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Einleitung

1 Einleitung

Die Vielfalt und Akzeptanz der alternativen Heilmethoden hat in den letzten Jahren in
Deutschland zugenommen. Zu etablierten alternativen Heilmethoden wie der Hom&opathie
sind beispielsweise Ayurvedische Medizin, Afrikanische Medizin und Traditionelle
Chinesische Medizin (TCM) mit Akupunktur und Moxibustion hinzugekommen bzw. erfreuen
sich immer gréBerer Beliebtheit.

Die Griinde fiir die Zunahme der alternativen Heilverfahren sind vielféltig. So werden aus der
Traditionellen Ayurvedischen Medizin Teilaspekte in dem aktuellen Trend der so genannten
,Wellness* verwendet.

Das Gesundheitssystem, das einerseits in Kassenpatienten und Privatpatienten
unterscheidet und andererseits mit der stark technikorientierten Medizin wenig auf den
Patienten als Menschen eingeht und nur versucht die Funktionalitdt des Korpers wieder
herzustellen, fuhrt zu einer zunehmenden Unzufriedenheit der Patienten. Diese sehen sich
dann bei einer ,alternativen Medizin besser aufgehoben. Zu dem ist der philosophische,
ganzheitliche Ansatz der TCM ein Grund fir den wachsenden Zuspruch.

Oft besteht auch eine diffuse Angst vor chemisch-synthetischen Wirkstoffen, die aus Sicht
medizinischer Laien mehr schaden als nltzen. Gestutzt durch die Hinweise in den
Packungsbeilagen zu unerwilnschten Arzneimittelwirkungen vor allem in Verbindung mit
mangelnder Aufklarung durch Arzte und Apotheker, machen die scheinbar nebenwirkungs-
freie Phytotherapie attraktiv.

Auch der beeindruckende Fundus an Pflanzen, die in der TCM verwendet werden, ist Anlass
zur Hoffnung auf neue Wirkstoffe und wirksame Extrakte und weckt somit das Interesse der
Forschung an der TCM. Dass dies nicht unbegriindet ist, zeigen Beispiele von bekannten
Pflanzen wie Ginkgo biloba, die in der modernen Phytotherapie in Form von Extrakten mit
groBem klinischem Nutzen eingesetzt werden. Auch wiederentdeckte Pflanzen wie Artemisia
annua, deren Inhaltsstoff Artemisinin neue Therapieoptionen fur die Behandlung der Malaria
tropica ermdglicht hat, sind hier zu nennen.

Theoretisch/philosophischer Hintergrund der TCM

Die TCM bedient sich des Bildes von Yin und Yang, welches flr gegensatzliche Prinzipien
steht. Yang verbindet sich urspringlich mit der Vorstellung des Besonnten und daher
Warmen und Hellen, mit Yin ist der Gedanke an Schattiges und daher Kiihles und Dunkles
verbunden. Der Ubergang zwischen Yin und Yang ist flieBend. Diese Grunddeutung erlaubt
es weitere Gegensatzpaare zu bilden (Sonne/Mond). Mit der durchgangigen Anwendung
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Einleitung

dieser bindren Einteilung auf die Gesamtheit aller Dinge und Vorstellungen wurde der
Gegensatz von Yin und Yang in den Rang einer universalen Gegebenheit erhoben, welche
die gesamte Wirklichkeit konstituiert und charakterisiert.

Ein zweites Bild ist die Finf-Wandlungsphasen-Lehre, die die Qi-Dynamik in einen Kreislauf
einbindet. Jede Phase geht aus einer vorherigen hervor und dann in die nachste tber. Es
entstehen auch Gegensatze und Paare etwa nach dem Muster des Verhaltnisses zwischen
GroBmutter und Enkel. Den Phasen sind fiinf Elemente zugeordnet: Holz, Feuer, Erde,
Metall und Wasser. Der menschliche Organismus schlieBlich wird als ein Zusammenwirken
von funf ,Organen® begriffen, von denen jedes seinen besonderen Bezug zu einer der finf
Phasen hat. Untereinander sind sie im Modus des Auseinanderentstehens aneinander
gebunden. Es sind die Leber, das Herz, die Milz, die Lunge und die Niere.

Probleme bei der Anwendung von Drogen aus der TCM

Die Anzahl der in der Traditionellen Chinesischen Medizin verwendeten Substanzen ist
zahlreich. In der ersten Ausgabe der ,Chinese Materia Medica“ aus dem Jahr 1596 sind
1892 Substanzen fir den medizinischen Gebrauch genannt, davon 1173 pflanzlicher
Herkunft. In der ,Encyclopedia of Traditional Chinese Medicine Substances” aus dem Jahr
1977 sind Uber 5000 Eintrage zu finden. Die aktuelle Pharmakopde der Volksrepublik China
(Ph. VR China) enthélt ca. 500 Monographien, Angaben von BENSKY (2004).

Im Rahmen der traditionellen Anwendung sind in Ph. VR China auch stark toxische Drogen
im Einsatz. Ein prominentes Beispiel ist Aconiti radix lateralis praeparata und Aconiti radix
praeparata mit neurotoxischen Inhaltsstoffen, die schon bei geringen Dosen flir den
Menschen tédlich sein kdnnen. Der wirksame Inhaltsstoff ist das Alkaloid Aconitin, mit einer
Dosis letalis von 5 mg. Diese Toxizitat steht diametral zu dem Gesetz Gber den Verkehr mit
Arzneimitteln (AMG), das in § 5 (1) festlegt: ,Es ist verboten, bedenkliche Arzneimittel in den
Verkehr zu bringen® und weiter in (2), das selbst bei ,bestimmungsgemaBem Gebrauch
schadliche Wirkungen® Uber ein vertretbares MaB hinausgehen [AMG (2009a)]. Zwar sind im
Europaischen Arzneibuch Drogen monographiert die toxische Sekundarstoffe beinhalten, wie
z.B. Belladonnae folium und Digitalis folium. Diese Drogen sind aber nicht fir den direkten
Gebrauch als wassriger Teeaufguss gedacht und eine OTC-Abgabe verbietet sich geman
AMG. Diese Drogen sind fir Isolierung der starkwirksamen Inhaltsstoffe monographiert. Die
Einzelsubstanzen werden dann in Arzneiformen verarbeitet und sind dann per Definition
keine Phytopharmaka mehr. Somit ist klar, dass toxische Drogen fur die Verwendung als
,Pflanzliche Drogen zur Teebereitung® [Ph. Eur. (2008a)] nicht Zugang in das Arzneibuch

finden kbnnen.
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Das Problem der Toxizitat ist auch in der TCM bekannt, jedoch ist die Sichtweise eine
andere. Toxizitdt kann eine Voraussetzung fir Wirksamkeit sein, begrindet durch die
potentielle Gefahr, die von einer Pflanze ausgeht. ,Alle Drogen, auch die westlichen
Medikamente, sind aus der Sicht der TCM Gifte. [KORFERS (2009a)]. Fiir Aconiti radix
sieht die Monographie bei ,Usage and dosage: Usually used after processed®. Es ist eine
Verwendung ausschlieBlich nur nach vorbehandeln (processing) der Droge vorgesehen.
Eine starke Wirksamkeit ist in diesem Fall bekannt und wird durch traditionelle Verfahren
abgeschwécht. Eine akute Toxizitat ist folglich gemildert.

Viele Drogen werden nach bestimmten Verfahren der Pao-Zhi-Technik behandelt. Ebenso
gehdren Anbau, Ernte, Reinigung, Trocknen und Lagern zur Pao-Zhi-Technik. Speziell sind
damit Rost-Verfahren, Rdésten unter Zusatz von gereinigtem Sand, Muschelkalk oder
Talkum, Brennen, Verarbeitung mit Wasser, Verarbeitung mit Reiswein, Verarbeitung mit
Essig, Verarbeitung mit Salzlésung, Verarbeitung mit Ingwer, Verarbeitung mit Honig sowie
Entdlen und Zermahlen zu verstehen. Ein Uberblick ist bei KORFERS (2009b) zu finden.
Durch die spezielle Aufbereitung kann auch die Resorption bestimmter Inhaltsstoffe der
Drogen verandert werden, ihre Funktion abgeéndert, ihre Wirkung modifiziert oder ihre
Toxizitat verringert werden. Damit soll die Effektivitat der Behandlung erhéht und mdégliche
Nebenwirkungen fur den Patienten reduziert werden. Fir die Anwendung der Drogen sind
diese Verfahren wichtig, ohne diese Vorbehandlung gelten sie oft nur als Gewlrze. Dieses
Verstandnis pflanzlicher Drogen deckt sich nicht mit dem européischem. So ist in der Ph.
Eur. Monographie ,Pflanzliche Drogen® eine Definition gegeben: ,Pflanzliche Drogen
bestehen im allgemeinen aus noch unverarbeiteten ganzen, zerkleinerten Pflanzen,
Pflanzenteilen, Algen, Pilzen oder Flechten; sie werden gewdhnlich in getrocknetem,
manchmal auch in frischem Zustand verwendet. Als Drogen werden weiterhin auch
bestimmte pflanzliche Ausscheidungen betrachtet, sofern sie noch nicht verarbeitet sind [Ph.
Eur. (2008b)].

Eine weitere Gefahr ist die Verwechslung von in Pinyin geschriebenen Drogenbe-
zeichnungen. In von VANHERWEGHEM (1993) erstmals dokumentierten Fallen ist in
Belgien Guang Fanji (Aristolochia fanchi, Fam.: Aristolochiaceae) mit Han Fangji (Stephania
tetranda, Fam.: Menispermaceae) aufgrund eines Ubersetzungsfehlers verwechselt worden.
Folge der Verwechslung war akutes Nierenversagen und dialysepflichtige Patienten. Die fur
die Intoxikationen verantwortlichen Inhaltsstoffe sind Aristolochiasduren. Spater wurde von
STIBOROVA (2008) gezeigt, das die endemische Balkan-Nephropathie der Donauregion
eben die Folge einer chronischen Vergiftung mit Aristolochiasduren war. Diese Falle zeigen
auf, dass bei der Anwendung von TCM-Drogen auBerste Sorgfalt und auch Sachkenntnis
notwendig ist, um schwerwiegende Behandlungsfehler auszuschlieBen. Die Problematik der

3



Einleitung

Verwechslungsgefahr hat auch Niederschlag im DAC gefunden. Hier ist seit 2002 eine
Monographie zu Thema ,Pflanzliche Drogen zur Anwendung in der Traditionellen
Chinesischen Medizin“ vorhanden. Es soll einer Verwechslung der Drogen Akebiae caulis,
Asari heterotropoides radix, Asari sieboldii radix, Aucklandiae radix, Clematis armandii
caulis, Clematis montanae caulis, Cocculi radix, Simomenii caulis und Stephania tetrandrae
radix vorgebeugt und ein DC-Nachweis der Aristolochiasauren durchgefihrt werden.

Die mangelnde Qualitat der auf dem Markt befindlichen Drogen ist immer wieder Grund fir
Beanstandungen, eine Tatsache die schon seit langerer Zeit bekannt ist. Das
Zentrallaboratorium Deutscher Apotheker (ZL) [IHRIG (2004)] hat die Qualitat von TCM-
Drogen untersucht. Es wurden Uberschreitungen bei Pflanzenschutzmitteln, Schwer-
metallen, Mikroorganismen und Aflatoxinen festgestellt. Eine Belastung der Drogen mit
Schwermetallen und Pestiziden ist im Sinne einer akuten Toxizitat fir Patienten weniger
gefahrlich, eine chronische Vergiftung mit Schwermetallen oder Pestiziden ist aber ebenso
wenig zu tolerieren. Entsprechende Grenzwerte sind in den Monographien: ,2.8.13 Pestizid
Rickstande, ,5.1.4 Mikrobiologische Qualitat im Ph. Eur. festgelegt, die Grenzwerte fur
Aflatoxine far Arzneimittel sind in der ,Aflatoxin Verbotsverordnung® festgelegt und sind dann
im Rahmen einer pharmazeutischen Qualitétskontrolle zu kontrollieren, wenn die Droge im
Sinne des AMG § 2 als Arzneimittel gilt mit der Zweckbestimmung, z.B. eine Krankheit zu
heilen. Fiir Schwermetalle gibt es einzelne Grenzwertangaben in Drogenmonographien und
eine Arzneimittel-Kontaminanten-Empfehlung des Bundesministeriums fir Gesundheit fur
Schwermetalle, die aber nicht verabschiedet wurde [BMG (1991)]. Die Grenzwerte wurden
[KABELITZ (1998)] aber als zu niedrig angesehen.

Eine besondere Situation ist der Handel im Internet mit schon gebrauchsfertigen ,TCM-
Drogen® in Form von Dragees und Kapseln mit Bezeichnungen wie z.B. ‘Darling Tian Ran
Jian Fei” die an TCM-Drogen erinnern sollen. Es werden hier Produkte mit einer guten
Wirksamkeit bei Ubergewicht, Potenzproblemen, Haarausfall, Gelenkschmerzen ausgelobt.
Fdr die Wirkung werden von den Anbietern Inhaltsstoffe von mehr oder weniger bekannten
Pflanzen aus der TCM verantwortlich gemacht, die, da es sich, so die Aussage der Anbieter,
um rein pflanzliche und damit ,natlrliche” Mittel handelt, keine negativen Auswirkungen auf
den menschlichen Organismus haben. Bei eingehender Analyse der Praparate stellt sich
heraus, dass oft eine nicht deklarierte Beimengung von stark wirkenden Substanzen fiir die
Wirkung verantwortlich ist. Die Auswahl an verwendeten Substanzen ist so vielfaltig wie die
angepriesenen Wirkungen, Sibutramin und Ephedrin in Schlankheitsmitteln, Yohimbin und
Sildenafil in Potenzmitteln, Corticoide in Mitteln gegen Schmerzen. Verbraucherschitzer
warnen deswegen vor kritiklosem Bezug und Anwendung solcher Mittel aus dem Internet.
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Fir die Kontrolle dieser falsch deklarierten Ware aus dem Ausland ist der Zoll zustandig, der
entsprechende Gesetzte umsetzen muB.

