellerlf—'it 2, Onlinung
> N s B - R-Square(COD) SD N P
0,99995 154,28101 7 <0.0001
Lineare Regression fiir Narcissin bei 360 nm:
20000 - /," Y=A+th
>
5 w0 P Parameter Wert Fehler
s yd A 380,76799  14,40735
& 10000+ /,/
g 7 B 1592,70453  8,855775
— /
d //./ ity veos R sD N P
L P S e 0,99859 469,89876 5 <0.0001

Konzentration [pg]
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Epigallocatechingallat
£ Lineare Regression fir EGCG bei 280 nm:
so000 | Y=A+B*X
- 2 / Parameter Wert Fehler
2 , A 998,01069 13,722512
E- 30000 - /
2 P B 927,83145 13,524819
‘:'-': 20000 - ,'/
3 P
wooo{ ¥ R SD N P
/.’ - E_GCG 2BQ nm
- ; : LI el 0,99839 980,55766 7 <0.0001
0 10 20 an 40 50

Konzentration [pg]

360 nm
500 ~
/'.
400 = /
=
‘é 300
— P
'E:t.: .l'/
g 200 y
© 7
a y
o e
100 4 /
_./-/ -a— EGCG 360 nm
Linearer Fit
1] T v T T T T
1] 10 20 ao a0 50

Konzentration [ug]

Lineare Regression fur EGCG bei 360 nm:

Y=A+B*X
Parameter

A

B

R
0,99936

Wert Fehler

2,53482 3,06485
8,59996 0,1378

SD N P
5,73825 7 <0.0001
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Epicatechingallat
“30m Lineare Regression fir ECG bei 280 nm:
70000 e Y=A+B*X
80000 1 ) // Parameter  Wert Fehler
z "] 5 A 94941568  10,014216
: / B 1328,96899  17,31973
1‘:‘ 30000 -
g 20000 .
p— o . _ R SD N P
// . E.plcatech rlngallat 280 nm
o 5 - L':‘,ﬂ““?’ F'i.o - 0,99966 713,23525 6 <0.0001
Konzentration [ug]
S60:Am Lineare Regression fur ECG fir 360 nm:
. Y=A+B*X
ol Parameter Wert Fehler
g A 528966 257648
g B B 9,59808  0,10884
g 2004 '
4
100 - /.// R SD N P
—m— Epicatechingallat 360 nm
. . ———Linearer Fit 0,99974 4,48191 6 <0.0001
o 10 20 a0 a0 50

Konzentration [ug]
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Hyperosid

280nm

45000 5

Lineare Regression fiir Hyperosid bei 280 nm:

) Y=A+B*X
::::: / Parameter Wert Fehler
5 soo0] v A 44763895  17,574122
§ - /,.// B 82983293 11,7239
§ - 22
& oo // R SD N P
Tt hmen™  |ogess  as27e588 6 <0.0001
’ . Kz:zentra:i;n [ug] i :
360'nm Polynomielle Regression fur HYPEROSID bei
60000 - 360 nm:
sooes - = Y = A+ B1*X + B2*XA2
o ol - = Parameter Wert Fehler
H s A 131,76502  19,396751
g " s B 2009,36195 10,071408
g / B2 1825808  0,75447
e —=— Hyperosid 360 nm
i } i — Polynoaanine.ller:;il 2. Ordsll';ung. R-SQUGTE(COD) sSD N =
Konzentration (g) 0,99974 42181392 6  <0.0001
Geie Lineare Regression fir Hyperosid bei 360 nm:
] / Y=A+B*X
- / Parameter Wert Fehler
E e P A 199,7631  16,389038
;f i / B 1838,35483  31,97584
{ 5000 ’
R == Eﬁ;ﬁﬁf‘:-.? B°'": R SD N P
AR 0,9997 288,2263 4 3,02404E-4

Konzentration [ug]
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380 nm

Peakflache [mAU]

Peakflache [mAU]

50000

45000
40000 <
3so000 :
30000 -
25000 -
20000
15000 -
10000 ~

5000

30000 -
25000

20000 -|

15000

10000 -

5000 -

-m— Hyperosid 380 nm

Polynomineller Fit 2. Ordnung
T 1

"~

T T
20 30 40 S0

Konzentration [pg)]

—a— Hyperosid 380 nm

Linearer Fit

o

5

T T T
1o 15 20
Konzentration [pg]

T
25

Polynomielle Regression fiir HYPEROSID fiir 380
nm:

