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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Pharmazeutische Qualitat und Stabilitat

1.1.1. Rechtliche Grundlagen

Vorraussetzungen fir die Zulassung eines Arzneimittels ist nach § 22 des Arzneimittelgesetz
[AMG (1998)], neben dem Nachweis der Wirksamkeit und Unbedenklichkeit der Nachweis
gleichbleibender Qualitat. Einer der wichtigsten Parameter fir die Qualitat ist die Gewahr-
leistung chemischer, physikalischer und mikrobieller Stabilitdt Gber den vom Hersteller an-
gegebenen Haltbarkeitszeitraum. Zu diesem Zweck missen die verschiedenen Arzneimittel-
eigenschaften analysiert, und deren Konstanz innerhalb definierter Toleranzgrenzen Uber
den vorgegebenen Zeitraum bewiesen werden. Wichtigstes Regelwerk, das die Zulassungs-
voraussetzungen flr Arzneimittel innerhalb Europas enthalt, sind in diesem Zusammenhang
die Richtlinien der International Conference on Harmonization (ICH). Diese I6sten 1998 die
bisher gultigen EU-Richtlinien ab. Darin sind die wichtigsten Voraussetzungen fur die Zulas-
sung innerhalb der europaischen Union, Japans und den Vereinigten Staaten international
harmonisiert worden. Mit diesen Landern sind 85% des Weltarzneimittelmarktes abgedeckt,
so dass eine Vereinfachung der Zulassung im Rahmen der Globalisierung mdglich wurde.
Der Vorteil der Aufweitung des Zulassungsraumes hatte allerdings einen Mehraufwand an
Untersuchungen fir die Hersteller zur Folge [KRAMER (1996)].

Stabilitatsprufungen mussen fir samtliche Stufen der Arzneimittelherstellung durchgefihrt
werden. Das beinhaltet die nachzuweisende Stabilitat des reinen Arzneistoffes, der Prafor-
mulierungen, der klinischen Prifpraparate und des Fertigproduktes. Auch Pflanzenextrakte
muissen daher als Zwischenstufe zur fertigen Arzneiform auf ihre Stabilitdt hin untersucht
werden. Mittels geeigneter Analytik missen die Prifpraparate auf Veranderungen im Wirk-
stoffgehalt oder auf eventuelle Zunahme von Abbauprodukten und Verunreinigungen hin
untersucht werden. Die Proben mussen dabei so gelagert werden, dass sie der entspre-
chenden Klimazone, fir die die Laufzeit bestimmt wird, gerecht werden. Die oben genannten
ICH-Partner sind alle den Klimazonen | (gemaRigtes Klima) und Il (subtropisches und medi-
terranes Klima) zuzuordnen. Um die Marktfahigkeit und die angemessene Lagerfahigkeit fur
alle beteiligten Lander zu ermdglichen mussen alle Arzneimittel als geeignet fur die unguns-
tigeren Bedingungen der Klimazone Il entwickelt werden. Dies entspricht Bedingungen mit
einer Temperatur von 25°C und 60% relativer Luftfeuchte. Neben der Einlagerung als Lang-
zeitprifmuster unter diesen Bedingungen werden gleichzeitig beschleunigte Stabilitatstests
unter Stressbedingungen durchgeflhrt, um mdgliche Abbaureaktionen nachvollziehen zu

kénnen. Ziel der Stabilitatstests soll es sein, eine moglichst genaue Einschatzung der Effek-
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te von Verpackung, Verschluss, Dosierung, Charge, Temperatur, Feuchte, pH-Wert und
Licht auf Zerfallsprozesse zu bekommen [HOLZ et al. (2001)].

1.1.2. Besonderheiten pflanzlicher Arzneimittel in Bezug auf die Stabilitatspru-
fung

Pflanzliche Arzneimittel im Sinne der rationalen Therapie werden als vollwertige Arzneimittel
betrachtet. Insofern gelten auch in diesem Fall die gleichen rechtlichen Anforderungen hin-
sichtlich Wirksamkeit und Unbedenklichkeit wie fur chemisch-definierte Substanzen [CPMP
(2001)]. Dennoch bestehen naturgemafl wesentliche Unterschiede in der Zusammensetzung
beider Arzneiformen. Wahrend bei chemisch-definierten Substanzen meist Einzelsubstan-
zen oder die Kombination weniger Stoffe betrachtet wird, handelt es sich bei pflanzlichen
Arzneimitteln um hochkomplexe Vielstoffgemische mit Hunderten von Inhaltsstoffen. Daher
ist zur Aufrechterhaltung der qualitativen Anspriiche an das resultierende Arzneimittel ein
wesentlich groRerer analytischer Aufwand erforderlich [GAEDCKE (2000)].

Nach der ,note for guidance on quality of herbal medicinal products* CPMP (2001) wird die
Droge oder die Drogenzubereitung als Ganzes, als die zu untersuchende aktive Substanz
angesehen. Die Anforderungen hinsichtlich der Stabilitdtskontrolle missen demnach den
entsprechenden ,guidelines” fir neue aktive Substanzen und Fertigpraparate oder fur exis-
tierende aktive Substanzen und Fertigpraparaten entsprechen [CPMP (1998)]. Allerdings
weist bereits die Praambel dieser ,guideline® daraufhin, dass ihre Anwendung eigentlich
nicht fur biologisch oder biotechnologisch hergestellte Arzneimittel gedacht war, und es ist
offensichtlich, dass in der guideline den Besonderheiten pflanzlicher Arzneimittel nicht

Rechnung getragen wurde.

Quantitative Untersuchungen des Gehaltes wirksamkeitsbestimmender Inhaltsstoffe missen
nach diesen Vorschriften fur pflanzliche Fertigarzneimittel sicherstellen, dass Uber den vor-
geschlagenen Haltbarkeitszeitraum bei definierten Lagerbedingungen Gehaltsveranderun-
gen von = 5% gegenuber dem Ausgangswert nicht stattfinden. Wenn keine definierten
Wirkstoffe vorhanden sind, kann eine Abweichung von + 10% vom Ausgangswert von Leit-
substanzen akzeptiert werden [CPMP (2001)]. Als weitere ,significant changes® sind in der
guideline Veranderung im pH-Wert, der Ldslichkeit und des Erscheinungsbildes genannt, die
zu einem Versagen der Zulassung fuhren wirden. Da die Leitlinie allerdings nur anleitenden
Charakter besitzt, sind bei entsprechender Begriindung allerdings auch weitere Abweichun-
gen von den Vorschriften erlaubt. Eine alleinige Untersuchung des Verhaltens der wirksam-
keitsbestimmenden Inhaltsstoffe ist allerdings fir pflanzliche Zubereitungen nicht ausrei-
chend. Vielmehr muss gleichfalls durch entsprechende Fingerprint-Verfahren die Stabilitat

anderer nachgewiesener Inhaltsstoffe dokumentiert werden. Eine Zunahme von Degradati-
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onsprodukten muss dabei ausgeschlossen werden. Realistisch betrachtet kédnnen aber
selbst durch Benutzung mehrerer unterschiedlicher Fingerprint-Methoden nur Bruchteile des
Inhaltsstoffspektrums tUberwacht werden. Von der Stabilitat einiger weniger Inhaltsstoffe wird
auf die Stabilitat der ganzen pflanzlichen Zubereitung geschlossen. Dieses pars pro toto
Prinzip lasst fur pflanzliche Arzneimittel einige Aspekte der Stabilitatsprifung, wie z.B. das
accelerated testing in Frage stellen [GRIMM (1985)]. Vor diesem Hintergrund wird daher
nach Methoden gesucht, die eine ,ganzheitliche” Betrachtung eines Extraktes ermoglichen.
Ein Beispiel hierfur ist die NMR-Spektroskopie, bei der es moéglich ist, flir ungetrennte Ex-
trakte einen Fingerprint zu erstellen. Erste Erfolge sind fir die Charakterisierung von atheri-
schen Olen [CASANOVA et al. (2000)], Harzen [REZZI et al. (2002)] mittels >°C-NMR, sowie
mit zweidimensionalen Methoden flir Arnikaextrakt [BILIA et al. (2002a)] und Kava-kava-
extrakt [BILIA et al.(2002b)] publiziert. Dass sich diese Methode unter Umstanden auch fir

die Stabilitdtskontrolle eignet, zeigten BILIA et.al. (2001) an einem Johanniskrautextrakt.

Fir Drogenausgangsmaterial oder Drogenzubereitungen, wie z.B. Trockenextrakte, sind als
BezugsgroRen fir Stabilitadtsuntersuchungen die Spezifikationsparamter ausschlaggebend.
Diese missen vom Hersteller selbst nach einer weiteren guideline [CPMP (2001b)] erarbei-
tet werden und stellen nach Billigung der zulassenden Behorde die Akzeptanzkriterien flr
die Qualitatskontrolle dar. Diese Parameter umfassen sowohl physikalische als auch chemi-
sche Wertangaben, die durch validierte Methoden ermittelt werden missen. Auch fur diese
Parameter missen Haltbarkeitswerte angegeben sein, die fir die Stabilitatsprifung mal-
geblich sind. Durch ihre Einhaltung soll die Reproduzierbarkeit des Inaltsstoffspektrums ga-
rantiert werden [GAEDCKE (2000)].

Die steigenden Anforderungen bei der Zulassung von Phytompharmaka in Bezug auf die
Stabilitatsanalytik und der damit verbundene hohe zeitliche, logistische und analytische Auf-
wand haben die Expertengruppe der Forschungsvereinigung der Arzneimittelhersteller (FAH
e.V.) bewogen, einen Vorschlag flir eine angepasste guideline zu verdéffentlichen [FAH
(2002)], die die Besonderheiten pflanzlicher Arzneimittel berticksichtigt. Bedingt durch die
komplexe Zusammensetzung der Zubereitungen soll demnach unter anderem bei der Aus-
wertung der Analysendaten eine hoéhere analytische Variabilitat gewahrt werden. Solange
alle ermittelten Werte Uber die Zeit innerhalb der erlaubten Grenzen liegen, soll auf weitere
statistische Auswertung verzichtet werden. Da nur in Ausnahmefallen die bei einem accele-
rated testing moglicherweise auftretenden Abbauwege vollkommen geklart werden kénnen,
soll die strukturelle Identifikation von Abbauprodukten entfallen. Wenn bereits validierte
Daten von zwei Chargen aus dem accelerated testing vorliegen, soll auf eine weitere Einla-

gerung bei diesen Bedingungen vollstandig verzichtet werden.
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1.1.3. Stabilitat und Haltbarkeit

1.1.3.1. Wertmindernde Faktoren und deren Prophylaxe

Fir die Veranderungen in der Zusammensetzung einer Arzneizubereitung nennt
LEUENBERGER (2002) multiple Einflussgréf3en, die sich in ,innere und ,aulRere Faktoren®
gliedern lassen. Die auferen Einflisse rihren unter anderem von Reaktanden wie dem
Luftsauerstoff, Kohlendioxid, Luftfeuchte, Licht und Warme, sowie katalytisch wirkenden
Schwermetallionen oder Enzymen her. Daneben beeinflussen die inneren, d.h. zuberei-
tungsbedingte Faktoren wie Hilfsstoffe, Lésungsart, H'- und OH-lonen oder Puffersubstan-
zen ebenfalls das Verhalten der Inhaltsstoffe. Diese Parameter kdnnen im Zusammenspiel
zu diversen Effekten innerhalb der Zubereitung fuhren. Die haufigsten chemischen Verande-

rungen kénnen durch:

1. Hydrolysen

2. Oxidative Zersetzung

3. Racemisierung

4. Decarboxylierung

5. Substitutionsreaktionen

6. Polymerisationsreaktionen
hervorgerufen werden.

Zusatzlich sind in Vielstoffgemischen, wie z.B. pflanzlichen Extrakten Interaktionen zu er-
warten [GRIMM (1993)]. Fir die Wirkstoffe aus pflanzlichen Zubereitungen kommt den
Punkten Hydrolyse bzw. oxidative Zersetzung in diesem Zusammenhang die gréite Bedeu-
tung zu. Ester, Lactone, Epoxide oder Acetale zahlen zu Strukturmerkmalen vieler Pflanzen-
inhaltsstoffe, die nach BAUER et al. (1999a) gegenlber einer hydrolytischen Zersetzung
gefahrdet sind. Bei festen Zubereitungen wie beispielsweise den Trockenextrakten ist die
Hydrolysegeschwindigkeit dabei vom Wassergehalt, der Temperatur, von der Wasserad-
sorptionsgeschwindigkeit und der Adsorptionsisotherme der jeweiligen Substanzen abhan-
gig. In den adsorbierten Wasserschichten muss es dabei zunachst zu einer Auflésung des
Wirkstoffes kommen, bevor Abbauprozesse ablaufen [LEUENBERGER (2002)]. Neben hyd-
rolyseempfindlichen Substanzen kommen im pflanzlichen Inhaltsstoffspektrum zahlreiche
Olefine, Ether und Amine vor, die als empfindlich gegenliber einer oxydativen Zersetzung
beschrieben werden [BAUER et al. (1999a)]. Der als Autoxidation bezeichneten spontanen
Reaktion mit molekularem Sauerstoff kommt dabei sicherlich die grofte Bedeutung zu.
Daneben sind als Ausléser zusatzlich die Lichtenergie, Schwermetallionen und erhoéhte

Temperatur zu nennen [LEUENBERGER (2002)]. Die weiteren aufgefiihrten chemischen
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Reaktionen spielen in der Regel eine untergeordnete Rolle. Fir pflanzliche Inhaltsstoffe sind
Polymerisationsreaktionen als Sekundarreaktionen von Hydrolyse und Autoxidation, und als
verantwortlich fir die Entstehung gefarbter Produkte beschrieben [VOIGT (2000a)]. Als Bei-
spiel fur eine Polymerisation pflanzlicher Inhaltsstoffe sei die Bildung von Belladonnin in
Atropa belladonna oder die Polymerisation der Catechine genannt [TEUSCHER (1990)] .
Die sterischen Umlagerungen kdnnen auf die gleichen aufieren Einfllisse wie die Hydrolysen
zurlckgefuhrt werden. Fur die Racemisierung von Pflanzeninhaltsstoffen sind als Beispiel
die Konformationsanderungen von L-Epinephrin, L-Hyoscyamin und L-Cocain zu nennen
[VOIGT (2000a)]. Photochemische Veranderungen finden sich beispielsweise bei Menthon
oder Campher als Inhaltsstoffe atherischer Ole [GRIMM (1985)].

Neben der chemischen Instabilitat spielen auch physikalische Arzneimittelinstabilitaten eine
grofRe Rolle. Sie kédnnen in Form von Veranderung des Aussehens und der Beschaffenheit,
oder wichtiger Parameter wie Zerfallszeit von Tabletten und Freisetzung aus der Arzneiform
vorliegen. Fur pflanzliche Trockenextrakte ist als wichtigster Einflussfaktor sicherlich die
Sorption von Wasserdampf zu nennen, die in Extremfallen zu Verflissigung und Verklebung
der Zubereitung fuhrt [BAUER et al. (1999a)]. In vielen Fallen geht der physikalischen Ver-
anderung eine chemische Veranderung voraus. Mechanismen und kinetische Gesetzmafig-
keiten sind bei dieser Art der Veranderung zu komplex, als dass fir heterogene Gemische
wie z.B. Trockenextrakte Vorhersagen zur Haltbarkeit gemacht werden konnen
[LEUENBERGER (2002)].

Zur Minderung oder Prophylaxe der chemischen Instabilitaten stehen eine Reihe stabilisie-
render Mallnahmen zur Verfiigung. Eine Verringerung des hydrolytischen Abbaus kann
durch Reduktion des Einflusses von Feuchtigkeit und Temperatur, durch geeignete Lage-
rung und dichte Verpackung erreicht werden. Bei fliissigen Zubereitungen ist auf die Einstel-
lung eines fur Hydrolysen unginstigen pH-Wertes zu achten. Gleiches gilt zur Vermeidung
der oxidativen Prozesse. Zusatzlich kann hier durch Zusatz von Komplexbildnern und Antio-
xidantien, sowie durch Ausschluss des Luftsauerstoffes mittels Begasung mit Inertgasen
eine Stabilisierung erreicht werden [ESSIG et al. (1986)].

Wertminderungen durch enzymatischen Abbau spielen bei der Trocknung und Lagerung
von Pflanzenmaterial ebenfalls eine gro3e Rolle. Nach VOIGT (2000a) existieren einige
Prinzipien um, die Drogenmaterialien vor dieser Instabilitdt zu schitzen: Die Entfernung von
Restwasser oder die Zugabe von wasserbindenden Substanzen wie Saccharose, das Aus-
fallen der Enzyme mit Ammoniumsulfat und Anderungen im pH-Wert fiinren zur reversiblen
Inaktivierung. Irreversible Enzymschadigungen gelingen durch Erhitzen tUber 60°C, Denatu-

rierung mit Ethanol oder den Zusatz von Enzyminhibitoren.
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Auch mikrobiologische Veranderungen sind besonders beim Einsatz von Pflanzenmaterial
problematisch. Dabei sind neben der Ausgangskeimzahl die klimatischen Lagerungsbedin-
gungen ausschlaggebend. Bei GERHARDT (1990) findet sich als Grenzwert fir die Beglns-
tigung ein vermehrtes Wachstum von Bakterien und Pilzen ab 75% relativer Luftfeuchte. Ein
Wassergehalt von 12-20% der Zubereitung reicht laut VOIGT (2000a) fiir das Uberleben von
Mikroorganismen aus. Diese kdnnen neben Veranderungen im Erscheinungsbild auch fir
Veranderungen der Inhaltsstoffe verantwortlich sein. Dem mikrobiellen Befall ist daher durch
keimreduzierende MaRnahmen und adaquate Konservierung der Zubereitung vorzubeugen.
Da die Herstellung von Trockenextrakten meist mit Alkohol-Wasser-Mischungen erfolgt, ist
durch das Herstellungsverfahren bei Extrakten bereits eine Keimreduktion zu erwarten.
Daneben wird als zusatzliche entkeimende MalRnahme die Uperisation durchgefihrt
[GAEDCKE (2000)].

Die obige Zusammenfassung zeigt, wie multifaktoriell Instabilitdten bedingt sein kénnen. Die
Reaktionsmechanismen chemischer und physikalischer Instabilitdten von Reinstoffen ge-
horchen dabei in der Regel einfacheren GesetzmaRigkeiten als von Gemischen aus Fest-
stoffen [LEUENBERGER (2002)], wie es bei Pflanzenextrakten der Fall ist.

1.1.3.2. Schétzung der Haltbarkeit

Die Kinetik obiger Reaktionen kann in der Regel ermittelt und somit durch statistische Aus-
wertung eine Haltbarkeitsdauer angegeben werden. Eine mathematische Grundlage stellt
dabei die Arrhenius Beziehung dar. Nach der Gleichung von Arrhenius K= A e =7 fijhrt
nach Van 't Hoff eine Anhebung der Temperatur um 10°C zu einer Verdoppelung bis Ver-
vierfachung der Reaktionsgeschwindigkeit [VOIGT (2000)]. Wenn fir verschiedene Tempe-
raturen die Geschwindigkeitskonstante K ermittelt wird und logarithmisch und gegen 1/
T [K] aufgetragen wird, kann aus der resultierenden Gerade die Geschwindigkeitskonstante
fur beliebige Temperaturen abgelesen werden. Wichtig dabei ist aber die Kenntnis der Re-
aktionskinetik. Die meisten Abbaureaktionen folgen unter Idealbedingungen einer Kinetik
1.0rdnung, welche einen exponentiellen Verlauf beschreibt. Dabei besteht ein proportionaler
Zusammenhang zwischen umgesetzter Substanz und der Restmenge an Substanz pro Zeit-
einheit. Die Folge ist eine heftige Degradation zu Beginn, die mit abnehmender Konzentrati-
on der Substanz verlangsamt wird. Demgegeniber steht die Kinetik 0. Ordnung, die einen
linearen Verlauf zeigt. Das bedeutet, dass pro Zeiteinheit immer die gleichen Substanzmen-
gen umgesetzt werden, unabhangig von der Konzentration der Substanz. Die Reaktionsge-
schwindigkeit bleibt in diesem Fall konstant [BAUER et al. (1999b)]. Beide Reaktionstypen
kénnen bei der Beobachtung der Degradation von Arzneimitteln nachgewiesen werden,
wobei der Verlauf von den Reaktionsbedingungen abhangt. Neben dem bereits erwahnten
Einfluss der Temperatur hat dabei die relative Feuchtigkeit nach CARSTENSEN (1995) den
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grolten Effekt auf die Degradation und physikalische Veranderungen. Ab einem definierten
kritischen Wassergehalt nimmt die Steigung der Degradationskinetiken linear zu. Wie die
Degradation letztendlich vonstatten geht, hangt von der Wasseradsorption und der daraus
resultierenden Oberflachenfeuchtigkeit der Substanzpartikel ab. Nach WELLS (1988) andert
sich die Kinetik von einer Kinetik 1. Ordnung wahrend der Degradation der geldsten Partikel
an der feuchten Oberflache hin zu einer linearen Kinetik, da das Eindringen des Feuchtig-
keitsfilms in das Innere eines Partikels der geschwindigkeitsbestimmende Schritt wird. Die
graphische Darstellung einer solchen Entwicklung zeigt anfangs einen starken Abfall der
dann in einen flacheren linearen Verlauf Gbergeht. Die Ermittlung der Sorptionsisothermen
des Stoffes als Mal} fur die Hygroskopizitat ist nach CARSTENSEN (1988) daher ein wichti-
ger Stabilitdtsparameter. Mit ihrer Kenntnis kdnnen Trocknungsmittel ausgewahlt werden,
die nach dem Vergleich mit deren Sorptionsisothermen eine wesentlich héhere Wasserauf-
nahme fur die Lagerbedingungen aufweisen. Dadurch wird zundchst von diesen alle vor-
handene Feuchtigkeit aufgenommen, bevor die Arzneizubereitung in Mitleidenschaft gezo-

gen wird, was zu erheblicher Verlangerung der Haltbarkeit fuhrt.

Mit Kenntnis der Ordnung der Kinetik und der Geschwindigkeitskonstanten nach Extrapola-
tion kann die Haltbarkeit der Zubereitung oder des Arzneistoffes angegeben werden. Sie
wird in der Regel mit der Zeit bis zum Abfall der Ausgangskonzentration auf 95% des Initial-
wertes angegeben. Die Haltbarkeit muss sich dabei immer auf konkrete klimatische Bedin-
gungen beziehen [GRIMM (1993)], da, wie bereits ausgefihrt, die Intensitat von Abbauvor-
gangen von diesen anhangt. Unter Berucksichtigung der Fehlergrenzen bei der statistischen
Auswertung kann die Haltbarkeit auch als Zeitintervall angegeben sein. Die ICH-guideline
schreibt fur die Ermittlung der Haltbarkeit allerdings den Zeitpunkt vor, bei dem das einseiti-
ge 95%-Vertrauensbandes der Regressionsgerade die Grenze des erlaubten Mindestgehal-
tes schneidet. Dies fuhrt abhangig von der Genauigkeit der Analysenmethode zu einer Ver-
kirzung der Haltbarkeit [HOLZ et al. (2001)]. Da die Analytik pflanzlicher Zubereitungen und
Fertigarzneimittel naturgemaly mit erheblich groReren Schwankungen bei der Werteermitt-
lung als bei chemisch definierten Einzelsubstanzen behaftet ist , kann fiir diese Zubereitun-
gen nach dieser Methode eine problematische Verklrzung der Haltbarkeit resultieren [LANG
(2001)]. Geringfugig bessere Werte liefert die Beobachtung der Haltbarkeit, wenn definierte
Abbauprodukte detektiert wurden. Da meist die Menge der zu bestimmenden Substanz we-
sentlich geringer ist, erreicht man fir Reaktionsprodukte selbst bei grélRerer Varianz der
Methode eine Aussage mit erheblich héherer statistischer Sicherheit als fir das Edukt. Zieht
man das erhaltene Schwankungsintervall im Gehalt des Abbauproduktes vom Ausgangswert
der auf ihre Stabilitat hin untersuchten Substanz ab, resultieren geringere Schwankungen,
die demzufolge auch zu hdheren Haltbarkeitswerten fiihren [BAUER et al. (1999a)]. Eine

weitere Fehlermoglichkeit bei der Ermittlung der Haltbarkeit, ist die irrtimliche Zuordnung zu
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einer linearen Kinetik anstatt zu einer Kinetik héherer Ordnung. Bei der Extrapolation kann
dies ebenfalls zu geringeren Haltbarkeitswerten fihren. Im Anfangsbereich einer Verlaufs-
kurve spielt diese falschlicherweise Annahme einer zu niedrigen Ordnung allerdings nur eine
geringere Rolle, da in diesem Bereich die Unterschiede zwischen den Kurvenverlaufen tole-
rierbar sind [BAUER et al. (1999b)].

Zur Erhéhung der Haltbarkeit bei Substanzen mit bekanntermafien raschem Abbau behilft
man sich, indem dem Extrakt nachtraglich ein definierter Sicherheitszuschlag von 10% des
Inhaltsstoffes zugesetzt wird. Dies allerdings nur unter der Voraussetzung, dass die thera-
peutische Breite das zulasst [LIST et al. (1984)].

1.2. Pflanzliche Extrakte
1.2.1. Definition nach Ph. Eur.

Unter Pflanzenextrakten versteht man konzentrierte Zubereitungen verschiedenartiger Kon-
sistenz, die aus pflanzlichem Material gewonnen werden kénnen. Als geeignete Auszugsmit-
tel (Menstrua) kommen in der Regel Wasser, Alkohol-Wasser-Mischungen oder aber auch
fette Ole oder Likdrwein zum Einsatz [BAUER et al. (1999c)]. Je nach Herstellungsmethode

lasst das Arzneibuch [PH.EUR. (2002¢)] vier verschiedene Extraktformen unterscheiden:

» Tinkturen:
Flussige Zubereitung, bei der auf 1 Teil Droge mindestens 2 bis max. 10 Teile Ex-

traktionsflissigkeit eingesetzt werden.

e Fluidextrakte:

Flissiger Extrakt, bei dem aus 1 Teil Droge in der Regel 1 Teil Extrakt erhalten wird.

» Spissumextrakte:
Zahfllssiger Extrakt, der den halbfesten Zubereitungen zugerechnet wird, der durch
teilweisen oder vollstandigen Entzug des Extraktionsmediums entstanden ist, und ei-

nen Trockenrlickstand von mehr als 70% aufweisen muss.

» Trockenextrakte:
Feste Zubereitung, die nach vollstandiger Entfernung des Extraktionsmediums ent-

steht, und keinen Trocknungsverlust gréRer als 5% aufweisen darf.

Die grofite Bedeutung haben allerdings die Trockenextrakte, da diese die optimalste Halt-
barkeit aufweisen [KOMMENTAR PH.EUR. (1998)].
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1.2.2. Extraktionsmethoden

Zur Extraktion sind verschiedene Extraktionsmethoden zugelassen, deren Ziel es sein sollte,
die wirksamen Inhaltsstoffe so weit es geht von unerwlinschten Begleitstoffen zu trennen.
Eine erhebliche Rolle kommt bei diesem Problem dem Extraktionsmittel zu. So stellt Wasser
beispielsweise ein sehr gutes Menstruum flr viele wirksamkeitsbestimmenden Inhaltsstoffe
dar, hat aber gleichzeitig die Eigenschaft eine Vielzahl unerwinschter polarer Begleitsub-
stanzen zu extrahieren. Weitere Probleme bei rein wassriger Extraktion stellt die Beguinsti-
gung mikrobiellen Befalls und enzymatischer Reaktionen dar [VOIGT (2000b)]. So kommen
in der Regel Alkohol-Wasser Mischungen zum Einsatz, wodurch weniger Schleimstoffe,
Gummen, Pektine und Proteine in den Extrakt tbergehen [SCHNEIDER et al. (1992a)]. Statt
dessen kdnnen mehr Harze, Balsame und Chlorophyll gelést werden [VOIGT (2000b)].

Die am haufigsten angewandten Auszugsverfahren zur Gewinnung von Extrakten sind die
Mazeration, Digestion und Perkolation und davon abgeleitete Methoden. Dabei fliihren Maze-
ration und Digestion lediglich zur Einstellung eines Konzentrationsgleichgewichtes, wahrend
die Perkolationsverfahren zur erschépfenden Extraktion des Pflanzenmaterials genutzt wer-
den konnen. Bei dem einfachsten Auszugsverfahren, der Mazeration, wird das Extraktions-
gut mehrere Tage bei Raumtemperatur und unter Lichtschutz mit dem Lésungsmittel ver-
setzt und hin und wieder geschittelt. Das Arzneibuch [PH.EUR. (2002¢)] schreibt nach dem
Dekantieren eine flinftagige Lagerung bei 15°C vor bevor filtriert wird, damit Extraktivstoffe
abgeschieden werden, die bei dieser Temperatur wieder ausfallen. Eine Mazeration wird
besonders fir die Extraktion von thermolabilen Inhaltsstoffen oder Schleimstoffen genutzt.
Die Mazeration unter Erhitzung auf 40-50°C ist die Digestion, die zu héheren Extraktions-
ausbeuten fuhrt, beim Abklhlen aber Nachtriibungen durch wieder ausfallende Inhaltsstoffe
zeigt. Keine besseren Extraktionsergebnisse aber kurzere Extraktionszeiten liefern die
Schiittelmazeration (10-30 min) und die Turboextraktion (Wirbelextraktion). Wahrend bei der
Schittelmazeration das Gemisch stadndig geschuttelt oder gerihrt wird, kommen bei der
Turboextraktion hochtourige Rihrwerke flir 5-10 min zum Einsatz. Durch die rotierenden
Schlagmesser wird die Pflanzenmatrix schneller aufgeschlossen und zerkleinert. Wegen der
dabei entstehenden Erwarmung der Loésung ist dieses Verfahren nicht zur Extraktion ther-
molabiler Substanzen geeignet. Zu einer ebenfalls schnellen Extraktion fuhrt eine Behand-
lung mittels Ultraschall, die aber Extrakte liefert, die empfindlicher gegen hydrolytische und
oxidative Prozesse sein kdnnen [VOIGT (2000b))].

Bei der Perkolation und davon abgeleiteten Verfahren spricht man von kontinuierlicher Ex-
traktion, weil der Auszug fortlaufend durch frisches Menstruum ersetzt wird, was zu erschop-
fender Extraktion fihrt. Bei der einfachen Perkolation wird das vorgequollene Drogengut in

ein beidseitig offenes Perkolationsrohr gefillt und von oben mit Menstruum durchsplilt. Das
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Resultat wird von den Faktoren Selektivitat des Losemittels, Tropfgeschwindigkeit und Tem-
peratur beeinflut. Als nachteilig erweist sich der hohe Verbrauch an Solvens. Ein verbes-
sertes Verfahren in dieser Hinsicht stellt die Soxhlet-Extraktion dar, bei der das Drogengut
immer wieder durch einen Destillationskreislauf mit reinem Lésungsmittel durchspult wird,
wahrend sich die Extraktivstoffe im Destillationskolben aufkonzentrieren. Nachteilig hierbei
ist die thermische Belastung des Extraktes. Ein weiteres kontinuierliches Verfahren, das im
Industriemalistab zur Anwendung kommt, stellt die Gegenstromextraktion dar. Bei diesem
Verfahren kann der das Drogengut Uber eine Férderapparatur mit entgegenstromendem
Menstruum  erschopfend extrahiert werden [VOIGT (2000b); BAUER et al. (1999c);
SCHNEIDER et al. (1992a)].

In neuerer Zeit wird zunehmend auch die Extraktion mit Uberkritischen Gasen praktiziert.
Das Gas, vornehmlich Kohlendioxid, wird Uber die kritische Temperatur erhitzt und durch
Druckerhdhung ein Uberkritischer Zustand des Gases erzeugt. Durch die dabei auftretende
Erhéhung der Dielektrizitatskonstante und der Dichte kann das Gas in diesem Zustand als
Solvens genutzt werden. Diese Methode vereinigt die Merkmale der Destillation und Extrak-
tion und wird daher oft auch als ,Destraktion® bezeichnet. Sie eignet sich besonders zur Ex-
traktion lipophiler Stoffe, und wird daher zur Gewinnung von Fetten, fetten Olen oder zur
Entkoffeinierung von Kaffee benutzt [VOIGT (2000b); BAUER et al. (1999c¢) ].

1.2.3. Droge-Extrakt-Verhaltnis

Nach der Extraktion werden im Falle der Spissum— und Trockenextrakte die Losungsmittel
durch geeignete Verfahren entfernt und die Extrakte getrocknet. Dabei muss darauf geach-
tet werden, dass Zersetzungsprozesse durch geeignete Trocknungsmethoden weitgehend
vermieden werden. Das Massenverhaltnis von definiertem Ausgangsmaterial zum resultie-
renden nativen Extrakt wird als Droge-Extrakt-Verhaltnis bezeichnet (DEV,;,). Diesem wird
heute als Qualitatsparameter grol3e Bedeutung beigemessen, und sollte fur die eingesetzten
Extrakte deklariert werden [FRANZ (2002)]. Der reziproke Wert des DEV kann als Maf} fur
den Extraktivstoffgehalt eines nach validierter Methode erstellten Produktes genommen
werden. Je hdéher die Extraktivstoffmenge desto niedriger das DEV, was unter dem Ge-
sichtspunkt der Optimierung der Herstellungsbedingungen angestrebt werden sollte. Der
Extraktivstoffgehalt ist wesentlich von der Beschaffenheit des Pflanzenausgangsmaterials
abhangig, so dass das DEV Schwankungen, bedingt durch die natlrlichen Variationen des
Pflanzenmaterials, unterworfen sein kann. Uber das DEV kann mit vorgegebenen Dosie-
rungs-Angaben der Kommission E die Tagesdosis eines speziellen Extraktes errechnet wer-

den:

TD-Extrakt [g] =TD Droge [g] : DEVativ
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Aus den oben erwahnten Schwankungen im DEV resultiert ein Intervall fur die Masse einge-
setzten Extraktes. [GAEDCKE (2000)]

1.2.4. Eingesetzte Hilfsstoffe

Native Trockenextrakte zeigen auf Grund ihrer Hygroskopizitat eine schlechte physikalische
Stabilitat und stellen darum meist nur Zwischenprodukte dar, die unter Zusatz von inerten
Hilfsstoffen weiterverarbeitet werden missen. Einige Extrakte kdnnen ohne den Zusatz indif-
ferenter Hilfsstoffe nicht vollstandig getrocknet werden. Als technische Hilfsstoffe fungieren
hier hochdisperses Siliziumdioxid, Lactose, Starke, Glucosesirup oder Maltodextrin [LIST et
al. (1984)]. Zur Einstellung und Normierung des Wirkstoffgehaltes und der Stabilisierung
sind als indifferente Hilfsstoffe Lactose, Dextrin, Saccharose, Glucose, Starke und arabi-
sches Gummi erlaubt. Der gewahlte Normwert eines Extraktes muss dabei mit einer Abwei-
chung von maximal 5% erreicht werden. Flissige und zahflissige Extrakte enthalten Reste
des Auszugsmittel und konnen zusatzlich durch den Einsatz von Propylenglykol-
/Glyceringemischen oder fetten Olen aufbereitet werden [GAEDCKE (2000)].

1.2.5. Einteilung der Extrakte unter Gesichtspunkten der Qualitatssicherung

Nach FRANZ (2002) werden Extrakte in der aktuellen Monographie des PH.EUR. (2002¢) in

drei zu unterscheidende Typen klassifiziert:
1. Standardisierte Extrakte:

Dabei handelt es sich um Extrakte, von deren Inhaltsstoffen (einzelne oder Gruppe) die the-
rapeutische Wirksamkeit bekannt ist. Diese werden durch Zusatz von inertem Material oder
durch Verschneiden von Extraktchargen unterschiedlichem Gehalts auf ein vorgegebenes
Gehaltsintervall eingestellt. Die in dieser Arbeit untersuchten Sennesextrakte fallen unter

diese Definition.
2. Quantifizierte Extrakte:

Bei diesen Extrakten kann die klinische Wirksamkeit nicht einzelnen Inhaltsstoffen zugeord-
net werden. Die Quantifizierung erfolgt daher durch Einstellung auf einen definierten Bereich
von spezifischen, wirksamkeitsmitbestimmenden Inhaltsstoffen durch Verschneiden von
Drogen-Ausgangsmaterial oder verschiedenen Extraktchargen. Johanniskrautextrakt kann

als Beispiel fur diesen Extrakttyp genannt werden.
3. Andere Extrakte:

Fir einige Extrakte, wie beispielsweise die in dieser Arbeit untersuchten Baldrianextrakte,

kann die nachgewiesene klinische Wirksamkeit mit keiner Inhaltsstoffgruppe oder Einzel-
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substanzen streng korreliert werden. Dieser Extraktionstyp kann nur Uber den Herstellungs-
prozess definiert werden. Als Bezug dienen Parameter des Ausgangsmaterials, der Extrak-
tionsbedingungen und das Menstruum. Ersatzweise werden flr diese Extrakte Leitsubstan-
zen genutzt, um die Qualitatssicherung Uber den Herstellungsprozess gewahrleisten zu

kénnen und GMP-gerechte Herstellung zu ermdglichen.

Mit dieser neuen Einteilung wird versucht, den Besonderheiten pflanzlicher Extrakte in punk-
to Qualitatssicherung Rechnung zu tragen. Die vielschichtige Zusammensetzung eines Ex-
traktes erfordert laut FRANZ et al. (2001) diese Charakterisierung im Sinne einer gré3eren
Transparenz hinsichtlich der pharmazeutischen und damit auch der therapeutischen Quali-
tat. Wie bereits bei den Herstellungsverfahren geschildert, liegt ein Problem in der Coextrak-
tion vieler Begleitstoffe. Sie machen in der Regel mengenmalig den Hauptanteil eines Ex-
traktes aus [GAEDCKE (2000)]. Diese oft auch als ,Matrix“ bezeichneten unwirksamen Be-
gleitstoffe haben unterschiedlichen Einfluss auf Farbe, Geruch und Geschmack der pflanzli-
chen Zubereitung und kdnnen deren Stabilitat unglnstig beeinflussen. Auch erschweren sie
unter Umstanden massiv die selektive analytische Erfassung der Wirkstoffe [VOIGT
(2000b)]. Dieser Komplex muss allerdings nicht zwangslaufig wertlos oder schadlich sein,
sondern kann unter Umstanden die Hauptwirkung unterstiitzen (Co-Effektoren) [FRANZ et
al. (2001)]. Ein Beispiel hierflr ware die resorptionsférdernde Wirkung der Saponine [VOIGT
(2000b)]. Falls bei der Herstellung allerdings auch unerwiinschte Komponenten, wie z.B.
Toxine oder Allergene mit in den Extrakt Ubergehen, muss das Herstellungsverfahren ent-
sprechend modifiziert werden um die Anreicherung dieser Stoffe zu vermeiden [BAUER et
al. (1993)]. Ein Beispiel hierflr ware die Abreicherung der Gingkolsauren unter die vorge-
schriebenen 5 ppm bei der Extraktherstellung von offizinellem Gingkoextrakt [JAGGY und
KOCH (1997)].

LANG und STUMPF (1999) geben eine Ubersicht weiterer Parameter des Herstellungspro-
zesses an, die Einfluss auf die Zusammensetzung, und damit auf die Qualitatssicherung
haben kénnen: Das Pflanzenausgangsmaterial kann beispielsweise grole Unterschiede im
Inhaltsstoffgehalt abhangig von geographischer Herkunft, Erntezeitpunkt und Pflanzenorgan
aufweisen. Variationen in der Art des Lésungsmittels, dessen Konzentration, Menge und
Drogenextraktverhaltnis, sowie die Fullhohe Uber dem Gut und die Extraktionsgeschwindig-
keit spielen eine bedeutende Rolle bei der Herstellung pflanzlicher Extrakte. Bei industrieller
Fertigung im GroBmalfistab kdnnen weiterhin Modifikationen in der Extraktionsmethode, dem
zeitlichen Ablauf, der Temperatur und dem Druck sowie der GroRe des Ansatzes zu Veran-
derungen in der Zusammensetzung fihren. Abb. 1 fasst die Einflussfaktoren zusammen
[GAEDCKE (1998)]. Fir nicht alle dieser Parameter ist eine Standardisierung des Verfah-
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rens moglich, so dass Abweichungen der Zusammensetzung bei Pflanzenextrakten ein

Problem darstellen kbnnen.

Droge Drogenart Art Auszugsmittel
Drogenteil Konzentration
Zerkleinerungsgrad Menge
Wassergehalt ¢
Durchfluss-
Mchwindigkeit
Extraktionsart —— ¥ T Fuillhéhe

Extraktionszeit /

tatischer Druck
Temperatur

Herstellverfahren Druck Chargengrolie Technische Anlagen

Abb. 1: Einflussfaktoren auf die Zusammensetzung von pflanzlichen Extrakten nach GAEDCKE (1998)

Aus den oben genannten Aspekten wird ersichtlich, welcher Bedeutung der Einhaltung defi-
nierter Vorgaben bei der Herstellung der Extrakte zukommt, auch um einen Vergleich unter
den handelstblichen Praparaten zu ermdglichen. Daneben spielt die Einhaltung der vorge-
schriebenen Spezifikations-Parameter eine grofe Rolle zur Gewahrleistung einer reprodu-
zierbaren Wirksamkeit und Sicherheit beim Patienten [BAUER et al. (1993)]. Da die Qualitat
eines Pflanzenauszuges direkt von der Qualitdt des Drogenauszugsmaterials abhangig ist,
spielt auch die Einhaltung und Kontrolle der im Arzneibuch vorgegebenen Merkmale des
Pflanzenmaterials eine wesentliche Rolle [HEFENDEHL (1986), TOBLER und SCHNEIDER
(2001)].
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2. Problemstellung und Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ICH- konforme Stabilitdtsuntersuchungen fiir ausge-
wahlte handelslbliche Drogenextrakte durchzufihren. Im Vergleich dazu sollten die ent-
sprechenden Einsatzdrogen untersucht werden, um mdgliche Unterschiede im Stabilitats-
verhalten aufzudecken. Diese kdnnen sich bei Variation der klimatischen Bedingungen in
Veranderungen der organoleptischen, physiko-chemischen, chemischen und mikrobiellen
Eigenschaften duRern [GRIMM et al. (1993)].

Die drei vorgeschriebenen klimatischen Bedingungen [CPMP(2001)] von 25°C / 60% rF
(long term testing), 30°C / 60% rF (intermediate testing) und 40°C / 75% rF (accelerated
testing) sollten erstellt werden, um die zu untersuchenden Praparate fir den vorgeschriebe-
nen Uberwachungszeitraum entsprechend zu lagern. Dieser betragt fiir das long-term
testing mindestens ein Jahr, fir das accelerated testing mindestens 6 Monate. Falls sich
Veranderungen wahrend des accelerated testings zeigen, soll zusatzlich die Stabilitat bei
30°C / 60% rF fur 6 Monate untersucht werden. Zur Erzeugung konstanter Feuchtigkeits-
atmospharen stehen verschiedene Methoden zur Verfiigung, wobei die Nutzung Ubersattig-
ter Salzlésungen flr diese Problematik am besten geeignet ist [STAHL (1980)] . Die ICH-
guidelines erlauben eine Abweichung der kinetischen Temperatur um = 2°C. Damit ist die
Jahresdurchschnittstemperatur fiir eine Klimazone gemeint, wobei jahres- und tageszeitliche
Schwankungen darin mit eingeschlossen sind [BAUER et al. (1999a)]. Zur Beschleunigung
von Abbaureaktionen wurden auch die Veranderungen bei kurzer Lagerung unter Stressbe-
dingungen von 70°C trockener Hitze untersucht, um mdgliche Abbauwege aufdecken zu

konnen.