Die stetig steigende Akzeptanz der TCM in westlichen Landern lasst auch die Nachfrage an
diesen Drogen steigen. Die Belastung der Wildbestande durch verstarkte Sammlungen kann
enorm werden. Ein sehr drastisches Bespiel ist die Teufelskralle (Harpagophytum
procumbens DC), deren Bestdnde in Sudafrika und Namibia stark zuriickgegangen sind.
Darlber hinaus wird durch das Ausgraben der Wurzel die umliegende Vegetation ebenfalls
in Mitleidenschaft gezogen. Wenn die entsprechende Pflanze kultivierbar ist, kann diese
Zerstérung der natlrlichen Habitate durch Anbau auf Kulturflachen reduziert werden. Aber
auch Kulturflachen sind nicht immer unproblematisch fir die Umwelt. Als Stichworte sind hier
der Verbrauch von groBen Mengen Trinkwasser und die Bodenversalzung durch
Mineraldiingung zu nennen. Aber auch das Bewassern der Anbauflachen mit Wasser aus
durch Industrieabwassern belasteten Flissen kann zum Eintrag von Schwermetallen fihren.
Da Wildsammlungen in der Regel von ungelernten Arbeitern durchgefihrt werden, sind
Verwechslungen nicht zu vermeiden. Diese mussen nach der Sammlung von Experten
erkannt und eliminiert werden.

Ein méglicher Weg zur Entspannung der Situation ist die Kultur von TCM Drogen in
Deutschland oder Gesamt-Europa. Arbeiten des Instituts fir Heil- und Gewdrzpflanzen an
der Bayerischen Landesanstalt fir Landwirtschaft zeigen gute Ergebnisse [BOMME (2004)],
die auf einen kontrollierten Anbau in Deutschland hoffen lassen. Die Folge ist eine
Veranderung der angebotenen Qualitadt. Der Habitus aus Kultur gewonnener Drogen ist oft
unterschiedlich zu Wildsammlungen, die Pflanzen kénnen unter kontrollierten Bedingungen
schneller Biomasse zulegen, da der Konkurrenzdruck entfallt, Wasser und Nahrsalze werden
oft von auBen zugefiihrt . Die unter natirlichen Bedingungen gewachsenen Pflanzen sind oft
gedrungener und das Inhaltsstoffspektrum kann unterschiedlich zu Wildvorkommen sein.
Bedingt durch die vielféltigen Probleme, die bei Beschaffung und dem Einsatz von TCM-
Drogen auftauchen, ist ein ,Gemeinsames Statement der Arzneimittelkommission der
Deutschen Apotheker und der Deutschen Pharmazeutischen Gesellschaft” herausgegeben
worden in dem gefordert wird, TCM-Drogen als Arzneimittel einzustufen und nicht als
Lebensmittel (Nahrungserganzungsmittel), um die TCM-Drogen verpflichtend nach den
Vorgaben des AMG zu prifen und so die Sicherheit der Patienten zu gewéhrleisten.

Rechtliche Grundlagen

Das Arzneibuch ist in § 55 des Arzneimittelgesetzes begriindet. Es besteht aus dem
Deutschen, Europédischen und Hombopathischen Arzneibuch und ist "eine vom
Bundesministerium bekannt gemachte Sammlung anerkannter pharmazeutischer Regeln
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Uber die Qualitat, Prifung, Lagerung, Abgabe und Bezeichnung von Arzneimitteln und den
bei ihrer Herstellung verwendeten Stoffen. Uber die Regeln des Arzneibuchs entscheiden
die zustédndigen Arzneibuch-Kommissionen, jedoch kann das Bundesministerium flr
Gesundheit aus fachlichen oder rechtlichen Grinden die Bekanntmachung ablehnen oder
rickgangig machen. Die zustandigen Arzneibuch-Kommissionen sind die Deutsche und die
Homdopathische Arzneibuch-Kommission mit Sitz beim Bundesinstitut fir Arzneimittel und
Medizinprodukte in Bonn, sowie die Européische Arzneibuch-Kommission, die ihren Sitz
beim Europarat in StraBburg hat [AMG (2009b)].

Das AMG definiert Qualitat folgendermaBen: ,Qualitét ist die Beschaffenheit eines
Arzneimittels, die nach Identitat, Gehalt, Reinheit, sonstigen chemischen, physikalischen,
biologischen Eigenschaften oder durch das Herstellungsverfahren bestimmt wird* [AMG
(2009c)]. Somit ist die Qualitat im pharmazeutischen Sinn klar definiert.

Die Methoden des Arzneibuchs gelten als validiert, sie sind fir den Zweck der Analyse
geeignet und flhren zu reproduzierbaren Ergebnissen. Die fir die Qualitatsprifung zu
verwendenden Methoden sind prinzipiell vorgegeben durch die ,Allgemeinen Methoden® des
Arzneibuchs. Fir die Erstellung von Arzneibuchmonographien ergibt sich aus § 55 AMG die
grundsatzliche Forderung nach einem dokumentierten Beweis, dass eine Methode die vorher
spezifizierten Anforderungen erfillt (Validitat). Dies ist in gangigen GMP-Regelwerken, wie
beispielsweise dem EU-GMP-Leitfaden und der Arzneimittel- und Wirkstoffherstellungs-
verordnung (AMWHYV) in § 14 eine grundsatzliche Forderung flur die Erstellung von allen
Untersuchungsmethoden. Umfang von Validierungen sind in Europa, Japan und den USA
durch die ,Internationale Conference On Harmonisation“ (ICH) und der Guideline Q2 (R1)
vereinheitlicht.

Besonderer rechtlicher Status pflanzlicher Arzneimittel in Europa

Far pflanzliche Arzneimittel gelten, wie far Arzneimittel mit chemisch eindeutig definierten
Substanzen ebenso, die gleichen Bestimmungen des Arzneimittelrechts. Es ist somit
nachzuweisen, dass pharmazeutische Qualitdt, Wirksamkeit und Unbedenklichkeit des
pflanzlichen Arzneimittels gegeben sind.

Die Prifung der Qualitat erfolgt mit Untersuchungen zur ldentitat, Reinheit und Gehalt. Die
Beschaffenheit der verwendeten pflanzlichen Drogen muss besonderen Standards gentgen,
die in den entsprechenden Einzelmonographien und den ,Allgemeinen Vorschriften® des
Arzneibuchs angegeben sind. Den Nachweis der Wirksamkeit und Unbedenklichkeit eines
Arzneimittels kann in einem Zulassungsverfahren auf Basis pharmakologisch-toxischer und
klinischer Studien erbracht werden.
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Zusétzlich ist, wenn es sich um ein ,allgemein medizinisch verwendetes® Arzneimittel
handelt, eine Zulassung anhand bibliografischer Daten mdglich. Auf behdrdlicher Ebene
erarbeitet der Ausschuss fir pflanzliche Arzneimittel (Committee for Herbal Medicinal
Products, HMPC) der Europaischen Arzneimittelagentur (EMEA) Monographien. In
Deutschland hatte die Kommission E am damaligen Bundesgesundheitsamt (BGA) so
genannte Aufbereitungsmonographien zur Anwendung von Uber dreihundert Drogen und
Drogenzubereitungen verfasst, die den Stand der wissenschaftlichen Erkenntnis
widerspiegelt. Hinzu kommen die Materialsammlungen von Verbanden wie der Kooperation
Phytopharmaka und auf europaischer Ebene die Euro-Monographien der European Scientific
Cooperative on Phytotherapy [ESCOP (2003)].

Neben der Zulassung ist in den EU-Mitgliedstaaten fir bestimmte Phytopharmaka ein
vereinfachtes Verfahren in Form der ,Registrierungsunterlagen fir traditionelle pflanzliche
Arzneimittel“ (AMG § 39b) mdéglich, wobei der Nachweis der Wirksamkeit auf dokumentierter
traditioneller Erfahrung beruht. Dazu muss fur das pflanzliche Arzneimittel eine mindestens
30-jahrige Erfahrung, davon mindestens 15 Jahre in einem EU-Mitgliedstaat, belegt werden.
Die traditionellen Anwendungsmdglichkeiten werden als Liste durch den Ausschuss fur
pflanzliche Arzneimittel der EMEA zusammengestellt und verdéffentlicht. Die Registrierung als
traditionelles Arzneimittel berlcksichtigt, dass es in einigen Staaten eine Vielzahl an
pflanzlichen Praparaten gibt, die eine lange Tradition haben und eine hohe Sicherheit
aufweisen, deren Wirksamkeit sich aber nur schwer mittels klinischer oder bibliografischer
Nachweise belegen Iasst.

Monographieaufbau Deutsches (Europidisches) Arzneibuch versus Chinesisches
Arzneibuch

Der Aufbau der Monographien der englischen Ausgabe der Ph. VR. China 2005 besitzt eine
ahnliche Gliederung wie im Deutschen Arzneibuch (DAB) und Ph. Eur. Der Monographietitel
ist in Latein und Englisch angegeben, zusatzlich ist noch in Form von Schriftzeichen und in
Pinyin, der phonetischen Umschrift der Schriftzeichen in das lateinische Alphabet. Es folgt
die Definition der Droge mit dem wissenschaftliche Namen, dem Organ der Stammpflanze
und dem Erntezeitpunkt. Oftmals werden im DAB Eigenschaften der Droge, wie Geruch oder
Geschmack der Droge aufgeflihrt, dieser Punkt ist in den Monographien der Ph. VR China
nicht genannt. Die Prifung der Identitat wird im DAB in der Regel mit den drei Prifungen A,
B und C durchgefuhrt. A ist die makroskopische Priifung der meist getrockneten ,Ganz"-
Droge, diese Prifung erfolgt im Ph. VR China unter dem Punkt ,,Description“ (Beschreibung).
Prufung B ist eine mikroskopische Priifung der gepulverten Droge, in der Ph. VR China
erfolgt diese unter dem Punkt ,ldentification” (Identitat) oft in Kombination mit einer
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Jtransverse section” (Querschnittsuntersuchung) die im DAB nicht mehr durchgefihrt wird.
Die Untersuchungen zu Identitat C mittels Dinnschichtchromatographie (DC/HPTLC) erfolgt
erfolgt ebenfalls unter dem Punkt ,ldentification®. Die Gehaltsbestimmungen von Drogen
erfolgen unter Angaben, die denen des DAB’s &hneln, es sind aber durchaus auch
semiquantitative DC-Untersuchungen ublich. Einen Punkt Reinheit (Test) gibt es in der Ph.
VR China nicht. Vorgaben wie Trocknungsverlust, Asche usw. werden einzeln abgefragt.
Traditionell erfolgt ein ,Processing“ (Bearbeitung/Veredelung) der Droge, was auch in den
Monographien seinen Niederschlag findet (siehe oben). Die Beschreibung einer Bearbeitung
der monographierten Drogen ist im DAB nicht vorgesehen, da sich hieraus nur schwer
abzuschatzende Veranderungen in der Droge ergeben und sich die Qualitat, in diesem Fall
Zusammensetzung und Gehalt der Inhaltsstoffe, der Droge nicht vorhersehbar verandert.
Deshalb sieht die Ph. Eur. ein spezielles Kapitel ,Processing” vor.

Angaben zur Wirkungsweise werden unter den Punkten ,Action“ und ,Indications® in den
chinesischen Monographien angefuhrt. Dies bezieht sich auf den theoretischen
philosophischen Uberbau in der TCM der in der ,modernen“ westlichen Medizin in dieser
Form nicht hergestellt werden kann.

,=Usage and dosage*“ (Verwendung und Dosierung) werden im DAB nicht angegeben.

Bedingt durch die standige Arbeit an den Monographien sind Aufbau und Formulierungen
nicht immer identisch und Abweichungen in Nuancen vorhanden. Flr die Erstellung von
Monographien ist es notwendig, den vom Bundesamt fur Arzneimittel und Medizinprodukte
[BfArM (2005a)] erwinschten Aufbau und die technischen Anforderungen nach den
»1echnical Guide for the Elaboration of Monographs® [EDQM (2005a)] zu erarbeiten. Es wird
ausdrlcklich darauf hingewiesen, dass sich dieses Handbuch hauptséchlich auf chemisch
definierte Substanzen bezieht. Auf der Homepage des EDQM ist eine neuere Version
einsehbar, zusatzlich ist ein ,Guide for the elaboration of monographs on herbal drugs and
herbal preparations“ [EDCM (2007a)] vorhanden.



Zielsetzung

2 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es Monographievorschlage von Drogen aus dem Bereich
der Traditionellen Chinesischen Medizin fir das Deutsche Arzneibuch zu erarbeiten.

Wie in der Einleitung beschrieben bedingt die Nachfrage aus westlichen Landern eine gleich
bleibend gute Qualitdt der Drogen fir die Anwendung als Arzneimittel. Die gesetzlichen
Vorgaben schaffen dabei den Rahmen fir eine Prifung der Qualitdt im pharmazeutischen
Sinne. Im Rahmen diese Arbeit wurden fir die ausgewahlten Drogen Spezifikationen
erarbeitet, die nach aktuellem wissenschaftlichen Stand eine ausreichend gute Qualitat der
Drogen und die Arzneimittelsicherheit gewéahrleisten sollen.

Ausgangspunkt fir die Erstellung der Monographien war die Pharmakop6e der Volksrepublik
China 2005, engl. Edit. [Ph. VR. China (2005a)]. Zusétzlich wurden, falls vorhanden, die
entsprechenden Monographien des Japanischen Arzneibuchs, der Hong Kong Materia
Medica Standards Volume 1 und 2 sowie die Monographien von WAGNER (1997), (2004),
(2005), fur einen Vergleich herangezogen.

Die Monographievorschlage wurden nach dem ,,Guide for the elaboration of monographs on
herbal drugs and herbal preparations® der EDQM erstellt. In den Titel der Monographien
erscheint zuséatzlich die Drogenbezeichung in chinesischen Schriftzeichen und in Pinyin.
Grundlage waren die Monographien aus Ph. VR. China, die Vorgaben des genannten
Guides sind ansonsten fiir die Monographievorschlage bindend.

Die Definition der Drogen wurde aus den Monographien der Ph. VR. China tGbernommen,
sofern sich keine neueren Erkenntnisse bezliglich der wissenschaftlichen Artbezeichnung
ergeben haben. Fir die makroskopische und mikroskopische Identifizierung des
Drogenmaterials werden die Angaben der Ph. VR. China eigenen Untersuchungen
gegentberstellten und Gberpruft.