Y = A+ B1*X + B2*X*2

Parameter Wert Fehler

A -263,24709 18,147691

B1 1274,57433  18,972529

B2 -7,54506 0,54551
R-Square(COD) SD N P
0,99979 304,98965 6 <0.0001

Lineare Regression fur Hyperosid bei 380 nm:
Y=A+B*X

Parameter Wert Fehler

A 360,25048 13,17341
B 1083,23025 17,75357
R SD N P

0,9996 338,01796 5 <0.0001
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Luteolin
280nm Polynomielle Regression fir LUTEOLIN bei 280
nm:
45000 + -
40000 4 _'/)'/ Y = A+ B1*X + B2*X"2
5 = Parameter ~ Wert Fehler
< 30000 V4
E- o //’ A 39,32625 13,633518
S 20000 v B1 1660,88697  14,59332
% 15000 - /
& ] B2 -15,77762 0,76424
5000 —a— Luteolin 280 nm
i Polynomineller Fit 2. Ordnung
0 10 20 2 a0 50 R-Square(COD) SD N P
Konzentration [ug)]
0,99958 42727943 6 <0.0001
Lineare Regression fir Luteolin bei 280 nm:
20000 - /. Y:A_',B*x
g 1606 / Parameter Wert Fehler
@ 10000 / A 81,18333 13,890141
. P B 1516,31852  18,02623
g—' oo /
=== R SD N P
w N ey 0,99986 162,48622 4 1,41298E-4
360 nm Kein Fit moglich
50000
46000:
;‘ Giﬂﬂﬂj "
E 30000 4 .
% 25000 -
£ 20000+ __,'-
S 1soo0 K
o /
10000 /
5000:1 f_-"". = Luteolin 360 nm

T T T
20 30 40 50
Konzentration [pg]
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Lineare Regression fir Luteolin bei 360 nm:
Y=A+B*X

20000 =
- o /"/ Parameter Wert Fehler
E 10001 / A 356,1789 10,30555
;3 Sti / B 26896492  18,145641
g 5000 7 /
g - Lgteo!in 3§0 nm R SD N P
0¥ T |0,99766  1090,27609 3 0,04352
Konzentration [ug]
SHLE T Polynomielle Regression fir LUTEOLIN bei 380
40000 - nm:
sa " Y = A+ B1*X + B2*X"2
] // Parameter Wert Fehler
% “ / A 42,71297 15,389822
& iG] yd B1 1336,63379  12,258165
g ow] 7 B2 -12,64452  0,98159
6000 —m— Luteolin 380 nm
= y - Pniynopineller I?i1 2 Ordrl'lung
o @ % 4w R-Square(COD) SD N P
Konzentration [ug)
0,99892 551,24888 6 <0.0001
— Lineare Regression fir Luteolin bei 380 nm:
14000 /. Y= +B*X
# i
- M 7 Parameter Wert Fehler
g ya A 51,85185  14,507466
[ P
% —l //-/ B 1221,91193 17,345443
d.n 4000—3 // .
2000+ —m— Luteolin nm
o : . - - ti'nteatler?:?to . R SD N P
’ et R B 0,9985 433,73249 4  0,0015

Konzentration [ug]
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Faradiolmyristinester
&14am Lineare Regression fiir Faradiolmyristinester bei
210 nm:
12000
A Y=A+B*X
10000
) Parameter Wert Fehler
_g_ 8000 - ’//'
PR P A 41,41188 15,39975
g / B 234,195 0,69242
@ 4000
@ ]
2000 - _,--'/
) =il sD NP
! " e et o . = 0,99998 28,83257 7 <0.0001
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Vergleich des Faradiolmonoester-Gehalts bei unterschiedlichen

Extraktionsbedigungen an der Labor-SFE-Anlage sowie quantitative

Analytik
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Fingerprintvergleich von Faradiolestern bei 500 bar CO,-Druck und 0%, 0,5%, 5%,
10% und 20 % Ethanolmodifier

HPLC-Bedingungen (nach Reznicek et. al.)

Sédule: HYPERSIL ODS, 5 ym, 250 x 4,6 mm:

Eluent: Methanol-Trifluoressigsaure (pH 4) 5% (0 min) — 0% (50 min)
— 0% (70 min) — 5% (80 min), FluRrate: 1,5 mL/min;

Detektion: 210 nm

4077

T T T T T T T T T
45 418 50 525 55 575 60 628 min

Fingerprintvergleich von Faradiolestern bei 500 bar CO,-Druck und 0%, 0,5%, 5%,
10% und 20 % Ethanolmodifier (Detail)

HPLC-Bedingungen (nach Reznicek et. al.)

Sadule: HYPERSIL ODS, 5 ym, 250 x 4,6 mm:

Eluent: Methanol-Trifluoressigsaure (pH 4) 5% (0 min) — 0% (50 min)
— 0% (70 min) — 5% (80 min), FluRrate: 1,5 mL/min:

Detektion: 210 nm
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Extraktionsdiagramme

SFE-Extraktionen mit modifiziertem CO,
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Extraktausbeute [g]

7] konzentrationen bei Kamille P
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1 Vergleich der unterschiedlichen Ethanol- Mod|f|er-
g

o—"*

—a&— 300 bar, 0.5% Modifier
—&— 500 bar, 0.5% Modifier
4— 689 bar, 0.5% Modifier
—— 300 bar, 5% Modifier
—4— 500 bar, 5% Modifier
—— B89 bar, 5% Modifier
300 bar, 10% Modifier
*— 500 bar, 10% Modifier
—— 689 bar, 10% Modifier
—&— 300 bar, 20% Modifier
—a— 500 bar, 20% Modifier
—+— 689 bar, 20% Modifier

0,00
0

T T T T T = 1

. I
20 40 60 80 100
Extraktionsdauer [min]

Einfluss des CO,-Drucks und Modifergehalts auf die Extraktausbeute bei Kamille.