Wahrend der Lagerung sollten zum einen die Veranderungen der wirksamkeitsbestimmen-
den Inhaltsstoffe sowie der jeweiligen Leitsubstanzen dokumentiert werden. Unter Leitsub-
stanzen sind chemisch definierte Inhaltsstoffe zu verstehen, die nach heutigem Erkenntnis-
stand zu der postulierten Wirkung keinen Beitrag leisten miissen und daher lediglich von
analytischem Interesse sind [GAEDCKE (2000)]. Fur Valeriana officinalis existieren als cha-
rakteristische Leitsubstanzen die Valerensauren. Ubiquitar vorkommende Inhaltsstoffe, wie
z.B. Flavonoide in Sennesblattern kdnnten in diesem Zusammenhang auch als Leitsubstan-
zen gesehen werden. Fur Stabilitdtsuntersuchungen sollten allerdings jeweils die empfind-
lichsten Strukturen als Leitsubstanzen dienen [LAZAROWYCH et al. (1998)]. Da die Art der
Zubereitung eine grofRen Einfluss auf die Stabilitdt der Inhaltsstoffe hat, missen fir ver-
schiedene Zubereitungen unter Umstanden auch verschiedene Leitsubstanzen zum Einsatz
kommen [LIST et al. (1984)]. Die Uberwachung des relativen Gehaltes mehrerer Leitsub-
stanzgruppen liefert verbesserte Aussagen Uber die Chargenkonformitat, das Extraktions-

verfahren und die Stabilitdt, als die alleinige Betrachtung der wirksamkeitsbestimmenden
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Inhaltsstoffe [LAZAROWYCH et al. (1998)]. Daher sollten neben diesen auch Leitsubstanz-

gruppen identifiziert und in die Untersuchungen mit einbezogen werden.

Daneben schreiben die ICH-guidelines eine Uberwachung der Begleitsubstanzen mittels
geeigneter Verfahren vor. In diesem Zusammenhang finden sich einzig in den Richtlinien
der FDA (1987) genauere Angaben, zu den Anforderungen an geeignete Verfahren zur Sta-
bilitatsuntersuchung. Die angewandte validierte Methode soll dazu geeignet sein, Verande-
rungen der chemischen, physikalischen oder mikrobiellen Veranderungen Uber die Zeit zu
detektieren. Es sollen sich dabei spezifisch die aktiven Inhaltsstoffe, Degradierungsprodukte
und Begleitkomponenten ohne gegenseitige Stérungen quantitativ genau bestimmen lassen.
Diesen Anforderungen kann man fir die Analytik pflanzlicher Zubereitungen aber nicht in

allen Punkten gerecht werden.

Als routinemaRig einsetzbare Analysenverfahren sollten verschiedene chromatographische
Fingerprint-Verfahren auf ihre Tauglichkeit zur Stabilitdtsanalytik hin untersucht werden. Die
dabei moglicherweise detektierten Abbauprodukte sollten identifiziert und wenn maoglich die
Abbauwege nachvollzogen werden. Nach LAZAROWYCH et al. (1998) werden in der Regel
fur Fingerprint-Untersuchungen die Dinnschicht-, die Hochdruckflissigkeits-, die Gaschro-
matographie und die Kapillarelektrophorese genutzt. Daneben kommen spektroskopische
Methoden wie UV-, Infrarot- und Kernresonanzspektroskopie zum Einsatz. Dabei muss nach
GAEDCKE (2000) beachtet werden, dass, je weniger Uber die Inhaltsstoffe bekannt ist, um-
so mehr qualitative Fingerprint-Verfahren in verschiedenen Polaritatsbereichen missen in
der Qualitatssicherung eingesetzt werden. Fur die vorliegende Arbeit sollten die HPLC mit
UV-DAD Detektion sowie die DC genutzt werden. Limitierend fir die Vergleichbarkeit sol-
cher Fingerprints ist jeweils die Robustheit der analytischen Methode. Nach der ICH-
guideline sind unter diesem Stichpunkt samtliche Veranderungen im analytischen Ergebnis
subsumiert, die durch geringfligige Veranderungen der Messbedingungen den Variationsko-
effizienten beeinflussen. Dazu zahlen Variationen des pH-Wertes, der Temperatur, des
Flieldmittels, des apparativen Aufbaus, oder der Saulen. Besonders die Wiederholprazision
bei der Dlnnschichtchromatographie stellt in diesem Zusammenhang bei der Stabilitatspri-
fung ein Problem dar. Daher besteht nach BAKSHI et al. (2002) fir viele Substanzen das
Bestreben, die DC-Methodik durch eine routinetauglichere HPTLC-Methode auszutauschen.
Ein weiteres Problem der DC ist die problematische Vergleichbarkeit der Ergebnisse, die

erheblich von der Art der photographischen Dokumentation der Chromatogramme abhangt.
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Zur Entwicklung einer ,stability-indicating assay method* (SIAM) fir Einzelsubstanzen

schlagt BAKSHI et al. (2002) folgende Vorgehensweise vor:

-_—

. Kritische Betrachtung der Struktur der Inhaltsstoffe um mdgliche Abbauwege zu ermitteln

N

. Ermittlung der physikochemischen Parameter der Struktur (pKa. log P, Ldslichkeit etc.)

w

. Forcierter Abbau durch erhdhte Temperatur, Feuchtigkeit oder pH

N

. Isolation von Abbauprodukten aus Punkt 3

5. Methodenentwicklung und Optimierung unter Einbeziehung der Substanz und aller Ab-

bauprodukte

»

. Identifikation der Abbauprodukte und Herstellung geeigneter Standards

~

. Validierung der Methode

Auf Grund der in den einleitenden Kapiteln genannten Besonderheiten pflanzlicher Zuberei-
tungen wird allerdings offensichtlich, dass die flir chemisch definierte Stoffe vorgeschlagene
Vorgehensweise wiederum bei pflanzlichen Zubereitungen nicht in allen Punkten durchge-

fuhrt werden kann.

Die Stabilitat eines feuchtigkeitsempfindlichen Wirkstoffes verhalt sich vollkommen anders,
je nachdem in welcher Verpackung er gelagert wird [FUCHS [1986)]. Die Wasserdampf-
durchlassigkeit des Materials hat dabei einen grofen Einfluss auf den Austausch von
Feuchtigkeit zwischen Binnenklima und AuRenatmosphare [STAHL (1980)]. Um den Einfluss
der Verpackung auf das Prifungsgut evaluieren zu kénnen, sollten demnach verschiedene

Verpackungsarten Uberprift werden.

Wird ein Stoff anderen klimatischen Bedingungen ausgesetzt als sie bei der Herstellung
vorlagen, kann es zu sorptionsbedingten Anderungen von feuchtigkeitsabhangigen Eigen-
schaften, wie Rieselfahigkeit oder Wirkstofffreigabe kommen [STAHL (1986)]. Fur feste
Arzneiformen sind bei Lagerung unter erhéhter Feuchte und Temperatur Veranderungen in
der Harte, Erhdhung der Zerfallszeit und Verminderung der Aufldsegeschwindigkeit be-
schrieben [GRIMM (1983)]. Neben der chemischen Degradation sollten daher ahnliche Ver-
anderungen der physikalischen Parameter und des Aussehens der Extrakte untersucht wer-

den.

Neben den handelsublichen Extrakten, sollten auch native Extrakte ohne Hilfsstoffe unter-
sucht werden, um nachzuweisen ob flr diese Zubereitungen andere Empfindlichkeiten vor-

liegen. Gerade der entscheidende Faktor Feuchtigkeit wird durch Hilfsstoffe entscheidend
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beeinflusst [STAHL (1986)] und kann somit auch zu deutlichen Veranderungen im Stabili-

tatsverhalten fiihren.

3. Praktische Umsetzung

3.1. Design der Stabilitatsuntersuchungen

Die Stabilitatsuntersuchungen orientierten sich in wesentlichen Punkten an der ,Note for
guidance on stability testing: stability testing of existing active substances and related finis-
hed products [CPMP (1998)]. Die drei vorgeschriebenen Klimabedingungen wurden in den
vorliegenden Untersuchungen simuliert und die Entwicklung der Drogen und Extrakte fur
mindestens 18 Monate Uberwacht. Wahrend der ersten 12 Monate sollten dabei alle drei
Monate Proben genommen, im zweiten Jahr nur noch alle 6 Monate. Die vorgeschriebene
Testfrequenz von 3 Monaten innerhalb des ersten Jahres war aus logistischen Griinden
nicht immer einzuhalten. Fur jeden Kurvenverlauf standen je finf Messzeitpunkte nach Be-
endigung der Prifung zur Verfigung. Um mdgliche Abbauwege im Voraus identifizieren zu

kénnen, wurden flr kurze Zeit Proben bei erh6hten Temperaturen eingelagert.

Um den Einfluss des Verpackungsmaterials zu ermitteln, wurden die Proben in verschiede-
nen Aufbewahrungsgefalen aufbewahrt. Fiir die vier handelstblichen Extrakte wurden PE-
Weithalsflaschen mit alukaschierten Beuteln , PE-Beuteln und unverpackten Proben vergli-
chen. Die jeweiligen Verpackungen sollten als Miniaturisierungsmodelle fir die industriell
vorkommenden Lagerbedingungen zum Einsatz kommen. Die drei pulverisierten Einsatz-

drogen und die vier nativen Extrakte wurden nur in PE-Weithalsflaschen aufbewahrt.

Zur Uberwachung der qualitativen und quantitativen Zusammensetzung wurde in erster Linie
die HPLC-Trennung mit UV-DAD Detektion herangezogen, da von dieser Methode die groi3-
te Messgenauigkeit zu erwarten war. Es wurden jeweils zwei Stichproben genommen, die je
zweimal per HPLC untersucht wurden. Daneben wurden die Extrakte per DC mit verschie-
denen FlielBmittelsystemen, als weiteres Fingerprint-Verfahren, auf qualitative Veranderun-
gen im Inhaltsstoffspektrum hin untersucht. Um das Problem der schlechten Wiederholpra-
zision bei der DC zu umgehen, wurden die Proben nicht sofort am Messzeitpunkt vermes-
sen, sondern aus tiefgefrorenen Ruckstellmustern gesammelt untersucht. Dadurch wird
auch das Problem der photographischen Dokumentation, und des schwierigen Vergleichs

der verschiedenen Messpunkte gerade bei geringfiigigen Anderungen wesentlich verringert.

Neben der Uberwachung der Inhaltsstoffe durch chromatographische Verfahren, sollten
auch die physikalischen Veranderungen der Drogen und Extrakte zu den jeweiligen Ent-

nahmezeitpunkten dokumentiert werden. Als Messparameter erschien die Ermittlung des
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Trocknungsverlustes sowie der KorngréRenverteilung als geeignet. Ein weiteres Qualitats-
merkmal stellt eine Veranderung im Erscheinungsbild und organoleptisch messbare Veran-
derungen dar, welche bei den Extrakten zum Teil so stark auftraten, dass auch hierfir die

Dokumentation durchgefiihrt wurde.

Als signifikante Veranderungen, wird in der allgemeinen guideline fur die Handhabung
pflanzlicher Zubereitungen [CPMP (2001)] lediglich die Verfehlung der vom Hersteller selbst
definierten vorgegebenen Spezifikationsparameter angegeben. Um eine BezugsgroRe zu
haben, wurden in den graphischen Auswertungen die Abweichungen um £ 5 % bzw. + 10%

vom Ausgangswert (Peakflache oder Gehalt) als Gerade mit eingefligt.
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3.2. Stabilitat von pulverisierter Baldrianwurzel und Baldrianwur-
zeltrockenextrakten

3.2.1. Beschreibung der Droge

Valeriana officinalis L. ist ein mehrjahriges, bis
zu 1,5 m hoch wachsendes Kraut, das in Eu-
ropa und Asien heimisch ist. Charakteristi-
sches Merkmal ist ein kurzes vertikales Rhi-
zom, von dem sich nach allen Richtungen zahl-
reiche Faserwurzeln verzweigen. Im Frihjahr
bildet sich zunachst eine grundstandige Roset-
te unpaarig gefiederter Laubblatter aus. Im
Sommer entwickelt sich daraus der runde, ge-
riefte und innen hohle Stangel, an dessen No-
dien unpaarig gefiederte Laubblatter ansitzen.
Der Blutenstand stellt sich als rispige Trugdol-
de aus 2-8 mm grof3en trichterférmigen, funf-
zahligen, hellrosa Einzelbliten dar. Die Bliten
besitzen eine asymmetrisch gebaute Krone, je
3 Staub- und Fruchtblatter, von denen aber nur
eines fertil ist [HANSEL und HOLZL (1996a)].

Die Frucht ist eine  Achane mit Pappus.

Die drogenliefernde Stammpflanze Valeriana officinalis s. |. umfasst eine Sammelart aus
verschiedenen Kleinarten, die je nach Herkunft in verschiedene Okotypen und geographi-
sche Rassen aufgegliedert werden kann [SCHNEIDER et al. (1992a)]. Die Folge ist ein vari-
ierender Gehalt an spezifischen Inhaltsstoffen. So lasst sich allein die Zusammensetzung
des atherischen Oles entsprechend der dominierenden Komponenten in vier Chemotypen
unterscheiden [BOS et al. (1997)]. Eine Ubersicht der unterschiedlichen Grundtypen liefert
BODESHEIM (1996).

Im Europaischen Arzneibuch [PH.EUR. (2002a)] ist die Droge durch das Rhizom, die Wur-
zeln, sowie die Auslaufer oder Bruchstiicke dieser Teile definiert. Der ginstigste Erntezeit-
punkt liegt laut WAGNER (1999a) im September, da zu dieser Zeit der Gehalt an atheri-
schem Ol und das Wurzelgewicht am groéRten ist. Die frisch geerntete Droge darf nach dem

Waschen bei maximal 35°C getrocknet werden um moglichst viele der thermolabilen und
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flichtigen Inhaltsstoffe zu erhalten. Zur Drogengewinnung dienen zum grof3ten Teil Kultu-
ren aus Belgien, Holland und Deutschland (Franken) [HANSEL et al. (1999a)]. Die frisch
geerntete Droge ist weitgehend geruchlos, da sich das typische Baldrianaroma erst im Laufe
des Trocknungsprozesses durch freigesetzte Isovaleriansdure entwickelt [WAGNER
(1999a)]. Der Gehalt der gattungsspezifischen Inhaltsstoffe variiert je nach Art und Alter der
eingesetzten Ausgangsdroge [BOS et al. (1997), NOLLER (1989)].

Weitere drogenliefernde Arten, die wegen ihres hohen Valepotriat-Vorkommens industriell
genutzt werden, sind V. wallichi DC (V. jatamansi Jones) und V. mexicana (V. edulis Nutt. ex
Torr. et Gray ssp.procera (H.B.K.) F.G. Meyer) [SCHNEIDER et al. 1992a].

3.2.2. Inhaltsstoffe

3.2.2.1. Cyclopentan-Sesquiterpene

Die fur die Analytik bedeutsamsten Inhaltsstoffe stellen die Valerensauren als Vertreter der
Cylopentan-Sesquiterpene dar (Abb. 2). lhre Auffindung erfolgte erstmals 1956 durch
STOLL und SEEBECK im &therischen Ol von V. officinalis. Nach einem Vorschlag von
HANSEL et al. (1985) werden sie als charakteristische Leitsubstanzen der Qualitatskontrolle
fur die offizinelle Baldriandroge und deren Zubereitungen eingesetzt. Dies gilt nicht fir die
aulereuropaischen, valepotriatreichen Arten, wie V. edulis und V. jatamansi, in denen sie
nicht vorliegen [SCHNEIDER et al. (1992a)].

Ry H ? R R,
Valerensaure H COOH
Acetoxyvalerensaure OCOCH3 COOH
NN Hydroxyvalerensaure OH COOH
R Valerenal H CHO
2

Abb. 2: Cyclopentan-Sesquiterpene aus Valeriana officinalis

Der Gehalt an Valerensauren lasst sich durch verschiedene HPLC-Methoden ermitteln [BOS
et al. (1998) ; HANSEL et al. (1982) ; GORBATO et al. (1996), PH.EUR. (2002a)] ], unter-
liegt aber erheblichen Schwankungen abhangig von Herkunft und Erntezeitpunkt . Demzu-

folge kann ein Gesamtvalerensaurengehalt bei V. officinalis zwischen 0,3 und 0,9 % vorlie-
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gen, wobei der gehaltreichste Erntezeitpunkt im Frihjahr liegt [BOS et al. (1998)]. Der Anteil
der Hydroxyvalerensaure ist in der Regel vergleichsweise gering, es handelt sich mogli-
cherweise um ein bei unglnstigen Lagerungsbedingungen entstehendes Abbauprodukt
[BOS (1998)]. Das Europaische Arzneibuch schreibt seit 2002 als weiteres Qualitatskriterium
neben dem Gehalt an &atherischem Ol einen Mindestgehalt an Sesquiterpensduren von
0,17% vor.

Neben der Bestimmung durch HPLC ist auch der Identitdtsnachweis von V. officinalis Uber
das Vorhandensein der Valerensduren mittels Dunnschichtchromatographie etabliert
[PH.EUR. (2002a) ; SCHIMMER und RODER (1992)].

Eine weitere Mdglichkeit zur Bestimmung der Valerensauren stellt nach MIKELL et al. (2001)
die Kapillarelektrophorese dar, die vergleichbare Gehaltswerte an Valerensaurederivaten

liefert.

DHARMARATNE et al. (2002) konnten darlUber hinaus mehrere Valerensaurederivate in
V.officinalis identifizieren, deren Doppelbindung zwischen C-3 und C-4 durch eine Epo-
xidbriicke ersetzt ist (Abb. 3).

COOR

Abb. 3: (-)-3R,4R-Epoxyvalerensaurederivate nach DHARMARATNE et al. (2002)

3.2.2.2. Valepotriate und Baldrinale

Bei den Valepotriaten handelt es sich um Triester eines terpenoiden, dreiwertigen Alkohols,
der sich vom Cyclopentapyran ableitet und einen Epoxidring enthalt (Valeriana-epoxy-
triester) [WAGNER 1999a]. Diese erstmalig von THIES (1966) beschriebenen Verbindun-
gen stellen typische Inhaltsstoffe der Valeriana-Arten dar und kommen vor allem in Wurzeln
und Rhizom vor [SCHNEIDER et al. (1992a)]. Da es sich aber um sehr thermo-, alkali- und
saurelabile Substanzen handelt, sind sie in galenischen und handelsublichen Arzneizuberei-
tungen aus Valerianae radix praktisch nicht mehr nachweisbar [HANSEL und SCHULZ
(1985)]. Gemal BRUNETON (1999) fuhren Temperaturen Gber 40°C oder ein pH-Wert klei-
ner als drei zur Degradation der Valepotriate. Die unsachgemafR getrocknete Baldrianwurzel
ist praktisch frei von Valepotriaten [SCHNEIDER et al. (1992a)].
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Strukturell lassen sich anhand des Vorhandenseins einer Doppelbindung zwischen C5 und
C6 des Isoprengrundkérpers, zwei Valepotriat-Grundtypen unterscheiden: Monoen-
Valepotriate (Abb. 4) und Dien-Valepotriate (  Abb. 5.). Diese Grundkérper kdnnen nach
THIES und FUNKE (1981) mit Essig-, Isovalerian-, 3-Methylvalerian-, a- Isovaleroxyisovale-
rian-, a-Acetoxyisovalerian-, [R-Acetoxy-3-methylvalerian- und R-Hydroxyisovaleriansaure

verestert sein.

Didrovaltrat: R1,R3 = Isovaleryl Valtrat: R1,R2 = Isovaleryl
Ry = Acetyl R3 = Acetyl
Rs =H
Homodidrovaltrat: R1 = Isocapryl Isovaltrat: R1,R3 = Isovaleryl
Rz = Acetyl R2 = Acetyl
Rs = lIsovaleryl Homovaltrat: R1 = Isovaleryl
R4y =H R2 = Isocapryl
IVHD-Valtrat: R1 = Isovaleryl R3 = Acetyl
Rz = Acetyl Acevaltrat: R4 = Isovaleryl
Rs = a-Isovaleryl- R2 = Acetoxyisovaleryl
oxyisovaleryl
R3 = Acetyl
Rs =OH

Abb. 4: Monoen-Valepotriate Abb. 5: Dien-Valepotriate
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Daneben wurde mit einem Gehalt von 1,5% von THIES (1979) ein Valepotriat-Glukosid (Va-
lerosidat) mit Glucose als Kopplungspartner am C-11 (Abb. 6) in der Baldrianwurzel gefun-

den.

HO

HO
Gluc
v
o (@)

I oo

Abb. 6: Valerosidat nach THIES (1970)

Der Gehalt an Valepotriaten unterscheidet sich stark nach Art und geographischer Herkunft.
So enthalt die Wurzel der valepotriatreichen V. edulis zwischen 5 und 8%, wohingegen sich
in der Wurzel von V. officinalis lediglich 0,5 bis 2% Valepotriate, vornehmlich Valtrat (50-
80%), nachweisen lasst [SCHNEIDER et al. (1992a)]. BOS et al. (1998) postulierten analog
de Valerensaurewerte als optimalen Erntezeitpunkt das spate Frihjahr, da hier ein Ge-
haltsmaximum an Valepotriaten in V. officinalis vorliegt. Die Untersuchungen von HORNER
(1989) ergaben einen deutlich héheren Gehalt an Valtrat im Rhizom als in den Wurzeln,

insbesondere in den dicken Wurzeln.

Die Gehaltsbestimmung der Valepotriate erfolgt simultan mit den Valerensduren mittels
HPLC, da die Valepotriate ein ahnliches Retentionsverhalten wie die Valerensauren zeigen
[TITTEL et al. (1978); BOS et al. (1998) ; DOSSAJI et al. (1981) ; HANSEL et al. (1982) ;
GORBATO et al. (1996) ]. Daneben wurde von LIPTAH et al. (1980) eine titrimetrische Me-

thode zur Bestimmung der Valepotriate etabliert.

Die Valepotriate zeigen laut THIES (1969) nach Zugabe von Salzsaure/ Eisessig eine cha-
rakteristische Farbreaktion (Halazuchromreaktion), die zum Identitdtsnachweis im Reagenz-
glas, bzw. als Sprihreagens bei der Dinnschichtchromatographie genutzt wird [WAGNER
1970] (siehe dazu auch 3.2.5.1).

Die gelb gefarbten Baldrinale (Abb. 7) finden sich genuin nicht in der Pflanze und sind als
Abbauprodukte der Valepotriate anzusehen [THIES (1969)], die sich nach Thermolyse oder
saurekatalysiertem Abbau bilden [WILLEMS (1980)] (siehe dazu auch Kapitel 3.2.5).
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@) R
H | | OR Baldrinal Acetyl
o Homobaldrinal Isovaleryl
Desacylbaldrinal H

Abb. 7: Baldrinale in Valeriana officinalis (nach THIES
(1969))

Weitere Zersetzungsprodukte stellen die am Epoxidring gedffneten Vatrathydrine (Abb. 8)
dar [HOLZL (1976)].

R,0
HO
OR; CH,OR;

OR, M0

Abb. 8: Valtrathydrine nach HOLZL (1976)

3.2.2.3. Alkaloide
Nach SCHNEIDER et al. (1992a) finden sich in der Droge 0,01 bis 0,05% Alkaloide, die sich

dinnschichtchromatographisch mittels Dragendorff Reagens nachweisen lassen. Den gréf3-
ten Anteil haben das Valeriana-Haupt- und Nebenalkaloid [TORSELL und WAHLBERG
(1966)], bei denen es sich um Monoterpenalkaloide handelt. Mit Actinidin wurde von GROSS
et al. (1971) ein weiteres Monoterpenalkaloid nachgewiesen, das formell eine Teilstruktur
der Valerianaalkaloide darstellt. Valerianin, ein Derivat des Actinidins, wurde von FRANCK
(1971) aufgefunden. Daruber hinaus sind die Alkaloide Naphtyridylmethylketon [JANOT et
al. (1979)] und Methylpyrrylketon [BORKOWSKI et al. (1961)] bekannt, die keine monoter-

penen Grundstrukturen aufweisen. Eine Ubersicht der Alkaloide gibt Abb. 9:
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' :E \: R
i~ OH Valeriana-Hauptalkaloid: R =H
N
Valeriana-Nebenalkaloid: R = OH
v /E \t/R Actinidin R = CHs
N/ Valerianin R = CH,OCHj3
(0]
| N N
N~ ~_~=N Naphtyridylmethylketon
M
(0]

a-Methyl-pyrylketon

Abb. 9: Alkaloide aus Valeriana officinalis nach SCHNEIDER et al. (1992a)

3.2.24. Lignane

Mit den Lignanen (Abb. 10) wurde in den letzten Jahren eine weitere Gruppe mittelpolarer
Inhaltsstoffe identifiziert, die fur die Stabilitdtsanalytik interessant scheint. BODESHEIM
(1996) konnte erstmalig Pinoresinol, Pinoresinol-4-O-R-D-glucosid, Prinsepiol und Hydroxy-
pinoresinol isolieren und identifizieren. SCHOLLE (1998) klarte mit Pinoresinol-4,4’-di-O-13-
glucosid und den zwei isomeren 8-Hydroxypinoresinol-glucosiden die Struktur zwei weiterer
Glykoside von Diepoxylignanen auf. Des weiteren wurden drei Vertreter der Monoepoxy-
lignane erstmalig in Baldrian nachgewiesen, die als ringoffene Teilstruktur des Hydroxypino-
resinol angesehen werden koénnen: Massoniresinol-4’-O--glucosid, Berchemol-4’-O-3-

glucosid und 4’-O-R-D-Glucosyl-9-O-(6"deoxysaccharosyl)olivil.
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R1 Rz R3 R4
Pinoresinol H H H H
8-Hydroxypinoresiol H H OH H
Prinsepiol H H OH OH
Pinoresinol-4-O-R-D-glucosid H 3-D-Glucose H H
Pinoresinol-4,4’-di-O-R-glucosid R-D-Glucose 3-D-Glucose H H
8-Hydroxypinoresiol-4’-O-3-glucosid 3-D-Glucose H OH H
8-Hydroxypinoresiol-4-O-R-glucosid H 3-D-Glucose OH H

R1 R2

Massoniresinol-4’-O-3-glucosid 3-D-Glucose OH

Berchemol-4’-O-3-glucosid R-D-Glucose H
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4’-0-R-D-Glucosyl-9-O-(6"deoxysaccharosyl)olivil

Abb. 10: Lignane aus Valeriana officinalis (nach BODESHEIM (1996) und SCHOLLE (1998))

Den mittels HPLC ermittelten Lignan-Gehalt beziffert SCHOLLE (1998) mit Werten bis zu
0,5%. Die Lignane treten als Dragendorff-positive Zonen im Alkaloid-DC auf und wurden
daher lange Zeit irrtimlich der Alkaloid-Fraktion zugerechnet [BODESHEIM (1996)].

3.2.2.5. Atherische Ole

Aus Wurzel und Rhizom von V. officinalis lasst sich durch Wasserdampfdestillation ein athe-
risches Ol gewinnen, das mit einem Gehalt von bis zu 1% vertreten sein kann. Das Ol be-
steht laut HANSEL et al. (1999a) Uberwiegend aus Monoterpenen, wie z.B. Bornylacetat,
Borneol, 1,8-Cineol , Fenchen, Camphen aber auch charakteristischen Sesquiterpenen wie
E - und Z-Valerenol und dessen Estern [BOS et al. (1986)], Valerenal, Valeranon, neben
3-Caryophyllen,3- Bisabolen u. v. a. . Bei der Destillation treten neben den oben genannten
Verbindungen noch leicht fllichtige Sauren auf, wie z.B. Isovaleriansaure, die aus Abbaure-
aktionen der Valepotriate stammt [SCHNEIDER et al. (1992a)]. Letztere Saure ist auch fir
den charakteristischen Geruch der Baldriandrogen verantwortlich. Auch die Valerensauren

treten in geringer Konzentration im Atherischen Ol auf.

Als Qualitatskriterium schreibt das Arzneibuch einen Mindestgehalt an &therischem Ol fir
die ganze Droge von 0,5% und fir die geschnittene Droge von 0,3% (V/m) vor. Nach BOS
et al. (1998) ist der Gehalt an &therischem Ol im Herbst am gréRten, was auch den Grund
dafiir darstellt, dass die Ernte zumeist im September erfolgt. Der atherisch Olgehalt weist
auch nach HORNER (1989) ontogenetisch starke Schwankungen auf, und liegt im Durch-
schnitt weit unter dem geforderten Gehalt. Daher ist auf die Auswahl des Ausgangsmaterials
und des Erntezeitpunktes im Hinblick auf das atherische Ol besondere Riicksicht zu neh-

men.
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3.2.2.6. Weitere Inhaltsstoffe
Gerbstoffe kommen in der Gattung Valeriana nicht vor [SCHNEIDER et al. (1992a)], dafir

aber eine Anzahl von polaren Sauren wie Chlorogensaure, Kaffeesaure und Isoferulasaure
(Hesperitinsaure) . Isoferulasaure ist charakteristisch flr den officinellen Baldrian [STOLL et
al. (1956)], und kann daher fur den dunnschichtchromatographischen Qualitatsnachweis
wassriger Baldrianextrakte benutzt werden [KALLMANN (1987)].

Weitere Inhaltsstoffe der hydrophilen Fraktion stellen Aminosauren dar. Neben Glutamin,
Alanin, Aspartat, Glutamat, Serin, Arginin, Valin, Phenylalanin, Isoleucin und Leucin wurde
ein hoher Gehalt an y-Aminobuttersiure beschrieben [HANSEL et al. (1981), LAPKE (1997
)] Mit einem Gehalt von 0,3% ist Cholin als weitere stickstoffhaltige Verbindung enthalten
[SZENTPETERY et al. (1963)].

Von VOLK (1964) wurden bis zu 10% I8sliche Kohlenhydrate gefunden, die als Fructose
0,9%, Glucose 1,5%, Saccharose 5% und Raffinose 3% identifiziert wurden.
Ein Polyacetylen, Tridecen(1)-pentain (3,5,7,9,11) wurde von SCHULTE et al. (1964) als

weiterer Inhaltsstoff fir Baldrianwurzel beschrieben, der nur in geringen Mengen vorliegt.

Bei GODAU (1991) findet sich eine Ubersicht (iber weitere charakteristische nicht naher
beschriebene Inhaltsstoffe, wie Harze und Gummen, Schleime, Eiwei3e und zahlreiche En-

zyme wie Katalase, Oxydase, Peroxydase, Lipase und Linamarase.

3.2.3. Indikationen und Anwendung der Baldriandroge

Wegen seines starken Geruches galt Baldrian im Volksglauben lange Zeit als zauberabweh-
rendes Kultmittel, und wurde als Schutz vor Hexen und bésen Geistern aufgehangt
[RATSCH ( 1998); HILLER und MELZIG (2000)]. Die heutige Nutzung als mildes Sedativum
wurde erst Mitte des 18. Jh. erkannt [HOLZL (1996)].

In Monographien von 1985 mit Erganzung von 1990 wird die Droge von der Kommission E
als positiv fur die Anwendung bei Unruhezustanden und nervés bedingten Einschlafstérun-
gen bewertet [BUNDESANZEIGER (1985)]. Die ESCOP (1997) erweiterte diese Indikatio-
nen auf Rastlosigkeit und Erregbarkeit. Die postulierte Wirkung von Baldrianpraparaten
konnte in mehreren placebokontrollierten klinischen Studien eindeutig belegt werden [Uber-
sichten bei SCHULZ und HANSEL (1996) und STEVINSON und ERNST (2000)]. Neben der
deutlichen Verbesserung nicht-organischer Schlafstérungen kann als zusatzlicher Parame-
ter eine Veranderung des Ruhe-EEGs nach mehrmaliger Einnahme von Baldrianpraparaten
festgestellt werden [DONATH et al. (2000); SCHULZ et al. (1995)]. Die dabei am haufigsten
eingesetzten Trockenextrakte sind nach JANICKE et al. (2003a) 70% ethanolische Extrakte

mit einem DEV von 3-7:1, die in Tagesdosen von 400-600 mg zum Einsatz kommen. Die
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ESCOP-Empfehlung (1997) belauft sich auf 2-3 g Droge pro Tasse als Tee, entsprechend
500-1200 mg Trockenextrakt. Verstarkende Wirkung der Baldrianpraparate kénnen nach
FINTELMANN et al. (2002) durch Kombination mit Hopfen und Melisse beobachtet werden.
So findet sich Baldrianwurzel auch in den Beruhigungstees |[-VIIl der
STANDARDZULASSUNGEN (2000) wieder. Alternativ dazu ist dort die Anwendung als Voll-
bad mit 100 g Droge vorgeschlagen.

Trotz der klinischen Bestatigung der therapeutischen Effekte ist eine eindeutige Zuordnung
der sedierenden Wirkung zu einem definierten Inhaltsstoff bisher nicht gelungen. Eine Viel-
zahl der Inhaltsstoffe wurde mittels in vitro- und in vivo-Modellen getestet. Die Ergebnisse
fuhrten zu teils widersprichlichen Schlussfolgerungen, die die fir den Extrakt nachgewiese-
nen Wirkungen nicht erklaren konnen [HANSEL et al. (1999a); WAGNER (1999a);
BODESHEIM (1996)]. Die am besten untersuchten Verbindungen sind die Valepotriate, die
auch von toxikologischem Interesse sind, da alkylierende [BRAUN et al. (1982)] und poten-
tiell lebertoxische [BOUNTANH et al. (1984)] Wirkungen in vitro nachgewiesen werden
konnten. Ein mogliches cancerogenes Risiko bei der Anwendung konnte aber ausgeschlos-
sen werden, da die Valepotriate auf Grund ihrer Labilitdt schnell abgebaut werden und das
Vorliegen in relevanter Konzentration in den meisten Fertigpraparaten oder Teeauszligen
ohnehin nicht gegeben ist [BRAUN et al. (1984), DIECKMANN (1988)]. Erganzend konnte
FINK (1982) nachweisen, dass sich die Valepotriate in kiinstlichem Magensaft nach 30 min

zu 50% zu den unter 3.2.5.1 dargestellten Produkten abgebaut wurden.

Die Zuordnung der Baldrianextrakte im Rahmen der neuen PH.EUR. (2002e) Monographie ,,
Extrakte muss demnach auf Grund des Fehlens von wirksamkeitsbestimmenden Inhalts-
stoffen oder eines Bereichs von Inhaltsstoffen in die Kategorie 3 der sogenannten ,anderen
Extrakte“ gemacht werden. Nicht zuletzt unter diesem Gesichtspunkt ist die Bedeutung der
Standardisierung des Herstellungsverfahrens und die Qualitatskontrolle fir alle Baldrianex-

trakte des Handels evident.
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3.2.4. Charakterisierung des Ausgangsmaterials

3.2.4.1. Entwicklung einer HPLC-Methode

Zur qualitativen und quantitativen Bestimmung der Baldrian-Inhaltsstoffe sind bereits HPLC-
Methoden entwickelt worden, bei denen sich die Erfassung lediglich auf die Cyclopentan-
sesquiterpene und Valepotriate [TITTEL et al. (1978) ; BOS et al. (1998) (1996) ; DOSSAJI
et al. (1981); LAZAROWYCH et al. (1998); HANSEL et al. (1982) ;GORBATO et al.
(1996) ; FREYTAG (1983) ] oder Lignane [BODESHEIM (1996); SCHOLLE (1998)] be-
schrankt. Daher sollte eine HPLC-Methode entwickelt werden, die nicht nur eine Bestim-
mung der Valerensauren und Valepotriate zulasst, sondern auch ein gréReres Spektrum an
eventuell stabilitatsrelevanten Inhaltsstoffen erfassbar macht. Die zu diesem Zweck neu
entwickelte Methode basiert auf einer Acetonitril / Wasser-Gradientenelution an RP 18 Sau-
len (zeitlicher Verlauf siehe 5.5.4.1). Um auch die polareren Inhaltsstoffe zu erfassen,
musste ein flacher Gradient gewahlt werden. Die erforderliche Ausweitung des erfassbaren
Substanzspektrums fuhrte zu einer Entwicklungszeit von ca. 100min, was fur den Einsatz

bei Stabilitdtsuntersuchungen als relativ zeitaufwendig zu bewerten ist.

Abb. 12 stellt ein typisches HPLC-Fingerprint pulverisierter Baldrianwurzel dar. Durch DAD-
UV Detektion wurde eine Zuordnung der meisten Peaks anhand der charakteristischen
Spektren zu den verschiedenen Substanzgruppen moglich (Abb. 11). Die Valerensauren
sind durch ein Maximum bei ca. 220 nm charakterisiert (Peaks 12, 13, 14), Dien-
Valepotriate hingegen absorbieren maximal bei ca. 254 nm (Peaks 15, 16) [BOS et al.
(1996)]. Die Lignane zeichnen sich durch ein Maximum bei 225 nm und eine zweite schwa-
chere Absorption bei ca. 275 nm aus (Peaks 3, 4, 5, 6, 7, 8,10,11) [BODESHEIM (1996)].
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Abb. 11: Typische UV-Spektren der einzelnen Substanzgruppen in Valeriana officinalis
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Abb. 12: HPLC-Fingerprint eines Extraktes aus Baldrianwurzel nach Trennung mittels Gradient 1

Die weitere Absicherung der Identitat erfolgte entweder durch Coelution mit einer Referenz-
substanz (Valerensaure) oder nach Isolation und anschlielender Untersuchung durch MS
(Hydroxyvalerensaure, Acetoxyvalerensaure, Pinoresinol, Hydroxypinoresinol, Pinoresinol-
diglucosid, Hydroxypinoresinolglucosid) und NMR (Pinoresinol, Pinioresinoldiglucosid)(vrgl.
3.2.8). Auf Grund ihrer eindeutigen UV-Spektren lassen sich die Peaks 15 und 16 den Vale-
potriaten zurechnen. Eine Coelution mit einem valepotriatreichen Extrakt aus Valeriana edu-
lis, der hauptsachlich aus Isovaltrat und Valtrat bestand, bestatigte diese Vermutung. An-
hand des Peakflachen-verhaltnisses lie sich ableiten, dass Peak 15 vermutlich dem Iso-
valtrat, Peak 16 dem Valtrat zuzuordnen ist. Die Zuordnung aller identifizierter Peaks ist in

Tabelle 1 wiedergegeben.

Fir die Validierung der HPLC-Methode wurden als Standardsubstanzen Valerensaure und
Pinoresinol benutzt, und die Methode auf Reproduzierbarkeit, Selektivitat, Bestimmungs-

grenzen und Linearitat hin Gberprift (vgl. 5.5.4.1.).
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Peak- |tg [min] |ldentitat der Verbindung MW | ESI neg |UV- Stoffgruppen-
Nr. M-HT Maxima Zugehdrigkeit
[nm]
1 17.96 n.b.
2 |25.41 n.b.
3 33.78 n.b. 225,277 Lignan ¥
4 35.05 n.b. 225,277 Lignan ¥
5 |42.22 Pinoresinol-diglucosid 2 682 681,3 225,276
6 46.8 n.b. 225,277 Lignan ¥
7 |48.05 Hydroxypinoresinol-glucosid ¥ 536,2 |535,2 227,277
8 54.45 n.b. 227,277 Lignan ¥
9 |55.94 n.b.
10 |57.72 Hydroxypinoresinol 2 374 373,1 227,277
11 | 65.76 Pinoresinol ¥ 358 356,9 230,279
12 | 71.06 Hydroxyvalerenséure 2 250 248,9 219
13 | 75.89 Acetoxyvalerenséure 2 292 291,0 217
14 | 87.55 Valerensaure " 234 232,9 217
15 |88.78 n.b. 254 Valepotriat ¥
16 |89.39 n.b. 254 Valepotriat
17 9279 Valerenal ¥ 229
Tabelle 1: Zuordnung der Peaks im HPLC-Fingerprint von Baldrianwurzel
") identifiziert durch Coelution mit Referenzsubstanzen
2 identifiziert nach Isolation durch MS siehe 3.2.7.3
% identifiziert nach Isolation durch MS und "H-NMR siehe 3.2.7.2
4 Zuordnung zu Inhaltsstoffgruppen anhand der UV-Spektren
3.24.2. Quantitative Unterschiede der wichtigsten Inhaltsstoffe in Baldrian-

Droge und Extrakten

Vor Beginn der Stabilitdtsuntersuchungen wurden die Einsatzdroge und die vorhandenen
Extrakte mittels der HPLC-Methode (5.5.4.1) auf ihr Inhaltsstoffspektrum hin untersucht. Die
ermittelten Werte dienten als Bezugswerte fiir die nachfolgenden Veranderungen im Gehalt

der jeweiligen Verbindungen. Als Untersuchungsmaterial standen arzneibuchkonforme pul-
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verisierte Baldrianwurzel, je ein methanolischer und ein ethanolischer Trockenextrakt des

Handels, und zwei selbst hergestellte, native ethanolische Extrakte zur Verfligung.

Die Bestimmung der Valerensauren (Abb. 13) mit Valerensaure als Standardreferenz ergab
einen Anteil von Hydroxyvalerensaure von unter 3% am Gesamtgehalt an Valerensauren fr
die Ausgangsdroge und 3-6,5% fur die Extrakte. Der Gesamtvalerensauregehalt, berechnet
als Valerensaure, in der Ausgangsdroge bewegt sich mit 0,37% in dem von BOS et al.
(1998) postulierten Intervall. Die untersuchten Extrakte erreichen die zwei bis dreifache
Menge an Valerensauren, wobei die ethanolischen Extrakte hdherer Konzentration als Aus-

zugsmittel mit bis zu 0,9% die Maximalwerte reprasentieren.

0,6+ : -
Gehalt der einzelnen Valerensauren I: Badrianwurzel pulverisiert

1 im Ausgangsmaterial

ok — Hydroxyvalerens?ure II: Methanolischer Baldrian-
| 7] Acetoxyvalerenséure Trockenextrakt

04 I Valerensaure

Ill: Ethanolischer Baldrian-

Trockenextrakt
0,3

1 IV: Nativer Baldrian-Trockenextrakt
0,2 85% EtOH

Gehalt [%]

V: Nativer Baldrian-Trockenextrakt

01 55% EtOH

oo - ] ] ]

| I n v v
Eingesetzte Drogen und Extrakte

Abb. 13: Gehalt an Valerensauren in Ausgangsdroge und den untersuchten Extrakten berechnet als Valerensaure

In die Gehaltsbestimmung der Lignane (Abb. 14) wurden die Flachen aller Peaks einbezo-
gen, deren UV-Spektrum die oben genannten typischen Maxima von 225 und 275 nm auf-
wies, auch wenn nicht zu allen die Identitat zweifelsfrei geklart wurde. Der ermittelte Ge-
samtgehalt an Lignanen der Ausgangsdroge berechnet als Pinoresinol lag mit 0,59% etwas
Uber dem von BODESHEIM (1996) postulierten Gehalt. Die Extrakte wiesen unabhangig von
den jeweiligen Extraktionsbedingungen einen nahezu einheitlichen Lignan-Gehalt von ca.
2% auf. Lediglich der ethanolische Extrakt (55% EtOH) lag mit 1,6% Lignan-Gehalt deutlich

niedriger.
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Abb. 14: Gehalt an Gesamtlignanen in Einsatzdroge und den  Abb. 15: Peakflachen der Valepotriate in pulverisierter
eingesetzten Extrakten berechnet als Pinoresinol Baldrianwurzel und den untersuchten Extrakten

I: Baldrianwurzel pulverisiert; 1l: Methanolischer Baldrianwurzeltrockenextrakt; 11l: Ethanolischer Baldrianwurzeltrockenex-
trakt; IV: Nativer ethanolischer Baldrianwurzeltrockenextrakt 85% EtOH;
V: Nativer ethanolischer Baldrianwurzeltrockenextrakt 55% EtOH

Fir die Valepotriate sind keine Gehaltsvergleiche erstellt worden, Abb. 15 soll lediglich die
Anteile der Valepotriate respektive das Nichtvorhandensein in den Extrakten darstellen.
Wahrend in der Einsatzdroge eine noch nachweisbare Menge an Valepotriaten vorliegt,
werden in den handelsublichen Baldrianextrakten keine Valepotriate gefunden. Das Fehlen
dieser Substanzen liegt ihrer Empfindlichkeit gegen erhdhte Temperatur und Feuchtigkeit
begriindet, so dass sie wahrend des Extraktions- und Trocknungsprozesse abgebaut wer-
den (vgl. 3.2.2.2). Lediglich im nativen Baldrianwurzelextrakt, der mit 85% Ethanol extrahiert
wurde, sind Valepotriate nachweisbar. Der Grund kénnte in der grolen Menge an extrahier-
ten Valepotriaten liegen, die auf Grund der weniger polaren Zusammensetzung des Extrak-
tionsmediums in starkerem Malie extrahiert wurden, und sich noch nicht komplett zersetzt

haben.