Die PrOfung der Identitdt erfolgte mittels Dinnschichtchromatographie (DC) und
hochauflésender Dinnschichtchromatographie (HPTLC). Die Methoden der Ph. VR. China
wurden Uberprift und gegebenenfalls an die Anforderungen des Ph. Eur. angepasst. Wenn
eine Anpassung nicht méglich war, waren neue Methoden zu entwickeln, die eine schnelle
und effiziente Identifizierung der Drogen erméglichen sollen. Die ,NOTE FOR GUIDANCE
ON VALIDATION OF ANALYTICAL PROCEDURES* [CPMP/ICH/381/95] sieht fur die
Validierung von Identitatsprifungsmethoden nur eine Prifung der Spezifitat vor. Abweichend
davon wurde es fir die vorliegenden Untersuchungen zur ldentitatsprufung als wichtig
angesehen, dass eine Untersuchung der Prazision, Spezifitdt und die Robustheit der
Methode erfolgte. Im Rahmen der Robustheit sollte idealerweise eine Ubertragung der
chromatographischen Bedingungen von HPTLC auf DC mdglich sein.

9



Zielsetzung

Fir die Gehaltsbestimmungen wurden die Methoden der Ph. VR China (falls vorhanden)
Uberprift und gegeben falls an die Anforderungen des DAB angepasst. Bei der Auswahl der
der zu quantifizierenden Inhaltsstoffe wurden in erster Linie die in der Ph. VR China
erfassten Inhaltsstoffe Ubernommen. Bei quantitativen dunnschichtchromatographischen
Methoden aus dem Ph. VR China wurde zusatzlich eine HPLC-Methode mit entwickelt, fir
beide Methoden die Parameter bestimmt und verglichen. Wesentliches Ziel war es fir die
Monographien schnelle, einfach durchzufiihrende, wenig stéranféllige und robuste Methoden
der Quantifizierung zur Verfligung zu stellen.
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3 Resultate

3.1 Astragali radix

,Die getrockneten Wurzeln von Astragalus membranaceus BFE. var. mongholicus (BGE.)
HSIAO oder Astragalus membranaceus (FISCH.) BGE. aus der Familie der Fabaceae. Diese
werden im Frihjahr oder im Herbst geerntet, die feinen Nebenwurzeln und der Wurzelkopf
werden entfernt und getrocknet [Ph. VR China(2009b)].

3.1.1 Priufung auf Identitat

3.1.1.1 Makroskopische Prifung

Die von verschiedenen Anbietern auf dem deutschsprachigen Markt erhaltlichen Drogen sind
vom Erscheinungsbild homogen. Der Schnitt der Wurzeln erfolgte entweder senkrecht oder
diagonal im flachen Winkel zur Wachstumsachse (Abb. 1-6). Es ergaben sich
Wourzelabschnitte von 0,3 bis 2,5 cm Durchmesser, einer Dicke von 0,5 bis 1 cm und im Fall
der Droge der Firma Complemedis, bedingt durch den diagonalen Schnitt, eine Lange von
ca. 4 cm.

Das Drogenmaterial der ,Bayerischen Landesanstalt fur Landwirtschaft” (LfL) ist nicht
kommerziell erhaltlich und wurde uns von Herrn Prof. Dr. Ulrich Bomme (Freising /
Weihenstephan) Uberlassen. Hier lagen Wurzelabschnitte mit einem Durchmesser von 0,2
bis 2 cm und einer Lange von 1 bis 10 cm vor. Die Bruchstlickenden waren stark ausgefranst
und eingerissen.

Prof. Dr. Gerhard Franz konnte eine Probe von einem lokalen Markt aus Hongkong
erwerben. Es fanden sich hier Wurzelabschnitte mit einer Breite von ca. 2 cm, einer Dicke
von 0,5 cm und bedingt durch den zu diagonalen Schnitt im spitzen Winkel zur
Wachstumsachse Stlicke mit einer Ldnge von ca. 8 cm.

Die Oberflachen waren braunlich, unregelmaBig mit Furchen und Unebenheiten die parallel
zur Wachstumsachse verlaufen. Die Wurzelrinde war hell, wei3 bis gelblich, das Holz
dunkler, hellgelb und von der Rinde durch einen dunkleren Kambiumstreifen abgegrenzt.

Die untersuchten Proben unterschieden sich makroskopisch. Das heterogene
Erscheinungbild spiegelt die angebotenen Drogen wider, die sich in bedingt durch Alter,
Schnittgr6Be und Herkunft unterscheiden. Dies ist auch von UPTON (2005) beschrieben
worden. Fir die Untersuchungen ist dies unproblematisch.
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Abb. 1: ArP 1

Drogenschnitt erfolgte senkrecht zur Wachstumsachse
in 0,5 bis 1 cm dicke Stlicke; Durchmesser der
Wurzelstiicke 0,5 bis 1,5 cm

Abb. 3: ArP 3

Droge gebrochen, Lange variierte zwischen 1 und 10
cm; Durchmesser der Wurzelstlicke 0,2 bis 2 cm; stark
ausgefranste und eingerissene Bruchstiickenden

Abb. 5: ArP 5

Drogenschnitt erfolgte senkrecht zur Wachstumsachse
in 0,5 bis 1 cm dicke Stlicke; Durchmesser der Wurzel-
stlicke 0,5 bis 1,5 cm

Abb. 2: ArP 2

Drogenschnitt erfolgte senkrecht zur Wachstumsachse
in 0,5 bis 1 cm dicke Stlicke; Durchmesser der
Wourzelstlicke 0,3 bis 2,5 cm

Abb. 4: ArP 4
Drogenschnitt erfolgte diagonal zur Wachstumsachse
in 0,5 bis 1 cm dicke Sticke; Durchmesser der
Wourzelstiicke 1 bis 1,5 cm; Lange ca. 4 cm

Abb. 6: ArP 6
Drogenschnitt erfolgte diagonal zur Wachstumsachse
in ca. 0,5 dicke Sticke; Durchmesser der
Wourzelstlicke ca. 2 cm, Lénge ca. 8 cm
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3.1.1.2 Mikroskopische Priifung

Die Droge wurde mit einer Tischmuhle zerkleinert und mit einem Sieb der Siebgr6Be 355
gesiebt. Das Pulver war gelblich bis braun. Es wurde mit Chlorahydrat-Reagenz aufgehellt
und mikroskopiert. Einzelne Fasern mit einem Durchmesser von 10 um und Faserbundel
waren gut erkennbar (Abb.7). Die Fasern sind dickwandig, teilweise haftet
parenchymatisches Gewebe an. Im parenchymatischem Gewebe konnten GeféaBe mit einem
Durchmesser von 30-50 pm erkannt werden (Abb.8). Frei oder im Gewebe waren
Starkekorner erkennbar (Abb. 9), die einzeln oder in kleineren Verbanden vorliegen. In der
Literatur sind &hnliche Angaben zu finden [UPTON (1999) ], [Ph. VR China (2005b)]

Abb. 7: Faserbiindel Abb. 8: GefaBe im Parenchym

Faserblindel mit anhaftendem parenchymatischen GefaBfragmente in parenchymatische Gewebe ein-
Gewebe; einzelne Faser ca. 10 pm breit; Aufhellung gebettet; GefaBe ca. 30 bis 50 um breit; Aufhellung mit
mit Chloralhydrat-Reagenz; VergrdBerung 10x10 Chloralhydrat-Reagenz; VergrdBerung 10x10

Abb. 9: Faserbiindel mit Starke
Starkekorner an Faserfragmenten; Farbung mit lod /
Kaliumiodid-Reagenz; VergroBerung 10x10
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3.1.1.3 Diinnschichtchromatographische Untersuchungen

Fiar die DC/HPTLC-ldentitatsprifung sind verschiedene Methoden entwickelt worden. Die
Drogenaufarbeitung spielt dabei eine entscheidende Rolle fir die Qualitat des Fingerprint-
chromatogramms. Augenmerk sollte auch auf die Zeit fur die Durchfiihrung der
Drogenaufarbeitung gelegt werden. So fihrt die Methode der Ph.VR China zu einer
Anreicherung von Astragalosid |V, bendtigt aber fur die Durchfiihrung der Extraktion ca. 24 h.
Daher wurde eine Methode entwickelt, bei der die Drogenaufarbeitung deutlich weniger Zeit
beansprucht: 2 g gepulverte Probe wurde mit 60 ml einer Mischung von
Methanol/Ethylacetat (1:3) versetzt, 30 min unter Rickfluss extrahiert und filtriert. Das Filtrat
wurde zur Trockenen eingedampft, der Rickstand mit 5 ml Ethylacetat aufgenommen und
durch einen 0,45 um HPLC Spritzenfilter filtriert. Das Filtrat wird mit den Referenzsubstanzen
Astragalosid |, Astragalosid Il, Astragalosid 1V, Astragalosid VI, Astragalosid VII und Daidzin
auf Kieselgelplatten mit Ethylacetat/Methanol/Wasser (100:20:10) tber eine Strecke von 60
mm entwickelt. Die Dokumentation erfolgt nach Derivatisierung mit Schwefelsaure-Reagenz
bei 366 nm.

H
E O
R1 R2 R3 R4
Astragalosid | H Glc Ac Ac
Astragalosid Il H Glc Ac H
Astragalosid IV H Glc H H
Astragalosid VI H Glc Glc H
Astragalosid VII Glc Glc H H

Abb. 10: verwendete Astragaloside
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Abb. 11: Daidzin

3.1.1.4 Chromatographische Analytenstabilitat

Zur Uberpriifung der Stabilitat der Analyten wahrend der Chromatographie wurde der Extrakt
punktférmig am Plattenrand einer DC Platte aufgetragen, entwickelt und getrocknet. Die
Platte wurde um 90° gedreht und ein zweites Mal entwickelt. Die Analyten der
Untersuchungsldsung lagen in dem erhaltenen Chromatogramm auf der Winkelhalbierenden,
und es zeigten sich keine Abbauprodukte die abseits der Winkelhalbierenden zu erkennen
wdren (Abb. 12). Die Stabilitat der Analyten wahrend der Chromatographie war somit belegt,
da Analyten, die durch chemische Prozesse bei der ersten Entwicklung verandert werden
veranderte chemische Eigenschaften zeigen. Diese bewirken bei der zweiten Entwicklung
einen abweichenden Re-Wert und werden als Bande neben der Winkelhalbierenden sichtbar.

»

P

Abb. 12: 2-D Entwicklung

5 'yl Astragalus Untersuchungslésung wurden punktférmig
aufgetragen und 2-mal entwickelt. Nach der 1. Entwicklung wurde
die Platte getrocknet, um 90° gedreht und ein 2-Mal entwickelt.
Danach Derivatisierung mit Schwefelsdure Reagenz und Detektion
bei 366 nm

3.1.1.4.1 Stabilitat der Analyten in Losung und auf der Platte

Far die Profung wurden zwei Untersuchungslésungen (Extrakt) im Abstand von zwei
Stunden hergestellt (Abb. 13). Ein Aliquot der ersten Lésung wurde sofort auf die Platte
aufgetragen, die verbeibende L&ésung verschlossen bei Raumtemperatur aufbewahrt und
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nach zwei Stunden wieder aufgetragen. Die Losung des zweiten Extraktes wurde sofort

zweimal auf die Platte aufgetragen.

Nach Entwicklung, Derivatisierung und Dokumentation der Platte ergaben sich nach visueller

Auswertung der einzelnen Bahnen auf der Platte keine Unterschiede der Fingerprints der

verschiedenen Extrakte.

Abb. 13: Stabilitat Platte/L6sung

Bahn 1: Astragalus Extrakt 2 h auf der Platte
Bahn 2: Astragalus Extrakt frisch aufgetragen
Bahn 3: Astragalus Extrakt frisch aufgetragen
Bahn 4: Astragalus Extrakt 2 h in Lésung, dann
aufgetragen

Auftragevolumen  jeweils 12 pl/ Bande;
FlieBmittel  Ethylacetat/ Methanol/ Wasser
(100:20:10); Derivatisierung mit Schwefelsaure-
Reagenz und Detektion bei 366 nm

3.1.1.4.2 Stabilitat der Derivatisierungsergebnisse

Zur Beurteilung der Stabilitat der Derivatisierung mit Schwefelsdure-Reagenz nach
Entwickeln der Platte wurde jeweils nach 5 min (Abb. 14), nach 30 min (Abb. 15) und nach
60 min ein Bild bei 366 nm aufgenommen. Die Stabilitdt wurde akzeptiert, wenn eine

Auswertung nach 30 min méglich war und keine starken Veranderungen der Farben und der

Farbintensitat erkannt werden konnten.
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Abb. 14: Stabilitat Ts

Bahn 1, 3, 5, 7, 9, 11: Referenzsubstanzen Astragalosid I, Il, IV,VI,VII und Daidzin in dieser Reihenfolge, jeweils
2ul Auftrage Volumen; Bahn 2,4,6,8,10: Astragalusextrakie ArP1, ArP2, ArP3, ArP4, ArP5 Auftragevolumen
jeweils 12 pl; FlieBmittel: Ethylacetat/ Methanol/ Wasser (100:20:10); Derivatisierung mit Schwefelsdure-Reagenz
und Detektion bei 366 nm; Aufnahme 5 min nach der Derivatisierung

Abb. 15: Stabilitat T,

Bahn 1, 3, 5, 7, 9, 11: Referenzsubstanzen Astragalosid I, Il, IV,VI,VII und Daidzin in dieser Reihenfolge, jeweils
2ul Auftrage Volumen; Bahn 2,4,6,8,10: Astragalusextrakie ArP1, ArP2, ArP3, ArP4, ArP5 Auftragevolumen
jeweils 12 pl; FlieBmittel: Ethylacetat/ Methanol/ Wasser (100:20:10); Derivatisierung mit Schwefelsdure-Reagenz
und Detektion bei 366 nm; Aufnahme 30 min nach der Derivatisierung

Die Abb. 14 und 15 zeigen, das die Stabilitat der Derivatisierung akzeptiert werden konnte.

3.1.1.4.3 Spezifitat

Fir die Untersuchungen konnte authentisches Drogenmaterial von Astragalus mongholicus
von der LfL erhalten werden. Die Untersuchungslésungen der Drogen von verschiedenen
Anbietern (inklusive des auth. Drogenmaterial) wurden wie beschrieben (3.1.1.3) extrahiert
und entwickelt. Die Untersuchungen wurden mit frisch hergestellten Extrakten und
Referenzsubstanzen durchgefiihrt. Die Auswertung des Bandenmusters erfolgte nach
Derivatisierung mit Schwefelsaure-Reagenz bei UV 366 nm. Die orangen Banden (mit roten
Pfeilen markierte Banden) mussten deutlich getrennt sein. Die Chromatogramme der
Untersuchungslésungen zeigten eine sehr ahnliche Abfolge von Banden im Vergleich zur
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authentischen Drogenprobe (Bahn 8) unterscheiden sich aber bezuglich der Farbintensitat
der Banden. Dies kann als semiquantitaives Merkmal zu den Gehalten der Astragaloside in
den verschiedenen Proben der Wurzel gedeutet werden.