0,22
020—
OJB-
OJG:
0J4:
0J2:
OJOL

0,08 -

Extraktausbeute [g]

0,06

0,04 4

| Kamille SFE-Modifier-Extraktion mit 0.5% Ethanol

bei unterschiedlichem Druck A

/
:/ —=— 300 bar
—&— 500 bar

—h— 689 bar

0,02
0

I ! 1 . I - I

20 40 60 80 100
Extraktionsdauer [min]

Einfluss des CO,-Drucks auf die Extraktausbeute bei Kamille.



Extrakausbeute [g]
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0.249 Kamille SFE-Modifier-Extraktion mit 5% Ethanol I,

0,22 - bei unterschiedlichem Druck ./"‘f

0.20 - /r/ _
- /‘ ._—__,--"

0,18 -

0,16 ! o /"/

) S
0,12 - //'

0,10 -

0,08 -
0,06 —=— 300 bar
0,04 -— 500 bar
3 A
i ' [ . : ‘ l ' ' 689 bar
0 20 40 60 80 100

Extraktionsdauer [min]

Einfluss des CO,-Drucks auf die Extraktausbeute bei Kamille.

Extraktausbeute [g]

0.26 - Kamille SFE-Modifier-Extraktion mit 10% Ethanol
434 _' bei unterschiedlichem Druck =)
: A
022 A0 .
: ,A / /l-""'"
0,20 - 5 /'
0,18 - / o
0,16 4 /
0,14 - / /
E A
0,12 - / /
0,10 - / /
0,08 4 )
0,06 - —=— 300 bar
0‘04—- —&— 500 bar
] —h— 689 bar
0,02 . ¢ v y v . v
0 20 40 60 80 100

Extraktionsdauer [min]

Einfluss des CO,-Drucks auf die Extraktausbeute bei Kamille.
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%% Kamille SFE-Modifier-Extraktion mit 20% Ethanol
|bei unterschiedlichem Druck o—
0,30 - g
/ﬁ./ ”______..--‘"".
0,25 - /,./. e i
3 % e
(] /
5 0,20 -
(/4]
o
(7]
= 0154
o P
5 0,10 ‘/
0,05 - ‘ —&— 300 bar
—e— 500 bar
—&— 689 bar
0,00 : : , , i : . : _ '
0 20 40 60 80 100

Extraktionsdauer [min]

Einfluss des CO,-Drucks auf die Extraktausbeute bei Kamille.

%% Kamille Modifier-Extraktion mit 20% Ethanol,
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Vergleich der unterschiedlichen Ethanol-Modifier-
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Einfluss des COZ-Drucks auf die Extraktausbeute
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Anhang 3

Isolierung der Referenzverbindungen
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Faradiolmonoester

aus Calendula
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Strukturen der Faradiolmonoester
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En-In-Dicycloether

aus Kamille
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Strukturen des En-In-Dicycloethers

- a
(@]
Z-Form




Friedrich-Schiller-Universitdt Jena

HPLC-Analytik des Spiroethers

DAD1 A, Sig=336 4 Ref=off (ADLERIETHER002.0)
| mAU

| ’ - - . - . = r - - - - 5 - T - ; t - . - ' - - v T v
I_ 0 [ ) 10 15 20 25 a0
| DAD1 B, 5ig=280,4 Reft=oft (ADLER\ETHER002.0)

mau |

.
1000 I

2 = . . - ; = - . - - .. 1 - - - = . a . ~ T % i . '
o 5 0 15 20 25 30

HPLC-Chromatogramm des aufgereinigten Spiroethers

Hypersil ODS, 5 pm, 250 x 4,6 mm; Eluent: Acetonitril 25% (0 min) — 2%ige
Essigsaure — 25% (9 min) — 75% (19 min) — 75% (24 min) — 25% (29 min) —
25% (34 min), Flussrate 1 mL/min; Detektion: 335 nm, 280 nm, 220 nm.

OADT, 22986 (1171 mAL, - ) Ref=22 042 & 22142 of ETHERDOZ D
mAl |

UV-Spektrum des aufgereinigten Spiroethers

min
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'H-NMR des Spiroethers
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Anhang 4

GC-MS Analytik
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Untersuchte Substanzen:

Probenbezeichnung

Kamillenextrakte, gewonnen mittels CO,-Extraktion mit unterschiedlichen Extrak-

tionsdriicken und Modifier-Zuséatzen.