In Abb. 16 sind die Gehalte an &therischem Ol fiir die Einsatzdroge und die untersuchten
Extrakte aufgezeigt. Die vorgeschriebene Destillation nach Arzneibuch [PH.EUR. (2002b)]
sollte sicherstellen, dass die pulverisierte Einsatzdroge mit 0,42% Gehalt an atherischem Ol
den Anfordernissen des Arzneibuches von mindestens 0,3% Gehalt entspricht . Der Gehalt
an atherischem Ol bei den Extrakten ist, bedingt durch die polare Vorextraktion deutlich ge-

ringer.
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I: Badrianwurzel pulverisiert
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Abb. 16: Gehalt an atherischem Ol in Baldriandroge und Extrakten zu Beginn der Einlagerung

3.2.4.3. Pulvereigenschaften des Untersuchungsmaterials

Um die physikalischen Veranderungen unter Stressbedingungen beobachten zu kénnen,

wurde das Ausgangsmaterial auf seine Pulvereigenschaften hin charakterisiert.

Die Ermittlung des Trocknungsverlustes als Qualitatskriterium fur die pulverisierte Baldrian-
droge nach PH.EUR. (2002c) ergab einen Wert von 10,7%, was deutlich unter den maximal
erlaubten 12% lag. Nach der Siebanalyse [PH.EUR. (2002d)] konnte die KorngréRenvertei-
lung des Pulvers dargestellt werden (Abb. 17). Die grafische Auswertung zeigt, dass die
KorngréfRen keiner Normalverteilung gehorchen, sondern auf dem Sieb mit der Maschenwei-
te von 150pm ein, im Verhaltnis zu den anderen Fraktionen, gréf3erer Ruckstand feinpulvri-
ger Zusammensetzung verblieben ist.
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Abb. 17: KorngroRenverteilung der pulverisierten Baldrianwurzel
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Fur Trockenextrakte fordert das europaische Arzneibuch [PH.EUR.(2002¢)] einen maxima-
len Trocknungsverlust von 5%. Die eingesetzten handelsublichen Extrakte sind daher mit
4,13% (Val.ex.sicc.) und 4,14% (Val.ex.spir.sicc.) arzneibuchkonform. Die Wassergehalts-
bestimmung nach Karl Fischer, wie sie in der Monographie des Baldrianwurzeltrockenex-
traktes [DAB (2002)] vorgeschlagen ist, wirde zwar aussagekraftigere Werte liefern, ist aber
auf Grund des zeitlichen Aufwands flir die nachfolgenden Stabilitatstests nicht geeignet. Die
nativen Extrakte konnten aufgrund des Fehlens von trocknungsverbessernden Hilfsstoffen
nicht ausreichend getrocknet werden und lagen mit Trocknungsverlusten von 6,95% beim
55%-ethanolischen und 8,13% beim 85%-ethanolischen Extrakt tUber dem vom Arzneibuch

geforderten Wert.

Die Siebanalyse der handelstblichen Trockenextrakte lieferte eine homogenere Verteilung
als dies bei der pulverisierten Droge der Fall war (Abb. 18 und 19). Die Partikelgrofie ist je-
weils durch zwei dominante Maschenweiten charakterisierbar. Die nativen Extrakte stellten
sich als derart hygroskopisch heraus, dass bereits kurz nach der Trocknung Verklumpung

eintrat und somit eine Erfassung der KorngréRenverteilung nicht moglich war.
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Abb. 18: KorngroRenverteilung des methanolischen Baldrian- ~ Abb. 19: KorngréRenverteilung des
Trockenextraktes ethanolischen Baldrian-Trockenextraktes

3.2.5. Stabilitatsuntersuchungen: Baldrianwurzel

3.2.5.1. Vorliegende Untersuchungen zur Stabilitat von Baldrianwurzel

Bereits THIES (1969) beschrieb die Abbaureaktionen der Valepotriate unter dem Einfluss
von Sauren oder Enzymen. Dabei konnte er zeigen, dass Valepotriate der Diengruppe nach
der Ester-Hydrolyse zu Baldrinalen abgebaut werden, oder im stark sauren Milieu Uber

Hydrine zu blauen Cyclopentapyryliumsalzen reagieren (Abb. 20), was zum l|dentitatsnach-



Stabilitat von Valerianae radix 38

weis genutzt werden kann (Halazuchromreaktion). Im Falle des Valtrats und Acevaltrates
wird Baldrinal gebildet, wahrend Isovaltrat zu Homobaldrinal degradiert wird. Die Valepotria-

te der Monoen-Reihe kdnnen hingegen nicht zu Baldrinalen abgebaut werden.

OR,
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ﬂ HCI/Eisessig
OR; ™0

OR,
Valtrat, Acevaltratat
-R4OH | HX XH,C CH,0OR3
Temperatur ‘
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Valtrathydrin \-RZOH
(@) - _ _ X _
CH,0R3
Heoo o ()
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+
gelbes Baldrinal e)
L AX L X

blaue Cyclopentapyrylium-Salze
Abb. 20: Reaktionsschema des Abbaus der Valepotriate nach THIES (1969)

Als isolierbares Zwischenprodukt konnte WILLEMS (1980) eine Verbindung isolieren, die er
Valtroxal nannte (Abb. 21). Von THIES (1969) wird als weitere Mdglichkeit des Abbaus der
Valepotriate die Umwandlung in Polyaldehyde (Abb. 22) oder die voéllige Verharzung der

Alkohole zu braunschwarzen Niederschlagen postuliert.

HO OR,
AcOH,C o] o
o CH,0OR3
\W H
o) e} O
¢} H H
Abb. 21: Valtroxal nach WILLEMS (1980) Abb. 22: Polyaldehyd nach THIES (1969)

Dass diese Abbaureaktionen aufRerordentlich schnell ablaufen, bestatigt GODAU (1991), der
bereits wahrend des Auftragens von Valepotriatiésungen bei Tageslicht auf die DC-Platte

einen deutlichen Abbau erkennen konnte, nachdem zusatzlich deutlich gelbe Flecken
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(Baldrinale) wahrend der Trennung auftraten. Eine zweidimensionale DC-Methode zum
Nachweis dieser photooxidativen Zersetzung der Valepotriate stellen ADAM und BECKER
(2000) vor. Nach dem Prinzip der Trennung-Reaktion-Trennung (TRT-Technik) werden die
Valepotriate zunachst getrennt und anschlieRend mit UV-Licht bestrahlt. Nach einer zweiten
Trennung in orthogonaler Richtung kénnen die lichtempfindlichen Inhaltsstoffe und die resul-
tierenden Abbauprodukte detektiert werden. Die von BOS et al. (1996) untersuchte Stabilitat
von Valepotriaten in Lésung erwies sich auch als auferordentlich gering. Bei Kuhlschrank-
aufbewahrung waren nach einem Monat Lagerung bereits 65% der Ausgangsmenge zer-
setzt worden. Bei 36°C konnten bereits nach 2 Wochen keine Valepotriate mehr nachgewie-
sen werden. Dabei zeigte sich, dass diese Zersetzung nur in Anwesenheit von Wasser in
der Lésung ablief. Rein ethanolische Lésungen zeigten sich stabil. Gleichzeitig mit der Zer-
setzung konnte im HPLC-Chromatogramm eine Zunahme von Baldrinalen festgestellt wer-

den.

Durch die Hydrolyse der Valepotriate flihrt eine vermehrte Freisetzung von Isovaleriansaure
gleichzeitig zu einer Verstarkung des unangenehmen Geruches bei Uberalterten Drogen
[SCHNEIDER et al. (2002a)].

Auch KIEFL (1998) konnte in seiner Arbeit Uber die Veranderung der Baldrianwurzel wah-
rend der Lagerung bei 25°C / 60% rF eine deutliche Abnahme der Valepotriate in geschnit-
tener Droge beobachten. Als Stabilitadtsparameter benutzte er das Verhaltnis von Isovaltrat
zu Valerensaure, das innerhalb eines Jahres von 3:1 auf 1:1 abnahm. Nach einem weiteren
Jahr der Lagerung waren keine Valepotriate mehr zu messen. Die bei Raumtemperatur ge-
lagerte Ganzdroge hingegen wies auch nach zwei Jahren der Lagerung noch deutlich

messbare Anteile an Valepotriaten auf.

Weiterhin untersuchte KIEFL (1998) die Abnahme der Valerensauren an zwei Messzeitpunk-
ten und konnte dabei einen Verlust von 30% an Valerensaure und 25% Acetoxyvalerensau-
re nach einer Lagerung Uber zwei Jahre von geschnittener Droge in WeilRblechdosen fest-
stellen. Eine zweite Charge ergab eine Abnahme von 18% Valerensaure und 20% Acetoxy-
valerensaure. Bei pulverisierter Droge verlief der Verlust an Valerensauren deutlich starker,

mit einer Abnahme von 60% der Acetoxyvalerensaure und 70% an Valerensaure.

Der Gehalt an atherischem Ol nahm bei der Lagerung unter 25°C / 60% rF linear ab und fiel
bei geschnittener Droge im Laufe von zwei Jahren auf maximal 82% des Ausgangsgehaltes.
Starkere Abnahmen zeigten analog der Betrachtung der Valerensauren die pulverisierten
Proben. Hier zeigte sich bei Lagerung in Papierbeuteln eine Abnahme von 33%, bei Lage-

rung in Blechdosen sogar um 55% am Atherischél-Gehalt.
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3.2.5.2. Vorausgehende Untersuchungen

IM Vorfeld wurde pulverisierte Baldrianwurzel bei 70°C im Trockenschrank eingelagert und
mittels HPLC auf auftretende Abbauprodukte untersucht. Dabei zeigten alle Inhaltsstoffe
deutliche Abnahme aufler Hydroxyvalerensaure, Pinoresinol und Hydroxypinoresinol, die

zunehmende Peakflachen aufwiesen (Abb. 23).
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Abb. 23: Zunehmde Peaks unter der Lagerung bei 70°C

Die Hydroxyvalerensaure stellt das Abbauprodukt der Acetoxyvalerensaure dar. Pinoresinol
und Hydroxypinoresinol sind Aglyka der flir Baldrianwurzel beschriebenen Lignanglykoside.
Als empfindlichste Strukturen gegenlber den Lagerungseinflissen sind demnach die vor-

handenen Ester- und Glykosidbindungen einzustufen.

3.2.5.3. Ergebnisse der HPLC Untersuchungen

Alle HPLC-Untersuchungen wurden nach der unter 3.2.4.1 beschriebenen Methode durch-
gefuhrt.

Der erste wichtige Parameter stellt die quantitative Erfassung der Cyclopentan-
Sesquiterpene dar. In den Abb. 24, Abb. 25 und Abb. 26 ist der zeitliche Verlauf der
Peakflachen der drei Valerensauren flr die drei Klimazonen grafisch dargestellt. Hieraus
wird deutlich, dass fur jede der drei Sauren ein charakteristischer Verlauf abgeleitet werden
kann, der konkrete Aussagen Uber die Stabilitdt des Materials zulasst. Als die stabilste Ver-
bindung stellt sich die Valerensaure dar (Abb. 24). Es kann eine Abnahme Uber 18 Monate
von etwa 20%, unabhangig von den Einlagerungsbedingungen festgestellt werden. Zu ei-
nem ahnlichen Wert kam KIEFL (1998) bei seinen Untersuchungen an eingelagerter Baldri-

anwurzel.
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Peakflache Valerensaure
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Abb. 24: Abbau der Valerensaure in pulverisierter Baldrianwurzel (gepunktete Linie gibt eine Veranderung von 10% zum
Ausgangswert wieder)

Die Valerensaure zeigt keine unterschiedliche Empfindlichkeit unter den verschiedenen
Lagerungsbedingungen. Anders verhalt es sich bei der Acetoxyvalerensaure (Abb. 25), die
angesichts des Vorhandenseins einer Esterbindung eine labilere Struktur aufweist. Diese
Tatsache spiegelt sich in einer lagerbedingungs-abhangigen Abnahme der Peakflache tber
die Zeit wieder. Wahrend bei 25°C / 60% rF lediglich eine Abnahme von ca. 40% zu beo-
bachten war, belief sich die Abnahme bei gleicher Lagerzeit bei 40°C / 75% rF auf ca. 70 %
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Abb. 25: Abbau der Acetoxyvalerensaure in pulverisierter Abb. 26: Zunahme der Hydroxyvalerensaure in pulverisier-
Baldrianwurzel ter Baldrianwurzel

(gepunktete Linie gibt eine Veranderung von 10% zum Ausgangswert wieder)

Noch deutlicher werden die Unterschiede bei der Zunahme des Abbauproduktes
Hydroxyvalerensaure aus der Esterhydrolyse der Acetoxyvalerensaure. Bei 25°C / 60% rF
ist eine Steigerung um 180% zum Ausgangswert, hingegen bei 40°C / 75% bei gleicher La-
gerzeit auf Uber 400% nachweisbar. Flur den Verlauf der Hydroxyvalerensaure ist bei dieser
Temperatur zu vermuten, dass bereits nach 350 Tagen ein Maximum Uberschritten ist, und

dass von diesem Zeitpunkt an neben der Zunahme als Abbauprodukt die Degradation dieser
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von diesem Zeitpunkt an neben der Zunahme als Abbauprodukt die Degradation dieser Ver-
bindung relevant wird (Abb. 26).

Betrachtet man den Gehalt an Gesamtvalerensauren fir die drei Einlagerungsbedinugen im
Vergleich zum Ausgangswert (aus Abb. 27 ist die Situation nach ungefahr 12 Monaten er-
sichtlich) und den darin enthaltenen Prozentsatz an Hydroxyvalerensaure ergibt sich eine
interessante Tatsache: Der Gesamtgehalt an Valerensauren ist, unabhangig von den Lager-
bedingungen, nahezu gleich, was bei alleiniger Betrachtung des Gesamtgehaltes zu der
Annahme verleiten kann, dass die Stabilitat unter allen Einlagerungsbedingungen gleich ist.
Dass dies ein Irrtum ist, zeigt die deutlich lagerbedingungsabhangige Zunahme der Hydro-

xyvalerensaure (dunkler Flachenanteil) am Gehalt der Gesamtvalerensauren.
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Abb. 27: Anteil der Hydroxyvalerensaure (dunkler Flachenanteil) am Gehalt der Gesamtvalerensauren (berechnet als Valeren-
saure) in pulverisierter Baldrianwurzel nach einer Lagerungszeit von 300 Tagen

Die alleinige Betrachtung der Gesamtvalerensauren (Abb. 28) zeigt in den ersten 150 Ta-
gen unter allen klimatischen Bedingungen einen Abfall auf ca. 70% des Ausgangswertes.
Dieser Wert bleibt flir den anschlieRenden Beobachtungszeitraum konstant, wobei sich in
der Folge Abbau und Zunahme der Abbauprodukte die Waage halten. Der von der PH.EUR
(2002a) geforderte Mindestgehalt von 0,17% Sesquiterpensauren wurde fur alle Einlage-

rungsbedingungen bis zum Ende des Untersuchungszeitraumes eingehalten.
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Abb. 28: Verlauf des Gehaltes der Gesamtvalerensauren in
pulverisierter Baldrianwurzel (gepunktete Linie verdeutlicht
eine Abnahme um 10% im Gehalt)

Der Vergleich des relevanten Bereiches der Fingerprint-Chromatogramme bestatigt die o-
ben aufgefiihrten Veranderungen ( Abb. 29). Interessant sind dabei die Peaks bei einer Re-
tentionszeit von 58 min bzw. 68 und 71 min. Der Peak bei 71 min reprasentiert die Hydroxy-
valerensaure, die im Vergleich zum Ausgangswert stark zugenommen hat. Die Acetoxyvale-
rensaure (bei 76 min) hat dagegen signifikant abgenommen, wahrend die Valerensaure (bei
88min) sich in der Flache nur geringfligig verandert. Im Chromatogramm der degradierten
Probe zeigen sich, wie bereits erwahnt, noch zwei weitere Peaks bei 58 min und 68 min, die
im Ausgangsmaterial kaum sichtbar sind. Es handelt sich um die Peaks 10 und 11, die in
den nachfolgenden Untersuchungen als die von BODESHEIM (1996) beschriebenen
Lignan-aglyka Hydroxypinoresinol und Pinoresinol identifiziert werden konnten (vgl. 3.2.7),
so dass infolgedessen eine Auswertung der Veranderungen im Lignanspektrum als sinnvoll

erschien.



Stabilitat von Valerianae radix 44

0TV
el Ausgangswert
150—
125 1 3
14
100—
75—
50— 1 2
11
25—
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 56.0 60.0 70.0 80.0 90.0 m; 9
00Ty
175+ 18 Monate bei
40°C /1 75% rF
150—
gelagert
125— 14
100— 1 2
50—
10
25—
s %o %0 %o s %0 oy 0 50 R0 es

Abb. 29: Overlay der HPLC-Fingerprint-Chromatogramme der Einsatzdroge und der bei 40°C / 75% rF gelagerten Droge (nach 12
Monaten)

10: Hydroxypinoresinol, 11: Pinoresinol, 12: Hydroxyvalerensaure, 13: Acetoxyvalerensaure, 14: Valerensaure

Zum Vergleich der grafischen Auswertung der Peakflachenzunahmen von Pinoresinol und
Hydroxypinoresinol ist die Abnahme eines weiteren Lignans, des Pinoresinol-diglucosids, fur
die drei Einlagerungsbedingungen dargestellt (Abb. 30). Es zeigte sich, dal® das hydrolyse-
empfindliche Glykosid lagerungsabhangig abnehmende Tendenz zeigte. Mit einer Abnahme
von 40% bei 25° / 60% rF und 85% bei 40°C / 75% rF scheint diese Verbindung noch labiler
zu sein als der Ester Acetoxyvalerensaure. Pinoresinol (Abb. 31) und Hydroxypinoresinol
(Abb. 32) zeigten, analog der Hydroxyvalerensaure, abhangig von den Lagerbedingungen
zunehmende Kurvenverlaufe. Bei 25°C / 60% rF kam es fur Pinoresinol zu einem Anstieg
um 80%, bei 30°C / 60% rF um 300% und bei 40°C / 75% rF sogar auf 400% Uber dem Aus-
gangswert . Auch Pinoresinol und Hydroxypinoresinol kdnnen daher als Leitsubstanzen fir
Stabilitatsuntersuchungen herangezogen werden. Als mdgliche Ausgangsverbindungen
kommen die von BODESHEIM (1996) beschriebenen Pinoresinolmono- und diglykoside

sowie die Hydroxypinoresinolglykoside in Frage.
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Abb. 30: Abbau von Pinoresinol-diglucosid in pulverisierter

Baldrianwurzel
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Abb. 31: Zunahme der Peakflache von Pinoresinol in pulve- Abb. 32: Zunahme der Peakflache vonvon Hydroxypinore-
sinol in pulverisierter Baldrianwurzel
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Als Vergleich zur oben genannten irrefihrenden Auswertung Uber die Erfassung der Ge-
samtvalerensauren, wurde analog der Gehalt an Gesamtliganen im Vergleich zur Summe
der Gehalter an Pinoresinol und Hydroxypinoresinol ausgewertet. Im Unterschied zu den
Valerensauren (Abb. 27) zeigen die Lignane in ihrer Summe einen deutlich lagerbedin-
gungsabhangigen Abbau (Abb. 33). Der prozentuale Anteil an Hydrolyseprodukten hingegen
nimmt dabei deutlich starker zu. Bei Pinoresinol und Hydroxypinoresinol nimmt der Gehalts-
anteil unter gleichen Beobachtungsbedingungen von urspringlich 4,6% auf 45,8% zu. Der
Gehaltsanteil an Hydroxyvalerensaure nimmt dagegen von urspringlich weniger als 2,5%
innerhalb von 12 monatiger Lagerung bei 40°C / 75% rF nur auf etwa 24 % zu. Die Hydroly-

se der Lignanglykoside verlauft also in starkerem Male ab als die Hydrolyse der Esterbin-

dung der Acetoxyvalerensaure.
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Abb. 33: Anteile des Pinoresinols und Hydroxypinoresinols (dunkler Flachenanteil) am Gehalt der Gesamtlignane (be-
rechnet als Pinoresinol) in pulverisierter Baldrianwurzel nach einer Lagerungszeit von 300 Tagen

Die oben aufgefiihrten heftigen Veranderungen im Spektrum der Valerensauren und Ligna-
ne entsprachen den Veranderung nach Einlagerung bei trockener Hitze von 70°C. Diese
Degradation konnte im Trockenschrank schon nach kurzer Zeit beobachtet werden (siehe
vorausgehende Untersuchungen). Unterschiede in der Art des Abbaus wurden dabei nicht
sichtbar. Daher konnte auf diese Art und Weise degradiertes Material flir die spatere Isolati-
on von Abbauprodukten (Hydroxypinoresinol, Pinoresinol, Hydroxyvalerensaure) genutzt

werden.

Valepotriate sind bereits beim ersten Probenentnahmezeitpunkt unter allen eingesetzten

Lagerungsbedingung nicht mehr nachweisbar gewesen.

3.2.5.4. DC-Untersuchungen der Einsatzdroge

Die dinnschichtchromatografisch nachweisbaren Veranderungen wurden mittels drei ver-
schiedener Trennsysteme auf Kieselgel-Platten durchgeflihrt, um die Ergebnisse der HPLC-
Untersuchungen zu bestatigen, und um zu evaluieren, ob die DC ein ausreichend empfindli-
ches Verfahren zur Beurteilung der Stabilitat von Baldriandrogen und -praparaten darstellt.
Das Problem der Wiederholprazision wurde dadurch zu umgehen, indem die DC-
Untersuchungen erst nach Beendigung aller Prifzeitpunkte aus tiefgefrorenen Mustern der
einzelnen Prifzeitpunkte erstellt wurden. Die Priflésungen wurden alle gemeinsam im Ver-
gleich mit einem Gefriermuster des Ausgangsmaterials auf einer Platte aufgetrennt. Unter-
schiede in Laufhéhe und Detektion durch Spriihreagenzien, die die Interpretation kleiner

Veranderungen unmaoglich machen, waren somit von untergeordneter Bedeutung.
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Mittels der wie folgt modifizierten Arzneibuchmethode [PH.EUR. (2002a)] sollten die Ergeb-
nisse in Bezug auf die Valerensauren verifiziert werden: Auf die Probenaufbereitung nach
Arzneibuch musste verzichtet werden, denn dort wird zunachst die Acetoxyvalerensaure
durch Einsatz von Saure hydrolysiert, so dass im Anschluf® nur noch Hydroxyvalerensaure
detektiert werden kann. Um die Veranderung der Hydroxyvalerensaure erfassen zu kénnen,
muss daher auf diesen Schritt verzichtet werden. In Abb. 34 ist die Veranderung der pulveri-
sierten Baldriandroge fir die Lagerbedingungen bei 25°C und bei 40°C fur die ersten vier
Entnahmezeitpunkte dargestellt. Die Zuordnung der drei Flecken erfolgte durch Vergleich
mit den jeweiligen Referenzsubstanzen und entsprach der Beschreibung von SCHIMMER
(1992) bzw. der PH.EUR (2002a).
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Abb. 34: DC-Trennung nach 5.5.5.1 zum Nachweis der Valerensauren (Zahlen unter der Startlinie gibt die Lagerzeit in
Monaten an)

Fir die Einlagerung bei 25°C / 60% rF (linke Abbildung) sind Uber die Zeit nur geringflugige
Veranderungen nachweisbar. Die Lagerung bei 40°C / 75% rF zeigt hingegen deutlichere
Veranderungen. Wie in den HPLC-Untersuchungen (vergl. 3.2.5.3) gezeigt wurde, kommt
es unter Zunahme der Hydroxyvalerensaure zu einer lagerbedingungsabhangigen Abnahme
der Acetoxyvalerensaure. Die Zunahme der Hydroxyvalerensaure ist in den Vergleichschro-
matogrammen zu sehen, kann aber in den quantitativen Unterschieden zwischen den bei-
den Lagerbedingungen nicht so deutlich abgelesen werden, wie bei der HPLC-Methode. Der
Vergleich der anderen beiden Valerensauren ist schwerer zu deuten. Bei 25°C / 60% rF
gelagerter Droge ist eine starkere Abnahme der Acetoxyvalerensaure als unter 40°C / 75%

rF erkennen.

Die zweite DC-Trennmethode soll die unter 3.2.5.3 beobachtete Zunahme des Pinoresinols
uberprifen (Abb. 35). Dazu wurden die Trennbedingungen nach BODESHEIM (1996) modi-
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fiziert (siehe 5.5.5.3). Die Detektion erfolgte mit Anisaldehyd/ Schwefelsdure-Reagens, da
Dragendorffs- Reagens nicht die ausreichende Empfindlichkeit aufwies. Zusatzlich mussten
auch hoher konzentrierte Extrakte als bei der Methode der Ph. Eur. eingesetzt werden, um

diese Inhaltsstoffe geringen Gehaltes noch adaquat detektieren zu kénnen.

-

d-lh . . . & Pinoresinol

-
i) .ﬂ:i

Hydroxy-
A valerensaure p— X
1% f’t‘ﬁ = FE ) T -
—— %? -
£0 3 6 10 13 £0 3 6 9 12
Lagerung bei 25°C / 60% rF Lagerung bei 40°C / 75% rF

Abb. 35: DC-Trennung nach 5.5.5.3 zum Nachweis der Lignane (Referenzsubstanzen aus der Isolierung unter 3.2.7)
(Zahlen unter der Startlinie geben die Lagerzeit in Monaten an)

Mit diesem DC-Trennsystem kdnnen die wesentlichen Veranderungen besser nachgewiesen
werden. Wie aus Abb. 35 zu ersehen, kdnnen die Abbauprodukte Hydroxyvalerensaure (Rf
= 0,42) und Pinoresinol (Rf = 0,75) in ihrer Intensitatszunahme bei 40°C / 75% rF gut nach-
gewiesen werden. Die geringfligigeren Intensitatszunahmen der beiden Substanzen bei
25°C /1 60% rF Lagerung kénnen aber auch hier nur unzureichend detektiert werden. Hydro-
xypinoresinol kann aufgrund seines geringen Gehaltes in diesem System nicht adaquat

ausgewertet werden.

Die dritte DC-Methode sollte eventuelle Veranderungen in der stark polaren Fraktion, insbe-
sondere im Spektrum der enthaltenen Aminosauren belegen (nach LAPKE (2000) siehe
5.5.5.2). Die Detektion erfolgte mit Ninhydrin- Reagens (Abb. 36 ).
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Abb. 36: DC-Trennung nach 5.5.5.2 zum Nachweis der Aminosauren (Zahlen unter der Startlinie geben die Lagerzeit in Mona-
ten an)

Der Vergleich der Aminosaurefraktion ( Banden bis Rf=0,42) bei unterschiedlicher Lagerung
zeigte deutliche Unterschiede. Wahrend bei 25°C / 60% rF kaum Veranderungen uber die
Zeit festgestellt werden konnten, zeigte sich bei 40°C / 75% rF nach 12 Monaten Lagerung
der fast vollstdndige Abbau dieser Inhaltsstoffe. Gleichzeitig trat unter dieser Bedingung
eine Substanz bei Rf=0,70 deutlicher hervor. Diese, auf Grund der Rotfarbung mit Ninhydrin
zunachst als Amin angenommene Substanz, konnte nach weiteren Untersuchungen als
Glucose bestimmt werden. Da allein die Freisetzung des Pinoresinols aus verschiedenen

Glykosiden resultieren durfte, ist ein Anstieg der Glucose plausibel.

3.2.5.5. Atherisches Ol

Erganzend zur Betrachtung der Veranderung der Inhaltsstoffe wurde die Veranderung des
Atherischolgehaltes untersucht. In Abb. 37 ist der Gehalt nach 12 Monaten Lagerung in den
drei Klimabereichen im Vergleich zu den Ausgangsbedingungen dargestellt. In allen drei
Fallen kam es unabhangig von den Lagerbedingungen zu einer Gber 60%igen Abnahme.
Diese Reduktion der &therischen Ole ist im Vergleich mit den von KIEFL (1998) fir
25°C / 60% rF ermittelten Werten hoher. Allerdings sind bereits von KIEFL (1998) verpa-

ckungsabhangige Unterschiede im Abbau wahrgenommen worden. Die Verpackung in PE-
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Weithalsflaschen wurde dabei nicht untersucht, ein direkter Vergleich ist somit erschwert.
Die von KIEFL (1998) getesteten Verpackungen sind mdglicherweise besser fir die Lage-

rung geeignet.

%7 o
[C125°C/60% rF

I [ 30°C / 60% rF

I 44°C / 75% rF

0,4

0,3

0,2

Gehalt an atherischem Ol
[mI/100mg]

0,1

0,0

Lagerbedingungen

Abb. 37: Veranderung des Atherischélgehaltes in pulverisierter Baldrianwurzel bei unterschiedlichen Lagerbedingungen
nach 1 Jahr Lagerzeit

3.2.5.6. Aussagen zur Stabilitdt der Einsatzdroge

Die graphische Auswertung der Verlaufe der Baldrianinhaltsstoffe lasst erkennen, dass in
den meisten Fallen, die 10%-Grenzen nach kurzer Zeit Uberschritten sind. Der Flachenanteil
der Gesamtvalerensauren fallt fur alle Lagerbedingungen bereits innerhalb der ersten 100
Tage unter 90% des Ausgangswertes. Analog verhalt es sich mit der einzeln bestimmten
Valerensaure, Acetoxyvalerensdure und dem Pinoresinol-diglucosid. Fur den Verlauf der
Hydroxyvalerensaure wurden die Kurven linear extrapoliert, um genauere Werte zu erhalten.
Fir das Uberschreiten von 110% des Ausgangswertes ergibt sich demnach bei einer Lage-
rung von 25°C / 60% rF eine Dauer von 24 Tagen, bei 30°C / 60% rF 10 Tage und bei 40°C
| 75% rF ist bereits nach 4 Tagen dieser Wert Uberschritten. Der Anstieg der Lignanaglyka
ist flacher. Pinoresinol Uberschreitet bei gleicher Einlagerung die Grenze bei 63, 15 und 9
Tagen. Bei Hydroxypinoresinol bleiben die Werte bei 25°C / 60% rF sogar unter 110% nach
Extrapolation Uber den gesamten beobachteten Zeitraum. Demzufolge sollte Hydroxyvale-
rensaure, als die empfindlichste Leitsubstanz flur Stabilitatsprifungen von pulverisierter

Baldrianwurzel angesehen werden.

Der als Qualitatskriterium von der Ph. Eur. geforderte Mindestgehalt von 0,17% Sesquiter-
pensauren war fir alle untersuchten Proben bis Ende des Untersuchungszeitraumes noch
gegeben. Wirde man als Spezifikationsparameter die Einhaltung von 10 Grenzen zum
Ausgangswert annehmen, ware die Droge bei den vorliegenden Untersuchungen in allen

Fallen aul3erhalb der Spezifikation.
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3.2.6. Stabilitatsuntersuchungen zu Baldrianwurzelextrakten

3.2.6.1. HPLC Untersuchungen

Im Folgenden wurden die Extrakte aus Baldrianwurzel dahingehend untersucht, ob sich die
fur die pulverisierte Einsatzdroge ermittelten Entwicklungen auch flr Extrakte bestatigen

lassen.

Die Baldrianextrakte zeigten unter den Stressbedingungen zum Teil erhebliche physikali-
schen Veranderungen. Zu dieser Problematik und deren Einfluss auf die Stabilitatswerte

wird in Kapitel 3.5 Stellung genommen.

Die folgenden HPLC-Daten beziehen neben den drei klimatischen Bedingungen auch die
vier unterschiedlichen Verpackungen mit ein. Da sich bei den Extrakten flr jede Bedingung
und Verpackung andere Trocknungsverluste ergaben, wurden diese in die Auswertung der

Peakflachen mit eingerechnet.

3.2.6.2. Stabilitdtsuntersuchungen an methanolischem Baldrianwurzel-
Trockenextrakt

In Abb. 38 sind die Verlaufe der Peakflachen der Valerensaure flir den methanolischen
Baldrianwurzeltrockenextrakt gezeigt. Ahnlich wie bei der pulverisierten Droge ist unter den
verschiedenen Lagerbedingungen nur ein geringfligiger Abbau zu beobachten, der keine
gravierenden Unterschiede erkennbar werden lasst. Lediglich geringfugig starkere Abnah-

men sind bei Einlagerungen in PE-Beuteln und den unverpackten Kontrollen zu bemerken.
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Abb. 38: Veranderungen der Peakflachen der Valerensaure bei methanolischem Baldrianwurzel-Trockenextrakt in Abhéangig-
keit von Lagerbedingungen und Verpackung (gepunktete Linie gibt eine Verédnderung von 10% zum Ausgangswert wieder)

Wesentlich aussagekraftiger ist, wie bei der gepulverten Einsatzdroge, die Auswertung der
Veranderungen von Acetoxy- und Hydroxyvalerensaure ( Abb. 39), da lagerungs- und ver-
packungsbedingte Unterschiede nachweisbar sind. Wahrend bei 25°C / 60% keine signifi-
kanten Veranderungen zu erkennen sind, zeigen sich bereits bei 30°C / 60% rF sowohl
deutliche Abnahmen der Acetoxyvalerensaure als auch deutliche Zunahmen der Hydroxyva-
lerensaure. Allerdings sind diese Veranderungen auf die Verpackung in PE-Beuteln und die
unverpackten Kontrollen beschrankt. Die Extrakte, die in den alukaschierten Beuteln und
den PE-Weithalsflaschen gelagerten werden, zeigen diese Veranderungen so gut wie nicht.
Die Zunahme der Hydroxyvalerensaure betragt fur die unverpackten Extrakte bei 30°C nach
12 Monaten 160%, bei 40°C 270% im Vergleich zum Ausgangswert. Die in PE-

Beuteln verpackten Extrakte zeigen bei 40°C eine identische Veranderung, bei 30°C hinge-

etwa

gen mit 86% deutlich niedriger als unverpackte Muster.
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Abb. 39: Veranderungen der Peakflachen von Acetoxy- (A) und Hydroxyvalerensaure (B) bei methanolischem Baldrian-
wurzel-Trockenextrakt abhangig von Temperatur und Verpackung

1:25°C/60% rF 2:30°C/60% rF 3:40°C/75% rF (gepunktete Linie gibt eine Veranderung von 10% zum Aus-
gangswert wieder)

Analog der pulverisierten Droge wurde gepruft, ob eine Fehlinterpretation in Bezug auf die
lagerungsabhangigen Veranderungen vorliegen kann, falls nur die Gesamtvalerensauren als
Parameter bestimmt werden (Abb. 40). Dargestellt ist der Gesamtgehalt an Valerensauren
nach 12 Monaten Lagerung im Vergleich zum Ausgangswert fur die drei Lagerungsbedin-
gungen. Zusatzlich kann der Einfluss der verschiedenen Verpackungsmaterialen untersucht
werden: Die in PE-Weithalsflaschen und in den alukaschierten Beuteln gelagerten Extrakte

zeigten einen ahnlichen Kurvenverlauf. Ihr Gesamtvalerensduregehalt fiel um ca. 16% in
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allen Klimabedingungen ab, so dass man irrtimlich von einem lagerungs- und verpackung-
sunabhangigen Abbau ausgehen konnte. Der Anteil an Hydroxyvalerensaure zeigt aber,
dass dies zumindest fir die Einlagerung bei 40°C / 75% rF nicht gilt, da sich unter diesen
Bedingungen, bei gleichbleibendem Gesamtgehalt an allen drei Valerensauren, der Anteil an
Hydroxyvalerensaure in etwa verdoppelt. Die Extrakte in den PE-Beuteln zeigen mit 33%
einen deutlich héheren Verlust an Gesamtvalerensauren. Die Ungenauigkeit hinter der Be-
stimmung der Gesamtvalerensauren allein zeigt sich bei dieser Verpackung bereits schon
bei 25°C / 60% rF. Der Anteil an Hydroxyvalerensaure am Gesamtgehalt hat sich zu diesem
Zeitpunkt in etwa verdoppelt. Bei Lagerung unter 40°C / 75% rF steigt der Gehaltsanteil auf
20%. Der Gesamtvalerensauregehalt bleibt fir die drei Klimabereiche aber auf gleichem
Niveau. Lediglich bei unverpackten Extrakten spiegelt sich die starkere Degradation der A-
cetoxyvalerensaure bei extremeren Bedingungen auch in einer Abnahme des Gesamtvale-
rensauregehaltes wieder. So nimmt die Gesamtkonzentration bei 40°C / 75% rF bei gleich-
zeitiger Zunahme des Anteils an Hydroxyvalerensaure auf 22% um fast 50% ab. Nach 12
Monaten bei 25°C / 60% rF liegt dieser Anteil, bei einem gleichzeitigen Gesamtverlust an

Valerensauren um 17%, lediglich bei 5,1%.
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Abb. 40: Lagerung mit verschiedenen Verpackungen und Lagerbedingungen: Unterschiede im Gehalt an Hydroxyvaleren-
saure (graue Flache) an den Gesamtvalerensauren bei methanolischem Baldrianwurzel-Trockenextrakt nach 300 Tagen
I: 25°C /1 60% rF, Il: 30°C / 60% rF, Ill: 40°C / 75% rF
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Die Bedeutung dieser Veranderungen werden aus Abb. 41 deutlich. Der Verlauf der Ge-
samtvalerensauren ist fir die zwei Verpackungen mit den deutlichsten Unterschieden dar-
gestellt. Bei anforderungsgerecht verpackten Extrakten, wie in PE-Weithalsflaschen oder
alukaschierten Beuteln zeigen sich kaum unterschiedliche Verlaufe aufgrund der Einlage-
rungsbedingungen. Interessant ist, dass, wie bereits bei der pulverisierten Droge nachge-
wiesen, der Gesamtgehalt zunachst schnell abfallt, um dann in einen flacheren Verlauf U-
berzugehen. Dabei sinkt der Gehalt nur minimal unter 90% des Ausgangswertes ab. Unver-
packter Extrakt hingegen sinkt deutlich unter diese Grenze und zeigt auch einen starkeren

Abfall unter Stressbedingungen.
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Abb. 41: Verlauf des Gesamtgehaltes an Valerensauren in methanolischem Baldrianwurzel-Trockenextrakt verpackt in
PE-Weithalsflaschen und unverpackt unter den drei Klimabedingungen (gepunktete Linie gibt eine Veranderung von 10%
zum Ausgangswert wieder)

3.2.6.3. Stabilitdtsuntersuchungen an ethanolischem Baldrianwurzel-
Trockenextrakt

Die Veranderungen der Valerensaure in den drei Klimazonen bei unterschiedlicher Verpa-
ckung waren minimal (Abb. 42). Wahrend der methanolische Extrakt fir den ungulnstigsten
Fall, unverpackt bei 40°C / 75% gelagert, eine Abnahme an Valerensaure von ca. 30% zeig-
te, verringern sich die Peakflachen des unter gleichen Bedingungen gelagerten ethanoli-
schen Extraktes im Mittel nur um 10% zum Ausgangswert.
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Abb. 42: Veranderung der Peakflache von Valerensaure bei ethanolischem Baldrianwurzel-Trockenextrakt in Abhangigkeit
von Lagerbedingungen und Verpackung (gepunktete Linie gibt eine Veranderung von 10% zum Ausgangswert wieder)

Auch die Beobachtung der Acetoxyvalerensaure und Hydroxyvalerensaure (Abb. 43) lasst
auf eine geringere Degradation schlieRen. Wahrend die Peakflache der Acetoxyvalerensau-
re beim unverpackten methanolischen Extrakt bei 40°C / 75% rF auf 45% des Ausgangs-
wertes abfiel, blieb der unverpackte und in PE-Beuteln verpackte ethanolische Extrakt bei
63,1%. Eine Zunahme der Hydroxyvalerensaure kann auch hier als guter Stabilitadtsparame-
ter angesehen werden. Analog dem methanolischen Extrakt zeigen die Extrakte in den PE-
Weithalsflaschen und alukaschierten Beuteln nur einen geringfligigen Anstieg, wahrend die
unverpackten und in PE-Beuteln gelagerten Extrakte eine deutlichen Zunahme an Hydroxy-
valerensaure als Abbauprodukt zeigen. Wiederum ist der Anstieg um 170% der Flache des

unverpackten ethanolischen Extraktes bei 40°C / 75% rF wesentlich geringer als beim me-

thanolischen, wo bei gleichen Bedingungen eine Zunahme um 270% zu verzeichnen ist.



Stabilitat von Valerianae radix 57

B1
Lagerung bei 25°C 7 60% rF 87 Lagerung bei 25°C 7 60% rF
7 |—=— PE-Weithalsflasche
- -® - Alukaschierte Beutel

w
=1
I

N
o
1

6----A-- PE-Beutel
---w--- Kontrolle unverpackt

N
=3
1

=)
1

—a— PE-Weithalsflasche
- -® - Alukaschierte Beutel
---A-- PE-Beutel

—--w--- Kontrolle unverpackt

Peakflache Acetoxyvalerensaure
< o
1 1

Peakflache Hydroxyvalerensaure

=3

T T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T T 1
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

Zeit [d] Zeit [d]

=3

. A2 ) .. B2 .
Lagerung bei 30°C / 60% rF Lagerung bei 30°C / 60% rF
74 —=— PE-Weithalsflasche
- -® - Alukaschierte Beutel
6 ---A-- PE-Beutel e
—--¥--- Kontrolle unverpackt e i

10{ —=— PE-Weithalsflasche
- -® - Alukaschierte Beutel
5- ---4&-- PE-Beutel

---w--- Kontrolle unverpackt

Peakflache Acetoxyvalerensaure
Peakflache Hydroxyvalerensaure

0 T T T T T T T T 1 0 T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Zeit [d] Zeit [d]
30 A3 9 BS
| - Lagerung bei 40°C / 75% rF ] Lagerung bei 40°C / 75% rF
SIS — o ]—=— PE-Weithalsflasche .
254" --®- Alukaschierte Beutel 7 i
77:--A-- PE-Beutel T *

......