Bei der Auswertung der Chromatogramme im UV-Licht bei 366 nm erschienen die
verschiedenen Astragaloside als orange Banden, Astragalosid | und Astragalosid Il sind
durch die auf Bahn 1 und Bahn 3 aufgetragenen Referenzsubstanzen in den

Drogenextrakten eindeutig zu identifizieren.

Abb. 16: Spezifitat

Bahn 1, 3, 5, 7, 9, 11: Referenzsubstanzen Astragalosid I, Il, IV,VI,VII und Daidzin in dieser Reihenfolge, jeweils
2ul Auftrage Volumen; Bahn 2,4,6,8,10: Astragalusexirakte ArP1, ArP2, ArP3, ArP4, ArP5 Auftragevolumen
jeweils 12 pl; FlieBmittel: Ethylacetat/ Methanol/ Wasser (100:20:10); Derivatisierung mit Schwefelsdure-Reagenz
und Detektion bei 366 nm

Der Test fir die Spezifitdt konnte akzeptiert werden.

3.1.1.4.4 Detektion von Verunreinigungen

Die Methode ist flr Astragalus mongholicus als spezifisch anzusehen, wenn das Fingerprint-
Chromatogramm der Verfalschung (Hedysarum spec. sind als Verunreinigungen bekannt)
bezuglich der Anzahl, Position, Farbe und Intensitat der Banden signifikant unterschiedlich
ist zu dem Fingerprint-Chromatogramm der authentischen Droge von Astragalus
mongholicus.

Der Test konnte wegen fehlender Referenzproben der Verfalschungen nicht durchgefihrt
werden. Aus bebilderten Literaturstellen [UPTON (1999)] kann aber bei Auftreten der
Astragalosid-Banden in der oberen Halfte des Chromatogramms das Vorliegen einer reinen
Hedysarum-Probe ausgeschlossen werden, da Hedysarum spec. keine Astragaloside
enthalt. Die Spezifitit der Methode befriedigt nicht, muss aber zunachst so akzeptiert

werden.
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3.1.1.4.5 Wiederholprazision

Flr die Untersuchung der Wiederholprazision wurden an einem Arbeitstag (ca. 9 h) drei
Chromatogramme mit den Ldsungen der Referenzsubstanzen und Extrakiten unabhangig
von einander entwickelt (Abb. 17). Die Untersuchungslésungen wurden fir jedes
Chromatogramm neu hergestellt und auf eine Platte aufgetragen. Die Entwicklung erfolgte
fir jede Platte mit frischem FlieBmittel. Nach der Trocknung wurde mit Schwefelsaure-
reagenz derivatisiert, erhitzt und die Dokumentation bei 366 nm durchgeflhrt.

Die Ergebnisse der Untersuchungen wurden akzeptiert, wenn alle Banden flr jede Platte in
Bezug auf Anzahl, Position und Farbe identisch waren und auf der Platte parallel sowie ohne
Kurven oder Wellen verliefen. Die Re-Werte der Banden der Astragaloside |, Il und IV dirfen
auf den drei Platten um nicht mehr als 0,03 Rge-Einheiten von einander abweichen (Tabelle

1).

Abb. 17: HPTLC Wiederholpréazision

Rote Pfeile von links nach rechts: Astragalosid |, Astragalosid Il und Astragalosid 1V, Platte 081022_01_03
Bahn 1, 3, 5, 7, 9, 11: Referenzsubstanzen Astragalosid I, II, IV,VLVIl und Daidzin in dieser Reihenfolge,
jeweils 2ul Auftrage Volumen; Bahn 2,4,6,8,10: Astragalusextrakte ArP1, ArP2, ArP3, ArP4, ArP5
Auftragevolumen jeweils 12 pl; FlieBmittel: Ethylacetat/ Methanol/ Wasser (100:20:10); Derivatisierung mit
Schwefelsaure-Reagenz und Detektion bei 366 nm

Tabelle 1: HPTLC-Wiederholprazision
Fir die représentativen Banden von Astragalosid |, Il und IV ergeben sich nach der Auswertung keine
Abweichungen von grﬁBer 0,03 RrEinheiten

Plattenbezeichnung
Platte 081022 01 01 | Platte 081022 01 02 | Platte 081022 01 03
Bande Rr ARF
Astragalosid | 0,50 0,49 0,51 0,02
Astragalosid Il 0,39 0,37 0,39 0,02
Astragalosid v 0,26 0,23 0,26 0,03

Nach Auswertung der dokumentierten Platten konnte die Wiederholprazision akzeptiert

werden.
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3.1.1.4.6 Laborprazision

Zur Uberpriifung der Laborprazision wurde an drei aufeinander folgenden Tagen ein
Chromatogramm entwickelt. Die Untersuchungslésungen der Extrakte wurden flr jedes
Chromatogramm neu hergestellt und auf eine Platte aufgetragen. Die Entwicklung erfolgte
fur jede Platte mit frischem FlieBmittel. Nach der Trocknung wurde mit
Schwefelsdurereagenz derivatisiert, erhitzt und die Dokumentation bei 366 nm durchgefihrt.
Die Ergebnisse der Untersuchungen wurden akzeptiert, wenn alle Banden fur jede Platte in
Bezug auf Anzahl, Position und Farbe identisch waren und die Banden auf der Platte parallel
verliefen ohne Kurven oder Wellen. Die Re-Werte der Banden von Astragalosid |, Il und IV
durften auf den drei Platten um nicht mehr als 0,06 R;-Einheiten von einander abweichen
(Tabelle 2).

Tabelle 2: Ergebnis der HPTLC-Laborpréazisionuntersuchung

Far die reprasentativen Banden von Astragalosid I, Il und IV ergeben sich nach der Auswertung keine
Abweichungen von gréBer 0,06 Rr-Werteinheiten; Bahn 1, 3, 5: Referenzsubstanzen Astragalosid I, Il, IV in
dieser Reihenfolge, jeweils 2ul Auftrage Volumen; FlieBmittel: Ethylacetat/ Methanol/ Wasser (100:20:10);
Derivatisierung mit Schwefelsdure-Reagenz und Detektion bei 366 nm

Plattenbezeichung
Platte 081022 01 01 | Platte 081023 02 01 | Platte 081023 01 01
Bahn RF ARF
Astragalosid | 0,50 0,50 0,50 0,00
Astragalosid Il 0,39 0,39 0,38 0,01
Astragalosid IV 0,26 0,26 0,26 0,00

Nach Auswertung der dokumentierten Platten konnte die Untersuchung der Laborprazision
akzeptiert werden.

3.1.1.4.7 Robustheit der Methode

Far die Prifung der Robustheit der Methode wurde die Entwicklungstrecke der Platte variiert.
Dabei wurde die Platte der ersten Wiederholprazisionsmessung (50 mm) verglichen. mit
einer Platte, die 60 mm und einer weiteren, die 65 mm entwickelt wurde (Abb. 18 und 19).
Die Re-Werte der Astragaloside |, Il und IV durften auf den drei Platten um nicht mehr als
0,06 Re-Einheiten voneinander abweichen.

Bei der Untersuchung der Robustheit bezlglich der Laufstrecke zeigten sich keine
signifikanten Abweichungen. Der Test auf Robustheit fur die Verwendung von HPTLC-
Platten konnte damit akzeptiert werden.
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Abb. 18: HPTLC Entwicklungsstrecke 65 mm

Entwicklungsstrecke 65 mm; Bahn 1, 3, 5, 7, 9, 11: Referenzsubstanzen Astragalosid |, Il, IV,VI,VII und Daidzin in
dieser Reihenfolge, jeweils 2ul Auftrage Volumen; Bahn 2,4,6,8,10: Astragalusextrakte ArP1, ArP2, ArP3, ArP4,
ArP5 Auftragevolumen jeweils 12 pl; FlieBmittel: Ethylacetat/ Methanol/ Wasser (100:20:10); Derivatisierung mit
Schwefelsdure-Reagenz und Detektion bei 366 nm

Abb. 19: HPTLC Entwicklungsstrecke 50 mm

Entwicklungsstrecke 50 mm; Bahn 1, 3, 5, 7, 9, 11: Referenzsubstanzen Astragalosid |, Il, IV,VI,VII und Daidzin in
dieser Reihenfolge, jeweils 2ul Auftrage Volumen; Bahn 2,4,6,8,10: Astragalusextrakte ArP1, ArP2, ArP3, ArP4,
ArP5 Auftragevolumen jeweils 12 pl; FlieBmittel: Ethylacetat/ Methanol/ Wasser (100:20:10); Derivatisierung mit
Schwefelsaure-Reagenz und Detektion bei 366 nm

Tabelle 3: Robustheitsuntersuchung Laufstrecke

Fir die reprasentativen Banden von Astragalosid I, Il und IV ergeben sich nach der Auswertung keine
Abweichungen von grdBer 0,06 RF-Werteinheiten; Bahn 1, 3, 5: Referenzsubstanzen Astragalosid I, I, IV in
dieser Reihenfolge, jeweils 2ul Auftrage Volumen; FlieBmittel: Ethylacetat/ Methanol/ Wasser (100:20:10);
Derivatisierung mit Schwefelséure-Reagenz und Detektion bei 366 hm

Plattenbezeichung
081023 _03_03 081022_01_01 081023 _03 02
50 mm 60 mm 65 mm
Bahn Re ARF
Astragalosid | 0,50 0,50 0,51 0,01
Astragalosid Il 0,38 0,39 0,39 0,01
Astragalosid \% 0,26 0,26 0,26 0,00

Fur eine Ubertragung der Methode auf kieselgelbeschichtete DC-Aluminiumfolien wurde eine
entsprechende Untersuchung durchgefihrt. Als Ziellaufstrecke wurden 100 mm gewahlt die
vom Hersteller als optimale Trennstrecke angegeben wird. Fir den Vergleich wurde die
Platte der ersten Wiederholprazisionsmessung verwendet. Die Re-Werte der Astragaloside |,

21



Resultate

Il und IV durften auf den drei Platten um nicht mehr als 0,06 Re-Werteinheiten von einander
abweichen (Abb. 20 und Tabelle 4).

Abb. 20: DC Entwicklungsstrecke 100 mm

Entwicklungsstrecke 100 mm Bahn 1, 3, 5, 7, 9, 11: Referenzsubstanzen Astragalosid |, II, IV,VI,VII und Daidzin
in dieser Reihenfolge, jeweils 2ul Auftrage Volumen; Bahn 2,4,6,8,10: Astragalusextrakte ArP1, ArP2, ArP3,
ArP4, ArP5 Auftragevolumen jeweils 12 pl; FlieBmittel: Ethylacetat/ Methanol/ Wasser (100:20:10);
Derivatisierung mit Schwefelsédure-Reagenz und Detektion bei 366 nm

Tabelle 4: Ergebnis der Robustheitsuntersuchung beziiglich des Plattenmaterials

Fir die reprasentativen Banden von Astragalosid I, Il und IV ergeben sich nach der Auswertung keine
Abweichungen von gréBer 0,06 RF-Werteinheiten; Bahn 1, 3, 5: Referenzsubstanzen Astragalosid I, II, IV in
dieser Reihenfolge, jeweils 2ul Auftrage Volumen; FlieBmittel: Ethylacetat/ Methanol/ Wasser (100:20:10);
Derivatisierung mit Schwefelsdure-Reagenz und Detektion bei 366 nm

Plattenbezeichung
Doppeltrogkammer ADC2-Kammer
DC-Alufolie HPTLC-Platte
Bahn RF ARF
Astragalosid | 0,41 0,50 0,09
Astragalosid Il 0,34 0,39 0,05
Astragalosid IV 0,22 0,26 0,04

Fir die Entwicklung auf DC-Aluminiumfolien ergibt sich fir das Astragalosid | ein R
Wertunterschied von > 0,06 Ri-Einheiten. Dies bedeutet, dass die Robustheit der Methode
nicht ausreichend ist, um eine Ubertragung auf das Plattenmaterial der DC-Aluminiumfolie

vorzunehmen

22




Resultate

3.1.2 Bestimmung des Trocknungsverlustes

Die Bestimmung des Trocknungsverlustes wurde mit jeder Drogenprobe in einer Dreifachbe-
stimmung nach Ph. Eur. (2008c) durchgefiihrt. Es wurde jeweils ca. 1,000 g Droge in ein
Wageglas genau eingewogen und in einem Trockenschrank bei 105 °C eine Stunde
getrocknet (Tabelle 5).

Tabelle 5: Trocknungsverlust
MW [%]: Mittelwert des Trocknungsverlustes der drei Einwaagen in %; STABWN [%]: Standardabweichung
berechnet nach Excelfunktion STABWN, Varianz: Standardabweichung bezogen auf den Mittelwert

Probe
ARP 1 ARP 2 ARP 3 | ARP 4 | ARP 5 | ARP 6
Trocknungsverlust [%]

1. Messung 10,02 6,83 9,66 9,57 10,78 8,56
2. Messung 10,01 7,50 9,75 9,77 10,69 8,64
3. Messung 9,99 6,79 9,73 9,87 10,81 8,70
MW [%] 10,00 7,04 9,71 9,73 10,76 8,63
STABWN [%] 0,01 0,33 0,04 0,13 0,05 0,06
Varianz [%] 0,00 0,11 0,00 0,02 0,00 0,00

3.1.3 Bestimmung der Asche

Die Bestimmung der Asche wurde mit jeder Drogenprobe in einer Dreifachbestimmung nach
Ph. Eur. (2008c) durchgefuhrt. Es wurde jeweils ca. 1,000 g pulverisierte Droge [355] in
einen Quarztiegel genau eingewogen und in einem Trockenschrank bei 105 °C eine Stunde
getrocknet. AnschlieBend wird das Pulver im Muffelofen bei 600°C zur Massenkonstanz
gegliht. (Tabelle 6)

Tabelle 6: Bestimmung der Asche
MW [%]: Mittelwert der Asche der drei Einwaagen in %; STABWN [%)]: Standardabweichung berechnet nach
Excelfunktion STABWN, Varianz: Standardabweichung bezogen auf den Mittelwert

Probe
ARP 1 ARP 2 ‘ ARP 3 ‘ ARP 4 ARP 5
Asche [%]:

1. Messung 2,67 2,50 2,39 2,56 2,55
2. Messung 2,82 2,72 2,36 2,50 2,48
3. Messung 2,71 2,65 2,42 2,64 2,53
MW [%] 2,74 2,62 2,39 2,57 2,52
STABWN [%] 0,07 0,09 0,02 0,06 0,03
Varianz [%] 2,65 3,55 0,85 2,32 1,14
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3.2 Coptidis rhizoma

Goldfadenwurzelstock ist das getrocknete Rhizom von Coptis chinensis FRANCH., Coptis
deltoidea C.Y.CHENG & HSIAO oder Copits teeta WALL. aus der Familie der
Ranunculaceae. Die obigen Spezies werden der Reihenfolge nach als Weilan, Yalian bzw.
Yunlian bezeichnet. Das Rhizom wird im Herbst ausgegraben, von den feinen Nebenwurzeln
und anhaftendem Erdreich befreit und getrocknet. Nachtraglich werden noch anhaftende
Wourzelhaare entfernt.