Tabelle 1: Probenliste der untersuchten Kamillenextrakte

pobanngarge [ Prober | STEEVER | xuakons
GmbH (PEN) | (Auftraggeber) | Nummer sdingungen
0201 z 1.) 23.08.00/2 CO,/ 300 bar
0202 2) 25.08.00/ 2 CO, / 500 bar
0203 3.) 29.08.00/ 2 CO, / 689 bar
0204 4.) 01.09.00/2 CO, /300 bar /0,5 % EtOH
0205 5.) 05.09.00/2 CO, /500 bar /0,5 % EtOH
0206 6.) 07.09.00/2 CO, /689 bar /0,5 % EtOH
0207 7) 11.09.00/2 | CO,/300 bar /5 % EtOH
0208 8.) 13.09.00/2 CO, / 500 bar / 5 % EtOH
0209 9.) 15.09.00/ 2 CO, /689 bar / 5 % EtOH
0210 10.) 20.09.00/ 2 CO, / 300 bar / 10 % EtOH
0211 11.) 10.10.00/ 2 CO, /500 bar/ 10 % EtOH
0212 12.) 13.10.00/ 2 CO, /689 bar / 10 % EtOH
0213 13)) 16.10.00/ 2 CO, / 300 bar / 20 % EtOH
0214 14.) 18.10.00/ 2 CO, /500 bar / 20 % EtOH
0215 15.) 23.10.00/ 2 CO, / 689 bar / 20 % EtOH
Standardsubstanzen:

o Guajazulen (Aldrich, Lot 34928-050, Reinheit 99%) als Referenzstandard
fiir die Bestimmung von Chamazulen

« En-In-Dicycloether (ZA-PEN 0216, isoliert vom Auftraggeber) als Referenz-

standard fiir die Bestimmung von En-In-Dicycloether

e Chamazulen

(Universitat

Marburg,

verunreinigt,

PEN 0217) als

Referenzsubstanz zur Bestimmung der Selektivitat

Version 0.4

Daniela Eyrich
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Probenherkunft / Probennehmer:
Prof. Hamburger, Friedrich-Schiller-Universitat Jena, Institut fir Pharmazie,
Semmelweisstrale 10, 07743 Jena

Analysemethoden:

Gas-Chromatographie (GC) mit Flammen-lonisations-Detektion (FID)
Gas-Chromatographie (GC) mit Massenspektrometrie (MS)

Version 0.4 Daniela Eyrich Projekt ZA-016 Validierung - Seite 4 von 21
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1 Einleitung / Ziel der Untersuchung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Entwicklung einer Methode zur Detektion
lipophiler Bestandteile in Kamillenextrakten. Die Methode wird im Folgenden
angewendet, um CO,-Extrakte auf ihr Inhaltstoffspektrum hin zu untersuchen.
Besonderes Augenmerk wurde dabei auf die An- oder Abwesenheit folgender

Verbindungen gelegt:

e E-pB-Farnesen

. Germacren-

e cis-a-Bisabolon

e Spathutenol

e Cadinol

e Bisabololoxid A

e Bisabololoxid B

o Bisabolonoxid A
e a-Bisabolol

e Chamazulen

e En-in-dicycloether

Die Komponenten Chamazulen und En-in-dicycloether werden in den Kamillen-
extrakten quantitativ bestimmt. Die GC-Methode wird deshalb dahingehend
validiert.

Zur Quantifizierung von Chamazulen wird Guajazulen, fur En-in-dicycloether ein
vom Auftraggeber bereitgestellter En-in-dicycloether als Referenzstandard und
Kalibrierstandard verwendet.

Der Gehalt dieses als Referenzstandard bereitgesteliten En-in-dicycloethers wird
auf Wunsch des Auftraggebers mittels ,100 %-Methode* am GC-FID bestimmt.

Version 0.4 Daniela Eyrich Projekt ZA-016 Validierung - Seite 6 von 21
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Gepriifte Validierungsparameter

e Selektivitat

o Linearitat / Arbeitsbereich
e Prazision

e Richtigkeit

e Kalibrierfunktion

e Bestimmungsgrenze (LOQ)

2 Material und Methoden

2.1 Material

Chemikalien / Verbrauchsmaterial

Membranfilter PTFE 0,45 pm (Titan, Deutschland)
n-Heptan,Rotisolv HPLC, Lot.No. 69347 (Roth, Deutschland)
Dichlormethan, Rotipuran, Ch. 47047168 (Roth, Deutschland)

GC-FID-System zu Detektion lipophiler Komponenten in Kamillenextrakten

Methode: ZA0016_KE15

GC: ' Perkin Elmer Auto System GC mit integriertem Auto-
sampler

Séaule: CS-Chromatographie OV-1-CB-0.25, Lénge 30 m

Injektor: CAP 250 °C

Detektor: FID 300 °C

Flussrate: Ho: 45 mL/min; synthetische Luft: 450 mL/min
Temperaturprogramm: 2,0 min 60°C

3,0°C/min bis 198 °C; Halten fiir 1,8 min

10°C/min bis 240°C; Halten fiir 40 min
Tragergas: Helium; Fluss: 1,0 mL/min

Version 0.4 Daniela Eyrich Projekt ZA-016 Validierung - Seite 7 von 21
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GC-FID-System zu Quantifizierung von Chamazulen in Kamillenextrakten

Methode:
GC:

Séaule:
Injektor:
Detektor:

Temperaturprogramm:

Tragergas:

GC-MS-System

ZA0016_KE21

Perkin Elmer Auto System GC mit integriertem Auto-
sampler

CS-Chromatographie OV-1-CB-0.25, Léange 30 m

CAP 250 °C

FID 300 °C

Flussrate: Hy: 45 mL/min; synthetische Luft: 450 mL/min
20°C/min bis 250°C; Halten fur 10 min

Helium; Fluss: 1,0 mL/min

Methode: ZA0016_KE13
GC: Perkin Elmer Autosystem XL mit integriertem
Autosampler und Turbo Mass Spectrometer
Séaule: CS-Chromatographie OV-1-CB-0.25, Lange 25 m
Injektor: CAP 100 °C
Temperaturprogramm: 2,0 min 60°C
3.0°C/min bis 174 °C; Halten fur 1,8 min
10°C/min bis 240°C; Halten fir 36 min
Tragergas: Helium; Fluss: 1,0 mL/min
lonisation: (El+) Centroid
Version 0.4 Daniela Eyrich Projekt ZA-016 Validierung - Seite 8 von 21
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2.2 Methoden

Herstellung der Kalibrierlosungen

e Zur Herstellung der Kalibrierlésungen fiir Guajazulen werden 50,73 mg,

65,16 mg und 80,04 mg in einen 50 mL Messkolben eingewogen, mit ca.

20 mL n-Heptan geldst und danach bis zur Marke aufgefullt. Um die

erforderlichen Konzentrationen (Tabelle 3, Tabelle 7) zu erhalten, werden

die Losungen entsprechend weiter verdinnt.

e Zur Herstellung der Lésungen zur Bestimmung der Prazision fur Guajazulen

werden 3,55mg, 2,86 mg und 5,34 mg in einen 10 mL Messkolben

eingewogen, mit ca. 5 mL n-Heptan gelést und danach bis zur Marke

aufgefiillt. Um die erforderlichen Konzentrationen (Tabelle 5) zu erhalten,

werden die Lésungen entsprechend weiter verdinnt.

e Zur Herstellung der Kalibrierldsungen bzw. der Losungen zur Bestimmung

der Prazision fir En-in-dicycloether werden 0,791 mg, 1,065 mg, 1,09 mg

und 1,065 mg Referenzsubstanz in ein Eppendorf-Cap eingewogen und mit

1,00 mL Dichlormethan gelost. Um die erforderlichen Konzentrationen

(Tabelle 4, Tabelle 8) zu erhalten, werden die LOosungen entsprechend

weiter verdlinnt.

e Fir die Gehaltsbestimmung per 100%-Methode wird 1,19mg En-in-

dicycloether-Referenzsubstanz eingewogen und in 1 mL Dichlormethan

gelost.

Alle Lésungen werden vor Analyse mit Membranfiltern (0.45pm) sterilfiltriert.

Herstellung der Extraktliosungen

Zur Bestimmung der Extrakte wird jeweils etwa 2mg in ein Eppendorf-Cap

eingewogen und in 1ml n-Heptan gelost.

Alle Lésungen werden vor Analyse mit Membranfiltern (0.45um) sterilfiltriert.
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3 Abschitzung des Gehaltes der En-in-dicycloether-Referenz-

substanz

Der Gehalt der En-in-dicycloether-Referenzsubstanz wurde (ber die ,100%-
Methode* abgeschétzt. Dabei wird der Gehalt des Analyten als Prozentsatz seiner
Peakflache (Hauptpeak) im Verhaltnis zur kumulativen Peakflache (Hauptpeak und
alle Verunreinigungen) des Chromatogramms bestimmt. Die Peakflachen, die von
Losungsmittel bzw. Saulenmaterial stammen, werden vor Berechnung von der
kumulativen Peakflache abgezogen.

Zur Bestimmung wurde ca. 1 mg Substanz (genau gewogen) in 1 mL Dichlor-

methan geldst. Es wurde eine 5-fach-Bestimmung durchgefthrt.

Tabelle 2: Gehaltsabschatzung der En-in-dicycloether-Referenzsubstanz tiber die ,,100%-

Methode*.
Gesamtpeak-
Peakfliche fliche ohne Spiroether-
Spiroether Blankflachen gehalt
[uV*sec] [uV*sec] [%]

Bestimmung 1 407700,00 421604,00 96,70
Bestimmung 2 409902,00 427107,00 95,97
Bestimmung 3 414395,00 436198,00 95,00
Bestimmung 4 409915,00 438792,00 93,42
Bestimmung 5 410584,00 442376,00 92,81
mean ] 94,78
sdv 1,65
relsdv 0,02
Der geschatzte Gehalt des En-in-dicycloethers betragt: 94,8 %
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4 Methodenvalidierung der Methode ZA0016_KE15

4.1 Selektivitat

Die Selektivitit der Methode zur Bestimmung der unter Kapitel 1. genannten
Extraktbestandteile wurde Uber den Vergleich mit einem Referenzextrakt [ -6l
gezeigt Abbildung 1.