204

—a— PE-Weithalsflasche
- - - Alukaschierte Beutel
5 ---A-- PE-Beutel

---w--- Kontrolle unverpackt
0 T T T T T T 1 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 0 50 100 150 200 250 300 350
Zeit [d] Zeit [d]

Peakflache Acetoxyvalerensaure
Peakflache Hydroxyvalerensaure

Abb. 43: Verlauf der Peakflachen von Acetoxy- und Hydroxyvalerensaure bei ethanolischem Baldrianwurzel-Trockenextrakt
abhangig von Temperatur und Verpackung (gepunktete Linie gibt eine Veranderung von 10% zum Ausgangswert wieder)
1:25°C/60% rF 2: 30°C/60% rF 3:40°C/75% rF

Die geringere Instabilitat [&sst sich auch durch die Erfassung der Gesamtvalerensauren do-
kumentieren (Abb. 44). Interessanterweise zeigt dieser Extrakt nach 12 Monaten der Lage-
rung einen fur alle Klimazonen und Verpackungen in etwa gleichwertigen Abfall des Gehal-
tes an Gesamtvalerensauren um 14-20%. Die alleinige Betrachtung der Gesamtvalerensau-
ren laldt erneut die Veranderungen von Lagerung und Verpackung unabhangig erscheinen.
Der Anteil der Hydroxyvalerensdure am Gesamtvalerensauregehalt verhalt sich abhangig
von der Verpackung allerdings deutlich unterschiedlich. Bei Lagerung in PE-

Weithalsflaschen und alukaschierten Beuteln nimmt der prozentuale Anteil an Hydroxyvale-
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rensaure kaum zu. Die unverpackten Extrakte und die Extrakte in den PE-Beuteln zeigen
einen Anstieg von ursprunglich 4,4%, auf ca. 7% bzw. ca. 9% fur eine Lagerung bei
30°C / 60% rF bzw. 40°C / 75% rF. Die relative Zunahme ist aber dennoch wesentlich gerin-

ger als bei den methanolischen Extrakten.
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Abb. 44: Unterschiede im Gehalt an Hydroxyvalerensaure (graue Flache) an den Gesamtvalerensauren nach 300 Tagen
Lagerung in verschiedenen Verpackungen und Lagerbedingungen in ethanolischem Baldrianwurzel-Trockenextrakt
I: 25°C /1 60% rF, Il: 30°C / 60% rF, Ill: 40°C / 75%rF

In Abb. 45 ist der Verlauf der Gesamtvalerensauren bei zwei Verpackungen dargestellt. Es
zeigte sich, dass die ethanolischen Extrakte in beiden Verpackungen in lhrem Gesamtvale-
rensauregehalt wahrend der Lagerzeit im wesentlichen Uber der 90%-Grenze blieben. Aller-
dings war fur die Extrakte im 25°C / 60% rF-Klima zu bemerken, dass diese dem Anschein
nach den starksten Abfall zeigten. Eine Erklarung hierfir kann man aus dem Verlauf der
Hydroxyvalerensaure ablesen. Bei 25°C zeigten alle drei Sauren des unverpackten Extrak-
tes eine Abnahme. Die zuvor beobachtete Zunahme der Hydroxyvalerensaure trat nicht auf.
Unter diesen Klimabedingungen konnten lediglich die, fur alle Inhaltsstoffe nachweisbaren,
natlrlichen Alterationen beobachtet werden. Die spezifische Hydrolyse der Acetoxyvaleren-
saure zu Hydroxyvalerensaure konnte nicht nachgewiesen werden. Da also alle drei Sauren

abnehmen, nimmt auch ihre Summe ab. Bei den anderen klimatischen Bedingungen liegt
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immer auch eine geringfligige Zunahme der Hydroxyvalerensaure vor, die sich in der Sum-

me bemerkbar macht, und einen gewissen Anteil der Degradationsprozesse ausgleicht.
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Abb. 45: Verlauf des Gesamtgehaltes an Valerensauren in ethanolischem Baldrianwurzel-Trockenextrakt verpackt in PE-
Weithalsflaschen und unverpackt unter den drei Klimabedingungen (gepunktete Linie gibt eine Veranderung von 10% zum
Ausgangswert wieder)

Der Vergleich des HPLC-Fingerprint-Chromatogramms der pulverisierten Einsatzdroge zwi-
schen Nullwert und degradierter Droge liel® neben der Zunahme der Hydroxyvalerensaure
auch noch die Zunahme des Pinoresinols und Hydroxypinoresinols erkennen (vgl. Abb. 29).
Wahrend die Zunahme der Hydroxyvalerensaure, wie oben gezeigt, auch bei den Extrakten
zu beobachten war, konnte hier keine vergleichbare Veranderung des Anteils an Ligna-
naglyka beobachtet werden. Abb. 46 zeigt den Peakflachenverlauf des Pinoresinols in den
beiden Extrakten fur die Lagerbedingung bei 40°C / 75% rF, da hier die grof3ten Verande-
rungen zu erwarten sind. Die Ungenauigkeiten im Kurvenverlauf und die zum Teil hohen
Werte fur die Standardabweichung resultieren aus dem geringen Peakflachenanteil, wo-
durch die Selektivitat beeinflult ist. Dennoch ist eine Aussage Uber die mdgliche Verande-
rung des Pinoresinols moglich. Eine Zunahme, wie sie fir die pulverisierte Baldriandroge
beobachtet wurde, ist nicht zu beobachten, sondern eine in ihrem Verlauf von der Art der
Verpackung abhangige Abnahme der Peakflache. Die unverpackten Extrakte zeigen in die-
sem Fall den starksten Abfall, die alukaschierten Beutel und PE-Weithalsflaschen den ge-
ringsten. Das lasst die Vermutung zu, dass hier nicht die gleichen Degradationsprozesse
ablaufen, wie bei der Einsatzdroge. Anscheinend kommt es zu keiner Glykosidspaltung, da
madglicherweise die verantwortlichen Glykosidasen durch den Herstellungsprozess inaktiviert

wurden.
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Abb. 46: Verlauf von Pinoresinol in methanolischem Baldrianwurzel-Trockenextrakt (A) und ethanolischem Baldrianwurzel-
Trockenextrakt (B) gelagert bei 40°C / 75 rF

Um den moglichen Einfluss von Hilfsstoffen auf die Stabilitdt abzuklaren wurden zwei weite-
re native Extrakte mit 55% bzw. 85% Ethanol hergestellt (5.4.3.3). Diese Extrakte zeigten,
wie bereits unter 3.2.4.3 beschrieben, eine hohe Restfeuchte und waren sehr hygrosko-
pisch, was vermutlich auf das Fehlen der Hilfsstoffe zurlickzufiihren war. Die daraus resul-
tierende inhomogene Zusammensetzung erwies sich in Bezug auf die Probenaufbereitung
als problematisch, fihrte zu gréReren Standardabweichungen und einem meist nicht ein-

deutigem Kurvenverlauf.

In Abb. 47 sind die Veranderungen der Peakflachen der drei Valerensauren fir die zwei na-
tiven Extrakte dargestellt. Im Gegensatz zu den handelsublichen Extrakten zeigten sich
starkere Instabilitdten, die in ihrem Ausmal zwischen der pulverisierten Einsatzdroge und
den handelsublichen Extrakten einzuordnen sind. Als relativ stabil ist auch hier die Valeren-
saure zu beurteilen. Die Peakflache der Acetoxyvalerensaure nahm mit 26% bei 30°C / 60%
rF bzw. 33% bei 40°C / 75% rF in beiden Extrakten lagerungsabhangig etwa gleich stark
ab. Bei der Zunahme der Hydroxyvalerensaure ergaben sich Unterschiede zwischen den
beiden nativen Extrakten. Wahrend im 85%-ethanolischen Extrakt nach einem Jahr Lage-
rung bei 25°C / 60% rF lediglich eine Steigerung von 20% zu beobachten war, waren es im
55%-ethanolischen Extrakt bereits 80%. Bei Stress-Belastung unter 40°C / 75% rF war der
Unterschied mit einer Zunahme von 190% beim 55%- und 150% beim 85%-ethanolischen
Extrakt geringer. Die im Vergleich zu den handelsublichen Extrakten hohere Instabilitat kann

auf den héheren Restwassergehalt zurlickgefuhrt werden.
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Abb. 47: Vergleich des Verlaufs der Valerensauren in nativen ethanolischen Extrakten.
A: Auszugsmittel 55% EtOH, B:Auszugsmittel 85% EtOH, 1: Valerensaure, 2: Acetoxyvalerenséaure, 3: Hydroxyvalerenséaure
(gepunktete Linie gibt eine Veranderung von 10% zum Ausgangswert wieder)

3.2.6.4. DC-Untersuchungen des methanolischen Baldrianwurzel-
Trockenextraktes

Im folgenden wurde untersucht, ob sich die Ergebnisse der HPLC-Untersuchungen hinsicht-
lich der Veranderungen der Valerensauren durch die diinnschichtchromatografische Unter-
suchung bestatigen lassen. Es wurden dazu lediglich die unverpackten Extrakte und die in
PE-Weithalsflaschen verpackten Extrakte bei 25°C / 60% rF und 40°C / 75% rF untersucht,

da diese die groéfiten Unterschiede im HPLC-Peakflachenverlauf zeigten.
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Bei einer Lagerung unter 25°C / 60% rF sollten sich nach den HPLC-Ergebnissen keine gra-
vierenden Veranderungen im Anteil der Valerensauren flr beide Verpackungen zeigen. Die
in Abb. 48 gezeigten Chromatogramme bestatigen dieses Ergebnis. Als signifikantes Merk-
mal hat sich in der DC-Untersuchung der Einsatzdroge die Veranderung der Hydroxyvale-
rensaure erwiesen (siehe 3.2.5.4). Fur die entsprechende Bande ist fir diese Lagerbedin-
gung bei der Untersuchung des Extraktes keine Intensitatszunahme erkennbar, was fir die
Stabilitat der Probe spricht.

Valerensaure—— >

Acetoxy-
o od's s v Py <—Valerensaure ™

<«+—— Hydroxy-
valerensaure

t0 3 8 11 14 £0 3 6 10 13
PE-Weithalsflasche Kontrolle unverpackt

Abb. 48: DC-Vergleich zwischen Baldrianwurzel-Trockenextrakt verpackt in PE-Weithalsflaschen und unverpackt bei einer
Lagerung unter 25°C / 60% rF (Zahlen unter der Startlinie geben die Lagerzeit in Monaten an)

Anders verhalt es sich wahrend der Lagerung bei 40°C / 75% rF (Abb. 49). Wahrend der
Extrakt in der PE-Weithalsflasche, wie aus den HPLC-Untersuchungen zu erwarten war,
kaum Veranderungen hinsichtlich des Flecks der Hydroxyvalerensaure zeigt, ist fir den un-
verpackten Extrakt diese Bande ab dem ersten Entnahmezeitpunkt deutlich zu erkennen.
Das alleinige Vorhandensein einer Bande bei ca. Rf=0,2 unter diesen Probenaufbereitungs-
bedingungen kénnte daher als Instabilitatskriterium genutzt werden. Allerdings ist die Me-
thode zur Identifikation von Zunahmen von lediglich 5 bzw. 10%, wie es durch die ICH-
guideline auch fir pflanzliche Fertigarzneimittel gefordert wird, nach den vorliegenden Un-
tersuchungen nicht gut geeignet. Der unverpackte Extrakt zeigt bereits bei 25°C / 60% ein
Zunahme der Hydroxyvalerensaure von mehr als 10%, was aber nicht deutlich zu erkennen

ist.
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Abb. 49: DC-Vergleich zwischen methanolischem Baldrianwurzel-Trockenextrakt verpackt in PE-Weithalsflaschen und unver-
packt bei einer Lagerung unter 40°C / 75% rF (Zahlen unter der Startlinie geben die Lagerzeit in Monaten an)

Nachdem die Bestimmung der Lignane durch die HPLC-Methode keine stabilitatsrelevanten
Ergebnisse brachten, ist auf die DC-Uberpriifung dieser Inhaltsstoffe an dieser Stelle ver-

zichtet worden.

3.2.6.5. Aussagen zur Stabilitdt von Baldrianextrakten

Wie bereits gezeigt, stellt die Auswertung der Gesamtvalerensauren nur einen ungentgen-
den Parameter zur Beurteilung der Stabilitdt von Baldrianpraparaten dar. Genauere Daten
erhalt man nur nach Auswertung der einzelnen Valerensauren. In Tabelle 2 sind die ermittel-
ten Haltbarkeitswerte (Zeit bis zur Unter- bzw. Uberschreitung der 10%-Grenze) aus der
Extrapolation der Verlaufskurven der beiden Extrakte fir die Acetoxy- und Hydroxyvaleren-
saure zusammengefihrt. Es zeigt sich eine deutliche Abnahme der Haltbarkeitsdauer bei
Erhdhung der Temperatur und der relativen Feuchte. In PE-Beuteln verpackte und unver-
packte Extrakte kénnen bei keiner der drei Klimabedingungen als ausreichend stabil erach-
tet werden, da innerhalb weniger Tage bzw. Wochen 90% des Ausgangswertes unter- bzw.
110% Uuberschritten wurden. Extrakte in PE-Weithalsflaschen und alukaschierten Beuteln
zeigen langere Haltbarkeiten. Lediglich der ethanolische Baldrianextrakt in PE-

Weithalsflaschen und alukaschierten Beuteln zeigt fir Hydroxyvalerensaure einen anna-
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hernd gleichbleibenden Verlauf. Allerdings sinkt auch fur diesen Extrakt der Anteil der Ace-

toxyvalerensaure schnell unter 90% des Ausgangswertes.

Extrakt Verpackungsart Acetoxyvalerensaure Hydroxyvalerensaure
Lagerungsbedingungen Lagerungsbedingungen
25°C/ 30°C/ 40°C/ 25°C/ 30°C/ 40°C/
60% rF 60% rF 75% rF 60% rF 60% rF 75% rF
Val.ex.sicc. PE-Weithalsflasche | 221* 164* 203* 522* 340 102
Alukaschierte Beutel | 199* 228* 188* 228* 483 95
PE-Beutel 92* 60* 64* 587 69 35
Kontrolle unverpackt | 137* 80* 65* 223 104 11
Val.ex.spir.sicc. | PE-Weithalsflasche |269* 249* 186* 3076* 267 83
Alukaschierte Beutel | 302* 260* 232 3108* 208 148
PE-Beutel 209* 178* 88* 53* 60 33
Kontrolle unverpackt | 211* 190* 57 236 37 14

Tabelle 2: Zeit [d] bis zur Unterschreitung von 90% bzw Uberschreitung von 110% des Ausgangswertes der beiden Valeren-
sauren, in Abhangigkeit von Verpackung und Lagerung der untersuchten handelsiiblichen Extrakte
* Regression Uber fallende Gerade

Eine weiterer Aspekt sollte der Nachweis méglicher Unterschiede zwischen der Stabilitat der
Extrakte und der Einsatzdroge sein. Fur die Verpackung in PE-Weithalsflaschen kann der
Unterschied zwischen Einsatzdroge und Extrakt hinsichtlich der Stabilitat bei den verschie-
denen Lagerbedingungen aufgezeigt werden. Abb. 50 zeigt eine Gegenuberstellung der
prozentualen Veranderung zum Ausgangswert der Valerensauren bei den unterschiedlichen
Lagerbedingungen. Es wird ersichtlich, dass bei gleicher Verpackung die pulverisierte Bald-
riandroge wesentlich empfindlicher ist als der untersuchte Extrakt. Bereits bei der relativ
stabilen Valerensaure zeigen sich doppelt so gro’e Abnahmen der Peakflache. Die Abnah-
me der Acetoxyvalerensaure ist mit 72% gegentber 17% fur die bei 40°C / 75% rF gelager-
ten Proben bei der Einsatzdroge fast vier mal so hoch. Eine Vervierfachung der Zunahme
findet sich auch im Falle der Hydroxyvalerensaure fur die Pulverdroge im Vergleich mit dem
Extrakt, der lediglich um 55% zunimmt. Bei der Baldrian-Pulverdroge zeigen sich lagerungs-
bedingt unterschiedlich steile Verlaufe. Im Extrakt verhalten sich die Inhaltsstoffe fir die un-

terschiedlichen Einlagerungsbedingungen bei dieser Verpackung im wesentlichen gleich.
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Abb. 50: Vergleich zwischen pulverisierter Baldrianwurzel (A) und methanolischem Baldrianwurzel-Trockenextrakt (B)
hinsichtlich der Veranderungen der Valerensauren in Prozent bei gleicher Verpackung ( PE-Weithalsflasche)
1: Valerensaure 2: Acetoxyvalerensaure 3: Hydroxyvalerensaure

Méogliche Ursachen fir die verminderte Stabilitdt des Drogenpulvers kénnten der wesentlich

héhere Wassergehalt, oder das Vorhandensein von noch aktiven Enzymen sein.
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3.2.7. Identifikation der unbekannten Inhaltsstoffe

3.2.7.1. Fraktionierung der Baldrianextrakte

Zur Isolierung der nicht identifizierten Inhaltsstoffe wurden zunéachst vier Fraktionen unter-
schiedlicher Polaritat mittels Soxhlet-Extraktion gebildet. Das Ausgangsmaterial war fur zwei
Monate bei 70°C im Trockenschrank degradierte pulverisierte Baldrianwurzel, die im HPLC-
fingerprint die unter 3.2.5.3 gezeigten Veranderungen aufwies (Abb. 51). Ziel sollte es sein,
die drei in Flache und Héhe zunehmenden Peaks (10,11,12) zu isolieren und identifizieren.
Der Gehalt der gesuchten Inhaltsstoffe lag jeweils unter 0,5% , so dass die Ausbeuten zum
Teil nur sehr gering ausfielen. Zur Vorfraktionierung wurde das Drogenmaterial durch Soxh-
let-Extraktion in Fraktionen unterschiedlicher Polaritat geteilt. Die Extraktionsfolge bestand
aus Hexan (Fraktion H1), gefolgt von Ethylacetat, Methanol und schlie3lich einer Mazeration

des Drogenruckstandes in Wasser (Fraktion W1) (siehe dazu auch 5.6.1.1).

Wie die HPLC-Uberpriifung der Fraktionen zeigte, waren mit Peak 11 und 12 zwei der ge-
suchten Verbindungen in der Hexanfraktion vereinigt (Abb. 52). Zur weiteren Abtrennung der
unpolaren Anteile wurde der gewonnene Extrakt mit Methanol 50% ausgeschuttelt (Fraktion
H1/M50). Im verbliebenen Extrakt waren infolgedessen nur noch die Peaks 11, 12 und 13 zu
detektieren (Abb. 53 ).
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Abb. 51: Zwei Monate bei 70° gelagerte pulversierte Baldrianwurzel
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Abb. 52: Vorextraktion des Drogenmaterials mit Hexan (Fraktion H1)
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Abb. 53: Mit 50% Methanol ausgeschiittelte Hexanfraktion (Fraktion H1/M50)
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Abb. 54: Fraktion 13 der praparativen Saulenchromatographie (Peak 11) an RP 18-Material

Fraktion H1/M50 wurde anschlieBend einer saulenchromatografischen Trennung mittels
eines Methanol-Stufengradienten unterzogen, der 22 Sammelfraktionen hervorbrachte, die
per HPLC untersucht wurden. Die drei Substanzen waren jeweils in einer der Fraktionen mit

einer chromatografischen Reinheit von Uber 90% bei 225 nm wiederzufinden (Abb. 55). Fur
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die schnellere Uberpriifung wurde eine kurze isokratische HPLC-Methode geschaffen
(5.5.4.2).

Fraktion 13

(entspricht Peak 11)

Fraktion16

o] (entspricht Peak 12)

600

200

Fraktion 19

(entspricht Peak 13)

Abb. 55: Isokratische HPLC-Methode zur Untersuchung der Sammelfraktionen nach Trennung auf RP18-Material

Die gewonnen Reinsubstanzen konnten gleichzeitig Uber ihre spektroskopischen Daten
(HPLC-DAD) den entsprechenden Substanzklassen zugeordnet und im Anschluss durch MS

und NMR in ihrer Struktur bestatigt werden.

3.2.7.2. Identifikation der isolierten Abbauprodukte

Peak 11 zeigte mit Maxima im UV-Spektrum bei 230 nm und 279 nm das typische Spektrum
eines Lignans. Um eine genaue Zuordnung zu treffen, wurde die Verbindung mittels negativ
ESI-MS untersucht und das Signal des Molekilions bei 356,9 m/z ermittelt. Daraufhin war
zu vermuten, dass es sich um Pinoresinol mit einer Masse von 358 g/mol handeln muisse.
Die Untersuchung per EI-MS (Tabelle 3) zeigte die entsprechenden Signale der

Hauptfragmente.
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205 +151

»
137+221 327
MeO
HO
H
Pinoresinol
lon m/z rel.Int. m/z rel.Int.
(Lit.)* (Lit.)*
M 3581 42 358 32
[M-MeOJ" 327,2 5 327 15
[M-HO=CHAr(OH)OMe)]" |205,2 15 205 12
[HO=CHAr(OH)(OMe)]] | 151,1 100 151 100
[CH2Ar(OH)(OMe)] 1371 51 137 80
1311 32 131 26

Tabelle 3: EIMS-Daten der isolierten Substanz (Peak 11) und Pinoresinol ["'BODESHEIM (1996)]
(Spektrum siehe Anhang 6.2.3)



Stabilitat von Valerianae radix 70

Die anschliefiende Untersuchung mittels "H-NMR in (CD3),CO und der Vergleich der resul-
tierenden Signallagen und Kopplungskonstanten konnte die Identitat von Pinoresinol zwei-

felsfrei bestatigen (Tabelle 4).

Proton Anzahl Multiplizitdt | Verschiebung | Kopplung J [Hz] Verschiebung | J [HZ]
der [ppm] [ppm]
Protonen (Lit.)* (Lit.)*
H-8 bzw 8 2H m 3,05-3,11 H-9¢q , H-9ax , - 3,09 -
H-7
H-9ax bzw 9'ax | 2H dd 3,7947 H-9eq 9,1294 3,8 9,0
H-8 3,6259 3,6
2 X OMe 6H s 3,8385 - - 3,85
H-9¢q bzw 9'eq | 2H dd 4,1951 H-9ax 9,0996 4,2 9,0
H-8 7,1526 6,9
H-7 bzw H-7* 2H d 4,6625 H-8 4,2915 4,67 4,1
H-5 bzw H5* 2H d 6,7808 H-5, H-6 8,0864 6,79 8,1
H-6 bzw H-6* 2H dd 6,8311 H-6, H-5 8,0913 6,84 8,1
H-6, H-2 1,9322 1,8
H-6, ? 0,6507
H-2 bzw H-2* 2H d 6,9852 H-2, H-6 1,9471 6,99 1,8
2 X OH 2H s 7,5970 - - 7,53 -

Tabelle 4: "H-NMR-Daten der gefundenen Substanz (Peak 11) und Literaturdaten zu Pinoresinol [*"NABETA ET AL. (1991)]
(Spektrum siehe 6.1.2)

Die Peaks 12 und 13 zeigten beide mit Maxima bei 219 nm und 217 nm das typische UV-
Spektrum der Valerensduren. Aus dem Retentionsverhalten existierender HPLC-
Trennsysteme [z.B. FREYTAG (1983)] und dem Flachenanteil konnte abgeleitet werden,
dass es sich bei Peak 12 vermutlich um Hydroxyvalerensaure und bei Peak 13 um Acetoxy-
valerensaure handeln misste. Die Signale der Molekilionen nach ESI-MS der beiden isolier-
ten Substanzen bestatigten mit 248,9 m/z fir Peak 12 und 291,0 m/z fir Peak 13 die ver-
muteten Identitaten. Valerensdure wurde mittels Coelution einer Referenzsubstanz zuvor

identifiziert.

3.2.7.3. Identifikation weiterer Inhaltsstoffe

Die eindeutige Zuordnung von Peak 11 zu den Lignanen lie3 hinter den anderen Peaks im
HPLC-Spektrum, die das gleiche UV-Spektrum zeigten, weitere von BODESHEIM (1996)

und SCHOLLE (1998) beschriebene Lignane vermuten. Von besonderem Interesse waren
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dabei die Glykoside des Pinoresinols, da Uber ihre Gehaltsveranderung mogliche Ruick-
schlisse Uber die Abbauwege zum Pinoresinol, als dem markantesten Abbauprodukt , ge-

zogen werden kdnnten.

Den gréfliten Anteil der unbekannten Peaks zeigt die Wasser-Fraktion W1 aus der Vorex-
traktion des Baldrianpulvers. Diese Fraktion wurde analog der Fraktion H1 mittels methano-
lischer Stufen-Elution Uber eine RP18 Saule in 21 Sammelfraktionen aufgetrennt. Die nach-
folgende HPLC-Uberpriifung ergab wiederum drei Fraktionen mit isolierten Einzelsubstan-
zen, die alle das UV-Spektrum der Lignane zeigten (Abb. 56). Durch Vergleich der UV-
Spektren und durch Coelution mit der Einsatzdroge konnten sie den Peaks 5, 7 und 10 zu-

geordnet werden.

Sammelfraktion 6

Sammelfraktion 8

1000

sa—

oo 100 20 o W30 50 &0 0 o
00 En o Ef &0 700 a0 %01

20

Sammelfraktion 11

Abb. 56: Sammelfraktionen der Saulenchromatographie von Fraktion W1

Negatives ESI-MS der drei Verbindungen lie} als Fraktion 6 mit 681,3 m/z das Pinoresinol-
4,4-di-O-R-glucosid, hinter Fraktion 8 mit 5352 m/z eines der 8-Hydroxy-
pinoresinolglykoside identifizieren (siehe Anhang 6.2). Peak 10 konnte nicht als reine Ein-
zelsubstanz isoliert werden, da sein Gehalt sehr gering war, und so wurde Fraktion 11 per
LC-MS Uber APCI untersucht. Mit 373,1 m/z lie sich der Peak dem 8-Hydroxypinoresinol
zuordnen (siehe 6.2.4) . Fraktion 5 konnte in ausreichender Quantitat isoliert werden, um die
Struktur durch "H-NMR in CD;0D abzusichern (Tabelle 5).
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Proton Anzahl der | Multiplizitdt | Verschiebung Kopplung J [Hz] Verschiebung | J [Hz]
Protonen [ppm] [ppm] (Lit.)* (Lit.)*
H-8 bzw 8 2H m 3,1304 H-Yeq , H-Yax |- 3,11 -
, H-a
H-9ax bzw 9'ax | 2H dd 3,921 H-9¢q 9,4756 3,89* -
H-8 3,4846
2 X OMe 6H s 3,8708 - 3,89 =
H-9¢q bzw. 9 ‘eq | 2H dd 4,259 H-9ax 6,7246 4,24 6,95
H-8 9,1669 8,9
H-7 bzw H-7* 2H d 4,7644 H-8 3,7902 4,75 4,2
H-5 bzw H5* 2H d 7,1471 H-5, H-6 8,3141 7,14 8,4
H-6 bzw H-6* 2H dd 6,9194 H-6, H-5 8,3752 6,91 8,5
H-6, H-2 1,7729 2,0
H-2 bzw H-2* 2H d 7,0294 H-2, H-6 1,9563 7,02 2,0
Glucose H-1’ d 4,8747 7,4582 4,84 7,2
bzw 1“

* vom OCHj3 Siganl Gberlagert

Tabelle 5: "H-NMR Daten zu Pinoresinoldiglucosid und Peak 5. *[SCHUHMACHER (2002)]

(Spektrum siehe

6.1.1)
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In folgendem FlieRschema (Abb. 57) ist die Isolation der sechs identifizierten Substanzen im

Zusammenhang dargestellt:

Pulverisierte Baldrianwurzel 350g

Soxleth-
Extraktion >
mit Hexan
) Ausschitteln
Drogenriickstand lmit MeOH 50%
Soxleth-

Extraktion mit
Ethylacetat Fraktion H1/M50

. Saulenchromatographie an RP18
Drogenriickstand mit MeOH-Stufengradient 10-90%

Soxleth-
Extraktion

mit Methanol Pinoresinol
3,8 mg
Hydroxy-
Drogenriickstand valeren-
saure Acetoxy-
8,7 mg valerensaure
. 12,6 mg
Mazeration
mit Wasser

‘ SCanRP 18 Drogenrickstand
Pino-
resinol- Hydroxy-
diglucosid Pinoresinol-  Hydroxy-
5,8 mg glucosid pinoresinol
1,2mg 1,3 mg
(LC-MS)

Abb. 57: Schema Uber die Fraktionierungsschritte der isolierten Substanzen

3.2.8. Zusammenfassung und Diskussion

Eine HPLC-Gradientenelution zur Erfassung unpolarer und mittelpolarer Inhaltsstoffe der
Baldrianwurzel konnte auf RP-18 Material neu etabliert und validiert werden. Im HPLC-
fingerprint kdnnen drei Valerensauren und acht Lignane detektiert werden. Fir einige dieser
Verbindungen konnte die Identitat nach Isolierung Uber Saulenchromatographie durch MS
oder NMR abgeklart werden. Die Lignane Pinoresinol und Hydroxypinoresinol, sowie die

Hydroxyvalerensaure stellten dabei die wichtigsten stabilitatsrelevanten Inhaltsstoffe dar.
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Die Beobachtung der Veranderungen einiger relevanter Inhaltsstoffe des Baldrians in Pul-
verdroge und Extrakten bei unterschiedlichen Lagerbedingungen und Verpackung lie3en

allgemeingultige Aussagen zum Stabilitdtsverhalten dieser Praparate zu:

Die Inhaltsstoffe der pulverisierten Baldrianwurzel stellten sich in ihrem typischen Stabilitats-
verhalten als empfindlich gegenlber &ueren Einflissen, wie erhoéhter Temperatur und
Feuchtigkeit heraus. Im Bereich der Valerensauren zeigte sich bei der HPLC-Untersuchung
eine, in ihrer GréRe von den oben genannten Einflissen abhangige Abnahme der Acetoxy-
valersaure. Demgegenuber stand eine deutliche Zunahme des resultierenden Abbauproduk-
tes Hydroxyvalerensaure, die sich gleichzeitig als die empfindlichste und damit am besten
nutzbare Leitsubstanz flir Stabilitdtsprifungen der Baldriandroge erwies. Die Valerensaure

zeigte sich im Vergleich dazu relativ stabil.

Die alkoholischen Baldrian-Extrakte zeigten die gleiche Entwicklung, allerdings nicht in ver-
gleichbar starkem Ausmal. Die in PE-Weithalsflaschen und alukaschierten Beuteln gelager-
ten Extrakte erwiesen sich als gleichwertig verpackt und zeigten sich am wenigsten empfind-
lich gegenuber den unterschiedlichen Einlagerungsbedingungen nach ICH. In PE-Beutel
verpackte und unverpackte Kontrollextrakte kénnen den derzeit giltigen Stabilitatsanforde-

rungen in keiner Weise gerecht werden.

In Bezug auf verschiedene Leitsubstanzen kdnnen unterschiedliche Haltbarkeitswerte ermit-
telt werden, die aber in keinem Fall den Anspriichen einer + 10% Grenze voll entsprechen
kénnten. Am ehesten kann der ethanolische Extrakt fir die Lagerung bei 25°C / 60% rF,
verpackt in PE-Weithalsflaschen oder alukaschierten Beuteln, im Rahmen der hier ange-
setzten Messgenauigkeit und unter Betrachtung der Hydroxyvalerensdure als Leitsubstanz
als ausreichend stabil gesehen werden. Der methanolische Extrakt hingegen kann unter den

gleichen Lagerungsanforderungen einer + 10% -Spezifikation nicht gerecht werden.

Es sollte eine Kennzeichnung angebracht werden, dass die Baldrianextrakte vor Feuchtig-

keit und Warme geschutzt gelagert werden mussen.

Unter alleiniger Auswertung des Gehaltes an Gesamtvalerensauren liegen die Extrakte zu-
meist Uber einer Abnahme von 10% zum Ausgangsgehalt. Die wirklichen Abbauvorgange

hingegen werden durch diese Betrachtungsweise verdeckt.

Die Befunde der HPLC-Untersuchungen kénnen im wesentlichen durch dinnschichtchroma-
tographische fingerprints bestatigt werden. Allerdings kann die Dunnschichtchromatographie
als alleinige Methode die stabilitatsrelevanten Veranderungen nicht in ausreichendem Male

erfassen.

Neben der Veranderung im Bereich der Valerensauren zeigte sich bei der pulverisierten

Baldrianwurzel eine deutliche Veranderung im Lignanspektrum. Die Glykoside werden sehr
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stark abgebaut, was zu einer deutlichen Zunahme der Aglyka Pinoresinol und Hydroxypino-
resinol fihrte. Auch diese Entwicklung ist durch die Wahl der Lagerungsbedingungen beein-
flussbar. Die methanolischen und ethanolischen Extrakte zeigten keine deutliche Zunahme
dieser Aglyka, was wiederum auf eine erhohte Stabilitat dieser galenischen Formulierung

schlielRen lasst.
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3.3. Stabilitat von pulverisierten Sennesblattern und
Sennesblattertrockenextrakten

3.3.1. Beschreibung der Droge

Gemal PH.EUR. (2002f) stehen zur Gewinnung der
Blattdroge zwei Stammpflanzen zur Verfligung. Es
handelt sich dabei um die in Afrika vorkommende
Art Cassia senna L. (= C. acutifolia; Alexandriner-
Sennes) und die aus Indien stammende Art Cassia
angustifolia (Tinnevelly-Sennes). Cassia angustifo-
lia-blatter stammen von einem bis zu 2 m hoch
wachsenden Strauch, wahrend die Stammpflanze
fur C. senna-blatter mit einer maximalen Wuchshohe
von 60cm wesentlich kleiner ist [WAGNER (1999b)].
Die eingesetzten Fiederblatter der beiden Cassia-

Arten kdénnen mikroskopisch anhand geringflgiger

morphologischer Unterschiede differenziert werden:

Die Blatter von C. angustifolia sind bis zu 2 cm breit und bis zu 4 cm lang, von gelbgriiner
Farbe und mit wenigen bis zu 150 ym langen Haaren besetzt. Bei C. acutifolia hingegen
finden sich Blatter mit einer maximalen Breite von 1 cm und einer maximalen Lange von
9 cm, die lang und schmal sind. Sie sind graugriin gefarbt und starker behaart, mit Haaren,
die bis 250um lang sind [HANSEL et al. (1999b)]. Die Tinnevelly-Droge gilt der Alexandri-
nerdroge derzeit als qualitativ iberlegen, da sie in geeigneterer Kultur und nach sorgfaltige-
rer Ernte gewonnen wird [HANSEL et al. (1999b)].

3.3.2. Inhaltsstoffe

3.3.2.1. Sennoside
STOLL et al. (1949, 1950) identifizierten die fir Cassia-Arten spezifischen Sennoside A und

B erstmalig als Glykoside von Dianthronen. Das Grundgerist besteht als Homo-dianthron
aus zwei Molekillen Rhein. Diese als Sennidine von STOLL (1950) eingefihrten Aglyka be-
sitzen an den Positionen 10 bzw. 10’ je ein Chiralitatszentrum, so dass mit Sennidin A und
Sennidin A; (=G) [CHRIST et al. (1978), TANAKA et al. (1982)] zwei optisch aktive Isomere
moglich sind. Sennidin B stellt die optisch inaktive meso-Form dar, da sich hier die entge-

gengesetzte optische Drehung der Aktivitdtszentren kompensiert (Abb. 58) [HANSEL et al.
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(1992b)]. Die Homo-dianthrone machen den mengenmaRig gréfiten Anteil an Dianthron-

aglyka aus.

Sennidin A1 (10S,10’S) Sennidin A (10R,10'R) Sennidin B (meso)

Abb. 58: Aglyka der Sennoside nach HANSEL et al. (1992b)

Die Sennidine sind an den Positionen 8 und 8’ mit Glucose verknlpft. Die daraus resultie-
renden Sennoside A, A; und B machen in etwa 80% der Dianthronglykoside aus . In sehr
geringem Anteil findet sich aus der Gruppe der Homo-dianthronglykosid, noch das Dianthron
des Aloe-emodins [NAHAJIMA et al. (1985)].

Neben den Sennidinen existieren Hetero-Dianthrone, die formell aus je einem Molekul Rhein
und Aloe-Emodin zusammengesetzt sind. Die daraus, nach Verknipfung mit Glucose resul-
tierenden, von SCHMID und ANGLIKER (1965) identifizierten Sennoside C, C; und D ma-
chen die restlichen 20% der Dianthronglykoside aus (Abb. 59).

Gluc—0O O OH
Sennosid A, A+1,B COOH COOH
O‘O Sennosid C,C4,D CH20OH COOH
Ry o
Aloe-emodin-dianthron- CH2OH CH2OH
l I I R, diglucosid
Gluc—0 @] OH

Abb. 59: Dianthrone aus Sennesdrogen nach HANSEL et al. (1992b)

Um arzneibuchkonform zu sein, muss die Blattdroge einen Mindestgehalt von 2,5% Hydro-
xyanthracen-glykosiden, berechnet als Sennosid B und bezogen auf die getrocknete Droge,
enthalten [PH.EUR (2002f)].
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Neben den oben genannten Sennosiden sind noch weitere Dianthrone von sehr geringem
Gehaltsanteil beschrieben: Mit Rheidin findet sich ein weiteres Hetero-dianthron-aglykon,
das aus je einem Molekil Rhein und Emodin besteht [LEMLI (1986)]. Bei den Sennosiden E
und F handelt es sich um mit Oxalsdure am Zucker veresterte Sennoside A und B, die erst-
malig von OSHIO et al. (1974) im Rhabarber nachgewiesen wurden und als Inhaltsstoffe
von Sennesblattern beschrieben sind. Ihre Wirkung soll doppelt so hoch sein wie die der

anderen Sennoside, und sie gelten als gute prodrugs [WAGNER (1999b)].

Nach LEMLI und CUVELEE (1978) liegen die Dianthrone genuin nicht in der Pflanze vor,
sondern werden erst wahrend der Trocknung bei 20°C und 50°C gebildet. Die Frischpflanze
enthalt nur die Anthronglykoside. Diese Transformation ist enzymatischen Ursprungs, wobei
die dianthronbildenden Enzyme in der lebenden Pflanze getrennt von den Anthronen lokali-
siert sind. Die Transformation findet erst nach dem Absterben der Pflanze und der Aufhe-
bung der Kompartimentierung statt [RIMPLER (1999)]. ATZORN et al. (1981) bestatigten die
Ergebnisse von LEMLI und CUVELEE (1978) durch radioimmuno assay. Fir Rhein-8-
glykosid konnte obendrein bewiesen werden, dass dieses Anthrachinon-glykosid in gleicher
Menge in frischer und getrockneter Pflanze vorliegt, und somit der Aufbau der Dianthrone
aus monomeren Anthrachinonglykosiden als unwahrscheinlich gelten kann. Scheinbar stel-
len die Sennoside und die Monoanthrachinonglykoside laut ATZORN et al. (1981) ein fir die

physiologischen Abldufe der Pflanze wichtiges Redoxsystem dar.

Die Gehaltsbestimmung der 1,8-Anthrachinonderivaten muss gemaf PH.EUR. (2002f) nach
der modifizierten Borntrager Reaktion durchgefiihrt werden. Dazu werden zunachst aus dem
wassrigen Drogenextrakt die Anthrachinonaglyka mittels Chloroform abgetrennt. Die in der
wassrigen Phase verbliebenen Dianthron-Glykoside werden mit Eisen-(lll)-chlorid oxidativ in
die monomeren Anthrachinon-glykoside gespalten. In einem letzten Schritt werden die gly-
kosidischen Verknipfungen durch sauere Hydrolyse gespalten, so dass die freien Aglyka
vorliegen. Nach erneutem Ausschutteln mit Ether wird nach Zugabe von Magnesiumacetat
der resultierende rote Komplexfarbstoff spektrophotometisch bei 515 nm vermessen. Nach
den Untersuchungen von MEILHAMMER (2003) hat die Methode einige Nachteile, wie die
grofRe Streubreite der Ergebnisse, den Zeitaufwand und einen hohen Verbrauch toxikolo-
gisch problematischer Losungsmittel. Aufderdem besteht keine Moglichkeit die einzelnen
Inhaltsstoffe unabhangig voneinander zu bestimmen. Neben den Sennosiden wird auch das
mengenmalig bedeutende Rhein-8glykosid mitbestimmt. Fir die Gehaltsbestimmung und

Stabilitatspriufung empfiehlt sich daher eher die Bestimmung mittels HPLC.
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3.3.2.2. Anthrachinone

Neben den Dianthronen finden sich mit den Anthrachinonen auch die oben aufgefiihrten
Grundbausteine fur die mdoglichen Dimeren (Abb. 60). Rhein, Aloe-Emodin, Chrysophanol
und Physicon sind charakteristische Inhaltsstoffe aller Cassia Untergattungen und Arten. Sie
kdénnen als Mono- und Diglucoside, sowie in der Anthronform in der Pflanze gefunden wer-
den [CRELLIN et al. (1961)]. Daneben wurde von KINJO et al. (1994) das Emodin-

sophorosid als weiteres Anthrachinon-diglucosid aus Tinnevelly-Sennesblattern identifiziert.

R;, O OH
PORSY
0

R1 R2 R3
Rhein COOH H OH
Aloe-emodin CH20H H OH
Chrysophanol CHs H OH
Physicon CHs OCH3 OH
Rhein-8-glucosid COOH H 3-D-Glucose
Aloe-emodin-8-glucosid CH.0OH H 3-D-Glucose
Emodin-8-O-sophorosid CH3 OH Sophorose

Abb. 60: Anthrachinonderivate aus Cassia senna nach SCHNEIDER et al. (1992c)

Der durch HPLC-Methode ermittelte Gehalt an Anthrachinonderivaten in Sennesblattern
belauft sich nach GRIMMINGER und WITTHOLM (1993) fir Rhein auf 0,03-0,11%, Rhein-8-
glykosid 0,03-0,04%, Aloe-Emodin 0,01-0,04% und dessen Glykosid 0,01-0,18%. Wahrend
die freien Anthrachinone keine direkte Wirkung zeigen, tragen die Anthrachinonglykoside
zur laxativen Wirkung bei [LENG-PESCHLOW (1988)].

3.3.2.3. Naphtalenderivate

Von analytischem Interesse sind die von LEMLI et al. (1981) identifizierten Naphtalenglyko-
side aus C. senna und C. angustifolia. Anhand ihres Vorkommens kann zwischen den bei-
den Arten dinnschichtchromatographisch unterschieden werden. Mit einem densitometrisch

gemessenen Gehalt von 0,8% ist in den Blattern von C.senna nur das 6-Hydroxy-musizin
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enthalten, wahrend sich in den Blattern von C.angustifolia lediglich das Tinnevellinglykosid
mit einem Gehalt von 0,4% findet (Abb. 61) [LEMLI et al. (1983)].

H OH
CHs OH 0

Ho

"9 o} o 0
HO H
H  “oH H OH CH;
H H H o
CHj, HOHO
H  “oH o CHs
H H

HO CHs

6-Hydroxymusizin-glucosid (C.Senna) Tinnevellin-glucosid (C.angustifolia)

Abb. 61: Naphtalenglycoside aus Cassia senna und Cassia angustifolia nach LEMLI (1981)

3.3.2.4. Flavonoide

Nach KINJO et al. (1994) finden sich in den Blattern von Cassia angustifolia einige Flavo-
noid-glykoside und Aglyka. Es handelt sich um Flavonoid-Glykoside mit den Grundkoérpern
Isorhamnetin, Quercetin und Kampferol (Abb. 62), die mit Gentiobiose an Position 3 des

Grundgeristes verknUpft sind.

R
Isorhamnetin OCH3
Quercetin OH
Kampferol H

Abb. 62: In Sennesblattern vorkommende Flavonoide nach KINJO et al. (1994)

3.3.2.5. Weitere Inhaltsstoffe

Sennesbléatter enthalten bis zu 0,05% &atherisches Ol, das u.a. aus Mono- und sesquiterpe-
nen, Phenlypropanen und Fettsauren besteht [ SCHULTZE et al. (1996)].

MULLER et al. (1988) konnten in der wasserldslichen Polysaccharidfraktion L-Rhamnose,
L-Arabinose, D-Glucose, Xylose, Mannose, D-Galaktose und D-Galakturonsaure sowie Po-

lysaccharide, aufgebaut aus diesen Monomeren, und Schleimstoffe identifizieren.

Weitere nicht naher beschriebene Inhaltsstoffe sind laut EVANS (1989) R-Sitosterol und

dessen Glykosid, Salicylsaure, Oxalsaure und Wachse.
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Daneben werden von BRUNETON (1999) 10-12% mineralische Bestandteile und ein Polyol

(Pinitol) angegeben.

3.3.3. Indikationen und Anwendung

Im 9.Jahrhundert wurde die Sennesdroge von arabischen Arzten nach Europa eingefiihrt
und wegen ihrer abfiihrenden Wirkung benutzt [HILLER und MELZIG (2000)].

Inzwischen gehéren Sennesblatter und Zubereitungen daraus zu den am haufigsten einge-
setzten pflanzlichen Abflhrmitteln [WICHTL (2002)]. Die ESCOP Monographie (1997) zu
Sennesblattern weist als Indikation die Anwendung fur nicht mehr als 1-2 Wochen bei akuter
Obstipation aus. Die Anwendung soll sich dabei auf Personen mit einem Alter Gber 10

Jahren beschranken. Als wirksame Inhaltsstoffe wurden die Dianthronglykoside angegeben.

Die Untersuchungen zur Pharmakokinetik der Sennoside zeigte, dass diese Gruppe von
Wirkstoffen als prodrugs angesehen werden kénnen [DE WITTE (1993)]. Dabei stellen die
Dianthronglykoside und Anthrachinon-O-glykoside die Transportform dar, die erst wahrend
der Darmpassage in die entsprechenden Anthrone als Wirkform umgewandelt werden.
Durch R-Glucosidasen werden dabei die glykosidischen Bindungen gespalten und die Agly-
ka freigesetzt, die anschlieend in einem reduktiven Prozess zu den Anthronen reagieren.
Als verantwortlich fiir diese Spaltung sind anaerobe Bakterien im Colon nachgewiesen wor-
den [HATTORI et al. (1993)]. Die Anthrone sind ausreichend lipophil, um Uber die Darm-
wand resorbiert zu werden [SCHULZ et al. (1998)] und treten daher im Gegensatz zu den
Sennosiden auch systemisch in Erscheinung. Neben einem geringen Anteil der urspringli-
chen Anthrachinonderivaten, kénnen in den Faeces farbige Ausscheidungsprodukte nach-
gewiesen werden, die vermutlich die Folge von Polymerisationsreaktionen im alkalischen
sidn [HIETALA et al. (1988)].

Die laxative Wirkung von 1,8-Dihydroxyanthracenverbindungen tritt erst nach Kontakt mit
der Darmschleimhaut des Colon auf. Sie induzieren eine aktive Sekretion von Natrium und
Wasser (=sekretagoge Wirkung) und hemmen die Rickresorption der Natrium-lonen (anti-
resorptive Wirkung), was zur Stuhlverflissigung flhrt [SCHULZ (1998)]. Die Extrakte erzie-
len dabei einen starkeren Effekt als aus ihrem Sennosidgehalt zu erwarten sein misste, was
auf synergistisch wirkende Begleitstoffe oder unbekannte laxative Prinzipien schlielRen Iasst
[FAIRBAIRN und MOSS (1970)]. Der abflihrende Effekt ist mit einer Verzégerung von etwa
8-12 h nach oraler Applikation zu erwarten, weswegen die Einnahme am Abend empfohlen
wird [STANDARDZULASSUNGEN (1997)]. Die hierfir eingenommene Tagesdosis sollte
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nach Kommision E eine Gesamtmenge an Hydroxyanthracenderivaten von 15-30mg pro
Tag nicht Uberschreiten [BANZ (1993)].