3.2.1 Eigenschaften

Der Geruch der Droge ist eigentiimlich, der Geschmack stark bitter und zusammenziehend.

3.2.2 Prifung auf Identitat

3.2.2.1 Makroskopische Prifung

Die von verschiedenen Anbietern auf dem deutschsprachigen Markt erhéltlichen Drogen
lassen sich in zwei Gruppen teilen. Bei den Anbietern der Proben CrP 1 und CrP 2 waren die
Drogen in kleine Stlicke geschnitten. In den Proben CrP 3 und CrP4 waren die Rhizome in
gréBere Stlicke gebrochen (Abb. 21-24).

Die Rhizome des Anbieters der Probe CrP 1 waren quer zur Wachstumsachse geschnitten.
Der Durchmesser der Rhizome lag zwischen 7 und 15 mm. Die Borke war gelbbraun gefarbt
und uneben. Nodien waren nur schwer zu erkennen. Kleinere Wurzeln und Wurzelreste
waren nicht zu erkennen. Der Holzteil war gut sichtbar, gelb-orange gefarbt und radial
angeordnet. Das Mark war orange-rot bis braun geférbt, bei dickeren Rhizomteilen war das
Mark nur teilweise vorhanden oder hohl.

Die Rhizome des Anbieters der Probe CrP3 waren im spitzen Winkel zur Wachstumsache
geschnitten. Der Durchmesser der Rhizome lag zwischen 5 und 15 mm. Die Borke war
gelbbraun gefarbt und es waren kleinere Wurzeln, Wurzelreste und Nodien mit Resten von
Niederblattern und Narben von Niederblattern erkennbar. Der Holzteil war gut sichtbar, gelb-
orange gefarbt und radial angeordnet. Das Mark war orange-rot bis braun geférbt, bei
dickeren Rhizomteilen war das Mark nur teilweise vorhanden oder hohl.

Die Rhizome der Proben CrP 3 und CrP 4 sind in Gruppen zusammenhangend, gebogen,
und erinnern an ,Huhnerflsse“. Einzelne Rhizome waren 30 bis 60 mm lang und 3 bis 8 mm
im Durchmesser. Die Rhizomoberflache war gelb-braun bis gelb-grau gefarbt, viele kleine
Nodien waren erkennbar wodurch die Oberflache knotig-runzelig wurde. Kleine Wurzeln und

Wourzelreste sind vorhanden. Dinnere Rhizomteile besassen erkennbare Internodien mit
24



Resultate

glatter Oberflache. Vereinzelt waren an den Rhizomteilen Niederblatter und Narben von
Niederblattern erkennbar. An den Rhizomenden fanden sich Sprossreste. Die Bruchstellen
der harten Rhizome waren ungleichmaBig, die Borke war orange bis braun. Der Holzteil
wurde erst sichtbar wenn die Rhizome gebrochen wurden. Dann war dieser gelb-orange
gefarbt und radial angeordnet. Das Mark war orange-rot bis braun gefarbt, bei dickeren

Rhizomteilen war das Mark nur teilweise vorhanden oder hohl.

Abb. 22: CrP 2

Abb. 21: CrP 1 Coptis chinensis, geschnitten, @ 5-15 mm

Coptis chinensis, geschnitten, @ 7-15 mm

Abb. 23: CrP 3 Abb. 24: CrP 4
Coptis chinensis, gebrochen, I: 30-60 mm, @ 3-8 mm Coptis chinensis, gebrochen, I: 30-60 mm, @ 3-8 mm

3.2.2.2 Mikroskopische Prufung

Die Droge wurde mit einer TischmUhle zerkleinert (355), das gelbe Pulver mit Chloralhydrat-
Reagenz aufgehellt und mikroskopiert.
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Das Pulver von Coptis chinensis (Abb. 26,27 und 28) zeigte folgende Merkmale:
Korkfragmente, die in der Aufsicht funf bis sechseckige braune Zellwénde zeigen;
GefaBfragmente mit TUpfelung, die regelmé&Big in einer oder zweier Reihen angeordnet sind;
parenchymatische Zellen mit gequollener Starke; Steinzellen, teilweise im Verband, rund bis
leicht eckig und einer GrdBe von 100 bis 50 um und einem engen Lumen.

Das Pulver von Coptis deltoidea (Abb. 25) zeigte folgende Merkmale: Korkfragmente die in
der Aufsicht funf bis sechseckige braune Zellwande zeigen; GefaBfragmente mit TUpfelung
die regelmaBig in einer oder zweier Reihen angeordnet sind; parenchymatische Zellen mit
gequollener Starke; Steinzellen teilweise im Verband, auffallend rechteckig und einer GroBe
von 75 bis 150 um und einem weitem Lumen mit Zellwénden, die 5 bis 20 pm dick sind.

Das Pulver von Coptis teeta (ohne Abbildung) zeigte folgende Merkmale: Korkfragmente, die
in der Aufsicht flinf- sechseckige braune Zellwande zeigen; GefaBfragmente mit Tupfelung
die regelmaBig in einer oder zweier Reihen angeordnet sind; parenchymatische Zellen mit
gequollene Starkeballen; Steinzellen sind nicht vorhanden.
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Abb. 25: Steinzelle C. deltoidea Abb. 26: Steinzelle C. chinensis

Steinzellen rechteckig, Zellwanden dinnen Steinzellen rund bis vieleckig, mit engem Lumen
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Abb. 28: Korkfragment, C. chinensis

Abb. 27: Starkeparenchym, C. chinensis Korkfragment in Aufsicht

Starkeparenchym mitgequollenen Starkekdrnern
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3.2.2.3 Diinnschichtchromatographische Untersuchungen |

Far die Identitatsprifung sind bereits verschiedene Methoden entwickelt und in der Literatur
beschrieben worden [AKIRA (1983)], LU (1985)], [ZHU(1985)].

Far die dunnschichtchromatographischen Untersuchungen wurde die Methode der Ph.VR
China gewabhlt, da sich damit eine sehr gute Trennung ohne Tailing der extrahierten Alkaloid-
Fraktion erzielen liess. Es wurden in einem 100 ml Messkolben 100,0 mg pulverisierte Droge
mit einer Mischung von Methanol R und Salzsdure R (100:1) versetzt und in einem
Ultraschallbad 15 Minuten extrahiert. Ein aliquoter Teil wurde durch einen 0,45-pm-
Spritzenfilter filtriert und das Filtrat zusammen mit den Referenzsubstanzen Jatrorrhizin,
Palmatin, Berberin und Coptisin mit Toluol/ Ethylacetat/ Isopropanol/ Metahanol/ Wasser
(60/30/15/15/3) und 32%-iger Ammoniaklésung in der Sattigungskammer auf Kieselgel 60
HPTLC-Platten Gber eine Laufstrecke von 60 mm entwickelt.

R1 R2 R3 R4
Berberin -CH- -CHs -CHs
Coptisin -CHy- -CHa-
Epiberberin -CHs -CHz- -CHa-
Jatrorrhizin -H -CHs -CHs -CHs
Palmatin -CHs -CHs -CHs -CHs

Abb. 29: Verwendete Isochinolinalkaloide

3.2.2.3.1 Stabilitat der Untersuchungslésung wahrend der Chromatographie

Zur Uberpriifung der Stabilitat der Analyten wahrend der Chromatographie wurde eine
Lésung der Referenzsubstanzen punktférmig am Plattenrand aufgetragen und zunéachst ein
Mal entwickelt. Die Platte wird getrocknet, um 90° gedreht und ein zweites Mal entwickelt.
Coptisin und Palmatin lagen in dem erhaltenen Chromatogramm auf der Winkelhalbierenden
und es zeigten sich keine Abbauprodukte abseits der Winkelhalbierenden. Die Stabilitat der
Analyten wahrend der Chromatographie wurde somit gezeigt (Abb. 31 und 33). Analyten, die
durch chemische Prozesse bei der ersten Entwicklung verandert werden, zeigen verénderte
chemische Eigenschaften, die sich bei der zweiten Entwicklung in einem anderen Re-Wert

auswirken und in einer Bande neben der Winkelhalbierenden resultieren.
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Abb. 30: 2-D Entwicklung Berberin Abb. 31: 2-D Entwicklung Coptisin

1 ul Berberinldsung (0,1 mg/ml) punktférmig auf- 1 ul Coptisiniésung (0,1 mg/ml) punktférmig auf-
getragen, 2-mal entwickelt, nach der 1. Entwicklung getragen, 2-mal entwickelt, nach der 1. Entwicklung
Platte getrocknet, um 90° gedreht und ein 2-mal Platte getrocknet, um 90° gedreht und ein 2-mal
entwickelt; Detektion bei 366 nm, Platte: entwickelt; Detektion bei 366 nm, Platte:
Coptis_070803_02_01 Coptis_070803_02_02

Abb. 32: 2-D Entwicklung Jatrorrhizin Abb. 33: 2-D Entwicklung Palmatin

1 pl Jatrorrhizinldsung (0,1 mg/ml) punktformig auf- 1 Wl Palmatiniosung (0,1 mg/ml) punktformig auf-
getragen, 2-mal entwickelt, nach der 1. Entwicklung 9etragen, 2-mal entwickelt, nach der 1. Entwicklung
Platte getrocknet, um 90° gedreht und ein 2.-mal Platte getrocknet, um 90° gedreht und ein 2.-mal
entwickelt; Detektion bei 366 nm, Abbauprodukte €ntwickelt; ~Detektion —bei 366 nm, Platte:
erkennbar, Platte: Coptis 070803 02_03 Coptis_070803_04

Das Berberin (Abb. 30) zeigte eine Nebenbande auf der Winkelhalbierenden wobei es sich
um Palmatin handelt die bedingt durch die Isolierung als Verunreinigung des Berberins zu
betrachten ist. FlUr die Identifizierunguntersuchung ist diese Verunreinigung aber nicht
relevant. Das Jatrorrhizin ist nicht stabil und zeigt zwei unbekannte Nebenbanden (Abb. 32).

3.2.2.3.2 Stabilitat der Analyten in L6sung und auf der Platte

Fir diese Prifung wurden zwei Extrakte (wovon: C. chinensis) im Abstand von 2 h
hergestellt (Abb. 34). Ein Aliquot des ersten Extrakts wurde sofort auf die Platte aufgetragen
und die verbleibende Lésung verschlossen bei Raumtemperatur aufbewahrt. Eine zweite
Lésung wurde vor Ablauf der zwei Stunden hergestellt und zweimal direkt auf die Platte
aufgetragen. Als vierte Bande wurde im Anschluss die zwei Stunden bei Raumtemperatur

aufbewahrte Lésung aufgetragen. Nach Entwicklung und Dokumentation der Platte sollten
28



Resultate

sich bei visueller Auswertung der einzelnen Bahnen des Fingerprints auf der Platte keine
Unterschiede der Farben und Farbintesitdten der einzelnen Banden ergeben. Dies konnte im

vorliegenden Fall belegt werden.

Abb. 34: Stabilitat der Analyten auf der Platte
und in Lésung

Bahn 1: Extrakt 2 h auf der Platte

Bahn 2: Extrakt frisch aufgetragen

Bahn 3: Extrakt frisch aufgetragen

Bahn 4: Extrakt 2 h in Losung, dann aufgetragen
Coptis chinensis-Extrakt, Auftragevolumen jeweils 5
pl/ Bande; FlieBmittel Toluol/ Ethylacetat/ Iso-
propanol/ Metahanol/ Wasser (60/30/15/15/3) und
32%-iger Ammoniakldsung in der Konidition-
ierungskammer; Detektion bei 366 nm ohne Deriva-
tisierung, Platte: 080715_02_01

3.2.2.3.3 Stabilitat des Ergebnisses

Fur die Beurteilung der Stabilitat der Fluoreszenz nach Entwickeln der Platte wurde jeweils
nach 5 Minuten, nach 30 Minuten und nach 60 Minuten (Abb. 34) eine Aufnahme bei 366 nm
gemacht. Die Stabilitdt wurde akzeptiert wenn eine Auswertung nach 30 Minuten mdglich
war und keine starken Veranderungen der Farben und Farbintensitat zu erkennen war. Die
Stabilitat der detektierbaren Fluoreszenz konnte akzeptiert werden.

I - B — R — NN e

Abb. 35: Stabilitat

Untersuchungslésungen Bahn 1,3,5,7,9,11,13: CrP1-CrP7 (CrP1-CrP5 C. chinensis, CrP6 C.deltoidea, CrP7
C.teeta) ; Referenzsubstanzen Bahn 2,4,6,8,10,12: Level 1-6 (Mischung: Berberin [24,1-120,1 pg], Coptisin[5,0-
25,0 ug), Epiberberin [7,5-28,1 ug], Palmatin [2,3-24,9 ug]; ca. dquidistante Verteilung); jeweils 5pul; FlieBmittel
Toluol/ Ethylacetat/ Isopropanol/ Metahanol/ Wasser (60/30/15/15/3) und 32%-iger Ammoniaklésung in der Kon-
iditionierungskammer; Detektion bei 366 nm ohne Derivatisierung; Aufnahme 60 Minuten nach Entwicklung,
Platte: 080709_01_01_60
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3.2.2.3.4 Spezifitat der Methode

Zur Untersuchung der Spezifitit der Methode wurden die Referenzsubstanzen und die

Extrakte auf eine Platte aufgetragen und entwickelt (Abb. 36).