Dabei wurden die Identititen von Chamazulen und En-in-dicycloether sowie
anderer Komponenten (iber den Vergleich der Massenspektren ihrer Substanz-
peaks in der Probe mit denen im Referenzextrakt / -6l gezeigt.

En-in-dicycioether

1 UU-|
Bisawloloxid &
E-R-Farnersen

alpha-Bisabolol

Chamazulen
Bisabololoxid B '
A

Bizabolonosxdd I
. ST
|'5I | |

cis-alpha-Bisabolon \ |
Germaacren Spathutenal | ] J

e O

i ]

]

e L T | e ) T T T ey T T T ¥ T T y Time
24.00 2600 2800 3000 @ 9200 3400 36.00 3800 = 4000 = 4200

Abbildung 1: Overlay der GC-Chromatogramme einer Extraktprobe (rot), eines Referenzéles

(blau) mit Komponenten bekannter Identitat und der Referenzsubstanzen En-in-dicycl-
oether (gelb) sowie Chamazulen (griin).

AuRer dem des Chamazulen zeigten die Massenspektren der untersuchten
Extraktkomponenten keine Verunreinigung durch andere Extraktbestandteile. Flr
den En-in-dicycloether (Abbildung 2) und fir Chamazulen (Abbildung 1) konnte
zusatzlich der Vergleich mit Referenzsubstanzen fur die Bestimmung der

Selektivitat herangezogen werden.
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Abbildung 2: Vergleich der Massenspektren der Substanzpeaks von En-In-dicycloether aus einer
Extraktprobe (griin) und aus einem Referenzol mit Komponenten bekannter |dentitat
(rot).

Da die Methode ZA0016_KE15 fur Chamazulen einen unzureichenden Grad an
Selektivitat zeigte wurde eine zweite Methode zur Quantifizierung dieser Substanz
entwickelt und validiert (siehe Kapitel 5).

4.2 Linearitat und Arbeitsbereich

Zur Pritffung des linearen Zusammenhangs von Analytkonzentration und
Signalflache innerhalb des Arbeitsbereiches wurde, teilweise unter Verwendung
der Kalibrierdaten, eine lineare Regression durchgefiihrt, ein Korrelationskoeffi-
sient R? berechnet und ein Residualplot angefertigt.

Zur Erstellung der Kalibrierfunktion wurden fiinf verschiedene Konzentrations-
stufen durch Einwaage / Verdunnung hergestellt und jeweils viermal vermessen.

Guajazulen

Die Messwerte, deren Abweichungen und der damit gewahlte Arbeitsbereich sind

in Tabelle 3 angegeben.
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Tabelle 3: Daten zur Linearitat von Guajazulen.

Konzentration
mean [pV*sec sdv [pV*sec relsdv
il [uV*sec] [uV*sec]
5 2381,05 85,53 0,04
20 10036,89 197,88 0,02
75 38909,62 717,99 0,02
200 108686,02 2097 ,43 0,02
500 288510,36 14838,41 0,05
1000 608479,64 26777,24 0,04
1500 918503,94 17905,77 0,02
Residualplot fiir Guajazulen
40000
30000 - *
5 €5 20000 *
T 9 g *
E’g E 10000 o *
& § -10000 0 A0 400 600 800 1000 1200 1400 1600
é $ 2 20000 - o ° .
< 30000
-40000

Konzentration [pg/mL]

Abbildung 3: Residualplot fiir Guajazulen

Der Arbeitsbereich des Guajazulens wurde somit fir Konzentrationen zwischen
5 pg/mL und 1500 pg/mL bestimmt. Aufgrund des Residualplot kann auf Linearitat
fiir diese Konzentrationsgrenzen (Abbildung 3) geschlossen werden.

En-in-dicycloether

Die Priiffung auf Linearitdt der Methode wurde an funf Konzentrationen durch

Vierfach- bzw. Fiinffachbestimmungen durchgefuhrt.
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Tabelle 4: Daten zur Linearitit von En-in-dicycloether

Konzentration mittlere Peakflache
: sdv[pV*sec] relsdv
[pg/mL] [nV*sec]
5 1543,85 69,97 0,05
10 1799,93 54,54 0,03
50 16432,86 320,75 0,02
100 21743,79 885,73 0,04
500 125105,66 1113,03 0,01
Residualplot fiir En-in-dicycloether
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o 0 @ : . . . .
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£ 49 2000 ®

s § -3000
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< .5000
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Abbildung 4: Residualplot fiir den En-in-dicycloether

Fiir den En-in-dicycloether ergibt sich aus den Messungen ein Arbeitsbereich in
den Konzentrationsgrenzen 5 pg/mL und 500 pug/mL. Aus den Daten kann auf
Linearit4t im angegebenen Arbeitsbereich geschlossen werden.