Die abfihrende Wirkung geht mit einer Reihe von leichten Nebenwirkung einher. In den An-
gaben der STANDARDZULASSUNGEN (1997) finden sich neben krampfartigen Magen-
Darm-Beschwerden, eine ungefahrliche Rotfarbung des Harns durch Metaboliten. Bei lange-
rer Anwendung tritt eine normalerweise reversible Pigmenteinlagerung in die Darmschleim-
haut ein (pseudomelanosis choli). Allerdings kann der Dauergebrauch bzw. Missbrauch
anthrachinonhaltiger Praparate zu schweren Stérungen des Elektrolythaushaltes flihren,
was zu Muskelfunktionsstérungen und Wechselwirkungen mit anderen Medikamenten fuh-

ren kann.

Eine erhohte Inzidenz von bdsartigen Erkrankungen bzw. Pracancerosen des Colons konnte
bisher noch nicht eindeutig ausgeschlossen werden, und wird weiterhin kontrovers diskutiert
[WICHTL (2002); WESTENDOREF (1993)]. In vitro konnten Emodin und Aloe-Emodin als die
Substanzen identifiziert werden, die flr die toxikologischen Effekte verantwortlich gemacht
werden muissen. Da diese Substanzen nur in sehr geringer Konzentration vorhanden sind,
und zum groRten Teil als inaktive Polymere Uber die Faeces ausgeschieden werden, lasst

sich kein relevantes kanzerogenes Risiko fir den Menschen abschatzen [MENGS (1996)].
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3.3.4. Charakterisierung des Ausgangsmaterials

3.3.4.1. Gehaltsverteilung der Inhaltsstoffe (Droge und Extrakte)

Die Gehaltsbestimmung der Inhaltsstoffe von Sennesblattern und —extrakten sollte mittels
HPLC-Analytik durchgefuhrt werden. Hierzu wurden mehrere Systeme geprift
[ METZGER et al. (1996), BALA et al. (2001), HAYASHI et al. (1980), TERREAUX et al.
(2002), GRIMMINGER und WITTHOLM (1993), SUN und SU (2002)]. Das von
MEILHAMMER (2003) entwickelte HPLC-Gradientensystem wurde am geeignetsten fir die
Stabilitatsprufung befunden, da alle fur die Stabilitdtsanalytik relevanten Inhaltsstoffe selektiv
nebeneinander bestimmbar sind. Die Detektion der Inhaltsstoffe erfolgte per UV-DAD. Die
Vergleichsspektren wurden bei 270 nm aufgenommen. In Abb. 63 ist ein typischer HPLC-
fingerprint eines Extraktes aus pulverisierten Sennesblattern dargestellt. Die Zuordnung der
Inhaltsstoffe erfolgte uber Coelution mit Referenzsubstanzen (Peak
5,6,7,8,9,10,12,13,16,19,20,21,22), durch Isolation und anschliel’iende Bestimmung per ESI-
MS (Peak 2,3,4 siehe 3.4.8). Daneben war es mdglich, auf Grund des UV-Spektrums Zu-
ordnungen zu Stoffgruppen zu treffen. Der Peak fir das Flavonoid-aglykon Quercetin konnte
nicht eindeutig ermittelt werden. Diese Substanz ist in Peak 15 mit enthalten, wird aber von
einer zweiten Substanz deutlich Uberlagert. Quercetin wurde daher in die Gehaltsberech-
nungen nicht mit einbezogen. In Tabelle 6 ist die Zuordnung der Peaks 1-22 zusammenge-

fasst.
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Abb. 63: HPLC-fingerprint eines Extraktes aus Sennesblattern bei 270 nm (nach MEILHAMMER 2003)
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Peak |tr Identitat UV-Maxima |MW ESI neg | Stoffgruppen-
Nr. [min] [nm] [M-H'T Zuordnung

1 9.29 n.b. 219,274,321

2 11.78 Quercetin-gentiobiosid 2 255, 263(S), 626,3 625,1

293(S), 354
3 |16.48 | Kampferol-gentiobiosid ? 265, 290(S), 348 | 610,5 609,1
4 17.38 Isorhamnetin-gentiobiosid 2 254, 271(S), 640,6 639,1
297(S), 355

5 17.91 | Sennosid D " 266,353 847,72

6 |18.95 |SennosidB" 267,308,355 862,72

7 |20.82 |Rhein-8-glykosid " 230,261 446,35

8 |22.82 |SennosidA1" 265,351 862,72

9 [23.98 |SennosidC" 268,332 847,72

10 |28.52 |Sennosid A" 268,342 862,72

11 |29.14 |nb. 233,266(S),336 Naphtalenderivat ¥

12 30.91 Sennidin B-monoglykosid "

13 |31.35 | Sennidin A-monoglykosid "

14 3366 |n.b.

15 [3558 |[n.b.

16 37.41 Isorhamnetin " 265,367

17 |37.74 |nb. 266, Flavonoid ¥

18 38.58 n.b. 233,266(S) Naphtalenderivat 3

19 |41.81 |Aloe-Emodin " 224,256,286 270,23

20 |4281 |Rhein" 230,257 284,23

21 |42.64 |SennidinA" 538,46

22 |4361 |SennidinB" 538,46

Tabelle 6: Zuordnung und Identifizierung der Peaks im HPLC-fingerprint von Sennesblattern , nach Gradientenelution nach

MEILHAMMER (2003)

1

Jidentifiziert durch Coelution mit Referenzsubstanzen

% identifiziert nach Isolation durch MS siehe 3.4.8.3
3 Zuordnung zu Inhaltsstoffgruppen anhand des UV-Spektrums ( S = Schulter im UV-Spektrum)
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Die Gehaltsbestimmung erfolgte durch Aufsummierung der entsprechenden Peakflachen

und Auswertung Uber Eichgeraden der jeweiligen Referenzsubstanz (5.5.4.4).

In Abb. 64 ist der Gehalt an Sennosiden in Einsatzdroge und Extrakten dargestellt. Mit den
Sennosiden liegen wirksamkeitsbestimmende Verbindungen vor. Dabei handelt es sich um
Inhaltsstoffe, die im isolierten Zustand den gleichen oder einen ahnlichen therapeutischen
Effekt ergeben wie ein Gesamtextrakt. Bei derartigen Inhaltsstoffen ist eine Normierung der
Extrakte, d.h. die Einstellung auf einen Normwert innerhalb eines vorgegebenen Intervalls
des Gehaltes der Substanzgruppe vorgeschrieben [GAEDCKE (2000)]. Entsprechend muss
der eingestellte Sennesblattertrockenextrakt nach PH.EUR. (2002g) zwischen 5,5 und 8%
Hydroxyanthracenglykoside, berechnet als Sennsoid B, enthalten. Fur die Droge ist mit min-
destens 2,5% ebenfalls ein Mindestgehalt im Arzneibuch festgesetzt [PH.EUR. (2002f).].
Allerdings muss berticksichtigt werden, dass unter den Bedingungen der spektroskopischen
Methode nach PH.EUR. die Mono-anthrachinonglykoside, wie z.B. das mengenmaRig nicht
unbedeutende Rhein-8-glykosid in die Bestimmung der Hydroxyanthracenderivate mit ein-
gehen. Dieser Wert liegt dadurch héher als der abgebildete, mit HPLC bestimmte Gehalt der
Sennoside allein. Dennoch soll im Weiteren der Gehalt an Sennosiden neben Rhein-8-
glykosids betrachtet werden, da moglicherweise unterschiedliche Abbauwege vorliegen und
somit eine mdgliche Verfalschung der Verlaufe resultiert. Unter Einberechnung des Rhein-8-
glykosides bei den mit HPLC ermittelten Ausgangswerten ergaben sich fur die Einsatzdroge
ein Gehalt an 1,8-Hydroxyanthracenderivaten von 2,9%, fir den handelslblichen Extrakt ein
Gehalt von 8,7% und den nativen Extrakt ein Gehalt von 4,1%. Dabei zeigt sich, dass die
beiden Extrakte nicht arzneibuchkonform sind. Der handelslbliche Extrakt liegt Gber dem
geforderten Wert. Dieser hohe Wert kann aber auf die generell um 10% hoheren Werte bei
der HPLC-Methode zurtickzufihren sein [MEILHAMMER (2003)]. Der native Extrakt liegt
unterhalb des geforderten Gehalts-Intervalls, was auf die spezifische Herstellungsmethode

zurtckzufihren ist.
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Abb. 64: Gehalt an Gesamtsennosiden der Einsatzdroge Abb. 65: Gehalt an Anthrachinonaglyka der Einsatzdroge
und der Extrakte berechnet als Sennosid B und der Extrakte berechnet als Rhein

I: Sennesblatter pulversiert; Il: Methanolischer Sennesblattertrockenextrakt; Ill: Nativer ethanolischer Sennesblatterex-
trakt

Der Gehalt der Anthrachinonaglyka Rhein und Aloe-Emodin lag im Ausgangsmaterial mit
0,12% an der oberen Grenze des von GRIMMINGER und WITTHOLM (1993) festgesetzten
Intervalls. Nativer und handelsublicher Extrakt enthielten die drei- bzw. vierfache Menge an
Anthrachinonaglyka (Abb. 65).

Gehalt an Flavonoiden [%)]

Abb. 66: Gehalt an Flavonoiden der Einsatzdroge und der Extrakte berechnet als Isorhamnetin

I: Sennesblatter pulversiert; Il: Methanolischer Sennesblattertrockenextrakt; I1l: Nativer ethanolischer Sennesblatterex-
trakt

Zum Gehalt an Flavonoiden liegen bisher keine Literatur-Daten vor. Der Gesamtgehalt be-
zogen auf die Summe aus zwei Aglyka und drei Glykosiden, berechnet als Isorhamnetin,
ergab fur die Eingangsdroge einen Wert von 1,3%, fir den handelstblichen Extrakt einen
Wert von 3,6% und den nativen Extrakt einen Wert von 5,6%. Damit stellt die Fraktion der

Flavonoide den groten Anteil im nativen Extrakt dar (Abb. 66).
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3.3.4.2. Pulvereigenschaften

Analog zu den Baldrianpraparaten wurden zur Beobachtung der physikalischen Verande-
rungen die Pulvereigenschaften dokumentiert. Der Trocknungsverlust der Ausgangsdroge
von 10,39% und des Extraktes mit 2,32% lag unter den vom Arzneibuch vorgeschriebenen
Hochstgrenzen. Daneben wurde auch fur die Sennespraparate eine KorngréRenverteilung
durch Siebanalyse durchgefihrt [PH.EUR. (2002d)]. Sie zeigt flur die pulverisierte Einsatz-
droge eine normalverteilte KorngréRenzusammensetzung (Abb. 67). Der Extrakt wiederum

ist durch eine einheitliche Verteilung auf zwei Sieben charakterisierbar (Abb. 68).

60 - 60 +
50 + 50 —
X
240+ - 340+
B S 30 |
% 30 ¢ ®
= S
[+'4 3 N
%204 3 20
10 + 10 +
0 : : : : - | 0 ety
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Abb. 67: KorngroRenverteilung der pulverisierten Sennes-  Abb. 68: KorngroRRenverteilung des Sennesblatterextraktes
blatter

3.3.5. Stabilitatsuntersuchungen zu pulverisierten Sennesblattern

3.3.5.1. Vorhandene Untersuchungen zur Stabilitdt von Sennesdrogen

Die bereits oben erwadhnten Untersuchungen zum Vorkommen der Dianthrone in Sennes-
blattern von LEMLI et al. (1978) zeigte eine Zunahme der Sennoside wahrend der Trock-
nung bis 50°C. Der Gesamtanthrachinongehalt sowie der Gehalt an Sennosiden und Mo-
noglykosiden verringerte sich bei Trocknung Uber dieser Temperatur deutlich. Gleichzeitig
mit diesem Abbau steigt der Gehalt an Sennidinen, die die Abbauprodukte der Sennoside
darstellen, an. Diesen Umwandlungen liegt ein spezifischer enzymatischer Abbau zu Grun-
de. Diese Untersuchung zeigte, dass die Sennoside deutlich temperaturabhangige Verande-

rungen zeigen.

MALINGRE [1968) liefert einen Uberblick Uber mégliche Abbaureaktionen in Sennesextrak-
ten. Die bei der Extraktion zur Verbesserung der Ldslichkeit der Anthranoide zugegebene
Natriumcarbonatlésung verursacht eine erhdhte Empfindlichkeit gegen oxidative Einflisse.

Allgemein lasst sich sagen, dass die Lagerung flissiger Sennespraparate zu einem Verlust
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an Anthrachinonglykosiden fuhrt. Allerdings lie® sich dabei kein Anstieg der zu vermutenden
Aglyka beobachten, woraus méglicherweise ein anderer Abbauweg als die reine Hydrolyse

zu vermuten ist.

Stabilitdtsaspekte von Sennosiden in Losung untersuchte LAINONEN et al. (1988). Dabei
konnte er fur die chemische Stabilitéat dieser Substanzen in wassriger Lésung eine Abhan-
gigkeit vom pH-Wert finden. Die glinstigsten Bedingungen fiir eine stabile Lagerung beste-
hen dabei bei einem pH-Wert von 6,5. Die Haltbarkeit betragt unter diesen Bedingungen
dennoch lediglich 8,5 Monate. Ein sich wahrend der Lagerung im wassrigen Milieu bilden-
dendes farbiges Abbauprodukt wies bei Mausen eine hohere laxative Wirkung auf als die
Sennoside allein (LAINONEN (1988b)].

Unter ahnlichen Vorraussetzungen wie bei den in dieser Arbeit eingesetzten Lagerbedin-
gungen und Verpackungsmaterialien hat ALERT (1985) die Stabilitat von anthrachinonhalti-
gen Drogenmaterialien untersucht. Dabei konnte er wahrend der Lagerung zunéachst einen
Anstieg glykosidisch gebundener Anthrachinone finden. Dies fiihrte er auf die nicht vollstan-
dig abgelaufenen Umwandlungen wahrend der vorgeschriebenen Lagerung der Droge
(Frangula alnus) zuriick. Gleichzeitig war aber auch die Zersetzung zu beobachten, weil das
freie Aglykon anstieg. Gepulverte Drogen wiesen dabei héhere Empfindlichkeit als geschnit-
tene Drogen auf. Die Verpackung in alukaschierten Beuteln zeigte bei niedriger Luftfeuchte
keine Vorteile gegenuber Papierbeuteln. Bei hoher Luftfeuchte allerdings waren sie den Pa-
pierbeuteln Uberlegen. Ein Anstieg der Temperatur zeigte ohne Erhéhung der Luftfeuchte
keinen Effekt. Bei erhohter Luftfeuchte und erhdhter Temperatur setzen allerdings fulminan-
te Degradationsprozesse ein. Neben Faulbaumrinde wurde Cascararinde untersucht. Die C-
glykosidisch verknupften Anthrachinonglykoside zeigten dabei eine wesentlich hohere Stabi-
litdt als die O-Glykoside aus Rhamnus alnus. Die Veranderungen von Aloepraparaten waren
lediglich physikalischer und mikrobieller Art. Abhangig von den Lagerbedingungen zeigten
die Extrakte Pilzbefall und Sinterung. Eine Veranderung der chemischen Zusammensetzung

war dabei nicht festzustellen.

Fir Rhein-8-glykosid wurde von BOVENTER (1988) ein stark schwankender Gehalt in Ab-
hangigkiet von der Aufbereitungsart diagnostiziert. Besonders flr Kaltauszige lasst sich die
Konzentration schwer bestimmen, woraus ein enzymatischer Abbau zu schlieRen war. Dabei
scheint die Konzentration der entsprechenden Enzyme in Sennesfrichten gréRer zu sein als
in Blattern. MEILHAMMER (2003a) konnte eine enzymatisch bedingte komplette Degradati-
on des Rhein-8-glykosid im Kaltansatz von Sennesblattertee nachweisen. Bei einer Extrakti-
on, bei der die entsprechenden Enzyme vermutlich denaturiert werden, wie z.B. beim Heil3-
wasserextrakt, lauft dieser Prozess nicht ab. Substrat flr die Glucosidasen ist allein das

Rhein-8-glykosid. Gleichzeitig mit der Degradation findet eine Zunahme des entsprechenden
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Aglykons Rhein statt. Nach Ablauf der Degradation nimmt allerdings diese Substanz in ih-
rem Gehalt auch wieder ab, was flr eine weiter Zersetzung spricht. Daneben weist
MEILHAMMER (2003b) im Kaltansatz eine Zunahme der Sennidinmonoglykoside nach, was
wiederum auf eine enzymatische Spaltung der Sennoside schliefen lasst. Im HeilRansatz

werden diese Substanzen wiederum nicht gefunden.

Die von HIETALA et al. (1988) als Metaboliten nachgewiesenen Polymerisationsprodukte,
mussen auch, als wahrend der Lagerung moglicherweise auftretende Stoffe, in Betracht

gezogen werden.

3.3.5.2. Vorausgehende Untersuchung

Um mdgliche Abbaureaktionen zu forcieren wurde der methanolische Extrakt bei 70°C im
Trockenschrank aufbewahrt und wahrend vier Monaten beobachtet. Die Veranderung der
Peakflachen ausgewahlter Substanzen Uber die Zeit gibt Abb. 69 wieder. Wie nach LEMLI et
al. (1978) zu erwarten war, zeigten sich diverse Transformationen. Die Sennoside nahmen
in Bezug zum Ausgangswert deutlich ab. Dagegen zeigte, als mdgliches Abbauprodukt aus
den drei aufgefuhrten Sennosiden, das Rhein-8-glykosid zunachst einen Anstieg, um dann

ebenfalls abzunehmen. Rhein hingegen nahm (ber die Zeit stetig zu.

459 —=— Sennosid A
--® - Sennosid A1
---4--Sennosid B
2N ---¥—--Rhein-8-glykosid
a0 Ngemm e ¥ ---#---Rhein

Peakflache

T T T 1
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Lagerzeit [d]

Abb. 69: Verlauf der Peakflachen relevanter Inhaltsstoffe eines bei 70°C im Trockenschrank gelagerten Sennesblatterex-
traktes
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Der daraus ableitbare Abbauweg der Sennoside A, A1 und B koénnte Uber das Rhein-8-
glykosid zum Rhein ablaufen. Durch oxidative Spaltung der C-C Brlicke im Dianthrongertst
wirden je zwei Moleklle Anthrachinon-O-glykoside anfallen. Dies wurde erklaren, weshalb
diese Substanz im Gehalt zunachst zunimmt. Erst nachdem die Sennoside weitgehend ab-
gebaut sind, und demnach kein Rhein-8-glykosid mehr anféllt, kommt es zu einem Abbau

des Rhein-8-glykosids.

3.3.5.3. HPLC Untersuchungen

Alle HPLC Untersuchungen wurden mit der unter 3.3.4 beschriebenen Methode durchge-
fuhrt.

Ausgehend von den Voruntersuchungen wurden die Veranderungen im Gehalt der Sennosi-
de und Anthrachinonaglyka sowie der Peakflachen von Rhein-8-glykosid und den Sennidi-
nen bestimmt. Wie aus Abb. 70 zu ersehen ist, ist ein lagerungsabhangiger Abbau der
Sennoside zu beobachten. Wahrend bei einer Lagerung bei 25°C / 60% rF eine Abnahme
um 22% uber die gesamte Laufzeit zu beobachten war, nahm bei 30°C / 60% rF der Gehalt
um fast 50% ab. Bei 40°C / 75 % rF waren mit Uber 98% Abnahme kaum noch Sennoside
vorhanden. Ein weiterer Gesichtspunkt ist die Zunahme der Sennoside in den ersten drei
Monaten Lagerung bei 25°C / 60% rF um 25%. Mdglicherweise handelt es sich dabei um die
von ALERT (1985) bereits bei seinen Untersuchungen an Rhamnus-Drogen festgestellte

Oxidation restlicher Anthrone aus dem Pflanzenmaterial.

Gleichzeitig konnte eine Zunahme der Anthrachinonaglyka beobachtet werden (Abb. 71).
Bei 25°C / 60% rF und 30°C / 60% rF nahm der Gehalt von Rhein und Aloe-Emodin um 40%
bzw. 60% zu. Bei 40°C / 75% rF hingegen stieg der Gehalt zunachst auf Uber 200% des
Ausgangswertes an, und nahm dann im Laufe der Zeit aber wieder auf 150% ab. Daraus
Iasst sich schlielen, dass die anfangliche Zunahme vermutlich durch die Degradation eines
Glykosides resultiert. Die Abnahme des Anthrachinongehaltes auf grund ihrer Zersetzung

kommt somit erst verzégert zum tragen.
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Abb. 70: Abnahme des Gehaltes an Sennosiden in pulve- Abb. 71: Zunahme des Gehaltes der Anthrachinonaglyka
risierten Sennesblattern unter verschiedenenen Einlage-  Rhein und Aloe-Emodin in pulverisierten Sennesblattern
rungsbedingungen unter verschiedenen Einlagerungsbedingungen

Die gepunktete Linie in beiden Abbildungen gibt die Grenze zur Unterschreitung von 90%, bzw. Uberschreitung von 110% des
Ausgangswertes an.

Wie in den Voruntersuchungen zu sehen war, zeigte der Verlauf des Rhein-8-glykosides
zunachst einen leichten Anstieg, der schlielllich in eine Abnahme (berging. Die Beobach-
tung der Einsatzdroge unter weniger starker thermischer Belastung zeigte allerdings einen
anderen Verlauf fir Rhein-8-glykosid (Abb. 72). Unter allen drei Einlagerungsbedingungen
konnte eine Abnahme beobachtet werden. Sie verhielt sich in ihrer prozentualen Abnahme
in vergleichbaren Groflenordnungen wie die Abnahme der Sennoside bei entsprechender
Lagerung. Der aus den Voruntersuchungen mit dem Extrakt postulierte Abbau der Sennosi-
de Uber Rhein-8-glykosid konnte flir die Degradation der Einsatzdroge bei niedrigeren Tem-
peraturen nicht bestatigt werden. Um den Abbau der Sennoside zu verfolgen, wurden die
Peakflachen der Sennidinmonoglykoside ausgewertet (Abb. 73). Der Kurvenverlauf zeigt
eine Zunahme dieser Substanzen in Abhangigkeit von den Lagerbedingungen. Der Verlauf
der einzelnen Kurven ist vergleichbar mit den Verlaufen des Gehaltes der Anthrachinonagly-
ka. Bei 25°C / 60% rF bzw. 30°C / 60% rF nahm die Peakflache auf das doppelte bzw. 5,5-
fache zu. Bei 40°C / 75% zeigte sich zunachst wieder ein starker Anstieg auf die fast sechs-
fache Flache des Ausgangswertes, die aber mit der Zeit wieder um ein viertel der Flache
abnahm. Die Zunahme der Sennidinmonoglykoside als Abbauprodukte wurde bereits von
MEILHAMMER (2003b) nachgewiesen.
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Abb. 72: Verlauf der Peakflache von Rhein-8-glykosid in Abb. 73: Verlauf der Peakflachen der Sennidinmonoglyko-
Abhangigkeit von den Einlagerungsbedingungen side in Abhangigkeit von den Einlagerungsbedingungen

Die gepunktete Linie in beiden Abbildungen gibt die Grenze zur Unterschreitung von 90%, bzw. Uberschreitung von 110% des
Ausgangswertes an.

Um zu evaluieren, ob die Sennidinmonoglykoside weiter abgebaut werden, ist der Verlauf
der Peakflachen der Sennidine in Abb. 74 wiedergegeben. Allerdings war fir diese mogli-

chen Abbauprodukte lediglich eine Abnahme bei allen klimatischen Bedingungen nachweis-

bar.
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Abb. 74: Verlauf der Peakflachen der Sennidine in Abhangigkeit von den Einlagerungsbedingungen

Die beschriebenen Veranderungen kénnen im HPLC-Fingerprint deutlich nachvollzogen
werden (Abb. 75). Wahrend die Peaks der Sennoside kaum mehr nachweisbar sind, gibt es
einige Peaks im unpolaren Bereich, die eine Zunahme zeigen. Hierzu gehdren die Senni-
dinmonoglykoside, die Anthrachinone Rhein und Aloe-Emodin und die Flavonoid-aglyka. Im

Vergleich zu den Sennosiden nahmen die Peaks der Flavonoid-glykoside weniger stark ab.
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Abb. 75: Vergleich der Fingerprint-chromatogramme des Ausgangszustandes und der Zusammensetzung von Sennesblat-
tern nach einer Lagerung von 12 Monaten bei 40°C / 75% rF

Aus den oben gezeigten Beobachtungen lassen sich fir die Stabilitat der Sennainhaltsstoffe
die folgenden Schlisse ziehen: Die Degradation der Sennoside erfolgt unter diesen Bedin-
gungen nicht tber Rhein-8-glykosid, sondern Uber die Sennidinmonoglykoside. Die darauf
folgenden Abbaureaktionen kénnen nicht weiter spezifiziert werden. Die Zunahme der
Anthrachinone rihrt vermutlich von der Zersetzung des Rhein-8-glykosides her. Die teilwei-
se heftigen Abbaureaktionen bei 40°C / 75% rF, bei denen eine Kinetik 1. Ordnung zu ver-
muten ist, kdnnten auf einen enzymatischen Abbau zurlckzuflihren sein, da anscheinend
spezifische Abbauvorgange ablaufen. Ein enzymatischer Abbau des Rhein-8-glykosides
wurde von MEILHAMMER (2003) bereits nachgewiesen (siehe 3.3.5.1). Fir eine oxidative
Spaltung der Sennoside, wie dies nach die Voruntersuchungen vermutet werden konnte,
wurden keine Anhaltspunkte gefunden. In Abb. 76 sind die mdglichen Abbauwege

zusammengefasst.
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Abb. 76: Mdgliche Abbauwege der Anthranoide in Sennesblattern (Die mit Fragezeichen gekennzeichneten Wege sind
au Grund der erhaltenen Ergebnisse eher unwahrscheinlich)

Neben den Veranderungen im Anthranoidspektrum konnten auch fir die Flavonoide Trans-
formationen im Fingerprint-Chromatogramm beobachtet werden. Die Gruppe der Flavongly-
koside zeigte in Abhangigkeit von der Lagerung unterschiedlich starke Abbauraten (Abb.
77). Die Hydrolyse dieser Glykoside scheint aber nicht so leicht von statten zu gehen wie die
der Sennoside, denn die relativen Abnahmen waren geringer. Bei 25°C / 60% rF nahm der
Gehalt im Mittel Uber die Zeit nicht signifikant ab. Bei 30°C / 60% rF und 40°C / 75% rF
hingegen zeigten sich Gehaltsverluste, die aber selbst bei 40°C / 75% rF mit einem Verlust
um 70% wesentlich geringer waren als der Verlust an Sennosiden bei gleicher Einlagerung.
Gleichzeitig mit der Abnahme der Flavonoide bei 30°C / 60% rF und 40°C / 75% rF stieg
auch der Gehalt an Flavonoidaglyka deutlich an (Abb. 78). Bei 25°C / 75% rF hingegen
war kein deutlicher Anstieg zu beobachten. Ahnliche Ergebnisse brachten die Untersuchun-
gen von HEIGL (2003), in denen die Stabilitdt von Flavonoiden in getrocknetem Pflanzenma-
terial untersucht wurde. Auch hier findet sich keine Veranderung im Flavonoidspektrum bei
Lagerung von flavonoidhaltigen Pflanzen bei 25°C / 75% rF. Bei 40°C / 75% rF ist hingegen

ein Verlust von tber 50% nachweisbar.
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Abb. 77: Abnahme des Flavonglycosid-Gehaltes in pulveri- Abb. 78: Zunahme des Gehaltes an Isorhamnetin und Kéampferol
sierten Sennesblattern in Abhangigkeit von den Einlage- als Flavonoidaglyka in pulverisierten Sennesblattern
rungsbedingungen

Die gepunktete Linie in beiden Abbildungen gibt die Grenze zur Unterschreitung von 90%, bzw. Uberschreitung von 110% des
Ausgangswertes an.

Eine deutliche Zunahme von Flavonoidaglyka war bei den Voruntersuchungen nicht aufge-
fallen. Die Flavonoidglykoside nahmen in allen Peaks deutlich ab. Die Aglyka blieben von
der Flache her zunachst gleich und nahmen dann ab. Dies entspricht nicht den
Untersuchungen mit Flavonoiden bei 70°C [HEIGL (2003)], wonach bei 70°C die Aglyka
auch stark ansteigen. Dass die Peaks der Aglyka nahezu unverandert blieben kann aber
dennoch ein Hinweis darauf sein, dass es sich um Abbauprodukte handelt. Die Degradation
und die Zunahme halten sich solange die Waage, bis keine neuen Abbauprodukte mehr

nachgebildet werden. Der Gehalt nimmt daher erst verzdgert ab.

3.3.5.4. DC-Untersuchungen

Dinnschichtchromatographische Untersuchungen wurden analog der Sennesblatter-
Monographie der PH.EUR. (2002f) durchgefihrt (5.5.5.4). Die dabei beobachtbaren
Veranderungen entsprachen den Ergebnissen der HPLC-Untersuchungen. Wahrend unter
der Lagerung von 25°C / 60% rF keine Veranderungen im Spektrum nachweisbar waren
(Abb. 79) wurden bei Lagerbedingungen von 40°C / 75% rF Abbaureaktionen deutlich(Abb.
80). Entsprechend dem HPLC-Fingerprint ging der Gehalt der Sennoside zuriick. Lediglich

Sennosid B war noch in geringen Mengen zu detektieren.
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Abb. 79: DC von Sennesblattern gelagert bei Abb. 80: DC von Sennesblattern gelagert bei
25°C /1 60% rF 40°C / 75% rF

Die Zunahme der Anthrachinonaglyka ist bereits bei Betrachtung im Tageslicht nach der

Trennung zu sehen. Alle hier schwach sichtbaren Flecken sind gelb gefarbt. Wahrend sich
bei 25°C / 60% rF keine deutlichen Unterschiede zeigen (Abb. 81) ist bei 40°C / 75% rF die

Zunahme der Anthrachinone deutlich zu sehen (Abb. 82). Dabei zeigt sich schon bis zur

ersten Probenentnahme eine deutliche Zunahme der Intensitat, die dann langsam wieder

abnimmt. Dieser Verlauf entspricht den mittels HPLC bereits ermittelten Werten. Daneben

ist der Fleck des Aloe-Emodins ist nur unter diesen Bedingungen Uberhaupt nachweisbar.



Stabilitat von Sennae folium 97

T~ Rnein
Aloe-Emodin —___———»
T
£0 3 7 10 13 Lagerdauer in {=1] 2 4 7 12
Monaten
Abb. 81: DC von Sennesblattern bei 25°C / 60% Abb. 82: DC von Sennesblattern bei 40°C / 75% rrF
rF unter Tageslichtbetrachtung unter Tageslichtbetrachtung
3.3.5.5. Aussagen zur Stabilitdt der Einsatzdroge

Wahrend des Einlagerungszeitraums von 18 Monaten nahmen selbst bei 25°C / 60% rF die
wirksamkeitsbestimmenden Inhaltsstoffe um 25% ab. Der vorgeschriebene Gehalt an 1,8-
Hydroxyanthracenderivaten von mindesten 2,5% wird nur unter den Bedingung von 25°C /
60% rF Uber den Einlagerungszeitraum mit 2,56% knapp eingehalten. Wie bereits aus ande-
ren Untersuchungen bekannt war, sind die Inhaltsstoffe als sehr empfindlich gegen erhdhte
Luftfeuchte einzustufen. Auf sachgerechte Lagerung ist demgemass besondere Riicksicht

zu nehmen.

Die Untersuchungen zeigten, dass die Einlagerungsbedingungen ausschlaggebend fir die
Art der Zersetzung der Sennoside sind. Bei hohen Temperaturen und geringer Luftfeuchte
scheinen oxidative Prozesse zu Uberwiegen. Bei hoher Feuchte allerdings Uberwiegen
hydrolytische Abbauprozesse, die moglicherweise enzymatischen Ursprungs sind. Die dabei
zunehmenden Anthrachinonaglyka stellen geeignete Markersubstanzen fir Stabilitdtsanga-

ben dar, da sie bereits nach wenigen Tagen sie um mehr als 10% zunehmen.

Obwohl die Flavonoidaglyka Isorhamnetin und Kampferol als Abbauprodukte identifiziert
wurden, stellt sich die Gruppe der Flavonoide als wesentlich stabiler dar und ist daher als
Marker bei der Stabilitatskontrolle eher ungeeignet. Ein Anstieg der Flavonoidaglyka ist al-

lerdings ein Hinweis dafir, dass erhéhte Stressbedingungen vorgelegen haben missen, da
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die Flavonglykoside bei 25°C / 60% rF noch stabil sind, und erst ab Einlagerungsbedingun-

gen von 30°C / 60% rF oder héher Abbaureaktionen zeigen.

3.3.6. Stabilitatsuntersuchungen an Sennesblatter-Trockenextrakten

3.3.6.1. HPLC Untersuchungen

Die Untersuchung der Inhaltsstoffe der Sennesblatterextrakte des Handels ergab deutliche
verpackungs- und lagerungsabhangige Veranderungen der Sennoside (Abb. 83), die in alu-
kaschierten Beuteln und PE-Weithalsflaschen bei allen Klimazonen um 10-20% linear ab-
nahmen. Deutlichere Verluste waren bei den Extrakten in PE-Beuteln zu verzeichnen, die
bereits bei 25°C / 75% rF auf 65% des Ausgangsgehaltes absanken. Der unverpackte Ex-
trakt fiel nach dem vierten Probenentnahmepunkt bei dieser Lagerbedingung auf 58% des
Ausgangswertes. Bei 30°C / 60% rF waren die Unterschiede zu den beiden anderen Verpa-
ckungen mit Abnahmen auf 31% der Extrakte in PE-Beuteln und auf 20% bei unverpackten
Extrakten wesentlich ausgepragter. Bei 40°C / 75% rF enthielten nach 12 monatiger Lage-
rung die unverpackten und die in PE-Beuteln verpackten Extrakte nahezu keine Sennoside
mehr. FUr die unverpackten Extrakte kann aus dem exponentiell abfallenden Kurvenverlauf
auf einen Abbau geschlossen werden, der einer hoheren Kinetik folgt, als sie bei den milde-
ren klimatischen Bedingungen nachweisbar war. Der Gehalt an Sennosiden fiel dabei be-
reits nach sechs Monaten unter 10% des Ausgangswertes. Ahnlich wie bei der Einsatzdroge
zeigt sich bei den in alukaschierten Beuteln und in PE-Weithalsflaschen verpackten Extrak-
ten zum ersten Probenentnahmezeitpunkt ein Anstieg der Sennoside. Moglicherweise voll-

zog sich eine geringfiigige Neubildung aus Anthronen, wie ALERT (1985) postulierte.

Die Sennidinmonoglykoside traten bei keinem Extrakt im HPLC-Fingerprint in Erscheinung.
Der bei der Einsatzdroge beobachtete Anstieg dieser Inhaltsstoffe konnte demnach bei den
Extrakten nicht beobachtet werden. Falls der fir die Einsatzdroge beschriebene Abbauweg
von den Sennosiden zu den Sennidinmonoglykosiden bei den Extrakten auch durchlaufen
wird, so muss die Zunahme der Sennidinmonoglykoside unter der Nachweisgrenze liegen.
Da dies durch enzymatische Prozesse erfolgt, und das Vorhandensein von Enzymen im
Extrakt auf Grund des Herstellungsverfahrens eher unwahrscheinlich ist, konnte die Degra-
dation aber auch einem anderen Weg folgen. Bei den untersuchten Extrakten allerdings

waren keinerlei Abbauprodukte nachweisbar.
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Abb. 83: Sennesblatterextrakte: Sennosidgehalt berechnet als  Abb. 84: Sennesblatterextrakte: Gehalt an Anthrachinonaglyka
Sennosid B in Abhangigkeit von Lagerung und Verpackung berechnet als Rhein in Abhangigkeit von Lagerung und Verpa-
ckung

A: 25°C /60% rF B: 30°C/60% rF 3:40°C/75% rF (Die gepunktete Linie gibt die Grenze zur Unterschreitung von 90% des
Ausgangswertes an)

Auch die bei der Einsatzdroge im Gehalt zunehmenden Anthrachinone zeigen keine deutli-
chen Zunahmen (Abb. 84), wobei allerdings auch die Abnahme sehr gering ist. Fur die Ex-
trakte in alukaschierten Beuteln und PE-Weithalsflaschen bleibt der Gehalt bei allen Lage-
rebdingungen nahezu konstant. Lediglich die unverpackten und in PE-Beuteln verpackten
Extrakte zeigen geringfligige Gehaltsabnahmen bei allen Lagerbedingungen. Die bei der

Einsatzdroge beobachtete deutliche Zunahme kann bei den Extrakten nicht nachgewiesen



Stabilitat von Sennae folium 100

werden. Es zeigte sich aber, daf} auch die dafiir postulierte Ausgangssubstanz, das Rhein-
8-glykosid in seinem Gehalt kaum abnahm (in Abb. 85 gezeigt fur 40°C / 75% rF). Die dras-
tischen Abnahmen, wie sie bei der Einsatzdroge nachweisbar waren konnten hier nicht beo-
bachtet werden. Die Kurven des Rhein-8-glykosids und der Anthrachinonaglyka zeigen ei-
nen ahnlichen Verlauf, so dass nicht davon ausgegangen werden kann, dass eine Umwand-

lung des Rhein-8-glykosids in Rhein stattgefunden hat.
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Abb. 85: Veranderungen der Peakflache von Rhein-8-glykosid in Sennesblatterextrakt gelagert bei 40°C / 75% rF

Auch aus der Beobachtung der Flavonoidfraktion resultieren nicht die gleichen Veranderun-
gen wie bei der Einsatzdroge. Fur 25°C und 30°C / 60% rF zeigen sowohl Flavonglykoside
(Abb. 86) als auch deren Aglyka (Abb. 87) bei allen Verpackungen einen geringfligigen Ab-
bau von ca. 10%. Die in alukaschierten Beuteln und PE-Beuteln verpackten Extrakte zeigen
diese nur leichten Veranderungen auch bei 40°C / 75% rF. Anders verhalten sich die unver-
packten und die in PE-Beuteln verpackten Extrakte. Deren Gehalt an Flavonglykosiden sinkt
unter diesen Bedingungen auf ca. 40% und an Aglyka auf etwa 30% des Ausgangsgehaltes.
Die gerade bei diesen Einlagerungsbedingungen deutliche Zunahme der Agklyka bei der
Einsatzdroge konnte fir die Extrakte nicht beobachtet werden.
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Abb. 87: Gehalt an Flavonaglyka berechnet als Isorhamnetin in
Abhangigkeit von Lagerung und Verpackung in Sennesblatter-
extrakt

A: 25°C /60% rF B: 30°C/60% rF 3:40°C/75% rF (Die gepunktete Linie gibt die Grenze zur Unterschreitung von 90% des
Ausgangswertes an)

Zu ahnlichen Aussagen zur Stabilitdt kommt man nach der Betrachtung der nativen Extrak-
te. Die Sennoside zeigen einen den Lagerbedingungen entsprechenden Abbau (Abb. 88).
Dabei nimmt der Gehalt bei 30°C / 60% rF um 53% , bei 40°C / 75% rF um 85% ab. Daraus
lasst sich eine hohere Empfindlichkeit des nativen Extraktes gegen aulere Einflisse ablei-
ten, als bei den oben aufgeflihrten handelsiblichen Extrakten. Bei gleicher Verpackung zeigt

dieser nur in etwa 10% Abbau der Sennoside unabhangig von den untersuchten klimati-
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schen Bedingungen. Zunahmen der Sennidinmonoglykoside waren auch bei nativen Extrak-

ten nicht nachweisbar.
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Abb. 88: Gehalt an Sennosiden berechnet als Sennosid B
in Abhangigkeit von Lagerung und Verpackung in nativem
Sennesblatterextrakt
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Abb. 89: Gehalt an Anthrachinonaglyka berechnet als
Rhein in Abhangigkeit von Lagerung und Verpackung in

nativem Sennesblatterextrakt

Die Anthrachinonaglyka wiesen unter allen Bedingungen einen Verlust von ca. 25% auf;

Zunahmen konnten auch hier nicht beobachtet werden (Abb. 89).

Auch die Flavonglykoside(Abb. 90) und Flavonoidaglyka (Abb. 91) nahmen wahrend der

Lagerung ab. Dabei waren starkere Abnahmen bei hoherer Temperatur und Feuchte zu be-
merken. Allerdings war die Abnahme bei 40°C / 75% rF der Glykoside mit 30% und der

Aglyka mit 50% wiederum nicht so ausgepragt wie bei den Sennosiden. Auch hier zeigte

sich erneut die im Verhaltnis hdhere Stabilitat von Flavonoiden gegeniber auleren Einflis-

sen. Eine Zunahme der Aglyka wie bei der Einsatzdroge konnte auch fir die nativen Extrak-

te nicht beobachtet werden.
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Abb. 90: Gehalt an Flavonglykosiden berechnet als Isorham-
netin in Abhangigkeit von Lagerung und Verpackung in nati-
vem Sennesblatterextrakt
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Abb. 91: Gehalt an Flavonoid-Aglyka berechnet als I-
sorhamnetin in Abhangigkeit von Lagerung und Verpa-
ckung in nativem Sennesblatterextrakt
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3.3.6.2. DC-Untersuchungen der Sennesblétterextrakte

Hinsichtlich des Verlaufs des Sennosidgehaltes bestatigen die DC-Untersuchungen die ge-
fundenen HPLC-Ergebnisse. Die in PE-Weithalsflaschen verpackten Extrakte zeigen sowohl
bei 25°C / 69% rF (Abb. 92) als auch bei 40°C / 75% rF (Abb. 94) keine deutlich erkennba-

ren Abnahmen der Sennoside.
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Die Werte unter Linie bezeichnen die Lagerdauer in Monaten

Abb. 92: DC von Sennesblatterextrakt, gelagert in Abb. 93: DC von Sennesblatterextrakt, unverpackt
einer PE-Weithalsflasche bei 25°C / 60% rF gelagert bei 25°C / 60% rF

Im Vergleich dazu wurden die unverpackten Extrakte untersucht. Obwohl die HPLC-
Untersuchungen nach einer Lagerzeit von 13 Monaten bei 25°C / 60% rF bereits einen Ver-
lust von 42% des Gehaltes feststellen lieRen, kann diese Entwicklung aus dem DC nicht

abgelesen werden ( Abb. 93).
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Die Werte unter Linie bezeichnen die Lagerdauer in Monaten

Abb. 94: DC von Sennesblatterextrakt, gelagert Abb. 95: DC von Sennesblatterextrakt,
in einer PE-Weithalsflasche bei 40°C / 75% rF unverpackt gelagert bei 40°C / 75% rF

Bei Lagerung unter 40°C /75% rF war nach den HPLC-Untersuchungen nach 6 Monaten

weniger als 10% des Ausgangsgehaltes an Sennosiden zu verzeichnen. Im DC ist fur diesen

Zeitpunkt keines der Sennoside mehr detektierbar (Abb. 95). Die deutliche Abnahme dieser

Verbindungen ist bereits nach 2 Monaten im DC sichtbar. Zu diesem Zeitpunkt wurde durch

HPLC bereits ein Rickgang um 75% des Gehaltes nachgewiesen.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass zur Detektion der mittels HPLC ermittel-

ten Veranderungen der Sennesblatterextrakte die Dinnschichtchromatgraphie sich als nicht

ausreichend sensitiv erwiesen hat.
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3.3.6.3. Aussagen zur Stabilitdt von Sennesblétterextrakten

Anhand der prozentualen Anderung im Gehalt ausgewahlter Inhaltsstoffe sollen die Unter-
schiede im Stabilitdtsverhalten zwischen Einsatzdroge und handelsiblichem Extrakt bei glei-

cher Verpackung dargelegt werden (Abb. 96):
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Abb. 96: Vergleich zwischen Sennesblattern (1) und Sennesblatterextrakt (2) hinsichtlich der Veranderungen wichtiger Inhaltsstoffe
in Prozent bei gleicher Verpackung ( PE-Weithalsflasche)
A: Sennoside B: Anthrachinone C: Flavonoidaglyka

Der Vergleich des Verlaufs des Gehaltes an Sennosiden zeigt deutlich die hdhere Empfind-

lichkeit dieser Substanzen in der Einsatzdroge. Wahrend die prozentuale Anderung im Ex-
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trakt nahezu unabhangig von der Einlagerung fallt, sinkt der Gehalt mit steigenden klimati-
schen Belastungen in der Einsatzdroge starker. Das als mogliches Abbauprodukt des
Rhein-8-glykosids gefundene Rhein steigt ebenfalls in Korrelation zur Lagerbedingung un-
terschiedlich stark an. Der Extrakt zeigt keinerlei Anstieg dieser Substanz. Der Abbau vom
Rhein-8-glykosid zum Rhein scheint hier nicht abzulaufen. Ein ahnliches Bild liefert die Beo-
bachtung der Flavonoid-aglyka, die in der Einsatzdroge wieder umso starker ansteigen je
belastender die duReren Einflisse sind. Der Extrakt hingegen zeigt lediglich einen geringfu-
gigen Abfall, wobei keine Unterschiede in Abhangigkeit der Lagerung deutlich werden. Dar-
aus kann wiederum geschlossen werden, dass hier nicht die selben Abbauvorgange ablau-
fen wie in der Einsatzdroge. Eine plausible Erklarung fir diese Unterschiede kdénnte der en-
zymatische Abbau der Sennoside und Flavonoid-glykoside darstellen. Auf Grund des Her-
stellungsprozesses durften im Extrakt keine funktionsfahigen Enzyme mehr vorhanden sein,
da durch die dabei auftretende Einwirkung von Warme und Alkohol auf die Droge diese In-

haltsstoffe denaturiert sein sollten.