Abb. 36: Spezifitit der Methode

Untersuchungslésungen Bahn 1,3,5,7,9,11: CrP1-CrP6 (CrP1-CrP5 [ohne CrP2] C. chinensis, CrP6 C.deltoidea,
CrP7 C.teeta) ; Referenzsubstanzen Bahn 2,4,6,8,10: Berberin 10ul (25,6 ng), Coptisin 10 pl (11,7 ng),
Jatrorrhizin 10 pl (10,1ng), Palmatin 10 upl (11,2 ng), Mischung (Berberin [199,8ng], Coptisin [400,0ng],
Jatrorrhizin [70,0ng], Palmatin [2686 ng]) 4ul; FlieBmittel Toluol/ Ethylacetat/ Isopropanol/ Metahanol/ Wasser
(60/30/15/15/3) und 32%-iger Ammoniakldsung in der Koniditionierungskammer; Detektion bei 366 nm ohne Der-
ivatisierung

Die Auswertung des Bandenmusters erfolgte ohne Derivatisierung bei 366 nm. Das
Chromatogramm (Abb. 33) zeigt bei den Proben CrP1-CrP4 von Coptis chinensis (Bahnen:
1,3,5,7) die gleiche Abfolge von Banden. Bei den Proben von Coptis deltoidea (Bahn 9) und
Coptis teeta (Bahn 11) ist die Bande von Epiberberin in Ubereinstimmung mit friiheren
Arbeiten [Wagner (2004)] nur schwach ausgepragt (Bahn 9) bzw. nicht vorhanden (Bahn 11).

3.2.2.3.5 Detektion von Verunreinigungen

Zur Detektion von mdéglichen Verunreinigungen wurden Mahoniae caulis, Tinosporae radix
und Phellodendri cortex ausgewahlt, da diese Drogen ein Alkaloidspektrum ahnlich der
Coptis-Arten aufweisen (Abb. 37).
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Bahn 1 Coptidis chinensis rhizoma, Bahn 2 Mahonia caulis, Bahn 3 Mahonia caulis, Bahn 4 Tinosporae radix,
Bahn 5 Coptidis deltoidea rhizoma, Bahn 6 Tinosporae radix, Bahn 7 Phellodendri cortex, Bahn 8 Phellodendri
cortex, Bahn 9 Coptidis teeta rhizoma; 4pl; FlieBmittel Toluol/ Ethylacetat/ Isopropanol/ Metahanol/ Wasser
(60/30/15/15/3) und 32%-iger Ammoniakldsung in der Koniditionierungskammer; Detektion bei 366 nm ohne Der-
ivatisierung

Fir die Probe der chinesischen Mahonia (Mahonia bealei, Caulis) (Bahn 2 und 3) ergab sich
bei dem gewahlten Entwicklungssystem von unten nach oben folgende Bandenabfolge:
Jatrorrhizin (grin, Rg 0,11), Palmatin (grin, Re 0,35), Berberin (leuchtendgrin, Re 0,41). Die
Banden von Jatrorrhizin und Palmatin waren im Vergleich zu den Proben der Coptis-Arten
weniger intensiv. Die Banden von Coptisin und Epiberberin fehlten.

Fir die Probe der Tinosporae radix (Tinospora sagittata, Radix) (Bahn 4 und 6) ergab sich
bei dem gewahlten Entwicklungssystem von unten nach oben folgende Bandenabfolge:
Jatrorrhizin (schwach griin, Rg 0,11), Palmatin (schwach grin, Rg 0,35). Die Banden von
Jatrorrhizin und Palmatin waren im Vergleich zu den Proben der Coptis-Arten sehr viel
weniger intensiv. Die Banden von Coptisin, Epiberberin und Berberin fehlten.

Fir die Probe von Phellodendri cortex, Phellodendron chinense (Bahn 7 und 8) ergab sich
bei dem gewdhlten Entwicklungssystem folgende Bandenabfolge: Palmatin (grin, Re 0,35),
Berberin (leuchtendgrin, Re 0,41). Die Bande von Palmatin war im Vergleich zu den Proben
der Coptis-Arten weniger intensiv. Die Banden von Jatrorrhizin, Epiberberin und Coptisin
fehlten.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass eine Zumischung bei gepulverten Drogen nur anhand
eines Alkaloid-DC-Fingerprints sehr schwer zu erkennen ist. Da jedoch die Drogen als Ganz-
bzw. Bruchdrogen gehandelt werden und die makroskopischen Merkmale sehr
unterschiedlich sind, ist eine Verunreinigung mit entsprechenden Drogen leicht aufzudecken.

3.2.2.3.6 Wiederholprazision

Fdr die Untersuchung der Wiederholprazision (Abb. 38) wurden an einem Tag drei
Chromatogramme unabhangig voneinander entwickelt. Die Untersuchungslésungen der
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Probe CrP1 wurden fir jedes Chromatogramm neu extrahiert und auf eine Platte
aufgetragen. Die Entwicklung erfolgte fir jede Platte mit frischem FlieBmittel. Nach der
Trocknung wurde die Dokumentation bei 366 nm ohne derivatisieren durchgefihrt.

Die Ergebnisse der Untersuchungen wurden akzeptiert, wenn alle Banden fur jede Platte in
Bezug auf Anzahl, Position und Farbe identisch waren. Die Banden auf der Platte sollten
parallel ohne Kurven oder Wellen verlaufen. Die Re-Werte der Banden von Berberin, Coptisin
und Palmatin durften auf den drei Platten um nicht mehr als 0,03 Re-Einheiten voneinander
abweichen.

Abb. 38: Wiederholprézision

Bahn 1-9 Probe CrP1(Coptis chinensis Extrakt), Auftragevolumen 10 pl; FlieBmittel Toluol/ Ethylacetat/ Iso-
propanol/ Metahanol/ Wasser (60/30/15/15/3) und 32%-iger Ammoniaklésung in der Koniditionierungskammer;
Detektion bei 366 nm ohne Derivatisierung

Tabelle 7: Re-Werte der Platte: Coptis_070910 01_01

Bahn
1 | 2 | 8 | 4 | 5 | 6 [ 7 | 8 | 9 [ MW
Bande Re
Coptisin 0,62 0,62 0,62 0,62 0,62 0,62 0,62 0,62 0,62 0,62
Berberin 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42
Palmatin 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35
Tabelle 8: Re-Werte der Platte Coptis 070910 01 02
Bahn
1 | 2 | 8 | 4 ] 5 | 6 [ 7 | 8 | 9 [ MW
Bande Re
Coptisin 0,63 0,61 0,61 0,62 0,63 0,62 0,62 0,61 0,62 0,62
Berberin 0,42 0,41 0,41 0,42 0,42 0,42 0,41 0,42 0,41 0,42
Palmatin 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35
Tabelle 9: Re-Werte der Platte Coptis_070910_01_03
Bahn
1 ] 2 | 8 ] 4 ] 5 | 6 [ 7 | 8 | 9 | MW
Bande Rr
Coptisin 0,62 0,61 0,61 0,62 0,62 0,61 0,60 0,61 0,60 0,61
Berberin 0,43 0,43 0,43 0,43 0,43 0,43 0,43 0,43 0,42 0,43
Palmatin 0,36 0,36 0,36 0,37 0,37 0,37 0,36 0,36 0,36 0,36
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Tabelle 10: Re-Werte der Wiederholprazision

Plattenbezeichung
Coptis_070910_01 | Coptis 070910 01 | Coptis_070910_01
Bande R A Rp
Coptisin 0,62 0,61-0,63 0,60-0,62 0,03
Berberin 0,42 0,41-0,42 0,43-0,42 0,02
Palmatin 0,35 0,35 0,36-0,37 0,02
Die Ergebnisse der Wiederholprazisionsuntersuchungen (Tab. 7-10) zeigten eine

Schwankung der Rg-Werte, die aber noch innerhalb der geforderten Grenzen von 0,03 Re-
Einheiten lagen.

3.2.2.3.7 Laborprazision

Fur die Uberpriifung der Laborprazision wurde an drei aufeinander folgenden Tagen ein
(CrP1) Die
Untersuchungslésungen wurden flr jedes Chromatogramm neu extrahiert und auf eine

Chromatogramm eines Extraktes von Coptis chinensis entwickelt.
Platte aufgetragen. Die Entwicklung erfolgte fir jede Platte mit frischem FlieBmittel. Nach der
Trocknung wurde die Dokumentation bei 366 nm durchgefihrt.

Die Ergebnisse der Untersuchungen wurden akzeptiert, wenn alle Banden fur jede Platte in
Bezug auf Anzahl, Position, Farbe und ldentitat identisch waren und die Banden auf der
Platte parallel verliefen ohne Kurven oder Wellen. Die Re-Werte der Banden von Coptisin,
Berberin und Palmatin durften auf den drei Platten um nicht mehr als 0,06 Re-Werteinheiten

von einander abweichen.

Tabelle 11: Re-Werte der Platte Coptis_070911_01

Coptis_070911_01_01, Bahn 1-9 Coptis chinensis Extrakt, Auftragevolumen 10 pl; FlieBmittel Toluol/
Ethylacetat/ Isopropanol/ Metahanol/ Wasser (60/30/15/15/3) und 32%-iger Ammoniaklésung in der
Koniditionierungskammer; Detektion bei 366 nm ohne Derivatisierung

Bahn
1 | 2 | 3 | 4 | 5 6 | 7 | 8 [ 9 | mw
Bahn Re
Coptisin 063 | 062 | 062 | 063 | 063 | 062 | 062 | 061 | 063 | 0,62
Berberin 042 | 042 | 042 | 042 | 042 | 042 | 042 | 042 | 042 | 042
Palmatin 0,36 | 036 | 035 | 0,35 | 0,35 | 035 | 035 | 0,35 | 0,35 | 0,35

Tabelle 12: Ri-Werte der Platte Coptis_070912_01

Coptis_070912_01_01, Bahn 1-9 Coptis chinensis Extrakt, Auftragevolumen 10 pl; FlieBmittel Toluol/
Ethylacetat/ Isopropanol/ Metahanol/ Wasser (60/30/15/15/3) und 32%-iger Ammoniaklésung in der
Koniditionierungskammer; Detektion bei 366 nm ohne Derivatisierung

Bahn
1 | 2 | 3 ] 4 | 5 ] 6 | 7 ] 8 | 9 | mw
Bahn Re
Coptisin 063 | 062 | 061 | 061 | 061 | 062 | 062 | 061 | 061 0,62
Berberin 043 | 042 | 043 | 043 | 043 | 043 | 043 | 043 | 043 0,43
Palmatin 035 | 035 | 0,35 | 0,35 | 0,35 | 0,35 | 0,35 | 035 | 035 0,35
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Tabelle 13: Ri-Werte der Laborprézision

Plattenbezeichung
Coptis_070910_ 01 | Coptis 070911_01 | Coptis_070912_01
Bande Re A Re
Coptisin 0,62 0,61-0,63 0,61-0,63 0,03
Berberin 0,42 0,42 0,43-0,42 0,02
Palmatin 0,35 0,35-0,36 0,35 0,02

Die Ergebnisse der Wiederholprazisionsuntersuchungen (Tab. 11-13) zeigten eine
Schwankung der Re-Werte die aber noch innerhalb der geforderten Grenzen von 0,06 R
Einheiten liegen.

Nach Auswertung der dokumentierten Platten konnten die Ergebnisse der Untersuchung zur
Laborpréazision akzeptiert werden.

3.2.2.3.8 Robustheit

Far die Prifung der Robustheit der Methode wurde die Entwicklungstrecke der Platte variiert.
Es wurde die Platte der ersten Wiederholprazisionsmessung mit einer Platte die 70 mm
(Abb. 40) entwickelt wurde verglichen. Die Re-Werte von Coptisin, Berberin und Palmatin
durften um nicht mehr als 0,06 Re-Werteinheiten von einander abweichen.

Abb. 39: Robustheit 70 mm

Platte Coptis_070810_01_01 Entwicklungsstrecke 70 mm, Bahn 1-12 Probe CrP1(Coptis chinensis Extrakt),
Auftragevolumen 1-12 ul; FlieBmittel Toluol/ Ethylacetat/ Isopropanol/ Metahanol/ Wasser (60/30/15/15/3) und
32%-iger Ammoniaklésung in der Koniditionierungskammer; Detektion bei 366 nm ohne Derivatisierung

Tabelle 14: Zusammenfassung Robustheitsuntersuchung

Plattenbezeichung
Coptis_070810_01_01 (70 mm) | Coptis_070829_01_01 (65 mm)

Bande Re A Rg
Coptisin 0,62 0,63 0,01
Berberin 0,42 0,38 0,04
Palmatin 0,35 0,31 0,04
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Die Ergebnisse der Wiederholprazisionsuntersuchungen zeigten eine Schwankung der Ry-
Werte, die aber noch innerhalb der geforderten Grenzen von 0,06 R-Werteinheiten lagen.

Da in der Methode der Pharmakopde der Volksrepublik China mit Ammoniaklésung als
Konditionierungsmittel gearbeitet wird, erschien der Einfluss der Konzentration als
Uberpriffungsparameter fiir die Robustheit als ebenfalls Giberpriifenswert. So wurde in einer
zweiten PrlOfung die 25%-ige Ammoniaklésung gegen 32%-ige Ammoniaklésung

ausgetauscht. Die sonstigen Parameter blieben gleich (Abb. 40 und 41).

Abb. 40: HPTLC Robustheit (25% NH;-Lésung)

Platte Coptis_070831_01_02 mit 25%-iger Ammoniaklésung Entwicklungsstrecke 70 mm, Bahn 1-12 Probe
CrP1(Coptis chinensis Extrakt), Auftragevolumen 1-12 pl; FlieBmittel Toluol/ Ethylacetat/ Isopropanol/ Metahanol/
Wasser (60/30/15/15/3) und 25%-iger Ammoniaklésung in der Koniditionierungskammer; Detektion bei 366 nm
ohne Derivatisierung

Abb. 41: HPTLC Robustheit (32% NH;-Lésung)

Platte Coptis_070830_01_01 mit 32 %iger Ammoniaklésung Bahn 1-12 Probe CrP1(Coptis chinensis Extrakt),
Auftragevolumen 1-12 pl; FlieBmittel Toluol/ Ethylacetat/ Isopropanol/ Metahanol/ Wasser (60/30/15/15/3) und
32%-iger Ammoniakldsung in der Koniditionierungskammer; Detektion bei 366 nm ohne Derivatisierung

Tabelle 15: Ergebnis der Robustheitsuntersuchung

Coptis_070831_01_02 Coptis_070830_01_01
RF ARF
Coptisin 0,61 0,60 0,01
Berberin 0,41 0,39 0,02
Palmatin 0,34 0,32 0,02

Die Ergebnisse der Robustheitsuntersuchungen bezlglich der Ammoniakkonzentration
(Tabelle 15) zeigten eine Schwankung der Re-Werte die innerhalb der geforderten Grenzen
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von 0,06 Reg-Einheiten lagen. Nach Auswertung der dokumentierten Platten konnte die
Robustheit der Methode akzeptiert werden

3.2.2.4 Diinnschichtchromatographische Untersuchungen I

Da in der Methode des Ph. VR China fir Rhizoma Coptidis zur Plattenabstumpfung
Ammoniaklésung eingesetzt wird der fir den Routineeinsatz nur schwer zu handhaben ist,
wurde fir eine weitere Spezifitdtsprifung auf das FlieBmittel von AKIRA (1983)

zuruckgegriffen.