4.3 Wiederholprazision (Inter-assay-Precision)

Guajazulen

Es wurden Sechsfachbestimmungen durch Mehrfachinjektion mit insgesamt drei

verschiedenen Konzentrationsstufen durchgefuhrt.
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Tabelle 5: Prazisionsdaten zu Guajazulen

[ Konzentration mittlere Peak- sdv relsdv
[pg/mL] flache [pV*sec] [uV*sec]
5 2822,07 66,84 0,02
50 25221,01 391,51 0,02
100 53572,10 765,84 0,01
En-in-dicycloether
Tabelle 6: Préazisionsdaten vom En-in-dicycloether
Konzentration . mittlere Peak- sdv relsdv
[ng/mL] flache [pV/mL] [UV*sec]
5 1644,07 74,50 0,05
50 17500,95 341,81 0,02
500 124360,02 1582,11 0,01

4.4 Richtigkeit (Accuracy)

Guajazulen

Die Richtigkeit beschreibt die Ubereinstimmung des erhaltenen Analysenwertes

mit einem als richtig akzeptierten Wert.

Es wurden jeweils Funffachbestimmungen bei insgesamt drei verschieden

Konzentrationsstufen durchgefiihrt. Die Werte stammen aus den Daten fir die

Linearitat.

Regressionsgerade:

y = 538,89x —

648,18

X = Konzentration [ug Guajazulen mL™"]
Y = Flache [uV*sec]

Abbildung 5: Daten zur Richtigkeit flir Guajazulen

Konzentration Peakfldche Peakflache Differenz rel
[Hg/mL] Ist [pV*sec] Soll [uV*sec] [WV*sec] Differenz [%]
10 492255 4544.71 377,84 7,68
50 25221,01 2624271 1021,70 4,05
100 53572,10 53365,21 206,89 0,39 J
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4.5 Kalibrierfunktion

Guajazulen

Zur Erstellung der Kalibrierfunktion wurden die Messwerte der Linearitats- und
Prazisionsbestimmung fiir die Konzentrationen von 5 bis 100 ug/mL verwendet.

Tabelle 7: Kalibrierdaten zu Guajazulen

Konzentration mittlere Peak- sdv relsdv
[pg/mL] fliche [pV*sec] [uV*sec]
5 2822,07 66,84 0,02
25 12441,22 255,54 0,02
50 25221,01 391,51 0,02
75 40118,80 1226,86 0,03
100 53572,10 765,84 0,01
60000

y = 538,89 - 648,18
50000 - R? = 0,9987

Peakfliche [pV*sec]

0 20 40 60 80 100 120
Konzentration [pg/mL]

Abbildung 6: Kalibrierfunktion fiir Guajazulen
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En-in-dicycloether

Tabelle 8: Kalibrierdaten fiir En-in-dicycloether

Konzentration mittlere Peak- sdv relsdv
[ng/mL] fliche [pV*sec] [pV*sec]
10 1799,93 54,54 0,03
50 16432,86 320,75 0,02
100 21743,79 885,73 0,04
500 125105,66 1113,03 0,01
140000
y = 249,37x + 124,39
1200
5 & R? = 0,9972
*3 100000 -
>
= 80000 -
@
S
@ 60000
T 40000
o
20000
0 100 200 300 400 500 600

Konzentration [pg/mL]

Abbildung 7: Kalibriergerade des En-in-dicycloethers

4.6 Bestimmungsgrenze (LOQ)

Chamazulen

Da Chamazulen als Referenzsubstanz verfligbar war, wurde die Bestimmungs-

grenze bzw. das limit of quantification, das bei Guajazulen dem Wert 5 pg/mL
entspricht, auf ebenfalls 5 pg/mL festgelegt. Das ist diejenige Konzentration bei
der Die Hohe des Substanzpeaks das 10fache Rauschen der Basislinie betragt.
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En-in-dicycloether

Auch die Bestimmungsgrenze des En-in-dicycloethers betragt 5 pg/mL.

5 Methodenvalidierung der Methode ZA0016_KE21

Da die in den CO,-Extraktproben detektierten Mengen an Chamazulen unterhalb
des LOQ lagen wurde sich bei der Validierung auf die Bestimmung der Selektivitat
beschréankt.

5.1 Selektivitat

Chamazulend0 1303 (3E.BEY) Scan El+

- 169 J.baes
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155 70 1 -
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Abbildung 8: Vergleich der Massenspektren der Substanzpeaks von Chamazulen aus einer
Extraktprobe (griin), aus einem Referenzdl mit Komponenten bekannter Identitat
(rot) und einer Referenzsubstanz (violett).
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6 Gehaltsbestimmung

Peakflachen der Zielkomponenten

Die in Tabelle 1 aufgefilhrten Kamillenextrakte wurden wie unter 2.2 beschrieben

aufgearbeitet und die Peakflachen der Zielanalyten erfasst. Die ermittelten Daten

sind in Tabelle 9 zusammengefasst. Alle Flachenwerte sind Mittelwerte einer

Doppelbestimmung, angegeben in [uV*sec].