Die lineare Regression der Graphen und die daraus errechneten Haltbarkeitszeiten bis zum
Erreichen von 90% des Ausgangswertes sind in Tabelle 7 dargestellt. Sie sollen als An-
haltspunkt fir die Stabilitdt gelten und Aussagen Uber die Brauchbarkeit des Packmittels
erlauben. Es zeigt sich, dass Extrakte , die in PE-Beuteln verpackt sind, eine kaum bessere
Haltbarkeit aufweisen, als unverpackte Extrakte. Demgegenuber bleiben Extrakte in aluka-
schierten Beuteln und PE-Weithalsflaschen im Schnitt 12 Monate Uber dieser Grenze flr
25°C /1 60% rF und 30°C / 60% rF. Bei 40°C / 75% rF zeigen auch diese Verpackungen in-

nerhalb eines halben Jahres eine Verlust von Uber 10% am Gehalt.

Verpackung Einlagerung

25°C/60% rF 30°C / 60% rF 40°C/ 75% rF

Stabilitatsgrenzwerte [d]

PE-Weithalsflasche 278 387 172
Alukaschierte Beutel |375 334 126
PE-Beutel 186 44 24
Kontrolle unverpackt |70 47 8

Tabelle 7: Grenzwerte [d] bis zur Unterschreitung von 90% des Ausgangswertes an Sennosiden in Sennesblatterextrakt

Ein Aspekt der in die Auswertung mit einbezogen werden muss, ist die Bestimmung des
Rhein-8-glykosids. Bei der Borntraeger-Methode zur quantitativen Bestimmung der Hydro-

xyanthracenderivate nach PH. EUR. (2002f) wird das Rhein-8-glykosid als wirksamkeitsbe-
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stimmender Inhaltsstoff mitbestimmt. Durch die HPLC-Methode kann selektiv der Gehalt an
Sennosiden berechnet werden [MEILHAMMER 2003]. Wie bereits gezeigt, nimmt das
Rhein-8-glykosid bei Lagerung der Einsatzdroge in gleicher Weise wie die Sennoside ab.
Dadurch unterscheidet sich die graphische Auswertung des prozentualen Verlustes der Sen-
noside allein (Abb. 97) kaum von den relativen Kurvenverlaufen, bei denen Rhein-8-glykosid
mit hinzu addiert wird (Abb. 98). Beim Extrakt hingegen sind andere Degradationsprozesse
vorherrschend. Wie bereits gezeigt, nimmt das Rhein-8-glykosid im Extrakt unter der
Lagerung nur geringfligig ab, die Sennoside hingegen teils in vergleichbarer Weise wie in
der Einsatzdroge. Daher liefert der Vergleich der prozentualen Abnahme der Sennoside
allein (Abb. 99) mit der Abnahme der Summe aus Sennosiden und Rhein-8-glykosid (Abb.
100) fur den Extrakt unterschiedliche Ergebnisse.
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Abb. 97: Einsatzdroge: Prozentuale Abnahme des Gehaltes an Abb. 98: Einsatzdroge: Prozentuale Abnahme der Peakflachen
Sennosiden von Sennosiden und Rhein-8-glykosid
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Abb. 99: Extrakt: Prozentuale Abnahme des Gehaltes an Senno- Abb. 100: Extrakt: Prozentuale Abnahme der Peakflachen von
siden bei 40°C / 75% rF Sennosiden und Rhein-8-glykosid

Die Abbildungen zeigen die Verhaltnisse des Extraktes in den vier Verpackungen bei
40°C / 75% rF. Fir die Extrakte in PE-Weithalsflaschen und in alukaschierten Beuteln ist der
Unterschied zu vernachlassigen, da der Kurvenverlauf bei diesen Verpackungen nur
geringfligig flacher ist. Deutlich flacher verlaufen allerdings die Kurven des unverpackten

und des in PE-Beuteln verpackten Extraktes. Fir die maximale Abnahme nach 12-monatiger
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in PE-Beuteln verpackten Extraktes. Fur die maximale Abnahme nach 12-monatiger Lage-
rung ist ein Unterschied von ca. 20% zu verbuchen. Wird Rhein-8-glykosid in die Berech-
nungen mit einbezogen, kann man von gunstigeren Werten fur die Haltbarkeit ausgehen, als
fur die alleinige Betrachtung der Sennoside. Dies wird besonders bei Proben deutlich, die
eine starke Degradation zeigen. Um beurteilen zu kénnen, ob der Extrakt arzneibuchkon-
form ist, muss der Gehalt an 1,8-Hydroxyanthracenderivaten bestimmt werden. Dazu wird
der Gehalt der Summe von Rhein-8-glykosid und Sennosiden betrachtet. Dabei zeigt sich,
dass bei 25°C / 60% rF alle Extrakte Uber dem geforderten Gehalt von 5,5% liegen. Dies ist
trotz der teilweise starken Verluste an Sennosiden auf die hohe Stabilitat des Rhein-8-
glykosid zurliickzuflhren. Die in alukaschierten Beuteln und PE-Weithalsflaschen gelagerten
Extrakte zeigen auch bei den beiden anderen Bedingungen Gehalte von tber 5,5%. Unver-
packte und in PE-Beuteln gelagerte Extrakte hingegen fallen bereits bei  30°C/ 60% unter

5% an Gehalt und entsprechen somit nicht mehr den Qualitdtsanforderungen der Ph. Eur. .

3.3.7. Zusammenfassung und Diskussion

Abhéangig von Lagerbedingung und Verpackungergabt die Lagerung von Sennesblattern
und Sennesblatter-Extrakten deutliche Veranderungen in der Zusammensetzung der In-

haltsstoffe.

Die Sennoside erwiesen sich als die empfindlichsten Komponenten des Inhaltsstoffspekt-
rums. In Abhangigkeit von den Lagerbedingungen verlief ihre Degradation tber unterschied-
liche Abbauwege. Bei 70°C trockener Hitze Uberwiegt im Extrakt anscheinend die oxidative
Spaltung. Bei Lagerung der Einsatzdroge bei 40°C / 75% rF scheinen enzymatische Pro-
zesse abzulaufen. Die unter ICH-Bedingungen gelagerten Extrakte weisen keine der beiden
Varianten auf, sondern zeigen ohne das Auftreten von Abbauprodukten lediglich eine lang-
same, lineare Degradation aller Inhaltsstoffe. Bei unverpackten Extrakten und in PE-Beuteln
laufen diese Prozesse allerdings nach héheren Kinetiken ab. Je nachdem welche Degrada-
tionsprozesse ablaufen, konnen als Abbauprodukte Sennidinmonoglykoside oder die
Anthrachinonaglyka detektiert werden. Das Rhein-8-glykosid zeigte keinen so rapiden Ab-
bau, wie fir die Einsatzdroge nachgewiesen wurde. Unter Einbezug dieser Verbindung in
die Summe der 1,8-Hydroxyanthracenderivate, wie es mit der Borntraeger-Methode der Fall
ist, ergeben sich fiir die Extrakte keine reprasentativen Ergebnisse fiir die Haltbarkeit. Durch
die hohere Stabilitdt dieser Substanz im Extrakt und deren mengenmaRig hohem Anteil,
werden langere Haltbarkeitszeiten errechnet. Die alleinige Bestimmung der Sennoside mit-
tels HPLC-Methode liefert in diesem Fall genauere Aussagen uber die Veranderungen im

Inhaltsstoffspektrum. Nur die in alukaschierten Beuteln und PE-Weithalsflaschen verpackten
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handelslblichen methanolischen Extrakte kdnnen den Qualitdtsanforderungen der Ph. Eur.

hinsichtlich des vorgeschriebenen Gehaltes an 1,8-Hydroxyanthracenderivaten entsprechen.

Flavonoide stellen eine weitere Inhaltsstoffgruppe in Sennesblattern dar, die als Leitsub-
stanzen flr die Stabilitatsuntersuchung genutzt werden kénnen. Sie zeigten sich als wesent-
lich stabiler als die Sennoside. In der Einsatzdroge lieR® sich wiederum ein vermutlich enzy-
matischer Abbau der Glykoside durch Ermittlung des Anstiegs der Aglyka beobachten. Im
Extrakt hingegen war keine Zunahme von Flavonoidaglyka zu beobachten, sondern nur ge-

ringflgige Abnahmen.

PE-Beutel zeigten sich wie bei den Baldrianextrakten als nicht ausreichende Verpackung.
Alukaschierte Beutel und PE-Weithalsflaschen kdnnen die Stabilitdt der Extrakte deutlich
verbessern, bieten aber auch bei 40°C / 75% rF keinen ausreichenden Schutz gegen gréfRe-

re Verluste an wirksamkeitsbestimmenden Inhaltsstoffen.

Bei gleicher Verpackung zeigten die nativen Extrakte wesentlich grofRere Instabilitaten. Die
Degradation verlief dabei Uber die gleichen Wege wie in den untersuchten handelstiblichen

Extrakten.
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3.4. Stabilitat von pulverisierten Sennesfriuchten und Sennesfriich-
tetrockenextrakten

3.4.1. Beschreibung der Droge

Fir die Gewinnung der Sennesfriichte stehen
mit Cassia senna und Cassia angustifolia die
gleichen Stammpflanzen wie fir Sennesblat-
ter zur Verfigung [PH. EUR. (2002h)]. Auch
hier ist die Tinnevelly-droge auf Grund des
Gewinnungsprozesses als qualitativ hochwer-
tiger anzusehen. Die Friuchte sind die fur Le-
guminosen typischen Hulsen. Es kann auch
anhand der Fruchte zwischen den beiden
Cassia—Arten unterschieden werden: Die
Frucht von C.angustifolia ist in etwa 4-7 cm
lang, 2 cm breit, diinn und flach und enthalt 5-
7 dunkelbraune Samen. Bei C. senna ist diese
wiederum 3,5 bis 6 cm lang, 2,5 cm breit,
flach-elliptisch gebaut, leicht gebogen und
enthalt ebenso viele Samen wie C.angustifolia
[FRANZ (1993)]. Der hochste Gehalt an In-

haltsstoffen wird erreicht, wenn die Frucht voll

Cassia angustifolia Vahl ausgebildet ist, die Samen aber noch nicht
ausgereift sind [SCHNEIDER et al. (1992c)].

3.4.2. Inhaltsstoffe

Die in den Sennesfrichten nachgewiesenen Inhaltsstoffe unterscheiden sich qualitativ nicht
von den unter 3.3.2 aufgefiihrten Substanzen aus den Blattern. Allerdings sind grof3e quanti-
tative Unterschiede zu bemerken. Die Fraktion der Dianthronglykoside besteht zu 95% aus
den Sennosiden A, A1 und B und nur zu 5% aus C und D. Daneben ist die Verteilung von
Dianthronglykosiden zu Anthronglykosiden mit 85 bis 90% zu 10 bis 15% gegeben
[SCHNEIDER et al. (2002h)]. Um arzneibuchkonform zu sein, muss die aus Alexandriner-
Sennesfrichten gewonnene Droge 3,4 % und die aus Tinnevelly-Sennesfriichten gewonne-
ne Droge 2,2% an Hydroxyanthracen-Glykosiden, berechnet als Sennosid B und bezogen

auf die getrocknete Droge, enthalten.

Die Anthrachinonglykoside sind in den Friichten in geringerem Anteil und anderer Zusam-

mensetzung enthalten als im Blatt. Dies bestatigen die Untersuchungen von GRIMMINGER
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und WITTHOLM (1993), die fur Rhein in Tinnevellyfrichten einen Gehalt von 0,01-0,1%, fur
dessen Glykosid 0,03-0,4%, fir Aloe-Emodin 0,003-0,02% und dessen Glykosid 0,01-
0,05% feststellen lieken. Die Gehalte in Alexandrinersennesfriichten sind noch geringer
0,05% Rhein, 0,04% Rhein-8-glykosid, 0,01% Aloe-Emodin und 0,03% von dessen Glyko-
sid.

Von TERREAUX et al. (2002) wurden in den Samen zwei Benzophenonderivate gefunden,

die ebenfalls als Glykoside vorliegen (Abb. 101).

OH COOH R R
o O O Cassiaphenon A-2-glykosid CH,OH
I:i H.O . .
(o) (o) OH Cassiaphenon B-2-glykosid COOH
H O
%o ¥

Abb. 101: Benzophenonderivate aus Sennessamen nach TERREAUX et al. (2002)

Das Tinnevellinglykosid findet sich in den Friichten von Cassia angustifolia mit einem Gehalt
von 0,3%. 6-Hydroxymusizin ist mit gleichem Gehalt in Alexandriner-Sennesfriichten enthal-
ten [SCHNEIDER et al. (1992c)].

Besonders in den Samen finden sich darlber hinaus vermehrt Schleimstoffe [WICHTL
(2002)].

3.4.3. Indikationen und Anwendung

Die Indikation und Anwendung entspricht der von Sennesblattern [ESCOP (1997); BANZ
(1993)]. Obwohl der Anthraglykosidgehalt héher als in Sennesblattern ist, wirken die Sen-
nesfrichte etwas milder laxativ. Der Grund dafir soll laut WICHTL (2002) ein geringerer

Anteil des stark reizenden Aloeemodins sein.

Der Ubergang der Sennoside aus den Sennesfriichten bei der Teebereitung geschieht we-
sentlich schneller als aus den Blattern, so dass eine flunfminitige HeiRwasserextraktion aus-
reicht um die notige, therapeutisch indizierte Konzentration zu erhalten [MIETHING et al.
(1987)].
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3.4.4. Charakterisierung des Ausgangsmaterials

3.4.4.1. Gehaltsverteilung der Inhaltsstoffe (Droge und Extrakte)

Die chromatographische Trennung erfolgte analog den Sennesblattern nach MEILHAMMER
(2003). Abb. 102 zeigt das typische HPLC-Fingerprint-chromatogramm eines Auszugs pul-
verisierter Sennesfriichte. Die Identifikation der Peaks wurde analog 3.3.4 durchgeflihrt.
Eine Zuordnung der Peaks gibt Tabelle 8 wieder. Peak 11 wurde nach Isolation und ESI-MS
Bestimmung als Tinnevellin-glykosid identifiziert.
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Abb. 102: HPLC-fingerprint eines Extraktes aus Sennesfriichten (nach MEILHAMMER (2003)
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Peak |tg Identitat UV-Maxima |MW ESI neg | Stoffgruppen-
-Nr. [[min] [nm] [M-H'T Zuordnung

1 9.13 n.b. 219,274,321

2 11.12 Quercetin-diglucosid 2 255, 263(S), 293 | 626,3 625,1

(S), 354
3 16.10 Kampferol-diglucosid ? 265, 290(S), 348 | 610,5 609,1
4 16.89 Isorhamnetin-diglucosid 2 254,275(S), 640,6 639,1
297(S), 355

5 17.31 Sennosid D 266,353 847,72

6 18.14 Sennosid B " 267,308,355 862,72

7 |20.09 Rhein-8-glykosid " 230,261 446,35

8 |21.10 Sennosid A1 " 265,351 862,72

9 |21.96 n.b.

10 |22.67 Sennosid C " 268,332 847,72

11 |25.71 Tinnevellinglykosid 2 233,266 (S) 408,4 4071

12 |27.81 Sennosid A " 268,342 862,72

13 30.97 Sennidin B-monoglykosid n

14 |31.32 Sennidin A-monoglykosid

15 |33.64 n.b.

16 |34.64 n.b.

17 | 37.47 n.b. Flavonoid ¥

18 | 41.74 Aloe Emodin " 224,256,286 270,23

19 |42.08 Rhein 230,257 284,23

20 |42.82 Sennidin A " 538,46

21 |438 Sennidin B " 538,46

Tabelle 8: Zuordnung der Peaks im HPLC-fingerprint von Alexandriner-Sennesfriichten

Yidentifiziert durch Coelution mit Referenzsubstanzen
2 identifiziert nach Isolation durch MS siehe 3.4.8.3
3 Zuordnung zu Inhaltsstoffgruppe anhand des UV-Spektrums

(S= Schulter im UV-Spektrum)

Bei der vorliegenden Einsatzdroge handelt es sich um Alexandriner-Sennesfriichte. Unter
Einberechnung des Gehaltes an Rhein-8-glykosid erreicht man einen Wert von 4,8% an 1,8-
Hydroxyanthracenderivaten. Dieser liegt damit deutlich Uber den vorgeschriebenen 3,5%

Mindestgehalt. Mit 21,8% 1,8-Hydroxyanthracenderivaten ist der handelslbliche Extrakt im
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geforderten Intervall von 18-22 %. Der native Extrakt liegt mit 6,7% deutlich darunter. Einen

Vergleich des Gesamtgehaltes an Sennosiden gibt Abb. 103.
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Abb. 103: Gehalt an Gesamtsennosiden der Einsatzdroge = Abb. 104: Gehalt an Anthrachinonaglyka der Einsatzdroge
und der Extrakte berechnet als Sennosid B und der Extrakte berechnet als Rhein

I: Alexandriner Sennesfriichte Il: ethanolischer Sennesfriichteextrakt I1l: nativer methanolischer Sennesfriichteextrakt

Der in Abb. 104 abgebildete Gehaltsvergleich an Anthrachinonaglyka zeigt einen in etwa
doppelt so hohen Gehalt fur den eingesetzten handelsiblichen Extrakt und mit 0,42% einen
sechsfach héheren Gehalt als fur die Einsatzdroge. Mit 0,07% liegt diese mit ihrem Anthra-
chinongehalt etwas tber dem von GRIMMINGER und WITTHOLM (1993) ermittelten Inter-

vall.
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Abb. 105: Gehalt an Flavonoiden der Einsatzdroge und der Extrakte berechnet als Isorhamne-
tin

I: Alexandriner Sennesfriichte Il: ethanolischer Sennesfriichteextrakt Ill: nativer methanoli-
scher Sennesfriichteextrakt

Wie bereits aus dem HPLC-Fingerprint-Chromatogramm ersichtlich ist, sind die Flavonoide
in Sennesfrichten in deutlich geringerem Ausmal als in Sennesblattern vorhanden. Beson-
ders die Aglyka sind kaum zu detektieren. Der Gesamtgehalt an Flavonoiden belauft sich

nur auf 0,4% und betragt damit nur ein Drittel dessen in Sennesblattern. Die eingesetzten
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Extrakte liegen mit um die 1,1% Gesamtgehalt auch deutlich unter den fur Sennesblatterex-
trakte erreichten Werten (Abb. 105).

3.4.4.2. Pulvereigenschaften der pulverisierten Einsatzdroge und des Extraktes

Mit 8,2% lag der Trocknungsverlust der pulverisierten Sennesfriichte von den drei unter-
schiedlichen Einsatzdrogen am niedrigsten. Der Sennesfrliichteextrakt war mit 3,74% eben-
falls arzneibuchkonform. Die KorngréRenverteilung ist ahnlich der pulverisierten Baldrian-
wurzel. Neben normalverteilten Kdrnern kleineren Durchmessers Uberwiegt eine mengen-
malfig grofle Fraktion grobzerkleinerter Fruchtbruchstiicke (Abb. 106). Der Extrakt ent-
spricht in seiner Verteilung den anderen Extrakten und ist Uberwiegend durch zwei Ma-
schenweiten charakterisierbar (Abb. 107).
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Abb. 106: KorngréRenverteilung der pulverisierten Sennes-  Abb. 107: KorngroRenverteilung des Sennesfrichteextraktes
frichte

3.4.5. Stabilitatsuntersuchungen zu pulverisierten Sennesfrichten

3.4.5.1. HPLC Untersuchungen

Die fir die Sennesblatter ermittelten Stabilitdtsdaten gelten im Wesentlichen auch fir Sen-
nesfriichte. Allerdings zeigte sich, dass die Degradationserscheinungen in ihrem Ausmaf
nicht so drastisch sind wie bei Sennesblattern. Die graphische Auswertung zeigt zum Teil
einen nicht eindeutig interpretierbaren Kurvenverlauf und héhere Variationskoeffizienten.
Dieses Problem scheint auf die inhomogenere Zusammensetzung des Pulvermaterials zu-
ruckzuflhren zu sein. Das Gewicht der Fruchtbruchstlicke ist teilweise sehr unterschiedlich,

und die einzelnen Teile haben differierende stoffliche Zusammensetzung.

Dennoch lassen sich eindeutige Tendenzen bei der Degradation feststellen. Die Sennoside

nahmen Uber die Zeit deutlich ab, wobei wiederum die Lagerbedingungen die Abbauraten



Stabilitat von Sennae fructus 116

wesentlich beeinflussen (Abb. 108). Gleichzeitig war ein Anstieg der durch Hydrolyse ent-
stehenden Sennidinmonoglykoside zu verzeichnen (Abb. 109). Wahrend bei der Lagerung
der Sennesblatter der Gehalt an Sennosiden auf unter 5% bei 40°C / 75% rF fiel, lag unter
diesen Bedingungen der Gehalt an Sennosiden in Sennesfrichten noch bei 36%. Der An-
stieg der Sennidinmonoglykoside zeigte auch nicht den selben Verlauf wie bei Sennesblat-
tern. Bei 25°C / 60% nahm der Gehalt eher ab. Bei 40°C / 75% rF war ein linearer Anstieg
auf die dreifache Peakflache festzustellen. Bei Sennesblattern war zunachst ein fulminanter
Anstieg auf die fast zehnfache Peakflache nachzuweisen, der dann in eine lineare Abnahme
Uberging. Unter diesen Gesichtspunkten scheint die Degradation der Sennoside zwar dem
gleichen Weg zu folgen, ist aber in ihrem quantitativen Ausmal} geringer als bei Sennesblat-

tern.
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Abb. 108: Abnahme des Gehaltes an Sennosiden in pulve- Abb. 109: Verlauf der Peakflachen der Sennidinmonoglyko-
risierten Sennesfrichten unter verschiedenen Einlage- side in Abhangigkeit von den Einlagerungsbedingungen
rungsbedingungen

Ein ahnliches Bild liefert die Auswertung der Entwicklung des Rhein-8-glykosids (Abb. 110).
Mit einer Abnahme des Rhein-8-glykosids geht eine Zunahme des Gehaltes an Aglyka ein-
her (Abb. 111). Wiederum war die maximale Abnahme bei 40°C / 75% rF bei Sennesfruch-
ten mit 42% wesentlich geringer als bei Sennesblattern. Bei letzteren wurde in der gleichen
Zeit nahezu alles Rhein-8-glykosid abgebaut. Die Zunahme der Aglyka verlief wieder linear
steigend, wahrend bei Sennesblattern der gleiche starke Anstieg der Aglyka zu Beginn beo-
bachtet werden konnte, wie bereits fiir die Sennidinmonoglykoside oben beschrieben wurde.

Ein derartiger Verlauf konnte hier nicht beobachtet werden.
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Abb. 110: Verlauf der Peakflache von Rhein-8-glykosid in ~ Abb. 111: Zunahme des Gehaltes der Anthrachinonaglyka
Abhangigkeit von den Einlagerungsbedingungen Rhein und Aloe-Emodin in pulverisierten Sennesfrichten
unter verschiedenen Einlagerungsbedingungen

Die Auswertung der Flavonoide ist auf Grund des geringen Vorkommens in den Friichten
noch schwerer zu interpretieren. Zwar zeigen die Glykoside eine Abnahme (Abb. 112), und
die Aglyka eine leichte Zunahme (Abb. 113), derart deutliche Unterschiede wie bei Sennes-
blattern bei verschiedenen Lagerbedingungen wurden nicht beobachtet. Dass die Kurven
nicht so stark differieren, ist zum Teil durch die erhéhte Stabilitat dieser Verbindungen be-
grindbar.
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Abb. 112: Abnahme des Flavonglykosid-Gehaltes in pulve-  Abb. 113: Zunahme des Gehaltes an Isorhamnetin und

risierten Sennesfriichten in Abhangigkeit von den Einlage-  Kampferol als Flavonoidaglyka in pulverisierten Sennesfriich-
rungsbedingungen ten

Ein weiteres Glykosid, das sich in Sennesfriichten nachweisen lasst, ist das Tinnevellin-
glykosid. Seine Stabilitat ist im Vergleich zu den anderen aufgefihrten Verbindungen als
eher gering einzustufen. Die Verlaufe zeigen fur 30°C / 60% rF und 40°C / 75% rF einen
Abbau um Uber 75% (Abb. 114). Auch bei 25°C / 60% rF ist ein Abbau um 56% festzustel-
len. Der aus der Hydrolyse resultierende Naphtalengrundkérper konnte als Abbauprodukt im

HPLC-Fingerprint-chromatogramm nicht identifiziert werden.
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Abb. 114: Anderung der Peakflache des Tinnevellinglykosids

3.4.5.2. Aussagen zur Stabilitdt der Einsatzdroge

Die Inhaltsstoffe der Sennesfriichte erwiesen sich als geringfiigig stabiler als die Sennes-
blatter. Die Auswertung des Gehaltes an 1,8-Hydroxyanthracenderivaten ergibt nur flr 40°C
| 75% eine Verringerung dieser Inhaltsstoffe mit 2,3% unter die vorgeschriebenen 3,5%. Die
vorkommenden Degradationen scheinen aber nach den gleichen Gesetzmafigkeiten wie bei
Sennesblattern abzulaufen. Ein Grund fir die langsameren Hydrolysen kdénnte auch der
geringere Trocknungsverlust, respektive Wassergehalt dieser Droge sein. Dadurch werden
enzymatische und hydrolytische Prozesse weniger beglnstigt als bei Sennesblattern, die um
2% mehr Wasser enthalten. Allerdings wurde die Interpretation der Daten durch die hohe
Schwankung der Werte erschwert, so dass keine eindeutigen Aussagen wie bei Blattdroge

und -extrakten gemacht werden konnten.

3.4.6. Stabilitatsuntersuchungen an Sennesfriichte-Trockenextrakten

3.4.6.1. HPLC Untersuchungen

Die Beobachtung der Sennoside des Sennesfriichteextraktes liefert in etwa das gleiche Bild
wie bei Sennesblatterextrakt (Abb. 115). Die in alukaschierten Beuteln und in PE-
Weithalsflaschen verpackten Extrakte verhalten sich unter allen drei Lagerbedingungen et-
wa gleich und zeigen einen Verlust am Gehalt der Sennoside um 10-15%. Demgegenuber
verlauft die Degradation der Sennoside des in PE-Beuteln verpackten Extraktes meist iden-
tisch mit der des unverpackten Extraktes. Lediglich bei 40°C / 75% rF verlauft die Abnahme
langsamer wie beim unverpackten Extrakt. Nach 12 Monaten finden sich in beiden weniger

als 1% des Ausgangsgehaltes an Sennosiden. Ein Anstieg der Sennidinmonoglykoside war
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auch beim Sennesfrichteextrakt nicht zu beobachten, so dass ein anderer Degradationsweg

als bei der Einsatzdroge vermutet wird.
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Abb. 115: Gehalt an Sennosiden berechnet als Sennosid B in Abb. 116: Gehalt an Anthrachinonaglyka berechnet als Rhein
Abhangigkeit von Lagerung und Verpackung in Sennesfriichteex- in Abhangigkeit von Lagerung und Verpackung in Sennes-
trakt frichteextrakt

A: 25°C /1 60% rF B: 30°C/60% rF C:40°C/75% rF
Die gepunkteten Linien zeigen die Unterschreitung von 90% bzw. die Uberschreitung von 110% des Ausgangsgehaltes
Der Verlauf der Anthrachinonaglyka ist nicht eindeutig zu interpretieren (Abb. 116). Wieder-

um erschwert der wesentlich geringere Gehalt als bei Sennesblatterextrakten eine genauere

Erfassung dieser Inhaltsstoffe. Sie zeigen unter allen Einlagerungsbedingungen im Schnitt
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eine leichte Abnahme um 10%. Die Zunahme dieser Inhaltsstoffe im unverpackten Extrakt
bei 30°C / 60% rF ist nicht erklarbar und wiederspricht dem Bild der erhaltenen anderen Un-

tersuchungsergebnisse.

Die Untersuchungen zur Stabilitdt von Sennesblattern zeigten, dass auf den Verlauf des
Rhein-8-glykosids Rucksicht bei der Auswertung genommen werden sollte. In Abb. 117 ist
der Verlauf dieser Verbindung bei verschiedener Verpackungen unter 40°C / 75% rF darge-
stellt. Interessanterweise zeigt sich ein starkerer Abbau, als dies beim Sennesblatterextrakt
beobachtet wurde. Dennoch ist die Degradation des Rhein-8-glykosids nicht so heftig wie

die der Sennoside.
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Abb. 117: Verlauf der Peakflache des Rhein-8-glykosids in Sennesfrichteextrakt bei 40°C / 75% rF

Der Flavonoidgehalt in diesem Extrakt war sehr gering und die Ergebnisse lieferten keinen

Aufschluss Uber die Stabilitat dieses Extraktes.
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Wie bereits bei nativem Sennesblatterextrakt beobachtet, zeigte der native Sennesfriichte-
extrakt eine wesentlich geringere Stabilitat als der handelslbliche Extrakt bei gleicher Ver-
packung (PE-Weithalsflasche). Bei 25°C / 60% rF belaufen sich die Verluste an Sennosiden
im Schnitt um etwa 20% (Abb. 118). Bei 30°C / 60% rF sank der Gehalt Uber die Lagerzeit
auf 12%, und war bei 40°C / 75% rF praktisch nicht mehr nachweisbar. Der handelstbliche
Extrakt zeigte unter allen Bedingungen nur Abnahmen von ca. 15%.
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Abb. 118: Nativer Sennesfriichteextrakt: Gehalt an Sennosi-  Abb. 119: Nativem Sennesfriichteextrakt: Gehalt an
den berechnet als Sennosid B in Abhangigkeit von Lagerung  Anthrachinonaglyka berechnet als Rhein in Abhangigkeit
und Verpackung von Lagerung und Verpackung

Die graphische Auswertung der Anthrachinonaglyka zeigt keine deutlichen Tendenzen im
Abbauverhalten (Abb. 119). Eine deutliche Zunahme wurde auch hier nicht beobachtet. Da-
her ist auch fur den nativen Sennesfriichteextrakt zu folgern, dass er den gleichen Degrada-
tionswegen wie der handelsubliche Extrakt unterliegt. Die Veranderungen der Flavonoide
waren wie beim handelslblichen Extrakt nicht aussagkraftig flr die Stabilitatsuntersuchun-
gen. Das Naphtalenglykosid Tinnevellin-glykosid, erwies sich auch in nativen Sennesfriich-
teextrakten als sehr instabil. Im Vergleich zum nativen Sennesblatterextrakt zeigte der native

Sennesfrichteextrakt groRRere Instabilitat.
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3.4.6.2. Aussagen zur Stabilitdt der Sennesfriichteextrakte

Vergleicht man die prozentualen Veranderungen ausgewahlter Inhaltsstoffe beim Sennes-
frichteextrakt und der Einsatzdroge bei gleicher Verpackung (Abb. 120), so zeigen sich in
diesem Fall nicht so deutliche Unterschiede, wie bei Baldrianwurzel und Sennesblattern und

den entsprechenden Extrakten.

Der Verlauf der Sennoside zeigt bei gleichen Lagerungsbedingungen flir Sennesfriichte eine
nur um 30-40% starkere Abnahme als im Extrakt. Auch ist die Abhangigkeit von den Lager-
bedingungen nicht so deutlich zu beobachten wie bei den anderen Einsatzdrogen. Deutliche
Unterschiede zeigen sich allerdings bei den Anthrachinonen. Diese steigen bei Sennesfriich-
ten abhangig von den Einlagerungsbedingungen an, wohingegen sie beim Extrakt unter
gleichen Bedingungen sinken. Grund daflir sind unterschiedliche Degradationsprozesse in
Einsatzdroge und Extrakt.
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Abb. 120: Vergleich zwischen Sennesfrichten und Sennesfrichteextrakt hinsichtlich der Veranderungen wichtiger Inhaltsstof-
fe in Prozent bei gleicher Verpackung ( PE-Weithalsflasche)

A: prozentualer Sennosidgehalt B: prozentualer Anthrachinongehalt

Im Gegensatz zu den anderen beiden Einsatzdrogen verhalten sich Extrakt und Einsatzdro-
ge bei 25°C / 60% rF in etwa gleich stabil.
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In Tabelle 9 ist die Zeit zur Unterschreitung von 90% des Ausgangsgehaltes an Sennosiden
beim Sennesfriichteextrakt zusammengefasst. Vergleicht man diese Werte mit denen der
Sennesblatterextrakte (Tabelle 7) zeigt sich die deutlich langere Stabilitat der Sennesfriich-
teextrakte. Besonders die Extrakte in alukaschierten Beuteln zeigen eine erhdhte Stabilitat
auch bei hoherer Feuchtigkeit und Temperatur. Selbst die Extrakte in PE-Beuteln und der
unverpackte Extrakt sind bei 25°C / 60% rF fast ein Jahr Uber 90% des Ausgangsgehaltes.
Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlieRen, dass der Sennesfriichteextrakt von allen in
dieser Arbeit untersuchten Extrakten, der am wenigsten durch aufiere Einflisse in seiner

chemischen Zusammensetzung beeinflusste Extrakt ist.

Verpackung Einlagerung

25°C /1 60% rF 30°C / 60% rF 40°C/ 75% rF

Stabilitatsgrenzwerte [d]

PE-Weithalsflasche |320 213 163
Alukaschierte Beutel | 291 332 312
PE-Beutel 298 108 23
Kontrolle unverpackt | 299 92 7

Tabelle 9: Grenzwerte [d] der Sennesfriichteextrakte bis zur Unterschreitung von 90% des Ausgangsgehaltes an Sennosiden

Im folgenden wurde untersucht, ob die Einbeziehung des Rhein-8-glykosids in die quantitati-
ve Auswertung die Aussagen Uber die Stabilitat so wie es beim Sennesblatterextrakt veran-
dert. Der Vergleich der prozentualen Abnahme der Sennoside (Abb. 121) mit der prozentua-
len Abnahme der Summe aus Sennosiden und Rhein-8-glykosid (Abb. 122) in der Einsatz-
droge zeigt im relativen Verlauf keine deutlichen Unterschiede. Dies liegt , wie bei Sennes-
blattern, an dem ahnlichen Degradationsverhalten der Sennoside und des Rhein-8-

glykosids in der Pulverdroge.
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Abb. 121: Einsatzdroge: Prozentuale Abnahme der Senno- Abb. 122: Einsatzdroge: Prozentuale Abnahme der Summe

side bei der Lagerung aus Sennosiden und Rhein-8-glykosid bei der Lagerung
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Abb. 123: Sennesfriichte-extrakt: Prozentuale Abnahme Abb. 124: Sennesfriichte-extrakt: Prozentuale Abnahme der
der Sennoside bei der Lagerung Summe aus Sennosiden und Rhein-8-glykosid bei der Lage-

rung

Anders verhalt es sich beim Vergleich der prozentualen Abnahme der Sennoside (Abb. 123)
mit der prozentualen Abnahme der Summe aus Sennosiden und Rhein-8-glykosid (Abb.
124) im Extrakt. Wie bereits beim Sennesblatterextrakt beobachtet zeigt sich besonders bei
stark veranderten Proben eine geringere Abnahme der Werte. FUr die Extrakte in PE-
Weithalsflaschen und in alukaschierten Beuteln sind diese Unterschiede kaum relevant. Bei
unverpackten und in PE-Beuteln verpackten Extrakten hingegen ist eine um 10% geringere
Abnahme der Werte zu verzeichnen. Allerdings kommen diese Unterschiede weniger als
beim Sennesblatterextrakt zum tragen, da das Rhein-8-glykosid im Sennesfriichte-extrakt
starker abgebaut wurde. Dennoch verfalscht die Addierung des Rhein-8-glykosids, wie es
z.B. bei Gruppenreaktionen wie der Borntraeger-Reaktion der Fall ist, die Aussage Uber das
Stabilitatsverhalten geringfligig. Hinsichtlich des geforderten Mindestgehaltes an 1,8-
Hydroxyanthracenderivaten von 18% werden, wie beim Sennesblatterextrakt, nur die in alu-
kaschierten Beuteln und PE-Weithalsflaschen verpackten Extrakte den Anforderungen der

Ph. Eur. unter allen Lagerbedingungen gerecht.



Stabilitat von Sennae fructus 125

3.4.7. Zusammenfassung und Diskussion

Zusammenfassend ist festzustellen, dass Sennesfriichte und die daraus hergestellten Ex-
trakte nicht so empfindlich wie Sennesblatter und —extrakte auf auliere Einflisse reagieren.
Dies zeigt sich in weniger stark ausgepragten Unterschieden im Degradationsverhalten un-
ter verschiedenen Lagerbedingungen und der geringeren Steigung der resultierenden Gra-

phen.

Das quantitative Ausmal} des Verlustes an Sennosiden bei Extrakt und Einsatzdroge unter-
scheidet sich auch geringer als bei den zuvor untersuchten Einsatzdrogen und Extrakten.
Allerdings folgen die Inhaltsstoffe auch bei der Einsatzdroge einem anderen Degradations-
weg als im Extrakt. Es kann erneut auf einen enzymatischen Abbau in der Einsatzdroge
geschlossen werden. Die qualitativen Anderungen entsprechen dabei den bereits bei Sen-
nesblattern beobachteten Transformationen. Bei der Stabilitdtsanalytik der Sennesfriichte
haben die Flavonoide auf Grund ihres geringen Gehaltes keinen Stellenwert als Leitsub-
stanzen. Sie erwiesen sich aber auch hier als stabilere Inhaltsstoffe als z.B. die Sennoside.
Diese wiederum stellten die empfindlichsten Inhaltsstoffe dar, und sind damit zur Uberwa-

chung der Stabilitat der Sennesfriichte gut geeignet.

Wie schon flir den Sennesblatterextrakt gezeigt, fuhrt die Bestimmung des Gehaltes an 1,8-
Hydroxyanthracenderivaten unter Einbezug des Rhein-8-glykosids bei der Stabilitatsunter-
suchung zu geringfligig anderen Ergebnissen. Die Unterschiede sind allerdings nicht so gra-
vierend, wie bei Sennesblatterextrakt. Als konform mit den Anforderungen der Ph.Eur. sind
nur die handelsublichen ethanolischen Extrakte in alukaschierten Beuteln und PE-

Weithalsflaschen anzusehen.

Der native Extrakt wies auch bei Sennesfriichten keine ausreichende Stabilitat auf, was wie-
derum auf den hohen Wassergehalt zurtickzuflihren sein kénnte. Seine Stabilitat gegenliber

den auferen Einflissen erwies sich als geringer als beim Sennesblatterextrakt.
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3.4.8. Identifikation nicht identifizierter Inhaltsstoffe des HPLC-fingerprints

3.4.8.1. Fraktionierung des Sennesblétterextraktes

Ziel der Fraktionierung sollte die Gewinnung der Reinsubstanzen hinter Peak 2, 3 und 4
sein, da diese Substanzen mengenmaRig eine grof3e Rolle spielen und fir die Stabilitatsun-

tersuchung interessante Veranderungen zeigten.

Nach Vorextraktion des Extraktes mit Methanol mittels Soxhlet-extraktion konnte eine Frak-
tion gewonnen werden, die die polaren Inhaltsstoffe des eingesetzten Extraktes enthielt.
Nach Zugabe von Wasser wurden die restlichen unpolaren Anteile mit Ethylacetat ausge-
schittelt und verworfen. Nach weiterer Extraktion mit Ethylacetat durch Flash-
Chromatographie an Kieselgel wurde eine Fraktion erhalten, die die Flavonoidglykoside und
Sennoside enthielt. Diese wurden saulenchromatographisch an RP 18-Material getrennt. Die
erhaltenen 17 Sammelfraktionen wurden Uber UV-DAD den entsprechenden Inhaltsstoff-
gruppen zugeordnet. In Abb. 125 sind die Fraktionen der drei isolierten Inhaltsstoffe darge-

stellt.
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Abb. 125: Isolierte Inhaltsstoffe in Einzelfraktionen der Saulenchromatographie aus Sennesblatterextrakt

Der zweite kleine Peak in Fraktion 11 bei hoherer Retentionszeit konnte als Rhein identifi-

ziert werden. Diese Substanz konnte wahrend der Isolation nicht vollstandig abgetrennt wer-
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den. Da ihre Identitat bekannt, und ihr Anteil nur gering war, hatte ihr Vorkommen keinen

Einfluss auf das Ergebnis.

3.4.8.2. Herstellung von Fraktionen aus Sennesfriichten

Ein weiterer nicht identifizierter Inhaltsstoff stellte Peak 11 im Fingerprint der Sennesfriichte-
Droge dar. Seinem UV-Spektrum nach musste er zu der Gruppe der Naphtalenderivate ge-

horen.

Die pulverisierte Droge wurde mit Hexan und Ethylacetet per Soxhlet vorextrahiert. Die E-
thylacetat-fraktion wurde nach Trocknung wiederum einer Flash-chromatographie unterzo-

gen und die resultierende mittelpolare Fraktion auf einer RP 18 Saule getrennt.

Die resultierende Substanz zeigt Abb. 126. Die Probe war geringfligig mit Rhein verunrei-
nigt. Es zeigte sich, dass diese Substanz ein sehr breites Elutionsfenster abdeckte und in

nahezu jeder mittelpolaren Fraktion in geringen Anteilen zu finden war.
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Abb. 126: Isolierter Inhaltsstoff aus Sennesfriichten nach Saulenchromatographie

3.4.8.3. Strukturaufkldrung der isolierten Inhaltsstoffe

Die strukturelle Zuordnung der Inhaltsstoffe konnte zunachst anhand der UV-Spektren
durchgeflihrt werden. Die aus dem Sennesblatterextrakt isolierten Verbindungen zeigten das
typische Spektrum der Flavonoide (Abb. 127) mit Maxima bei 250-265 nm und 340-360 nm
[SCHNEIDER-LEUKEL (1994)]. Nach Ermittlung der Massen der Molekilionen per ESI-MS
mit 625,1 m/z fir Peak 2 , 609,1 m/z fir Peak 3, und 639,1 m/z fir Peak 4 kann von den von
KINJO et al. (1994) gefundenen Flavonoid-Diglucosiden ausgegangen werden (Spektren
siehe Anhang 6.2). Danach kann Peak 2 dem Quercetin-gentiobiosid, Peak 3 dem Kampfe-

rol-gentiobiosid und Peak 4 dem Isorhamnetin-gentiobiosid zugeordnet werden.
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Abb. 127: Typisches UV-Spektrum der Flavonoide Abb. 128: Typisches UV-Spektrum der Naphtalenderi-

vate

Die aus Sennesfriichten isolierte Substanz zeigte das typische Spektrum der Naphtalenderi-
vate (Abb. 128) mit einem Maximum bei 233 nm, einer Schulter bei 266 nm und einem klei-
nen Maximum bei 336 nm. Zur Identifikation wurde die Masse des Molekilions durch ESI-
MS bestimmt. Mit 407,1 m/z lie® sich dieses Naphtalenderivat dem Tinnevellinglykosid zu-
ordnen [LEMLI et al. (1981)] (siehe Anhang 6.2.9).
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3.5. Besondere Stabilitatsprobleme bei Trockenextrakten

3.5.1. Problemstellung

Als Hauptursache chemischer Instabilitdten hat sich nach den durchgefiihrten Untersuchun-
gen die Erhéhung der Luftfeuchtigkeit erwiesen. Diese kann neben einer Veranderung in der
chemischen Zusammensetzung auch zu Veranderungen der physikalischen Eigenschaften
von galenischen Zubereitungen flhren. Ausschlaggebend dafir ist die Sorption von Was-
serdampf. Nachdem diese an den Phasengrenzflachen zwischen fester und gasférmiger
Phase ablauft, kbnnen alle Eigenschaften des Feststoffes, die von der Oberflache abhangen
beeinflusst werden. Hierdurch werden beispielsweise FlieRvermogen, Aufsaugvermdgen,
Freisetzungsverhalten und Ldsungsgeschwindigkeit von Pulvern beeinflusst [BAUER et al.
(1999b)]. Da Extrakte als Pulver in ungeschitzter Form vorliegen, muss diesem Gesichts-

punkt besondere Aufmerksamkeit gewidmet werden.