Abb. 42: Spezifitat

Referenzsubstanzen Bahn 1 (Coptisin [1 mg/ml]), Bahn 2
(Berberin [1 mg/ml]), Bahn 4 (Palmatin[1 mg/ml]), Bahn 5
(Jatrorrhizin[1  mg/ml]); Extrakt: Bahn 4 (C. chinensis),
Auftragevolumen 10ul; FlieBmittel Ethylacetat, Toluen,
Methanol, Diethylamin, Ammoniak (8:2:2:0,5:1)

Die Spezifitdt wurde durch den Vergleich der Referenzsubstanzen mit dem aufgetragenen
Extrakt gezeigt. Die Spezifitat fir diese Methode konnte akzeptiert werden.

3.2.3 Bestimmung des Trocknungsverlustes

Die Bestimmung des Trocknungsverlustes wurde mit jeder Drogenprobe in einer Dreifachbe-
stimmung nach Ph. Eur (2008c) durchgefuhrt. Es wurde jeweils ca. 1,000 g Droge in ein
Wégeglas genau eingewogen und in einem Trockenschrank bei 105 °C eine Stunde
getrocknet (Tab. 16).

Tabelle 16: Trocknungsverlust Coptidis rhizoma
MW [%]: Mittelwert des Trocknungsverlustes der drei Einwaagen in %; STABWN [%]: Standardabweichung
berechnet nach Excelfunktion STABWN, Varianz: Standardabweichung bezogen auf den Mittelwert

Probe
CrP1 | CrP3 | CrP4
Trocknungsverlust [%]

1. Einwaage 8,44 8,59 9,15
2. Einwaage 8,54 8,54 9,16
3. Einwaage 8,52 8,47 9,20
MW [%] 8,50 8,53 9,17
STABWN [%] 0,05 0,05 0,02
Varianz [%] 0,54 0,56 0,23
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3.2.4 Bestimmung der Asche

Die Bestimmung der Asche wurde mit jeder Drogenprobe in einer Dreifachbestimmung nach

Ph. Eur (2008d) durchgefihrt. Es wurde jeweils ca. 1,000g pulverisierte Droge [355] in einen

Quarztiegel genau eingewogen und in einem Trockenschrank bei 105 °C eine Stunde

getrocknet. AnschlieBend wird das Pulver im Muffelofen bei 600°C zur Massenkonstanz

gegliht (Tab. 17).

Tabelle 17: Bestimmung der Asche von Coptidis rhizoma
MW [%]: Mittelwert der Asche der drei Einwaagen in %; STABWN [%]: Standardabweichung berechnet nach

Excelfunktion STABWN, Varianz: Standardabweichung bezogen auf den Mittelwert

Probe
cPt | cP3 | o4 | crps CrP6 CrP7
Asche [%]

1. Einwaage 1,54 2,04 3,26 2,55 2,08 2,35
2. Einwaage 1,56 2,04 3,25 2,32 2,14 2,24
3. Einwaage 1,61 2,01 3,26 2,32 1,98 2,34
MW [%] 1,57 2,03 3,26 2,40 2,07 2,31
STABWN [%] 0,03 0,01 0,002 0,11 0,07 0,05
Varianz [%] 1,83 0,71 0,09 4,49 3,15 2,07
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3.2.5 Gehaltsbestimmung von Isochinolinalkaloiden

Ausgangspunkt fir die Gehaltsbestimmungen waren die Monographie Coptidis rhizoma aus
der Ph. VR China (2005c) und die Monographie von WAGNER (2004).

3.2.5.1 Gehaltsbestimmung mittels HPTLC

Far die Gehaltbestimmung mittels HPTLC und einem DC Scanner wurde die Methode der
Ph. VR China gewahlt, da sich mit dieser Methode eine Trennung der extrahierten Alkaloid-
Fraktion erzielen lasst und bei der Validierung der Identitdtsuntersuchung C zu guten
Ergebnissen geflhrt hatte.

3.2.5.1.1 Stabilitatsuntersuchungen

3.2.5.1.1.1 Stabilitat der Analyten wahrend der DC

Zur Uberpriifung der Stabilitat der Analyten wahrend der Chromatographie wurde der Extrakt
punktférmig am Plattenrand aufgetragen einmal entwickelt und getrocknet. Die Platte wurde
um 90° gedreht und ein zweites Mal entwickelt. Die Analyten der Untersuchungslésung lagen
in dem erhaltenen Chromatogramm auf der Winkelhalbierenden (Abb. 44). Es zeigten sich
keine Abbauprodukte abseits der Winkelhalbierenden und die Stabilitat der Analyten
wahrend der Chromatographie ist somit belegt.

Die Stabilitat der Analyten wurde in der Validierung fir die Identitétsprifung C gezeigt, vergl.
Kap. 3.2.2. Fir die Quantifizierung wurde im Vergleich zu bisher publizierten Methoden
zusatzlich Epiberberin herangezogen. Die Stabilitdt wurde im Extrakt geprift.

Abb. 43: 2D-Entwicklung

1 pl Coptidis rhizoma Extrakt punktférmig aufgetragen,
2-mal entwickelt, nach der 1. Entwicklung Platte
getrocknet, um 90° gedreht und ein 2.-mal entwickelt,
UV 366 nm, FlieBmittel Toluol/ Ethylacetat/ Isopropanol/
Metahanol/ Wasser (60/30/15/15/3) und 32%-iger
Ammoniaklésung in der Koniditionierungskammer;
Detektion bei 366 nm ohne Derivatisierung Platte
Coptis_070803_02_03
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Die Substanzen Coptisin, Epiberberin, Berberin und Palmatin (absteigende Re-Werte) lagen
auf der Winkelhalbierenden, die ,Sternbildung“ der Substanzen ist auf ein Fronting
zurtckzufuhren und beruht auf einem Konzentrationseffekt.

3.2.5.1.1.2 Stabilitat der Analyten in L6sung und auf der Platte

Far diese PrOfung wurden zwei Extrakte im Abstand von 2 h hergestellt. Ein Aliquot des
ersten Extrakies wurde sofort auf die Platte aufgetragen. Die verbleibende Lésung wurde
verschlossen bei Raumtemperatur aufbewahrt. Eine zweite Lésung wurde bis zum Ablauf
der 2 h hergestellt. Diese L6sung wurde zweimal sofort auf die Platte aufgetragen. Als vierte
Bahn wurde im Anschluss die 2 h bei Raumtemperatur aufbewahrte Lésung aufgetragen.

Nach Entwickeln und Dokumentieren der Platte (Abb. 45) durften sich bei Auswertung der
Banden von Coptisin, Berberin, Epiberberin und Palmatin mit dem DC Scanner die
Signalwerte der Peakflachen um nicht mehr als 15%, bezogen auf die frisch hergestellten

Lésungen, verandern.

Abb 44: Stabilitat der Extraktionlésung

Bahn 1: Extrakt 2 h auf der Platte

Bahn 2: Extrakt frisch aufgetragen

Bahn 3: Extrakt frisch aufgetragen

Bahn 4: Extrakt 2 h in L8sung, dann aufgetragen
FlieBmittel Toluol/ Ethylacetat/ Isopropanol/ Metahanol/
Wasser (60/30/15/15/3) und 32%-iger Ammoniaklésung
in der Koniditionierungskammer; Detektion bei 366 nm
ohne Derivatisierung Platte: 080715_02_01
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Tabelle 18: Ergebnisse der Stabilitdtsuntersuchungen

Bahn 1-4 Probe CrP1(Coptis chinensis Extrakt), Auftragevolumen 5 pl; FlieBmittel Toluol/ Ethylacetat/ Iso-
propanol/ Metahanol/ Wasser (60/30/15/15/3) und 32%-iger Ammoniaklésung in der Koniditionierungskammer;
Detektion bei 366 nm ohne Derivatisierung; MW Bahn 2+3 = Mittelwert der Signalwerte von Bahn 2 und 3

Signalwert Einwaage Signalwert MW Bahn 2+3 Signalwert/
[mAU] [mg] [MAU/100mg] [MAU/100mg] MW Bahn 2+3

Berberin

Bahn 1 15065 101,3 mg 14871 1,00

Bahn 2 15486 102,7 mg 15079 14938 1,01

Bahn 3 15197 102,7 mg 14798 0,99

Bahn 4 13828 101,3 mg 13650 0,91
Coptisin

Bahn 1 47562 101,3 mg 46951 0,98

Bahn 2 49712 102,7 mg 48405 47745 1,01

Bahn 3 48358 102,7 mg 47086 0,99

Bahn 4 44503 101,3 mg 43932 0,92

Epiberberin

Bahn 1 22238 101,3 mg 21953 0,97

Bahn 2 23591 102,7 mg 22971 29576 1,02

Bahn 3 22780 102,7 mg 22181 0,98

Bahn 4 20469 101,3 mg 20206 0,90
Palmatin

Bahn 1 3663 101,3 mg 3616 1,03

Bahn 2 3668 102,7 mg 3571 3506 1,02

Bahn 3 3534 102,7 mg 3441 0,98

Bahn 4 3105 101,3 mg 3065 0,87

Die auf Bahn 2 und 3 aufgetragenen Untersuchungslésungen zeigten im Beispiel Palmatin
Schwankungen um bis zu 4 % bezogen auf den Mittelwert. Flr die Probe die sich 2 h in
Lésung befindet zeigen sich Abweichungen von ca. 10%. Die Substanz Palmatin zeigt mit
13% die starkste Signalabnahme (Tabelle 18).

Zwar kénnen die Abweichungen akzeptiert werden, jedoch ist zu empfehlen die Lésungen

sehr zeitnah zur Extraktion zu verwenden.

3.2.5.1.1.3 Stabilitat der Ergebnisse

Die Untersuchungen wurden mit frisch hergestellten Extrakten und Referenzsubstanzmisch-
ungen durchgefihrt. Nach Entwickelung und Dokumentation der Platte durften sich bei
Auswertung der Banden von Coptisin, Berberin, Epiberberin und Palmatin die Signalwerte
der Peakflachen um nicht mehr als 10%, bezogen auf den Anfangswert, verandern. Als
Markersubstanz wurde Berberin verwendet. Die Messungen wurden nach 0, 5, 10, 30 und 60
Minuten durchgefihrt (Tabelle 19, Abb. 46 und 47).
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Abb. 45: Coptidis rhizoma, Stabilitat des Ergebnis, T,
Untersuchungslésungen Bahn 1,3,5,7,9,11,13: CrP1-CrP7 (CrP1-CrP5 C. chinensis, CrP6 C.deltoidea, CrP7
C.teeta) ; Referenzsubstanzen Bahn 2,4,6,8,10,12: Level 1-6 (Mischung: Berberin [24,1-120,1 ug], Coptisin[5,0-
25,0 ug), Epiberberin [7,5-28,1 ug], Palmatin [2,3-24,9 ug]; ca. aquidistante Verteilung); jeweils 5ul; FlieBmittel
Toluol/ Ethylacetat/ Isopropanol/ Metahanol/ Wasser (60/30/15/15/3) und 32%-iger Ammoniaklésung in der Kon-
iditionierungskammer; Detektion bei 366 nm ohne Derivatisierung; Platte 080709_01

 —— . —— NS e

Abb. 46: Coptidis rhizoma, Stabilitat des Ergebnis, Tg
Untersuchungslésungen Bahn 1,3,5,7,9,11,13: CrP1-CrP7 (CrP1-CrP5 C. chinensis, CrP6 C.deltoidea, CrP7
C.teeta) ; Referenzsubstanzen Bahn 2,4,6,8,10,12: Level 1-6 (Mischung: Berberin [24,1-120,1 ug], Coptisin[5,0-
25,0 ug], Epiberberin [7,5-28,1 ug], Palmatin [2,3-24,9 ug]; ca. &quidistante Verteilung); jeweils 5ul; FlieBmittel
Toluol/ Ethylacetat/ Isopropanol/ Metahanol/ Wasser (60/30/15/15/3) und 32%-iger Ammoniaklésung in der Kon-
iditionierungskammer; Detektion bei 366 nm ohne Derivatisierung; Platte 080709_01

Tabelle 19: Zusammenfassung: Stabilitdt der Ergebnisse

Marker: Signal Signal Signal Signal Signal Verhéltnis | Verhéltnis
Berberin (T=0 min) (T=5 min) (T=10 min) (T=30 min) (T=60 min) T=0/T=30 T=0/T=60
Bahn 1 11182,4 11214,9 11139,6 11220,0 10945,4 1,00 0,98
Bahn 2 3983,4 4054,8 4051,7 4050,4 3976,1 1,02 1,00
Bahn 3 10737,3 10797,5 10781,0 10793,1 10404,9 1,01 0,97
Bahn 4 6923,0 7098,5 7156,3 7167,4 6976,4 1,04 1,01
Bahn 5 10893,0 12838,1 11129,3 11081,6 10686,6 1,02 0,98
Bahn 6 8726,1 8998,5 9540,3 8827,8 8659,3 1,01 0,99
Bahn 7 11953,6 12034,7 11993,5 12010,5 117423 1,00 0,98
Bahn 8 11034,0 11220,0 11197,2 11196,1 10883,5 1,01 0,99
Bahn 9 12633,0 12729,0 12702,8 12684,3 12290,6 1,00 0,97
Bahn 10 12941,6 13028,8 12997,9 12980,8 12567,9 1,00 0,97
Bahn 11 7158,0 7216,6 7189,6 7162,4 7068,1 1,00 0,99
Bahn 12 13493,3 13692,8 13649,9 13712,0 13298,4 1,02 0,99
Bahn 13 12248,6 12019,9 11986,1 12031,9 11644,2 0,98 0,95
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Die Ergebnisse der densitometrischen Untersuchungen sanken innerhalb einer 2 Stunde um
ca. 2% und innerhalb 1 Stunde um 5% ab (Tabelle 1). Die Stabilitdt konnte akzeptiert

werden.