Tabelle 9: Peakflachen der Zielanalyten in den jeweiligen Extraktproben bestimmt mit der Methode
ZA0016_KE15

o 'R e | =
1 = — — | — br—1 —

3= ik 5 g E -E- 2 g 9 .3 9 = i) g
L8l gw © o 0 S = | e 5] 3] © o ®

S E| = © 2 = T | a 2 2 £ 2 o
SEl mE | E®BIll S Q| ® w© © El|l ® £
5| 9@ i o Q| .2 8 < 2 ir = a
we| W O om 77}  |0Mm | Mo m O m < 77}

1 (178085 639,6 | 662,2 | 1592,1 | n.d. [9111,0|2638,2 8371,7 | n.d. | 28929,2 | 68492,1
5 142857 | 461,9 | 258,7 | 1158,6 | n.d. {7143,0|2062,7 5983,7 | n.d. | 22753,5 | 53613,2
3 [17772.2| 584,3 | 707,0 | 1449,3 | n.d. | 8294524078 7831,4 | nd. | 26810,2 | 61681,8
4 1126027 | 364,6 | 269,1 | 2187,8 | n.d. | 8333,5|2324,1 6449,7 | n.d. | 26470,3 | 66670,9
5 163898 367,6 | 347,0 | 1247,24 | n.d. | 7592,5|2236,3 6422,5 | n.d. | 23276,9 | 60399,5
6 | 143795 488,5 | 290,56 | 1358,9 | n.d. |7600,5|2180,4 6762,7 | nd. | 23509,3 | 54302,8
7 [12703.4 | 369,3 | 233,7 | 1444,2 | n.d. |7962,0(2265,7 | 85754 n.d. | 24862,0 | 58289,6
8 1131332 433,9 | 1958 | 1127,8 | n.d. |6788,0 | 1967.6 6050,3 | n.d. | 21033,0 | 53234,6
9 109245 3209 | 153,8 | 1181,9 | n.d. |6271,4|1790,0 5250,1 | n.d. | 19046,8 | 48527,8
10 |10084.0| 281,6 | 248,4 | 1090,2 | n.d. |5535,7 | 1612,2 52241 | n.d. | 17064,8 | 47040,8
11 [11780.8| 426,7 | 170,3 | 1125,1 | n.d. |6407,6|1825,0 5564,1 | n.d. | 19371,3 | 47669,0
12 115189,0 | 494,8 | 226,4 | 1329,1 | n.d. | 7916,9|2163,6 6710,5 | n.d. | 23479,3 | 571911
13 | 76211 | 307,4 | 2158 | 657,1 |n.d. 44718 1226.4 | 3808,1 | n.d. | 15132,1 | 35329,0
14 | 94260 | 323,6 | 516,6 | 1004,1 | n.d. |4865,1|1431,2 4591,7 | n.d. | 16079,9 | 42357,4
15 113838,? 4407 | 606,2 | 1118,0 | n.d. [7261,8{1953,6 | 6674,1 n.d. | 22010,8 515?5,0J
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En-in-dicycloether und Chamazulen

Zusatzlich wurde der Gehalt der Komponenten En-in-dicycloether (Tabelle 10) und
Chamazulen mit verschiedenen Methoden bestimmt.

Die Gehaltsbestimmung von Chamazulen kann nur als Schatzung gewertet
werden, da entweder kein Chamazulen gefunden wurde oder die gefundenen
Gehalte zwischen LOD (limit of detection) und LOQ lagen. Deshalb gibt Tabelle 10
den Gehalt in den einzelnen Extrakten nur semiquantitativ wieder.

Der Gehalt bzw. die Abschatzung des Gehaltes der Komponenten in den
jeweiligen CO»-Extrakten ist in Tabelle 10 aufgelistet.

Tabelle 10: Gehalt an En-in-dicycloether (mit Methode ZA0016_KE15) und Gehaltsschétzung
zu Chamazulen (mit MethodeZA0016_KE21) in den jeweiligen CO,-Extrakten

PEN der ProBennummer G'ehlar:E R Gehlar:'f &Y Schatzung | Schatzung
Gi'ﬁ;H (Auftraggeber) | dicycloether dicycloether Ch[:rgﬁt;en cg::_?;;tz?,zn
[pg/mL] [%]

0201 1.) 135,34 6,77 1,39 0,07
0202 2.) 106,21 5,31 1,32 0,07
0203 3 122,01 6,10 1,28 0,06
0204 4.) 131,77 6,59 1,32 0,07
0205 51) 119,50 5,97 1,32 0,07
0206 6.) 107,56 5,38 1,23 0,06
0207 7) 115,37 577 1,24 0,06
0208 8.) 105,47 5,27 1,24 0,06
0209 9.) 96,26 4,81 1,29 0,06
0210 10.) 93,35 4,67 1,31 0,07
0211 1) 94,58 4,73 1,25 0,06
0212 12.) 113,22 5,66 1:33 0,07
0213 13.) 70,42 3,52 1,30 0,06
0214 14.) 84,18 4,21 1,32 0,07
L021 5 15.) 102,22 5,11 1,25 0,06
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7 Aufstellung der Dateien und Rohdaten (CD-ROM)

8 Anlagen

9 Freigabe

Datum:

Unterschrift Projektleiter:

Version 0.4

Daniela Eyrich

Projekt ZA-016 Validierung - Seite 21 von 21