3.5.2. Sensorische Veranderungen

Die untersuchten Extrakte zeigten zum Teil bereits zum ersten Messzeitpunkt nach drei Mo-
naten deutliche Veranderungen in Aussehen und physikalischer Beschaffenheit. Die grofiten
Veranderungen waren erwartungsgemal bei den unverpackt aufbewahrten Extrakten aufge-
treten. Durch die hohe Adsorption der Luftfeuchte verflissigten sich die Extrakte und zeigten
dunkle Verfarbungen. Ahnlich verhielten sich die Extrakte in PE-Beuteln, die ebenfalls Farb-
veranderungen zeigten, bei 25°C / 60% rF zah verklumpten und sich schlief3lich bei 30° und
40° verflissigten. Eine Ausnahme bildete der Sennesfriichteextrakt, der bei 25°C / 60% rF
keine Veranderungen zeigte und unter den beiden anderen Bedingungen trocken verklump-
te. In Abb. 129 sind die ins Auge fallenden Veranderungen am Beispiel des ethanolischen

Baldrianextraktes gezeigt.
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to 25°C/60% rF  30°C/60% rF 40°C/ 75% rF

Abb. 129 : Veranderungen des ethanolischen Baldrianextraktes in PE-Beuteln unter verschiedenen Lagerbedingungen

Wie bereits erwahnt, waren selbst hergestellte Extrakte extrem hygroskopisch und began-
nen bereits kurz nach der Trocknung Wasser aufzunehmen. Daher war bei diesen Extrakt-
proben auch ein feuchtes Verklumpen bis hin zur Verflissigung zu bemerken. Die in PE-
Weithalsflaschen und alukaschierten Beuteln gelagerten Extrakte zeigten sich zum ersten
Messpunkt unverandert. Lediglich der ethanolische Baldrianwurzelextrakt begann an der
Oberflache Klimpchenbildung zu zeigen. Die zur Herstellung der Extrakte verwendeten
Einsatzdrogen zeigten als einzige Veradnderungen eine beginnende Braunfarbung bei
30°C / 60% rF und 40°C / 75% rF. Es bestand dabei kein Unterschied zwischen einer Lage-
rung in PE-Weithalsflaschen und PE-Beuteln. In Tabelle 10 sind die beobachteten Verande-

rungen fir den ersten Messzeitpunkt zusammengefasst.
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Untersuchte Extrakte

Lagerbedingungen

(3 Monate)

25°C/60% rF

30°C/60% rF|40°C/75% rF

Val.rad.pulv.PE-Weithalsflasche

Val.rad.pulv.PE-Beutel

Val.ex.spir.PE-Weithalsflasche

Val.Ex.spir. Alukaschierte Beutel

Val.Ex.spir. PE-Beutel

Val.Ex.spir. Kontrolle unverpackt

Val.ex.sicc.PE-Weithalsflasche

Val.Ex.sicc. Alukaschierte Beutel

Val.Ex.sicc. PE-Beutel

Val.Ex.sicc. Kontrolle unverpackt

Val.ex.nat. 55% EtOH

Val.ex.nat. 85% EtOH

Senn.fol.pulv. PE-Weithalsflasche

Senn.fol.pulv. PE-Beutel

Senn.fol.ex.PE-Weithalsflasche

Senn.fol.Ex.Alukaschierte Beutel

Senn.fol.Ex.PE-Beutel

Senn.fol.Ex.Kontrolle unverpackt

Senn.fol.Ex.nat.

Senn.fruct.pulv.PE-Weithalsflasche

Senn.fruct.pulv.PE-Beutel

Senn.fruct.Ex.PE-Weithalsflasche

Senn.fruct.Ex. Alukaschierte Beutel

Senn.fruct.Ex.PE-Beutel

Senn.fruct.Ex.Kontrolle unverpackt

Senn.fruct.Ex.Nat.

Tabelle 10: Veranderungen in Aussehen oder Geruch der eingesetzten Extrakte und Drogen nach drei Monaten Lagerung
1: Dunkelfarbung; 2: Verklumpung; 3: Verflissigung;
dunkelgrau unterlegt: schwere Veranderungen ; hellgrau unterlegt: leichte Veradnderungen

Nach sechs Monaten Lagerung hatten sich einige der Extrakte weiter verandert, wobei die
ethanolischen Baldrianextrakte sich als die empfindlichste Zubereitung erwiesen. Sie zeigten
sowohl in alukaschierten Beuteln, als auch in PE-Weithalsflaschen bei 30°C / 60% rF bereits
starke Verklumpung und Erhartung. Abb. 130 und Abb. 131 zeigen den ethanolischen Ex-

trakt im Ausgangszustand und aus einem alukaschierten Beutel nach sechsmonatiger Lage-

rung bei 40°C /75% rF.
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Abb. 130: Ethanolischer Baldrianextrakt in alukaschierten Abb. 131: Ethanolischer Baldrianextrakt nach sechsmonati-
Beuteln vor der Lagerung ger Lagerung bei 40°C / 75% rF in alukaschierten Beuteln

Der methanolische Baldrianextrakt zeigte in den PE-Weithalsflaschen eine Aushartung und
nahm in seinem Volumen bei 40°C / 75% rF ab. Unter gleichen Bedingungen waren in alu-
kaschierten Beuteln keine Veranderungen festzustellen. Der methanolische Sennesblatter-
extrakt zeigte an der Oberflache in den Weithalsflaschen eine leicht reversible Krustenbil-
dung bei 40°C / 75% rF. In den alukaschierten Beuteln spiegelte sich diese Veranderungen
in leichter Verklumpung wieder. Am stabilsten zeigte sich der Sennesfriichteextrakt, der
selbst in PE-Beuteln bei 25°C / 60% rF nur trocken verklumpte aber kein Zerflielen aufwies.
In Tabelle 11 sind die auffalligen Extraktveranderungen nach sechsmonatiger Lagerung
aufgelistet. Im weiteren Verlauf der Untersuchungen anderte sich am Zustand der Extrakte

und Einsatzdrogen, wie er zu diesem Zeitpunkt war, nichts mehr.
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Untersuchte Extrakte

Lagerbedin

(6 Monate)

25°C/60% rF

\Val.rad.pulv.PE-Weithalsflasche

\Val.rad.pulv.PE-Beutel

\Val.ex.spir.PE-Weithalsflasche

\Val.Ex.spir. Alukaschierte Beutel

\Val.Ex.spir. PE-Beutel

\Val.Ex.spir. Kontrolle unverpackt

\Val.ex.sicc.PE-Weithalsflasche

\Val.Ex.sicc. Alukaschierte Beutel

\Val.Ex.sicc. PE-Beutel

\Val.Ex.sicc. Kontrolle unverpackt

\Val.ex.nat. 55% EtOH

\Val.ex.nat. 85% EtOH

Senn.fol.pulv. PE-Weithalsflasche

Senn.fol.pulv. PE-Beutel

Senn.fol.ex.PE-Weithalsflasche

Senn.fol.Ex.Alukaschierte Beutel

Senn.fol.Ex.PE-Beutel

Senn.fol.Ex.Kontrolle unverpackt

Senn.fol.Ex.nat.

Senn.fruct.pulv.PE-Weithalsflasche

Senn.fruct.pulv.PE-Beutel

Senn.fruct.Ex.PE-Weithalsflasche

Senn.fruct.Ex. Alukaschierte Beutel

Senn.fruct.Ex.PE-Beutel

Senn.fruct.Ex.Kontrolle unverpackt

Senn.fruct.Ex.Nat.

Tabelle 11 : Veranderungen in Aussehen oder Geruch der eingesetzten Extrakte und Drogen nach 6 Monaten Lagerung
1: Dunkelfarbung; 2: Verklumpung; 3: Verflissigung;
dunkelgrau unterlegt: schwere Veranderungen ; hellgrau unterlegt: leichte Veranderungen

Zusammenfassend lasst sich ableiten, dass alukaschierte Beutel die glinstigste Verpackung
darstellten, und die Extrakte mit Ausnahme von ethanolischem Baldrianextrakt, darin optisch
unversehrt erschienen. Die Extrakte in PE-Beuteln waren den unverpackten Extrakten hin-
sichtlich der sensorischen Veranderungen nur geringfigig Uberlegen. Weithalsflaschen

konnten in den meisten Fallen starke Veranderungen verhindern. Die stark hygroskopischen

nativen Extrakte konnten dennoch so viel Wasser aufnehmen, dass Verfllissigung eintrat.
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3.5.3. Veranderungen der Pulvereigenschaften

3.5.3.1. Trocknungsverlust

Um einen quantitativen Vergleich Uber die Menge des adsorbierten Wassers der unter-
schiedlich verpackten Extrakte zu bekommen, wurde der Trocknungsverlust fir Extrakte und
Einsatzdrogen ermittelt. In Abb. 132 sind vergleichend die Ausgangswerte des Trocknungs-
verlustes der eingesetzten Proben dargestellt. Dabei wird ersichtlich, dass von den nativen
Extrakten nur der Sennesblatterextrakt unter dem vom Arzneibuch [PH.EUR. (2002c)] ge-
forderten Trocknungsverlust von 5% liegt. Ohne den Zusatz von Hilfsstoffen war keine wei-
tere Trocknung mdglich. In die Auswertung des Trocknungsverlustes wurden die nativen
Extrakte daher nicht mit einbezogen. Mit einem Maximalwert von 12% lasst das Arzneibuch
fur die Einsatzdrogen wesentlich héhere Feuchtigkeitsgehalte zu [PH.EUR. (2002c)]. Der
Trocknungsverlust, und der damit verbundene Wassergehalt der Einsatzdrogen ist in allen

Fallen drei bis viermal hoher als in den Extrakten.

20

. z
13 2 :
18 4 Q o) %
— _ 5 . N 3}
°\° 16 - = 2 2 © °
= = 3 : 2 3
- 1 ¢ ¢ & = !
G Uy £ g 2 : 5 s
2 .18 2 8 @ 2 3
n % i
- 12 @ X T @
o J 2 . 0w S &
> T ¢ X c X >
n 104 [} Q X . <
o @ g o g £ 3
c 8- x & £ 2 2
S 2 oc ¢ 5 3
c = 8 8 T T
i~ 6+ c w ] > >
[3) ] 3
O 41 @ T
- J
- 2
0
Einsatzdrogen Sennesextrakte Baldrianextrakte

Abb. 132: Ausgangswerte der Trocknungsverluste der eingesetzten Drogen und Extrakte

Im folgenden wurden die Trocknungsverluste der Extrakte und der Einsatzdrogen fir die
unterschiedlichen klimatischen Bedingungen und Verpackungen ermittelt. Die Werte wurden
nach drei Monaten Lagerung ermittelt, wobei dieser Wert auch spater nicht weiter zunahm.
Die zulassigen Hochstgrenzen sind in der graphischen Auswertung als unterbrochene Linie

eingezeichnet.

Wie aus Abb. 133 ersichtlich wird, nimmt der Trocknungsverlust bei der Baldrianeinsatzdro-
ge nicht gravierend zu. Selbst bei 40°C / 75% rF bei einer Verpackung in PE-Beuteln bleibt
der Wert unter den erlaubten 12 %. Ebenso verhalt es sich mit Sennesblattern in PE-
Weithalsflaschen und PE-Beuteln (Abb. 134).
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209 Trocknungsverlust von pulverisierter Baldrianwurzel 209 Trocknungsverlust von pulverisierten Sennesblattern
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Abb. 133: Veranderung des Trocknungsverlustes der Abb. 134: Veranderung des Trocknungsverlustes der
pulverisierten Baldrianwurzel in Abhangigkeit von Lagerbe- pulverisierten Sennesblatter in Abhangigkeit von Lagerbe-
dingungen und Verpackung dingungen und Verpackung

Lediglich die Sennesfriichte-Einsatzdroge ist feuchtigkeitsempfindlicher. Wahrend die Ver-
packung in PE-Weithalsflaschen ausreichend ist, um einen Anstieg des Trocknungsverlus-
tes zu vermeiden, nimmt der Trocknungsverlust der Droge in PE-Beuteln lagerungsabhangig
zu (Abb. 135). Bei 40°C / 75% rF Ubersteigt der Wert sogar die zulassigen 12%. Mit ca. 8%
hatte diese Einsatzdroge einen zu Anfang erheblich niedrigeren Trocknungsverlust. Die
Zunahme der Feuchtigkeit ist moglicherweise auf die grofiere Oberflache der Sennesfriich-
te, bei geringerer Masse des zerkleinerten Materials zurtickzufiihren.

] T&Id(r,\\luu?svs;/:rlust von pulverisierten Sennesfriichten

[C125°C/60% rF

"] I 30°C/60% rF
14 [ 40°C/75% rF

Trocknungsverlust [%)]

PE-Weithalsflasche PE-Beutel

Verpackungsart

Abb. 135: Veranderung des Trocknungsverlustes der pulverisierten Sennesfriichte in Abhangigkeit von Lagerbedingun-
gen und Verpackung

Die Extrakte verhalten sich hinsichtlich der Feuchtigkeitszunahme anders als die Drogenma-
terialien. Wie aus Abb. 136 fur den methanolischen Extrakt ersichtlich, nimmt der Trock-
nungsverlust bei Lagerung bei 40°C / 75% rF fUr alle Verpackungen Uber die fur Extrakte
erlaubten 5% zu. Der Extrakt in PE-Beuteln Uberschreitet diesen Wert bereits bei

30°C / 60% rF. Der unverpackte Extrakt liegt bei allen Lagerungsbedingungen weit Uber der
zulassigen Grenze.
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Abb. 136: Veranderung des Trocknungsverlustes des methanolischen Baldrianextraktes in Abhangigkeit von Lagerbedin-
gungen und Verpackung

Ein nahezu identisches Bild bietet der ethanolische Baldrianextrakt (Abb. 137). Dieses Er-
gebnis ist besonders unter der Berlicksichtigung der unter 3.5.2 erlangten Erkenntnisse zu
diskutieren. Dort zeigten sich fir den ethanolischen Extrakt bei Verpackung in PE-
Weithalsflaschen und alukaschierten Beuteln gréRere sensorische Veranderungen, als fur
den methanolischen Extrakt. Die beobachtete Verklumpung geht scheinbar nicht in jedem
Fall mit einer deutlichen Zunahme des Wassergehaltes einher. Umgekehrt flihrt die Zu-

nahme des Trocknungsverlustes nicht zwangslaufig zu sensorischen Veranderungen im
Extrakt.
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Verpackungsart

Abb. 137: Veranderung des Trocknungsverlustes des ethanolischen Baldrianextraktes in Abhangigkeit von Lagerbedin-
gungen und Verpackung
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Der in Abb. 138 ausgewertete Sennesblatterextrakt entspricht eher dem Bild, das man aus
den sensorischen Beobachtungen gewinnen kénnte. Sowohl der unverpackte, als auch der
in PE-Beuteln verpackte Extrakt liegt unter allen klimatischen Bedingungen Gber der Zulas-
sigkeitsgrenze. Demgegenilber bleiben die Extrakte in PE-Weithalsflaschen und aluka-

schierten Beuteln bei allen Lagerbedingungen innerhalb der vorgeschriebenen Grenzen.
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Abb. 138: Veranderung des Trocknungsverlustes des methanolischen Sennesblatterextraktes in Abhangigkeit von Lager-
bedingungen und Verpackung

Ein nahezu identisches Bild zum Sennesblatterextrakt liefert die Ermittlung der Trocknungs-
verluste des Sennesfrichteextraktes (Abb. 139). Dieser Extrakt erwies sich nach dem opti-
schen Befund als der am wenigsten empfindlichste Extrakt. Besonderes Augenmerk ver-
dient dabei die Tatsache, dass bei 25°C / 60% rF keine Verflissigung im PE-Beutel eintrat.
Dennoch ist der entsprechende Trocknungsverlust mit dem des Sennesblatterextraktes im
PE-Beutel nahezu identisch. Damit bestatigt sich die oben aufgestellte These, dass aus ei-
ner Erhéhung des Trocknungsverlustes nicht zwangslaufig eine optisch auffallende sensori-
sche Anderung resultiert. Scheinbar weisen die Extrakte je nach Zusammensetzung unter-
schiedliche Wasseradsorptions-grenzwerte auf, bevor sich der Wassergehalt als sensorisch
wahrnehmbare Veranderung bemerkbar macht.
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Abb. 139: Veranderung des Trocknungsverlustes des ethanolischen Sennesfriichteextraktes in Abhangigkeit von Lager-
bedingungen und Verpackung

Um einen moglichen Einfluss von Hilfsstoffen auf die Wasseraufnahme zu untersuchen,
wurden Hilfsstoffe wie Lactose, Glucose und Aerosil unter den gleichen Bedingungen un-
verpackt eingelagert. Wie aus Abb. 140 ersichtlich ist, haben Lactose und Aerosil von vor-
neherein nur einen geringen Wassergehalt. Der Trocknungsverlust steigt bei der Lagerung
nur geringfligig an. Glucose weist einen hdheren Wassergehalt auf, nimmt aber dafiir keine
zusatzliche Feuchtigkeit auf. Da der maximale Gehalt der Hilfsstoffe in den untersuchten
Extrakten nur bei 20% liegt (siehe 5.1), durfte die Ursache fur die deutlichen Feuchtigkeits-
Zunahmen bei den Extrakten nicht in den Hilfsstoffen zu finden sein. Ohne den Zusatz der
Hilfsstoffe ist es in der Regel nicht mdglich, Trockenextrakte herzustellen, die einen Trock-

nungsverlust unter 5% aufweisen.
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Abb. 140: Vergleich der Trocknungsverluste der eingesetzten Hilfsstoffe unter definierten Lagerbedingungen
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3.5.3.2. KorngréBenverteilung

Die Veranderungen in den PE-Beuteln sind deutlich sichtbar, und korrelieren mit einer Zu-
nahme des Trocknungsverlustes. Weniger gut beschreibbar sind schwache Veranderungen
durch die Bildung von Klimpchen z.B. in alukaschierten Beuteln. Daher sollten durch Auf-
stellung der Korngrof3enverteilung in Abhangigkeit von den Lagerbedingungen diese relativ
geringen Veranderungen bestimmt werden. Wie bereits aus den vorherigen Betrachtungen
klar wurde, stellt der Sennesfriichteextrakt die am wenigsten empfindliche Zubereitung dar.
Diese Tatsache spiegelt sich auch in der Korngrofienverteilung wieder. Sowohl die Extrakte
in PE-Weithalsflaschen (Abb. 141) als auch die Extrakte in alukaschierten Beuteln (Abb.
142) wiesen keine ersichtlichen Hinweise auf Verklumpung auf. Die Verteilung der Korngré-

Ren entsprach unter allen Lagerbedingungen in etwa der Verteilung des Ausgangsextrak-
tes.
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Abb. 141: KorngréRRenverteilung bei in PE-Weithalsflaschen gelagertem ethanolischem Sennesfrichteextrakt
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Abb. 142: KorngréRenverteilung bei in alukaschierten Beuteln gelagertem ethanolischem Sennesfriichteextrakt

Geringfligige Unterschiede konnten allerdings fur den Sennesblatterextrakt dokumentiert
werden. In PE-Weithalsflaschen waren nach der Siebanalyse keine gravierenden Unter-
schiede in den vorherrschenden Korngréf3en zu bemerken (Abb. 143). In alukaschierten
Beuteln hingegen zeigte sich bei 40°C / 75% rF eine geringflgige Verklumpung. Dies spie-
gelt sich in einer Zunahme von Fraktionen gréRerer Korngrof3en unter diesen Bedingungen

wieder (Abb. 144). Bevorzugt trat diese Verklumpung entlang des eingeschweif3ten Druck-
leistenverschlusses des Beutels in Erscheinung.
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Abb. 143: KorngréRenverteilung bei in PE-Weithalsflaschen gelagertem methanolischem Sennesblatterex-
trakt
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Abb. 144: KorngroRenverteilung bei in alukaschierten Beuteln gelagertem methanolischem Sennesblatter-
extrakt (der umrandete Bereich zeigt die Verklumpung bei 40°C / 75% rF an)

Ein umgekehrtes Bild zeigt der methanolische Baldrianextrakt. Bei 40°C / 75% rF ist keine
pulverférmige Beschaffenheit mehr gegeben (Abb. 145). Alle grofien Klumpen verbleiben
auf dem Sieb der groRten Maschenweite ohne zu zerfallen. Dagegen bleiben die Pulverei-
genschaften im alukaschierten Beutel unverandert erhalten (Abb. 146).
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Abb. 145: KorngréRRenverteilung bei in PE-Weithalsflaschen gelagertem methanolischem Baldrianextrakt
(Pfeil: vollkommene Verklumpung bei 40°C / 75% rF)
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Abb. 146: KorngrofRenverteilung bei in alukaschierten Beuteln gelagertem methanolischem Baldrianextrakt

Auch in den Siebanalysen bestatigte sich, dass der ethanolische Baldrianextrakt gegenuber
den Lagerbedingungen am empfindlichsten reagierte. Er ist der einzige Extrakt, der bereits
bei 30°C / 60% rF in PE-Weithalsflaschen starke Klumpenbildung zeigt, woraus bei
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40°C / 75% rF eine vollige Erhartung resultiert (Abb. 147). Auch in alukaschierten Beuteln
zeigt sich bereits bei 30°C / 60% rF ein deutliches Verklumpen, das sich bei 40°C / 75 %
fast auf den gesamten Inhalt des Beutels ausdehnt (Abb. 148).
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Abb. 147: KorngréRenverteilung bei in PE-Weithalsflaschen gelagertem ethanolischem Baldrianex-
trakt (Pfeile: vollkommene Verklumpung bei 30°C / 60% rF und 40°C / 75% rF)
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Abb. 148: KorngréRRenverteilung bei in alukaschierten Beuteln gelagertem ethanolischem Baldrian-
extrakt (Pfeil/ Umrandung: Verklumpung bei 30°C / 60% rF und 40°C / 75% rF)

3.5.4. Veranderungen im Freisetzungsverhalten

Bei der Probenaufbereitung fir die chromatographische Analytik der einzelnen Proben
konnten durch die Verflissigung oder Erhartung mancher Extrakte grof3e Unterschiede hin-
sichtlich der Aufldse- und Suspensionsvorgange beobachtet werden. Im Folgenden wurde
gepruft, ob Veranderungen der Pulvereigenschaften zu Stérungen der analytischen Unter-
suchungen, auf Grund von Unterschieden bei der Probenaufbereitung flihren kénnen. Als
Messkriterium diente die Freisetzung charakteristischer Inhaltsstoffe. Dabei sollten Substan-
zen gewahlt werden, die sich wahrend der Stabilitdtsuntersuchungen als relativ stabil erwie-
sen hatten, und somit die Gehaltsunterschiede in den unterschiedlich gelagerten Extrakten
relativ gering waren. Als Beispiele wurden mit Sennesfriichteextrakt der am wenigsten emp-

findliche, und mit ethanolischem Baldrianextrakt der empfindlichste Extrakt ausgewahilt.

Zur Untersuchung der Sennesfriichteextrakte wurde als Markersubstanz Rhein ausgewahlt.
Diese Substanz zeigte fir alle Klimabedingungen und Verpackungen ahnliche Verlaufe (sie-
he Abb. 116). Die Freisetzung wurde mittels Unltraschallextraktion durchgefiihrt und die pro-
zentuale Entwicklung Uber die Zeit verglichen. Es wurden die ein Jahr bei 40°C / 75% rF
gelagerten Proben untersucht, da diese die grofiten physikalischen Veranderungen gezeigt
hatten. In Abb. 149 ist der Vergleich der einzelnen Verpackungen unter diesen Lagerbedin-

gungen dargestellt. Es zeigte sich, dass alle Extrakte eine geringfligig langsamere Freiset-
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zung aufwiesen, die aber nach finfminatiger Ultraschallbehandlung weitgehend abge-
schlossen war. Eine Beeintrachtigung der Analytik durch ungenigende Extraktion ist flr

diese Proben nicht zu erwarten.
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Abb. 149: Unterschiede im Freisetzungsverhalten von Rhein aus Sennesfriichte-Trockenextrakt bei gleichen Einlage-
rungsbedingungen in Abhangigkeit von der Verpackung

Da die Extrakte in PE-Beuteln die schlechteste Freisetzung zeigten, wurden auch die unter
milderen Bedingungen gelagerten Extrakte in den PE-Beuteln untersucht (Abb. 150). Alle
Extrakte in PE-Beuteln zeigten Aushartungserscheinungen, konnten aber flr die Untersu-
chungen in der Reibschale wieder pulverisiert werden. Dabei zeigte sich, dass der Extrakt,
der unter 25°C / 60% rF gelagert wurde, die schlechteste Freisetzung zeigte. Nach 5 min
Extraktionsdauer waren erst in etwa 90% der Inhaltsstoffe in das Medium freigesetzt wor-
den. Um vollstandige Extraktion zu bewirken, musste hier 10 min extrahiert werden. Den-
noch ist im Rahmen der bei der Probenvorbereitung durchgefiihrten Methode nicht von

Messwert-Schwankungen auf Grund der physikalischen Veranderung auszugehen.
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Abb. 150: Unterschiede im Freisetzungsverhalten von Rhein aus Sennesfriichte-Trockenextrakt bei gleicher Verpackung
in Abhangigkeit von den Einlagerungsbedingungen

Als Leitsubstanz fur die Freisetzung der Baldrianextrakte wurde die Valerensaure herange-
zogen. Auch fir diese Substanz waren wahrend der Stabilitatsuntersuchung nur geringe
Gehaltsunterschiede in Abhangigkeit von Verpackung und Lagerbedingungen festgestellt
worden (siehe Abb. 42). Den Vergleich der Freisetzung aus Extrakten in den verschiedenen
Verpackungen nach einer Lagerung bei 40°C / 75% rF zeigt Abb. 151. Obwohl die ethanoli-
schen Baldrianextrakte sich in ihren physikalischen Eigenschaften stark verandert hatten
( siehe 3.5.2) waren damit keine Probleme hinsichtlich ungentgender Extraktion in Verbin-
dung zu bringen. Nach 5 Minuten war flr alle Extrakte die Freisetzung abgeschlossen, so
dass auch hier kein negativer Einfluss auf die Analysenwerte gefolgert werden kann. Die
Extrakte in alukaschierten Beuteln und PE-Weithalsflaschen mussten beide auf Grund der
Aushartungs- und Verklumpungserscheinungen vor der Untersuchung in der Reibschale
pulverisiert werden. Die schlechteste Freisetzung zeigte der ausgehartete Extrakt in PE-
Weithalsflaschen, der sich auch am schlechtesten zerkleinern lie3, und damit mdglicherwei-
se grofRere Partikel aufwies als der Extrakt in alukaschierten Beuteln. Dies kdnnte mogli-

cherweise die langsamere Freisetzung erklaren.
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Abb. 151: Unterschiede im Freisetzungsverhalten von Valerensaure aus ethanolischem Baldrianextrakt bei gleichen
Einlagerungsbedingungen in Abhangigkeit von der Verpackung

Interessant ist die Tatsache, dass der verflissigte Extrakt in PE-Beuteln die beste Freiset-
zung zeigte. Daher wurden auch beim ethanolischen Baldrianextrakt die auf gleiche Weise
verpackten Proben, die unter anderen Lagerbedingungen aufbewahrt wurden untersucht
(Abb. 152). Dabei zeigte sich, dass sich eine Lagerung der Extrakte bei 30°C / 60% rF und
40°C / 75% rF, gunstig auf die Freisetzung auswirkte. Diese Extrakte hatten sich vollkom-
men verflissigt und gingen bei der Ultraschallbehandlung sofort in Lésung. Anders verhalt
sich der bei 25°C / 60% rF gelagerte Extrakt, bei dem die Anderungen der physikalischen
Beschaffenheit weniger gravierend waren. Statt vollkommener Verflissigung lag dieser Ex-
trakt in einer zahflissigen Konsistenz vor. Die Freisetzung wurde durch Suspensionsbildung
erheblich langsamer. Dennoch kann die Freisetzung unter den Bedingungen der
Probenaufbereitung nach 15 min als abgeschlossen betrachtet werden, so dass auch hier

keine Schwankung der Messwerte zu erwarten war.
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Abb. 152: Unterschiede im Freisetzungsverhalten von Valerensaure aus ethanolischem Baldrianextrakt bei gleicher
Verpackung in Abhangigkeit von den Einlagerungsbedingungen

AbschlieRend lasst sich feststellen, dass eine Verschlechterung im Freisetzungsverhalten
auf Grund dieser Untersuchungen nicht vom Ausmal® der physikalischen Extrakt-
Veranderungen abhangt. Starke physikalische Veranderungen, wie z.B. Verflissigung wir-
ken sich sogar positiv auf das Freisetzungsverhalten aus. Bei Extrakten, die Aushartungser-
scheinungen zeigen, ist die Freisetzung abhangig von der Repulverisierung. Am ungunstigs-

ten wirkten sich Veranderungen aus die zu einer zahen Konsistenz der Extrakte fihren.

3.5.5. Zusammenfassung und Diskussion

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Extrakte auf Grund ihrer Hygroskopizitat
sehr empfindliche pflanzliche Produkte darstellen. Bei ungeeigneter Verpackung sind bereits
nach kurzer Zeit mafigebliche Veranderungen in Erscheinungsbild und physikalischen Pa-
rametern die Folge. Aber auch durch die Verpackung in alukaschierten Beuteln oder PE-
Weithalsflaschen kénnen derartige Veranderungen nicht vollstandig ausgeschlossen wer-
den. Dort kénnen derartige Veranderungen lediglich an der Oberflache oder an gefahrdeten
Stellen (beispielsweise an der Verschlussnaht) auftreten. Solch geringfiigige Veranderungen
konnten durch die KorngréRenverteilung dokumentiert werden. Meist geht die Verflissigung
oder Erhartung mit einer Erhéhung des Trocknungsverlustes einher. Daneben kann unter
Umstanden flr unversehrt erscheinende Extrakte eine Erhéhung des Trocknungsverlustes
beobachtet werden, die sich nicht in physikalischen Veranderungen bemerkbar macht. Das
Auftreten von physikalischen Veradnderungen geht ebenfalls mit Anderungen im Freiset-

zungsverhalten einher. Es ist aber davon auszugehen, dass die Probenaufbereitung und die
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Analysenergebnisse der Untersuchung chemischer Inhaltsstoffe dadurch nicht beeinflusst

werden.
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4. Zusammenfassung der Ergebnisse

Far die Sicherung der Qualitat von Arzneimitteln spielt die Gewahrleistung der Stabilitat der

Inhaltsstoffe eine grof’e Rolle. Dabei werden an pflanzliche Arzneimittel annahernd die glei-

chen Anforderungen gestellt wie an chemisch definierte Arzneistoffe. Auf Grund der kom-

plexen Zusammensetzung eines Pflanzenextraktes treten bei der Stabilitdtsanalytik derarti-

ger Zubereitungen eine Reihe von Problemen auf, die die Einhaltung der vorgegebenen

Kriterien erschweren. Im Rahmen dieser Arbeit sollten am Beispiel ausgewahlter Extrakte

modellhaft Stabilitdtsdaten ermittelt werden, um fiir die pharmazeutische Praxis relevante

Hinweise Uber die Stabilitat von Extrakten zu liefern.

Die ermittelten Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen folgende Schlussfolgerungen zu:

Die Ausgangsdrogen erwiesen sich bei gleichen Lagerbedingungen als wesentlich
empfindlicher als die entsprechenden Extrakte. Die fur die Droge gefundenen Abbau-
reaktionen spezifischer Inhaltsstoffe unterschieden sich zum Teil deutlich von den
entsprechenden Vorgangen im Extrakt. Mogliche Ursachen dafir konnten der hohere

Wassergehalt und die Aktivitdt von Enzymen in den Drogen sein.

Fir die Stabilitdts-Analytik von Baldriandroge und den daraus hergestellten Extrakten
wurde eine HPLC Methode entwickelt, die mittelpolare und unpolare Inhaltsstoffe ab-
deckt. Die Trennung auf RP-18 Material erlaubt die Unterscheidung der Gruppe der

Valerensauren, der Valepotriate und der Lignane.

Innerhalb der genannten Stoffgruppen wurden fur die Baldrian-Einsatzdroge wah-
rend der Lagerung drastische Abbauvorgange beobachtet. Dabei konnte im HPLC-
Fingerprint zum einen die Zunahme der Hydroxyvalerensdure aus dem Abbau der
Acetoxyvalerensaure verfolgt werden. Daneben trat eine Zunahme zweier weiterer
Abbauprodukte aus der Gruppe der Lignane in Erscheinung, die dem Pinoresinol und
Hydroxypinoresinol zugeordnet werden konnten. Diese qualitativen Veranderungen

waren auch mit dinnschichtchromatographischen Methoden nachzuweisen.

Fir die Berechnung von Haltbarkeitswerten sollte bei Baldrian nicht die Menge der
Gesamtvalerensauren betrachtet werden, da sich Edukt (Acetoxyvalerensaure) und
Produkt (Hydroxyvalerensaure) quantitativ ausgleichen, und dadurch eine falschli-
cherweise hohere Stabilitat angenommen wird. Um genaue Aussagen zur Stabilitat
liefern zu kdnnen, empfiehlt sich daher am besten die Beobachtung der Hydroxyvale-

rensaure, da diese die empfindlichste Substanz darstellt.

Im Vergleich zu der Ausgangsdroge zeigen die Baldrianextrakte keine Zunahme der

Abbauprodukte aus dem Bereich der Lignane. Der Abbau der Acetoxyvalerensdure
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kann aber auch flr die Extrakte als Stabilitatskriterium genutzt werden. Die damit
einhergehende Zunahme der Hydroxyvalerensaure ist umso starker, je belastender

die klimatischen Bedingungen und je schlechter die Verpackung ist.

» Ethanolische Baldrian-Extrakte erwiesen sich hinsichtlich erfassbarer chemischer
Veranderungen stabiler als die methanolischen Baldrianextrakte. Betrachtet man al-
lerdings nur die Veranderung der physikalischen Eigenschaften, so ist dieser Extrakt
am empfindlichsten. Dinnschichtchromatographische Untersuchungen der Extrakte
erwiesen sich als nicht ausreichend sensitiv um die geringfligigen Veranderungen
adaquat nachweisen zu kénnen. Auch fir die Extrakte fuhrt die Betrachtung des Ge-
haltes an Gesamtvalerensauren nicht zur korrekten Wiedergabe der Stabilitdt. Auch

hier liefert die Beobachtung der Hydroxyvalerensaure genauere Aussagen.

» Fur die Analytik der Sennesdrogen und Extrakte wurde eine bereits bestehende Me-
thode genutzt. Bisher nicht zugeordnete Peaks, entsprechend den fir die Stabilitats-
analytik interessanten  Flavonoiden wurden als Isorhamnetin, Kampferol und

Quercetin und deren Glykoside identifiziert.

« Die Sennes-Einsatzdrogen zeigten wiederum Umwandlungen, die definierten
Abbauwegen folgten. Sennoside, die sich als sehr empfindlich gegenliber Feuchte
und Temperatur herausstellten, wurden zu Sennidinmonoglykosiden hydrolysiert.
Daneben zeigte sich ein vermutlich enzymatischer Abbau des Rhein-8-glykosids zu
Rhein. Die enthaltenen Flavonoidglykoside wurden ebenfalls zu den Aglyka hydroly-
siert, kdnnen aber auf Grund der langsameren Degradation als etwas stabiler ge-
genuber aufieren Einfliisse betrachtet werden. Die Inhaltsstoffe in Sennesfriichten
wiesen die gleichen Veranderungen wie Sennesblatter auf, zeigten aber im Ausmaf
der Degradation geringere Abbauraten als die entsprechenden Substanzen in Sen-
nesblattern. Der vorgeschriebene Mindestgehalt an 1,8-Hydroxyanthracenderivaten
konnte flr Sennesblatter nur bei 25°C / 60% rF, fir Sennesfriichte bei 25°C und
30°C / 60% rF eingehalten werden.

» Bei entsprechend guter Verpackung (PE-Weithalsflaschen und alukaschierte Beutel)
waren die Sennoside in den Sennesextrakten wesentlich stabiler. Die Abbaureaktio-
nen, die bei unverpackten und schlecht geschiitzten Extrakten auftraten, folgten wie-
derum nicht denselben Degradationswegen wie in der Einsatzdroge. Es konnte kein
Anstieg von Antrachinonaglyka, Sennidinmonoglykosiden oder Flavonaglyka beo-
bachtet werden. Auch Rhein-8- glykosid verhielt sich bei dieser Verpackung wesent-

lich stabiler. Lediglich die Sennoside und Flavonglykoside zeigten Gehaltsverluste.

» Bei der Arzneibuch-Bestimmung des Gehaltes an 1,8-Hydroxyanthracenderivaten

wird bei der Borntraeger-Reaktion das Rhein-8-glykosid mit einbezogen. Da sich fur
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Droge und Extrakte unterschiedliche Stabilitdten dieser Verbindung zeigten, muss
davon ausgegangen werden, dass bei dieser Gruppenreaktion die Beurteilung der
Stabilitat nicht wahrheitsgemal} interpretiert wird. Genauere Aussagen liefert unter

alleiniger Betrachtung der Sennoside die Untersuchung mittels HPLC.

» Die selbst hergestellten nativen Extrakte wiesen auf Grund ihres hohen Restwasser-
gehaltes eine verminderte chemische und physikalische Stabilitat im Vergleich zu
den handelslblichen Extrakten auf. Das Ausmalf} der Degradationsprozesse lag zwi-
schen dem der Einsatzdroge und des handelstiblichen Extrakt. Die Degradation ent-

sprach den bereits flr die handelslblichen Extrakte gefundenen Abbauprozessen.

» Hinsichtlich der Qualitdtsanforderungen an Senneszubereitungen konnten unter den
eingesetzten Lagerbedingungen nur die in alukaschierten Beuteln und PE-
Weithalsflaschen gelagerten handelsiblichen Extrakte Gber den gesamten Einlage-

rungszeitraum den Vorgaben der Ph. Eur. gerecht werden.

* Unverpackte und nicht sachgerecht verpackte Extrakte zeigten unter allen Lagerbe-
dingungen eine rasch eintretende Verflissigung oder Erhartung. Auch bei besserer
Verpackung war bei empfindlichen Extrakten nach sechsmonatiger Lagerung ein
Verklumpen zu erkennen. Am wenigsten empfindlich zeigte sich der Sennesfrichte-

extrakt des Handels, am empfindlichsten der ethanolische Baldrianextrakt.

» Die Einsatzdrogen zeigten unter allen Lagerbedingungen einen arzneibuchkonfor-
men Trocknungsverlust, der nur geringfligig zunahm. Bei den Extrakten hingegen
waren zum Teil deutliche Zunahmen Uber die zugelassenen Werte beobachtet wor-
den. Bei den empfindlichen Extrakten war dies auch bei guter Verpackung zu beo-
bachten. Eine Zunahme des Trocknungsverlustes korrelierte aber nicht zwangslaufig
mit einer Anderung der physikalischen Eigenschaften oder der chemischen Zusam-

mensetzung.

e Zur Verdeutlichung von Verklumpungs- und Aushartungserscheinungen konnte die
Ermittlung der KorngréRenverteilung herangezogen werden. Auch das Auftreten ge-

ringflgiger Veranderungen konnte damit erfasst werden.

» Die Zunahme der Feuchtigkeit der Extrakte hatte Einfluss auf die Freisetzungsrate
der Inhaltsstoffe. Bei Verflissigung der Extrakte konnte ein verbessertes Freiset-
zungsverhalten beobachtet werden, bei Erhartung ist die Freisetzung von der Repul-
verisierung abhangig. Die Veranderungen haben aber keinen Einfluss auf die Pro-

benvorbereitung der Analytik.

Zusammenfassend ist zu festzustellen, dass flir die Stabilitdtsanalytik von pflanzlichen Ex-

trakten viele Parameter eine Rolle spielen. Um das Verhalten der Extrakte unter den Ein-
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flissen der Umwelt beurteilen und steuern zu kénnen, ist die Kenntnis dieser Einflussfakto-
ren von vorrangigem Interesse. Das abgebildete FlieRschema soll einen Uberblick iber die
im Rahmen dieser Arbeit ermittelten Einflussfaktoren auf die Extrakt-Stabilitat geben (Abb.

153). Daneben sind die flr die Stabilitdts-Analytik der Inhaltsstoffe wichtigsten Parameter
aufgefihrt.

HERSTELLUNG

Extraktionsmethode
Extraktionsmittel
Hilfsstoffe
Wassergehalt
Keimreduktion
Enzyminaktivierung

EXT RA KT VERPACKUNG

LAGERBEDINGUNGEN Durchlassigkeit far:

Gase
Temperatur e
Relative Feuchte ::> < Feuihtlr?tkelt
GebindegrolRe Ic

Lichteinfall Inkompatibilitaten
Verschluss
STABILITAT
Chemische Veranderungen
Physikalische Veradnderungen
Sensorische Veranderungen
Veranderung der Pulvereigenschaften ANALYTIK
Mikrobielles Wachstum
Verlust leichtfliichtiger Substanzen Probenzug
Probenaufbereitung
Leitsubstanzen
Fingerprint
Abbauprodukte
Auswertung
Robustheit

Abb. 153: Stabilitat pflanzlicher Extrakte: mégliche Einflussparameter
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5. Materialien und Methoden

5.1. Untersuchungsmaterial

5.1.1. Sennesdrogen und — extrakte

Die industriell hergestellten Extrakte und das dazu gehérende Drogenausgangs- material

wurden von der Fa. Finzelberg, Andernach zur Verfliigung gestellt:

Trockenextrakt aus Sennesblattern (Extr.Sennae e fol.sicc.) Aus- Ch.-B.: 01121159
zugsmittel: primar Methanol 100%, sekundar Methanol 60 % (V/V)

Beigemengter Hilfsstoff: Glucosesirup

Trockenextrakt aus Sennesfrichten (Extr.Sennae e fruct.spir.sicc.) Ch.-B.:01220113

Auszugsmittel: Ethanol 60 %; Keine Hilfsstoffe
Folia Sennae pulv. Ch.-B.: 01110056

Fructus Sennae acutifoliae conc. Ch.-B.: 01110328

Das Drogenmaterial zur Isolierung der Abbauprodukte sowie zur Erstellung der nativen e-

thanolischen Extrakte wurde von der Fa. Caesar & Lorenz GmbH, Hilden bezogen:
Folia Sennae Tinnevelly tot. Ch.-B.: 10140251

Sennae fructus pulv. Ch.-B.: 24768512

5.1.2. Baldriandrogen und — extrakte

Die industriell hergestellten Extrakte und die entsprechenden Einsatzdrogen wurden von der

Fa. Finzelberg, Andernach zur Verfigung gestellt:
Trockenextrakt aus Baldrianwurzeln (Extr. Valerianae e rad. sicc.) Ch.-B.:01120382
Auszugsmittel: Methanol 45% (V/V). 80% Nativer Extrakt.

Beigemengte Hilfsstoffe: hochdisperses Siliziumdioxid, Lactose-

Monohydrat

Trockenextrakt aus Baldrianwurzeln DAB 1999

(Extr. Valerianae e rad. spir. sicc.) Ch.-B.:01120804
Auszugsmittel: Ethanol 70% (V/V). 80% Nativer Extrakt

Beigemengte Hilfsstoffe: hochdisperses Siliziumdioxid, Glucosesirup
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Radix Valerianae Ch.-B.:01110077
Ch.-B.:011220565

Das Drogenmaterial zur Isolierung der Abbauprodukte und Lignane, sowie zur Erstellung der

nativen ethanolischen Extrakte wurde von der Fa. Caesar & Lorenz GmbH, Hilden bezogen.
Radix Valerianae concisus Ch.-B.:03970291

Radix Valerianae pulv. gross. Ch.-B.:22644282

5.1.3. Verpackungsmaterial

Die von der Fa. Finzelberg, Andernach zur Verfigung gestellten Extrakte, wurden dort be-

reits portioniert und in zwei verschiedenen Verpackungen zur Verfugung gestellt:
alukaschierte PE Beutel 11 x 13 cm, verschweil3t, Inhalt ca. 40 g Extrakt
glasklare PE-Beutel mit Druckleistenverschluss 6 x 9,5 cm, Inhalt ca. 20 g Extrakt

Ebenfalls zur Verfligung stehender unportionierter Extrakt wurde in 100 g Portionen pro Kii-
mazone in PE-Weithalsflaschen ( Rotilabo Weithals-Vierkantflaschen 100 ml HDPE, Fa.
Roth, Karlsruhe) abgefillt. Daneben wurden die Extrakte lose zu 50 g Portionen pro Klima-
zone unverpackt in 50 ml Becherglaser gefillt (=Kontrolle unverpackt). Die selbst hergestell-
ten nativen Extrakte wurden in vier Portionen auf 50 g PE-Weithalsflaschen, Fa. Roth, Karls-
ruhe aufgeteilt. Die Einsatzdrogen wurden zu je 100 g pro Klimazone in PE-
Weithalsflaschen, Fa. Roth, Karlsruhe abgefiillt. Fir die Beobachtung des Trocknungsver-
lustes wurden daneben noch je 30g Einsatzdroge in PE-Beutel abgefiillt (Rotilabo-

Probenbeutel,5 x 8 cm, glasklar, mit Druckleistenverschluss, Fa. Roth).

5.2. Gerate

HPLC-Anlage 1: Pumpen Waters 515, Fa.Waters, Eschborn
Autosampler Waters 717 plus, Fa.Waters, Eschborn
Diodenarraydetektor 545 V, Fa.Biotek, Neufahrn

Saulenofen STH 585, Fa. Gynothek, Germering
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HPLC-Anlage 2:

Zerkleinerung:

LC-Anlagen:

Zentrifuge:

Extraktherstellung:

Gefriertrocknung:

Wasseraufbereitung:

Trockenschranke:

Hygrometer:

Luftbefeuchter:

Pumpen Kontron 522, Fa.Biotek, Neufahrn
Autosampler Kontron 565, Fa. Biotek, Neufahrn
UV-Detektor Waters 486, Fa.Waters, Eschborn
Saulenofen Jetstream 2plus

Steuer- und Auswertungssoftware fur beide Anlagen tber KROMA
System 2000

Retsch Muhle, Fa. Retsch, Haan

Ultra Turrax T 50, Fa. Janke & Kunkel, Staufen

Pumpen, Peristaltic Pump P-1, Fa. Pharmacia, Schweden
Fraktionskollektor Frac-300, Fa. Pharmacia, Schweden
UV-Detektor, 2138 Uvicord S, Fa. LKD

Schreiber, Servogor 102, Fa. Kipp & Zonen, Delft

Hermle Z364, Fa. Kontron (Biotek), Neufahrn

Ultraschallbad, Sonorex super RK225 K, Fa. Bandelin electronics,

Berlin

Schittler, KS, Fa. Edmund Biihler, Tibingen

P 10, Fa. Dieter Piatkowski Forschungsgerate, Minchen
Milli Q UF plus, Fa. Millipore, Eschborn

BT 5042, Fa. Heraeus electronics (100° Bedingungen)

U 40, Fa. Memmet, Schwabach (70°C, 30°C und 40 °C Bedingun-
gen)
Digital Thermo-Hygro, Fa. Oregon scientific

Ultraschallbefeuchter Aquastar NT, Fa. Burg/ Honeywell inc.

Verdunstungsbefeuchter LW 44, Fa.Venta, Hiinenberg (CH)
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5.3. Losungsmittel und Reagenzien
FlieBmittel: Acetonitril HPLC-Qualitat , Fa. Baker
entionisiertes Wasser aus Millipore Reinstwasseranlage
Phosphorsaure 85% p.a. , Fa. Merck
Extraktionsmittel: Methanol p.a., Fa. Baker
Ethanol p.a., Fa. Baker
Hexan reinst, Fa. Merck
Ethylacetat p.a., Fa. Merck
NMR-Lésungsmittel : Methanol-d4 99,9%, Fa. Deutero, Kastellaun
Aceton-d6 99,8%, Fa. Deutero, Kastellaun

Referenzsubstanzen: Sennosid B, Sennosid A, Rhein ,Aloe-Emodin, IsorhamnetinSenni-
dine A+B, Fa. Roth , Karlsruhe

Rhein-8-Glykosid, die Sennidinglykoside A+B, Sennosid A1, Sen-
nosid C, Sennosid D und Sennosid D1 wurden von der Fa. Madaus

zur Verfligung gestellt

Die Valerensaure und ein valepotriatreicher Standardextrakt wur-

den von der Fa. Finzelberg, Andernach zur Verfliigung gestellt

5.4. Allgemeine Arbeitsmethoden

5.4.1. Lagerbedingungen

5.4.1.1. 25°C/60% rF

Fir die Lagerung bei 25°C+ 2 °C stand ein klimatisierter Raum zur Verfigung, der durch
Anschluf} an das zentrale Heiz-LUftungsnetz der Universitat Regensburg bei konstanter
Temperatur gehalten wurde. Zur Erzeugung der bendtigten Luftfeuchte von 60% rF+ 5%
wurde ein dauerhaft betriebener Ultraschallbefeuchter und zusatzlich zwei nach Bedarf ein-
gesetzte Verdunstungsbefeuchter eingesetzt. Die Einhaltung konstanter Bedingungen wurde

Uber ein Thermohygrometer bestimmt (siehe Anhang 6.3).
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5.4.1.2. 30°C/60% rF bzw. 40°C/75% rF

Fir die Klimazonen bei 30°C und 40°C wurden die Proben in einem Exsiccator (Duran®
Glasexsiccator, 30 cm Durchmesser, Fa. Roth, Karlsruhe mit perforiertem Metalleinsatz,
Fa.Roth, Karlsruhe) eingelagert, der sich in einem Trockenschrank der geforderten Tempe-
ratur befand. Zur Einstellung der entsprechenden relativen Feuchte wurden 150ml
Hygrostatlésungen aus gesattigten Salzlésungen in einer Kristallisierschale (Durchmesser
14cm) am Boden des Exsiccators aufgestellt. Die Auswahl der Salzldsungen erfolgte nach
Testversuchen einiger in der Literatur beschriebener Salze [MAHAINI (1986), RABACH
(1980)]. Fir die Erzeugung von 60 + 5 % rF erwies sich gesattigte Mg(NO3), -LOsung
(1000g in 500ml heif3 geldst), fur 75 £ 5 % rF gesattigte NaNO3-Lésung (1000g in 1000ml
heil3 geldst) als geeignet. Es war darauf zu achten, dass die Lésungen an einigen Stellen
Salzkristalle zeigten. Die Einstellung konstanter Bedingungen eines frisch beschickten Ex-
siccators wurde nach 4 Tagen erlangt (Abb. 154). Da der Probenzug ein Offnen des Exsic-
cators erfordert und damit die konstanten Bedingungen beeinfluf3t werden, wurde der Ein-
fluss des Offnens auf die relative Feuchte ermittelt. Die Messungen ergaben, dass bereits
nach wenigen Stunden wieder die geforderten Bedingungen vorherrschten, und dieser Ef-
fekt bei den weit auseinanderliegenden Probennahmezeitpunkten zu vernachlassigen war
(Abb. 155). Die Einhaltung konstanter Bedingungen Uber die Lagerzeit wurde Uber ein im

Esiccator befindliches Thermohygrometer bestimmt (siehe Anhang 6.3).
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Abb. 154: Dauer bis zur Einstellung konstanter Luftfeuchte  Abb. 155: Beieinflussung der Luftfeuchte nach dem Offnen
im Exsiccator des Exsiccators mit 75% rF



Anhang 159

5.4.2. Zerkleinerung des Drogenmaterials

Die Einsatzdrogen wurden vor der Einlagerung mittels Schneidemuhle pulverisiert. Es wur-
de darauf geachtet, dass sich die Mihle beim Schneidevorgang nicht zu stark erhitzte um
vorzeitige Abbaureaktionen oder ein Verklumpen zu verhindern. Durch den Mahleinsatz de-
finierter Maschenweite der Mihle konnten gréRere Bruchstlicke wie z.B. Stangelreste oder

Steine zuriickgehalten werden.

5.4.3. Extraktherstellung

5.4.3.1. Nativer ethanolischer Sennesbléatterextrakt

Der native ethanolische Sennesblatterextrakt (Senn.fol.ex.nat.) wurde durch Wirbelextrakti-
on mit dem Ultra-Turrax gewonnen. Dazu wurden 1 kg Sennesblatter pulverisiert und mit 3 |
Ethanol 80% p.a. versetzt, und die Mischung unter Kuhlung fir 1 h bei 6000 U/min gerthrt.
Der Extrakt wurde Uber eine Glasfaserfritte filtriert. AnschlieRend wurde der Drogenriick-
stand ein zweites Mal in gleicher Weise wie oben dargestellt extrahiert. Das Extraktionsmittel
der vereinigten Filtrate wurde anschlieend am Rotationsverdampfer bei 40°C und 130 mbar
Druck entfernt. Der Rickstand wurde in Wasser suspendiert und gefriergetrocknet. Die

Ausbeute betrug 112 g eines dunkelbraunen Trockenextraktes. DEV= 9:1 (11,2%).

5.4.3.2. Nativer Sennesfriichteextrakt

Die Extraktion der Sennesfrichte erfolgte durch Perkolation mit Methanol 100%
(Senn.fol.ex.nat.). Dazu wurden 500 g pulverisierter Sennesfriichte mit dem Extraktionsmit-
tel durchfeuchtet und in ein Perkolationsrohr mit Filterwatte gefullt. AnschlieBend wurde mit
3 | Extraktionsmittel mit einer Geschwindigkeit von ca 3,5 ml/min perkoliert. Das Perkolat
wurde bei 40°C und 200mbar Druck zur 6ligen Konsistenz einrotiert und anschlieRend in
Wasser suspendiert. Die endgultige Trocknung erfolgte Gber Gefriertrocknung. Als Ausbeute

wurden 72 g eines schwarzbraunen Trockenextraktes erhalten. DEV = 7:1 (14,4%)

5.4.3.3. Native Baldrianextrakte

Die nativen Baldrianextrakte wurden mittels Perkolation mit 55% (Val.ex.nat 55%) bzw. 85%
(Val.ex.nat. 85%) Ethanol hergestellt. Dazu wurden jeweils 500g pulverisierte Droge mit dem
Extraktionsmittel durchfeuchtet und in ein Perkolationsrohr gefiillt. Wahrend 5 Tagen wurde
mit jeweils 2 | Extraktionsmittel eluiert. Den Extrakten wurde am Rotationsverdampfer bei 40
°C das Extraktionsmittel bis zur 6ligen Konsistenz entzogen. Nach Suspendierung in Wasser
wurden die Extrakte gefriergetrocknet. Fur die Perkolation mit 85% Ethanol ergab sich eine
Ausbeute von 95 g braunem Trockenextrakt (DEV = 5,1:1 (18,7%)). Die Extraktion mit 45%
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Ethanol ergab einen Dickextrakt der Masse 100 g (DEV = 5:1 (20%)). Eine vollstandige

Trocknung war bei diesem Extrakt nicht moglich.

5.4.4. Probenvorbereitung

5.4.4.1. Sennesblitter, -friichte und -extrakte

Fir die Herstellung der Proben der Einsatzdrogen wurden 2,00 g pulverisierter Droge in ei-
nem verschlieBbaren 100 ml Erlenmeyerkolben mit 20,0 ml Methanol 60% (Sennesblatter)
bzw. Ethanol 60% (Sennesfrichte) versetzt, und fir 5 min im Ultraschallbad suspendiert.
Nach Zugabe von weiteren 20,0 ml Extraktionsmittel wurden die Proben flir 1 h unter standi-
gem Schitteln extrahiert. Diese Losung wurde Uber einen Papierfilter (S&S Faltenfilter 125
mm, Fa. Schleicher & Schiill, Dassel) in einen 100,0 ml Mel3kolben filtriert. Nach zweimali-
gem Nachspilen mit je 5,0 ml des Extraktionsmittels wurde die Lésung mit dem Extrakti-

onsmittel zu 100,0 ml aufgefillt.

Zur Erstellung der Proben flr die handelsublichen und nativen Extrakte musste darauf ge-
achtet werden, dass die degradierten Extrakte vor der Einwaage wenn nétig fein vermahlen
oder wenn nicht moglich zumindest grob zerkleinert wurden. 1,00 g pulverisierter Extrakt
wurde in einem verschlieBbaren Erlenmeyerkolben mit 16,0 ml Wasser versetzt, und fiir 5
min unter Ultraschall suspendiert. Die Suspension wurde mit 24,0 ml Methanol (Sennesblat-
terextrakte) bzw. 24,0 ml Ethanol (Sennesfriichteextrakte) versetzt und fir 1 h unter standi-
gem Schitteln extrahiert. Diese Losung wurde Uber einen Papierfilter (S&S Faltenfilter 125
mm, Fa. Schleicher & Schiill, Dassel) in einen 100,0 ml Messkolben filtriert. Nach zweimali-
gem Nachspilen mit je 5,0 ml des Extraktionsmittels wurde die Lésung mit dem Extrakti-
onsmittel zu 100,0 ml aufgeflllt. Zur Abtrennung feinster Partikel wurden 1,0 ml Lésung Uber
einen 0,2 ym Nylonfilter (Rotilabo-Spritzenfilter, Fa.Roth, Karlsruhe) in die Probengefalie

filtriert, wobei die ersten 0,5 ml verworfen wurden.

5.4.4.2. Baldrianwurzel und -extrakte

2,00 g pulverisierter Baldrianwurzel bzw. 1,00 g pulverisierter oder ,wenn nicht anders mog-
lich grob zerkleinerter, Extrakt wurden in einem verschlieRbaren Erlenmeyerkolben mit 40,0
ml Methanol 70% versetzt und fir 15 min bei 30°C unter Ultraschallbehandlung extrahiert.
Die erhaltene Suspension wurde in einen 100,0 ml Messkolben Uberfihrt und zu 100,0 ml
mit Extraktionsmittel aufgefillt. Diese Lésung wurde die 4000 U/min fir 10 min zentrifugiert

und anschlieend abdekantiert.

Zur Abtrennung feinster Partikel wurden 1,0 ml Lésung der Extrakte Gber einen 0,2 pm Ny-

lonfilter (Rotilabo-Spritzenfilter, Fa.Roth, Karlsruhe) in die Probengefalie filtriert, wobei die
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ersten 0,5 ml verworfen wurden. Die Extrakte aus den Einsatzdrogen wurden unfiltriert ver-

wendet.

5.5. Analytische Methoden

5.5.1. Bestimmung des Trocknungsverlustes

Der Trocknungsverlust wurde nach den entsprechenden Vorschriften der Ph. Eur. 2002 zu

den einzelnen Drogen und Extrakten durchgefihrt:

1,000 g pulverisierter Droge (355) wurde 2 h in einem zuvor getrockneten und gewogenen
Wéageglaschen bei 100 bis 105°C erhitzt. Nach dem Abkuhlen in einem Exsiccator wurde
der Massenverlust durch Wiegen ermittelt und als Prozentualer Wert in Bezug zur Einwaa-
ge (m/m) ermittelt [PH.EUR (2002c)]

0,500 g Extrakt wurde 3 h in einem zuvor getrockneten und gewogenen Wageglaschen bei
100 bis 105°C erhitzt. Nach dem Abkuhlen im Exsiccator tUber Silicagel wurde der Massever-
lust durch Wiegen ermittelt und als prozentualer Wert in Bezug zur Einwaage (m/m) berech-
net [PH.EUR. (2002¢)]

5.5.2. Bestimmung der KorngroRenverteilung

Jeweils 40,0 g Untersuchungsmaterial wurden auf einen Turm aus 6 getrockneten und ge-
wogenen Analysensieben (Maschenweite 1000; 710; 500; 355;180; 53 ym; Analysensiebe,
Fa. Retsch, Haan;) mit Boden gegeben und bis zur konstanten Verteilung gesiebt (5 min).
Der Ruckstand auf den einzelnen Sieben wurde durch Wiegen ermittelt und in prozentualem
Anteil zur Einwaage (m/m) angegeben [PH.EUR.(2002d)].

5.5.3. Bestimmung des Freisetzungsverhaltens

1,00 g Extrakt wurde in einen 100 ml Erlenmeyerkolben eingewogen und mit 100,0 ml Me-
OH 70 % (Baldrianextrakt) bzw. MeOH 60% (Sennesfrichteextrakt) versetzt. Zur Extraktion
wurde das Gemisch bei 25°C (Sennesfrichteextrakt) bzw. 30°C (Baldrianextrakt) fir 30 min
ins Ultraschallbad gegeben, und nach 0, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15 und 30 min je 1,0 ml Suspensi-
on mittels einer Spritze (Omnifix-F 1ml, Fa. Braun, Melsungen) abgezogen. Die Proben wur-
den Uber einen 0,2 um Filter (Rotilabo Spritzenfilter Nylon 0,2 um, Fa. Roth, Karlsruhe) in
die Probengefale filtriert. Dabei wurden die ersten 0,5 ml verworfen und je zweimal 200 pl

abfiltriert. Die letzten 100 yl wurden ebenfalls verworfen.

Die Proben wurden mittels HPLC nach isokratischer Methode nach FREYTAG (Baldrianex-
trakt; siehe 5.5.4.3.) bzw. nach MEILHAMMER (Sennesfriichteextrakt; siehe 5.5.4.4.) auf

ihren Gehalt an Rhein (Sennes) bzw. Valerensaure (Baldrian) hin untersucht.
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5.5.4. HPLC-Methoden

5.5.4.1. Gradient 1 zur Trennung von mittel- und unpolaren Baldrianinhaltsstof-
fen

Saule: Eurospher 100-C18, 4 x 250 mm, 5 ym, Fa. Knauer, Berlin
Vorsaule: Eurospher 100-C18, 4,6 x 30 mm, 5 uym, Fa.Knauer, Berlin

Saulentemperatur:  30°C

Flussrate: 0,8 ml/min

Mobile Phase: FlieBmittel A: Wasser
FlieBmittel B: Acetonitril

Injektionsvolumen: 20 pl

Detektion: UV 225 nm
Gradient:
Zeit [min] %B
0 2
8 5
25-32 15
42 20
60 40
66-82 65
85-90 100
92-97 2

Die Reproduzierbarkeit wurde durch mehrmaliges (n=3) Einspritzen der Standardsubstanzen

und durch Bestimmung des Variationskoeffizienten der Peakflachen belegt:
Valerensaure 1,22 %

Pinoresinol 0,99 %
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Gehaltsbestimmungen:

Kalibrierfunktion | Regressions- | Nachweis- Liearitats-
y [ug/mi] = koeffizient r? grenze [ng] bereich [ng]
Valerensaure 36,86 x PA 0,9989 200 300-1800
Pinoresinol 11,2 x PA 0,9999 120 300-7200
359 Pinoresinol Eichgerade 70 Valerenséure Eichgerade
Y=112*PA Y= 36,939 * PA
304 R=0,99995 604 R=0,9989

25

20

Peak area
Peak Area

T
0,0 0,5 1,0 15 20 25 3,0 2,0

m [ug] m [ug]

Zur Gehaltsbestimmung wurden jeweils zwei Proben nach 5.4.4 aufbereitet und je zwei mal

injiziert (n=4).

5.5.4.2. Isokratische HPLC-Methode zur Analytik von Fraktion H1
Saule: Eurospher 100-C18, 4 x 250 mm, 5 uym, Fa. Knauer, Berlin
Vorséaule: Eurospher 100-C18, 4,6 x 30 mm, 5 uym, Fa.Knauer, Berlin

Saulentemperatur: 30°C

Flussrate: 1 ml/min , isokratisch fiir 30 min
Mobile Phase: 45% Acetonitril
Injektionsvolumen 50 pl

Detektion:: UV 225 nm
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5.5.4.3. Isokratische HPLC-Methode zur Bestimmung der Valerenséduren
[nach FREYTAG (1983)]

Saule: Eurospher 100-C18, 4 x 250 mm, 5 um, Fa. Knauer, Berlin
Vorsaule: Eurospher 100-C18, 4,6 x 30 mm, 5 uym, Fa.Knauer, Berlin

Saulentemperatur: 30°C
Flussrate: 1,5 ml/min , isokratisch fiir 30 min
Mobile Phase: 650ml Acetonitril / 350ml Wasser/ 5 ml H;PO,

Injektionsvolumen: 40 pl

Detektion: UV 225 nm

5.5.4.4. Gradient 2 zur Trennung der Sennesproben [nach MEILHAMMER (2003)]
Saule: Eurospher 100-C18, 4 x 250 mm, 5 ym, Fa. Knauer, Berlin

Vorsaule: Eurospher 100-C18, 4,6 x 30 mm, 5 ym, Fa.Knauer, Berlin

Saulentemperatur: 25°C

Flussrate: 1 ml/min

Mobile Phase: FlieRmittel A: 900 ml Wasser/ 100 ml Acetonitril/ 5 ml H3PO,
FlieBmittel B: Acetonitril

Injektionsvolumen: 10 pl

Detektion: UV 270 nm

Gradient:
Zeit [min] %B
0 10
6 10
11 14
21 14
51 100
56 100
58 10
63 10
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Gehaltsbestimmungen:

Kalibrierfunktion | Regressions- Liearitats-

y [ug/mi] = koeffizient > | bereich [ng]
Sennosid B 15,65 x PA 0,9982 300-40000
Isorhamnetin 37,82 x PA 0,9993 400-3600
Rhein 47,47 x PA 0,9990 300-1800

Zur Gehaltsbestimmung wurden jeweils zwei Proben nach 5.4.4 aufbereitet und je zwei mal

injiziert (n=4).

5.5.5. Dunnschichtchromatographie

5.5.5.1.

DC-Untersuchung von Baldrianproben auf Valerenséuren

Die Trennbedingungen wurden in Anlehnung an die Monographie fir Baldrianwurzel
[PH.EUR. (2002)] geschaffen:

Stationare Phase:

Mobile Phase:

Proben-

aufbereitung:

Auftragevolumen:

Laufstrecke:
Detektion:

Sprihreagenz:

Kieselgel 60 F254-Alufolien 20 x 20 cm , Fa. Merck, Darmstadt
2,5 T Eisessig p.a., Fa. Merck, Darmstadt

17,5 T Ethylacetat p.a., Fa. Merck, Darmstadt

325 T n-Hexan reinst, Fa. Merck, Darmstadt

500mg Probenmaterial werden in 5,0 ml Methanol fir 5 min im Ultra-

schallbad extrahiert und anschlie3end filtriert

30 pl bandférmig

10 cm

UV 365 nm, UV 254 nm nach dem Verdunsten des FlieRmittels

10 min bei 100°C nach Besprihen mit Anisaldehyd / Schwefelsaure-
reagens:

Zu einem Gemisch aus 10 ml Eisessig p.a., Fa. Merck, Darmstadt, 85
ml Methanol p.a., Fa.Merck, Darmstadt und 5 ml Schwefel-sdure 95-
97% p.a., Fa. Merck, Darmstadt werden 0,5 ml Anisaldehyd, Fa.

Merck, Darmstadt gegeben und geldst.
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5.5.5.2. DC-Untersuchung von Baldrianproben auf Aminoséuren

Die Trennbedingungen wurden nach LAPKE (2000) gewahlt:
Stationare Phase: Kieselgel 60 F254-Alufolien 20 x 20 cm , Fa. Merck, Darmstadt
Mobile Phase: 50 T Aceton p.a., Fa. Merck, Darmstadt

175 T Ethylacetat p.a., Fa. Merck, Darmstadt

175 T Methanol p.a. , Fa. Merck, Darmstadt

100 T 0,3 N Natronlauge

Proben- 500mg Probenmaterial werden in 5,0 ml Methanol flr 5 min im Ultra-
aufbereitung: schallbad extrahiert und anschlieRend filtriert

Auftragevolumen: 20 ul bandférmig

Laufstrecke: 10 cm

Detektion: Flecken nur nach dem Bespriihen sichtbar

Spruhreagenz: 10 min bei 100°C nach Bespriuhen mit Ninhydrin Reagenz :

0,3g Ninhydrin in 100,0 ml Butanol p.a., Fa. Merck, Darmstadt und 3,0

ml Eisessig p.a., Fa. Merck, Darmstadt geldst.

5.5.5.3. DC-Untersuchungen von Baldrianproben auf Lignane

Die Trennbedingungen wurden nach BODESHEIM (1996) modifiziert:
Stationare Phase: Kieselgel 60 F254-Alufolien 20 x 20 cm , Fa. Merck, Darmstadt
Mobile Phase: 50 T Chloroform p.a., Fa. Merck, Darmstadt

15 T Toluol p.a., Fa. Merck, Darmstadt

30 T Methanol p.a. , Fa. Merck, Darmstadt

5 T Ammoniaklésung 25%, p.a. , Fa. Merck, Darmstadt

Proben- 500mg Probenmaterial werden in 10,0 ml Methanol 70% fir 5 min
aufbereitung: im  Ultraschallbad extrahiert und anschlieBend filtriert. Die
erhaltene Ldsung wird zur Trockne einrotiert und in 1,0 mi
Methanol suspendiert und zentrifugiert. Der Uberstand dient als

Untersuchungslésung.
Auftragevolumen: 10 ul bandférmig

Laufstrecke: 10 cm
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Detektion: Flecken nur nach dem Bespriihen sichtbar

Sprihreagenz: 10 min bei 100°C nach Bespriihen mit Anisaldehyd / Schwefelsaure -
Reagens (siehe 5.5.4.1)

5.5.5.4. DC-Untersuchungen von Sennesproben

Die Trennbedingungen wurden in Anlehnung an die Monographie flir Sennesblatter
[PH.EUR. (2002f)] gewahlt:

Stationare Phase: Kieselgel 60 F254-Alufolien 20 x 20 cm , Fa. Merck, Darmstadt
Mobile Phase: 5 T Eisessig p.a., Fa. Merck, Darmstadt

100 T Wasser

200 T Ethylacetat p.a., Fa. Merck, Darmstadt

200 T n-Propanol p.a., Fa. Merck, Darmstadt

Proben- analog 5.4.4.1.

aufbereitung:

Auftragevolumen: 20 pl bandférmig

Laufstrecke: 10 cm

Detektion: UV 365 nm, UV 254 nm, VIS nach dem Verdunsten des FlieBmittels
Spruhreagenz: 1. 20% HNO; (V/V) fir 10 min erhitzt auf 120 °C

2. KOH-Loésung (50g/1)

5.5.6. Bestimmung des Atherischdlgehaltes

Die Bestimmung wurde entsprechend der Baldrianmonographie [PH.EUR. (2002b)]
durchgeflihrt:

In die vorgeschriebene Destillationsapparatur wurden 0,5 ml Xylol vorgelegt und in einen
2000 ml-Rundkolben 500 ml Wasser als Destillationsflissigkeit gegeben. Nach 30 min des
Destillierens wurde das genaue Volumen der Vorlage bestimmt und 40,0 g pulverisierte
Droge in den Kolben gegeben und fir 4 h mit einer Geschwindigkeit von 3 bis 4 ml/min des-
tilliert. Die extrahierte Menge an &therischem Ol wurde ermittelt und als prozentualer Wert

zur Einwaage angegeben.

Zur Ermittlung des Gehaltes der Extrakte wurden einige Tropfen Silikondl zur Entschaumung

zugegeben. Die Einwaage betrug hier abweichend von der Vorschrift nur 20,0 g Extrakt.
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Es wurden jeweils drei Proben untersucht und Mittelwert und relative Standardabweichung

bestimmt.

5.6. Praparative Methoden

5.6.1. Isolierung von Lignanen aus Baldrianwurzel

5.6.1.1. Herstellung von Fraktionen verschiedener Polaritét

350 g, fur zwei Monate bei 70°C im Trockenschrank degradierter pulverisierter Baldrianwur-
zel wurden in eine Extraktionshilse fir eine 1000 ml Soxhlet-Apparatur eingewogen und drei
mal mit je 1000 ml Hexan fur je 8 h extrahiert (Fraktion H1). Der Extrakt wurde am Rotati-
onsverdampfer auf in etwa ein Drittel seines Volumens eingeengt und auf vier Portionen (ca.
250 ml) aufgeteilt. Jede Portion wurde vier mal mit je 250 ml 50% MeOH ausgeschittelt, die
vereinigten Methanolfraktionen einrotiert und gefriergetrocknet ( Ausbeute 3,95 g hellgriner,
cremeartiger Extrakt (Fraktion H1/M50)).

Die mit Hexan extrahierte Baldrianwurzel wurde getrocknet und anschlie3end drei mal mit je
1000 ml Ethylacetat extrahiert ( Fraktion E1). Nach erneuter Trocknung wurde eine dreimali-
ge Extraktion mit je 1000 ml Methanol durchgefuhrt (Fraktion M1). Nachdem das extrahierte
Baldrianwurzelpulver ausgebreitet bei Raumtemperatur getrocknet worden war, wurde es in
einem 1000 ml Becherglas drei Mal mit je 500 ml Wasser versetzt und fur 15 min im Ultra-
schallbad extrahiert. Die vereinigten Extrakte wurden anschliel’end gefriergetrocknet (Frak-

tion W1; Ausbeute ca. 10 g dunkelbrauner Trockenextrakt).

5.6.1.2. Isolation von Lignanen und Valerenséduren mittels Sdulenchroma-
tographie

Stationare Lichroprep RP-18, Partikelgrolte 25-40um , Fa. Merck, Darmstadt
Phase: Fillmenge ca. 80 g

Saule: Beidseitig offenes Glasrohr aus Duranglas (Fa. Schott, Mainz);

Lange 85 cm , ID 2cm, an beiden Enden durch einen Stahlstempel mit

einer I6sungsmittelresistenten Quetschdichtung verschlossen;
Fallhéhe ca. 60 cm

Mobile Phase:  Methanol/  Wasser- Mischungen (10%  Stufen von  10-90%
Methanol, ca. 50 —70 Fraktionen pro Stufe); Zudosierung Uber die

peristaltische Pumpe mittels Teflonschlauchen
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Flussrate: 40 ml/h

Detektion: UV 254 nm, gekoppelt mit automatischem Schreiber

Auftragemenge: 2g von Fraktion H1/M50 (Pinoresinol, HVS,AVS)
bzw. W1 (weitere Lignane)

Fraktionierung: 10 ml/15 min pro Glas; ca. 400 Einzelfraktionen;
Vereinigung zu 22 Sammelfraktionen anhand der Peaks im aufgezeichne-

ten Profil

Aufarbeitung: Entfernung des Lésungsmittels der Sammelfraktionen mittels Rotations-
verdampfer; endgultige Trocknung nach Zugabe einiger ml Wasser durch

Gefriertrocknung

Zuordnung: Aufnahme eines DAD/UV-HPLC-Chromatogramms der einzelnen Sam-

melfraktionen

5.6.2. Isolation von Inhaltsstoffen aus Sennesdrogen

5.6.2.1. Vorextraktion zur Isolation von Tinnevellinglykosid aus Sennesfriichten

250 g pulverisierte Droge wurden mit je 2000 ml Hexan und Ethylacetat durch Soxhlet-
Extraktion vorextrahiert. 2 g des nach Trocknung der resultierende Ethylacetat-Fraktion er-
haltenen Extraktes wurden wiederum in wenig Ethylacetat aufgenommen und auf 250 g Kie-
selgel in einer 10 cm weiten Glasfritte aufgegeben. Unter Vakuum wurde mit 200 ml Ethyl-
acetat eluiert und die Lésung verworfen. Der Rickstand wurde erneut mit 200 ml Methanol
eluiert. Diese Losung wurde auf 5 ml einrotiert und die erhaltene Suspension fir die Chro-

matographie verwendet (5.6.2.3).
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5.6.2.2. Vorextraktion zur Isolation von Flavonglykosiden aus Sennesblétterex-
trakt

150 g Sennesblatterextrakt wurden mit vier mal 500 ml Methanol durch Soxhlet-extraktion
vorextrahiert. Die Extrakte wurden vereinigt und auf 500ml eingeengt. Nach Zufligen von
500 ml Wasser wurde in Portionen von 250 ml mit 2 | Ethylacetat ausgeschittelt. Der
resultierende Auszug wurde einrotiert und getrocknet (Ausbeute : 6,5g). 2 g dieses
Extraktes wurden nach Suspension in gleicher Weise wie der Ethylacetatextrakt unter
5.6.2.1 gereinigt. Nach Elution mit Methanol wurde noch mit 200 ml Wasser eluiert. Das

wassrige Eluat wurde auf 5 ml eingeengt und zur Chromatographie verwendet (5.6.2.3).

5.6.2.3. Isolation von Tinnevellinglykosid und Flavonglykosiden aus Sennes-
drogen

Stationare Phase: Lichroprep RP-18, Partikelgrofte 25-40um , Fa. Merck, Darmstadt

Fullmenge ca. 80 g

Saule: Beidseitig offenes Glasrohr aus Duranglas (Fa. Schott, Mainz);
Lange 85 cm , ID 2cm, an beiden Enden durch einen
Stahlstempel mit einer Idsungsmittelresistenten Quetschdichtung

verschlossen; Fullhohe ca 60 cm

Mobile Phase: Methanol/ Wasser- Mischungen (10% Stufen von 10-90%
Methanol, ca 50 —70 Fraktionen pro Stufe); Zudosierung Uber die

peristaltische Pumpe mittels Teflonschauchen

FluRrate: 40 ml/h

Detektion: UV 254 nm, gekoppelt mit automatischem Schreiber

Auftragemenge: siehe jeweils 5.6.2.1 und 5.6.2.2

Fraktionierung: 10 ml/15 min pro Glas; ca. 400 Einzelfraktionen; Vereinigung zu

Sammelfraktionen entsprechend der UV-Detektion

Aufarbeitung: Entfernung des Ldsungsmittels der Sammelfraktionen mittels
Rotationsverdampfer; endgultige Trocknung nach Zugabe einiger ml

Wasser durch Gefriertrocknung

Zuordnung: nach HPLC-Analyse durch UV-DAD Detektion
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6. Anhang

6.1. 'H-NMR-Spektren

6.1.1. Pinoresinol-4,4’-di-O-R-glykosid

OCHg3
H-5
H-2
H-6 H-7 o)
H-8
H-9¢q
LU AL AL L L AL L B L L L B L L L L L L L L L L L L LB B B B NI B
7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5
(ppm)

Abb. 156: "H-NMR von Pinoresinol-diglykosid in CD30D, 400 MHz, &-Skala in ppm

6.1.2. Pinoresinol

H-5
OCH3
H-6
H-2 \
H-7
H-9
H-9¢q H-8
OH
L L. 1y
'S0 75 70 65 60 | Ss 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05
(ppm)

Abb. 157: "H-NMR von Pinoresinol in (CD3)2CO, 400 MHz, &-Skala in ppm
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6.2. MS-Spektren

6.2.1. Hydroxyvalerensaure

Difranigopp 011303 09:57:19 AM
Goppol ESI (MeOH + 10 mmoll NH4AZ) TSQ 70

gopp#1 AT 0.02 AV: 1 NL: 2.48E5

T: - p ESI ms | 79.99-569,57)

100 2461 (M_H+)—
95 | M=250

a0

2 B

@

Relative Abundance

B R 8 R & & B B B B Z

1122 | 3281
1408 2388 2498
i ol

2168
1 | 2228
o889 . 1964 1891 2008 |50, 8L g

100 150 200 b4

Abb. 158: "ESI-MS von Hydroxyvalerensaure

6.2.2. Acetoxyvalerensaure

Didatafranigoppi 02122002 12:02:13 PM
Goppel ES1 (H2OMeOH + 10 mmol NHAAC) TS0 7000

gopp2 #3 RT: 0.04 AV: 1 NL: 4.94E5

T: - p ESI ms | 90.88-1200.01]

210
100 (M H+)-
s
|  M=202
290
85
80
75
0
65
60
§ 55
§ 45 |
& 40; |
35 |
% |
25 1 3671
b |2820 4513
15 10 4872
1127 1 1
0 2489 arin ETT4 —_—
51 | 1405 2168 245.9 4803 7433
| 18856 || a0 #49.1 513 6052 | 7445 687
E| ! TP | 4 G 531 T sy e Bl 10575 11174 11765
200 300 400 &ng 600 700 800 200 1000 1100 1200

miz

Abb. 159: 'ESI-MS von Acetoxyvalerensaure
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6.2.3. Pinoresinol

Difranigopp 0171303 10:18:11 AM
Goppel ESI (MeOH + 10 mmolll MH4AC) TSQ 70

goppl #1 RT: 0.01 AV: 1 NL: 9.80E4

T - p ESI ms [ 79.99-759.98]

100 +\-
o . (M-H)
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= |
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E 2646
2 a0
2 - s 246.9
545 1123 1127 1840 |
40— ' 2466
! 1408 5 |
35- ‘ 14.9 | | |
su1 | | |
25 | i | 2388
| | 3582
20- | | t 2669 3130
. | | | | 3290
1 m‘ |
10 E | m” l | m:.z
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ois LML n _,h_ .w .& i ra;\’rfﬂ W sl mmfm_,pﬁ sl 0,624 o954 01 1ses rrer
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Abb. 160: "ESI-MS von Pinoresinol
SPEC: gopp (06-FEB-03) Scans : 1 > 89
Scan 70 @ 2.39 min (EI +QIM5 LMR UP LR} 1.5B+06
St 151.1 y
"
[HO=CHAr(OH)(OMe)]
4 —
80 4
1 +
ol _ [CHoAr(OH)(OMe)]
) A1 M*
1371
358,1
40 43.1
1 1311
B 163 +
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2 [
124,
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\ 3592
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-3 l L : . L ¥ ‘l a | Eli 3 -l.lsl 2
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Abb. 161: EI-MS von Pinoresinol
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6.2.4. Hydroxypinoresinol (LC-MS)

RT: 3089 - 10,08
653 Lt
s
00000 S‘.MA
pond a0
B0
TO000-
80000
% 50000
40000
X000
20000 4 AT
10000 05 TS a4 718 In nas [ 818
O.D 45 50 55 60 .13 ™ | 5 an s L1 s w0
Tirna (min)
Abb. 162: HPLC-Profil / UV-Detektion
RT: 199 . 10.06
oy 5 ' nm.éaa
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Abb. 163: HPLC-Profil / apci-Massendetektor (TIC)
11_apci #332-343 RT: 6.41-6.69 AV: 12 SM: 3B NL: 2.86E4
T: “p APCI Q1MS [ 200.00-1200.00]
100 3730
1 +\- |
M-H') |
g 80 ( | 4331 +
g 80 V12374 M+CH,COO
E
S 60~
B |
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£
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ol RS s2e TUC (349 4090 (4351 sent asss 5233 5633 600 6203 6580 6730 7003 7484 8019 8221
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Abb. 164: MS der Substanz bei einer Retentionszeit von 6.53 min
f11_apci #4482 RT: 638 AV: 1 SB: 11 4.96-5.08 SM: 3B NL: 4.1BES microAl
100, 204.0
E 80
§ &0
g 40
'% 2320
x 20 280.0
o Rl Dl tiel, Kool e 4660 498.0 5220 5420 560.0 616.0 628.0 6620 6820 700.0  T748.0 768.0 784.0
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wavelength (nm)

Abb. 165: UV-Spektrum der Substanz bei einer Retentionszeit von 6.53 min
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6.2.5. Pinoresinol-O-diglykosid

Doifranigopp5 031403 12:02:25 PM
Goppel ES| (MoOH + 10 mmol NH4AC) TSQ 7000

Gopp5#1 RT: 0.00 AV: 1 NL: 748ES

T - p ES1 ms [ 199,96-1459.99]

e wis (M-H'Y
w3 M=682
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Abb. 166: "'ESI-MS von Pinoresinol-O-diglykosid

6.2.6. Isorhamnetin-gentiobiosid

Di\frangopp14_030616145329 061603 02:53:20 PM
Goppel ES|(MeOH + 10 mmoll NH4AC) TSQ 7000
gopp14 030616145329 #1 RT: 0.02 AV: 1 NL: 1.55E5

T: - p ESI [ 199.96-1399.94) +y\-
100 ) 6394 (M-H )

M=640
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65
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Abb. 167: "'ESI-MS von Isorhamnetin-gentiobiosid



Anhang 176

6.2.7. Kampferol-gentiobiosid

Ditranigopp16 06/16/03 03:46:01 PM
Goppel ES| (MeOH + 10 mmoll NH4Ac) TSQ 7000

gopplG M1 RT: 0.01 AV:1 NL: 55565

T: - p ESI [ 99.96-1196.99]
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Abb. 168: 'ESI-MS von Kampferol-gentiobiosid

6.2.8. Quercetin-gentiobiosid

Defranigoppl5_030616151433 D6M16/03 03:14:33 PM
Goppel ES| (MeOH + 10 mmoll NH4AC) TSQ 7000
gopp15_030616151433 #1 RT: 0.02 AV: 1 NL: 5.16E4

= -1 R Ty
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Abb. 169: 'ESI-MS von Quercetin-gentiobiosid
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6.2.9. Tinnevellin-glykosid

Deifranigoppd_ 030408145821 04009103 02-58:21 PM
Goppel ES| (MeOH + 10 mmoll NHEAC) TSQ 7000
goppl_030409145821 #1 RT: 0.02 AV: 1 NL: 1.12E5
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Abb. 170: "ESI-MS von Tinnevellin-glykosid

1100
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6.3. Dokumentation konstanter Klimabedingungen
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Abb. 171: Dokumentation der Temperaturschwankungen ( die horizontalen Linien geben die zulassigen Intervalle an)
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Abb. 172: Dokumentation der Schwankungen der relativen Feuchte (die horizontalen Linien geben die zulassigen Intervalle
wieder). Die Ziffern unter den Pfeilen geben die Zahl der Luftbefeuchter wieder, die im auf 25°C klimatisierten Raum eingesetzt

wurden
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7. Abkurzungsverzeichnis

%B Anteil an FlieRmittel B bei Gradientensystemen
i Mikroliter

'H-NMR Protonen-Kernresonanzspektroskopie

AMG Arzneimittelgesetz

apci atmospheric pressure chemical ionisation
Ch.B. Chargenbezeichnung

d Tag

DAB Deutsches Arzneibuch

DAD Diodenarraydetektor

DC Dunnschichtchromatographie

DEV Droge/ Extrakt —Verhaltnis

El electron impact

ESCOP European Scientific Cooperative on Phytotherapy
ESI electrospray ionisation

EtOH Ethanol

FDA Food and Drug Administration (USA)

HPLC Hochdruckflissigkeitschromatographie
HPTLC High performance thin layer Chromatography
ICH International conference on harmonization

ID Innendurchmesser

m/z Massenzahl

MeOH Methanol

MG Molekulargewicht

min Minute

ml Milliliter

MS Massenspektrometrie
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MW Mittelwert

n Stichprobenanzahl

n.b. nicht bestimmt

p.a. pro analysi

PA Peak Area

Ph.Eur. Pharmacopoea Europaea
ppm part per million

r? Regressionskoeffizient

rF Relative Luftfeuchte [%]
RP Reversed Phase

S Sekunde

SD Standardabweichung
Senn.fol.ex. Sennesblatterextrakt
Senn.fol.ex.nat. nativer Sennesblatterextrakt
Senn.fol.pulv. pulverisierte Sennesblatter
Senn.fruct.ex. Sennesfruchteextrakt

Senn.fruct.ex.nat. nativer Sennesfriichteextrakt

Tab. Tabelle

tr Retentionszeit

U/min Umdrehungen pro Minute

uv Ultraviolette Strahlung

Val.ex.nat. nativer ethanolischer Baldrianwurzeltrockenextrakt
Val.ex.sicc. methanolischer Baldrianwurzeltrockenextrakt
Val.ex.spir.sicc. ethanolischer Baldrianwurzeltrockenextrakt
Val.rad.pulv. pulverisierte Baldrianwurzel

VK Variationskoeffizient
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