3.2.5.1.2 Spezifitat der Methode

3.2.5.1.2.1 Identifizierung von Coptidis rhizoma Proben durch Vergleich mit
authentischen Drogenproben mit Referenzsubstanzen

Da flar die Untersuchungen keine authentischen Drogenproben vorliegen, wurde die
Untersuchung mit allen vorliegenden Coptis spec. durchgefiihrt. Die Untersuchungen wurden
mit frisch hergestellten Extrakten und Referenzmischungen durchgefihrt. Nach Entwickeln
und Dokumentieren der Platte mussten die Banden von Coptisin, Berberin, Epiberberin und
Palmatin in den Extrakten deutlich getrennt sein und die Spezies Coptis chinensis mussten
bezlglich der Banden von Coptisin, Epiberberin, Berberin und Palmatin &hnliche Intensitaten
aufweisen. Fir C. deltoidea und C. teeta sind geringere Gehalte in der Literatur beschrieben
[WAGNER (2004)] entsprechend sind hier weniger intensive Banden zu erwarten.

Abb. 47: Vergleich Extrakte mit Referenzsubstanzen

Untersuchungslésungen Bahn 1,3,5,7,9,11,13: CrP1-CrP7 (CrP1-CrP5 C. chinensis, CrP6 C.deltoidea, CrP7
C.teeta) ; Referenzsubstanzen Bahn 2,4,6,8,10,12: Level 1-6 (Mischung: Berberin [24,1-120,1 pg], Coptisin[5,0-
25,0 ug), Epiberberin [7,5-28,1 ug], Palmatin [2,3-24,9 ug]; ca. dquidistante Verteilung); jeweils 5ul; FlieBmittel
Toluol/ Ethylacetat/ Isopropanol/ Metahanol/ Wasser (60/30/15/15/3) und 32%-iger Ammoniakldésung in der Kon-
iditionierungskammer; Detektion bei 366 nm ohne Derivatisierung; Platte: 080710_01_01

Abb. 48 zeigt die Auswertung des Bandenmusters ohne Derivatisierung bei UV 366 nm. Das
Chromatogramm zeigt bei den Proben von Coptis chinensis (Bahnen: 1,3,5,7,9) die gleiche
Abfolge von Banden. Bei den Proben von Coptis deltoidea (Bahn 11) und Coptis teeta (Bahn
13) ist die Bande von Epiberberin nur schwach (Bahn 11) bzw. nicht vorhanden (Bahn 13).
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Dieses Ergebnis befindet sich im Einklang mit denen bei WAGNER (2004). Ohne
authentische Drogenproben ist die Aussagekraft der Untersuchung jedoch eingeschranki.

3.2.5.1.2.2 Nachweis von Verfalschungen

Die Methode ist flr Coptis chinensis, C. deltoidea, C. teeta spezifisch, wenn das Fingerprint-
Chromatogramm der Verféalschungen (Mahoniae caulis, Tinospora radix, Phellodendri cortex)
signifikant unterschiedlich ist zu dem Fingerprint-Chromatogramm der Rhizomdrogen Coptis
chinensis, C. deltoidea, C. teeta bezuglich der Anzahl, Position, Farbe und Intensitat der

Banden.

Abb. 48: Detektion von Verfalschungen

Bahn 1 Coptidis chinensis rhizoma, Bahn 2 Mahonia caulis, Bahn 3 Mahonia caulis, Bahn 4 Tinosporae radix,
Bahn 5 Coptidis deltoidea rhizoma, Bahn 6 Tinosporae radix, Bahn 7 Phellodendri cortex, Bahn 8 Phellodendri
cortex, Bahn 9 Coptidis teeta rhizoma; 4ul; FlieBmittel Toluol/ Ethylacetat/ Isopropanol/ Metahanol/ Wasser
(60/30/15/15/3) und 32%-iger Ammoniakldsung in der Koniditionierungskammer; Detektion bei 366 nm ohne Der-
ivatisierung

Fir die chinesische Mahonia (Caulis Mahoniae, Mahonia bealai) (Bahn 2 und 3) ergab sich
bei dem gewahlten Entwicklungssystem von unten nach oben folgende Bandenabfolge:
Jatrorrhizin (grin, Rg 0,11), Palmatin (griin, Re 0,35), Berberin (leuchtendgrin, Re 0,41). Die
Banden von Jatrorrhizin und Palmatin waren im Vergleich zu den Proben der Coptis-Arten
weniger intensiv. Die Banden von Coptisin und Epiberberin fehlten.

Flr Tinosporae sinensis radix (Tinospora sinensis) (Bahn 4 und 6) ergab sich bei dem
gewahlten Entwicklungssystem von unten nach oben folgende Bandenabfolge: Jatrorrhizin
(schwach grin, Rg 0,11), Palmatin (schwach griin, Rg 0,35). Die Banden von Jatrorrhizin und
Palmatin waren im Vergleich zu den Proben der Coptis-Arten sehr viel weniger intensiv. Die
Banden von Coptisin, Epiberberin und Berberin fehlten.

Flr Phellodendri cortex (Phellodendron chinense) auf Bahn 7 und 8 ergab sich bei dem
gewahlten Entwicklungssystem von unten nach oben folgende Bandenabfolge: Palmatin
(griin, Rg 0,35), Berberin (leuchtendgriin, Rg 0,41). Die Bande von Palmatin war im Vergleich

43



Resultate

zu den Proben der Coptis-Arten weniger intensiv. Die Banden von Jatrorrhizin, Epiberberin
und Coptisin fehlten.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass eine Zumischung von gepulverten Drogen nur schwer
unterscheidbar ist. Da die Drogen des Handels als Ganz- bzw. Bruchdrogen vorliegen und
die makroskopischen Merkmale sehr unterschiedlich sind ist eine Verunreinigung mit
entsprechenden Drogenorganen leicht aufzudecken.

3.2.5.1.3 Kalibrierung

3.2.5.1.3.1 Messbereich

Fir die Quantifizierung von Coptisin, Epiberberin, Berberin und Palmatin in Proben von
Coptis chinensis, C. deltoidea und C. teeta unbekannten Gehalts musste zunachst der
Messbereich festgelegt werden.

Vorversuch: Auf eine HPTLC-Platte (Abb. 49) wurden die Untersuchungslésungen und
Referenzsubstanzen (Coptisin, Epiberberin, Berberin und Palmatin) jeweils einzeln mit
bekannter Konzentration aufgetragen (Ergebnisse Tab. 20). Es wurde dabei angenommen,
dass sich das Detektorsignal und die aufgetragenen Proben-/ Referenzmengen proportional

verhalten.

s  OEEEEw ww———

Abb. 49: Vorversuch Messbereich Coptidis rhizoma

Untersuchungslésungen Bahn 1,2,5,7,9,11,13: CrP1-CrP7 (CrP1-CrP5 C. chinensis, CrP6 C.deltoidea, CrP7
C.teeta); Referenzsubstanzen Bahn 3,4,6,8,10,12: Berberin Level 3 (350ng), Copisin Level 3 (84,5ng) , Level 1
Mischung (Berberin [124 ng], Coptisin [25,5 ng], Epiberberin [37,5 ng], Palmatin [12 ng], Level 6 (Mischung:
Berberin [598,5 ng], Coptisin[126,5 ng], Epiberberin [164,5 ng], Palmatin [150,5 ng]), Epiberberin Level 3 (113,5
ng), Palmatin Level 3 (93 ng); Auftragevolumen jeweils 5ul; FlieBmittel Toluol/ Ethylacetat/ Isopropanol/
Metahanol/ Wasser (60/30/15/15/3) und 32%-iger Ammoniaklésung in der Koniditionierungskammer; Detektion
bei 366 nm ohne Derivatisierung; Platte 080709_01
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Tabelle 20: Ergebniszusammenfassung Vorversuch Coptidis rhizoma

Untersuchungslésungen Bahn 1,2,5,7,9,11,13: CrP1-CrP7 (CrP1-CrP5 C. chinensis, CrP6 C.deltoidea, CrP7
C.teeta); Referenzsubstanzen Bahn 3,4,6,8,10,12: Berberin Level 3 (350ng), Copisin Level 3 (84,5ng) , Level 1
Mischung (Berberin [124 ng], Coptisin [25,5 ng], Epiberberin [37,5 ng], Palmatin [12 ng], Level 6 (Mischung:
Berberin [598,5 ng], Coptisin[126,5 ng], Epiberberin [164,5 ng], Palmatin [150,5 ng]), Epiberberin Level 3 (113,5
ng), Palmatin Level 3 (93 ng); Auftragevolumen jeweils 5pl; FlieBmittel Toluol/ Ethylacetat/ Isopropanol/
Metahanol/ Wasser (60/30/15/15/3) und 32%-iger Ammoniaklésung in der Koniditionierungskammer; Detektion
bei 366 nm ohne Derivatisierung; Platte 080709 01

Berberin Coptisin  Epiberberin  Palmatin | Berberin  Coptisin  Epiberberin  Palmatin
Bahn Signal [mAU] Substanzmenge [ng]

1 (Extrakt) 11265 35613 17854 2884 - - - -

2 (Extrakt) 11372 34875 17449 3197 - - - -

3 (Level 3) 11300 - - - 350,0 - - -

4 (Level 3) - 29396 - - - 84,5 - -

5 (Extrakt) 10979 34774 16654 2845 - - - -

6 (Level 1) 5423 10696 8800 670 124,0 25,5 375 12,5

7 (Extrakt) 12654 40675 18898 3424 - - - -

8 (Level 6) 15388 41647 32747 5520 598,5 126,5 164,5 150,5

9 (Extrakt) 13352 43106 23193 2917 - - - -
10 (Level 3) - - 24596 - - - 113,5 -
11 (Extrakt) 7102 18676 1875 1006 - - - -
12 (Level 3) - - - 3267 - - - 93,0
13 (Extrakt) 12667 20667 - 1765 - - - -

Zum Festlegen des Messbereichs wurde der Mittelwert aus den Mengen an Coptisin,
Epiberberin, Berberin und Palmatin in den unbekannten Proben berechnet und als ,Mitte®
des Messbereichs festgelegt. Der Messbereich wurde als: [Mitte® £ 50 %] (50-150%)
festgelegt. Es wurden entsprechende sechs verschiedene (&quidistante) Mengen der
Kalibrierldsungen (Mischung der einzelnen Referenzsubstanzen) auf eine weitere Platte
aufgetragen (Abb. 50) und mit den Untersuchungslésungen vermessen. Die Ergebnisse
(Tab. 21) zeigten, dass der Arbeitsbereich mit den gewahlten Konzentrationen abgedeckt ist.
Fir Epiberberin und Palmatin wurde die ,Level 6“ Konzentration (Tabelle 20) gestrichen und
der Bereich Level 1 bis Level 5 neu unterteilt.

Abb. 50: Messbereich Platte Coptidis rhizoma

Untersuchungslésungen Bahn 1,2,5,7,9,11,13: CrP1-CrP7 (CrP1-CrP5 C. chinensis, CrP6 C.deltoidea, CrP7
C.teeta); Referenzsubstanzen Bahn 3,4,6,8,10,12: Berberin Level 3 (299,5ng), Copisin Level 3 (65 ng) , Level 1
Mischung (Berberin [120,5 ng], Coptisin [25,0 ng], Epiberberin [37,5 ng], Palmatin [11,5 ng], Level 6 (Mischung:
Berberin [600,5 ng], Coptisin[125,0 ng], Epiberberin [140,5 ng], Palmatin [95 ng]), Epiberberin Level 3 (75 ng),
Palmatin Level 3 (55 ng); Auftragevolumen jeweils 5ul; FlieBmittel Toluol/ Ethylacetat/ Isopropanol/ Metahanol/
Wasser (60/30/15/15/3) und 32%-iger Ammoniaklésung in der Koniditionierungskammer; Detektion bei 366 nm
ohne Derivatisierung
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Tabelle 21: Ergebniszusammenfassung fiir den Messbereich Versuch (Coptis)
Untersuchungslésungen Bahn 1,2,5,7,9,11,13: CrP1-CrP7 (CrP1-CrP5 C. chinensis, CrP6 C.deltoidea, CrP7
C.teeta); Referenzsubstanzen Bahn 3,4,6,8,10,12: Berberin Level 3 (299,5ng), Copisin Level 3 (65 ng) , Level 1
Mischung (Berberin [120,5 ng], Coptisin [25,0 ng], Epiberberin [37,5 ng], Palmatin [11,5 ng], Level 6 (Mischung:
Berberin [600,5 ng], Coptisin[125,0 ng], Epiberberin [140,5 ng], Palmatin [95 ng]), Epiberberin Level 3 (75 ng),
Palmatin Level 3 (55 ng); Auftragevolumen jeweils 5ul; FlieBmittel Toluol/ Ethylacetat/ Isopropanol/ Metahanol/
Wasser (60/30/15/15/3) und 32%-iger Ammoniaklésung in der Koniditionierungskammer; Detektion bei 366 nm
ohne Derivatisierung

Berberin Coptisin  Epiberberin  Palmatin | Berberin  Coptisin  Epiberberin  Palmatin
Signal [mAU] Substanzmenge [ng]
1 (Extrakt) 15238 39408 19147 3566 - - - -
2 (Extrakt) 14663 36798 17650 3439 - - - -
3 (Level 3) 12444 - - - 299,5 - - -
4 (Level 3) - 27900 - - - 65,0 - -
5 (Extrakt) 15074 40684 18670 3424 - - - -
6 (Level 1) 5406 9929 10303 639 120,5 25,0 37,5 11,5
7 (Extrakt) 16187 45190 19844 3752 - - - -
8 (Level 6) 21776 56175 36851 2815 600,5 125,0 140,5 24,0
9 (Extrakt) 17494 51125 26027 3465 - - - -
10 (Level 3) - - 20150 - - - 75,0 -
11 (Extrakt) 9607 22614 1859 1373 - - - -
12 (Level 3) - - - 2815 - - - 55,0
13 (Extrakt) 17132 23639 - 2173 - - - -
Tabelle 22: Hergestellte Konzentrationen fiir Coptis Alkaloide
Konzentrationen (Level 1-6)
1 2 3 4 5 6
Substanz Menge [ug/mi]
Berberin 241 42,8 59,9 81,8 100,0 120,1
Coptisin 5,0 9,0 13,0 17,0 21,0 25,0
Epiberberin 7,5 11,6 15,0 20,0 23,9 28,1
Palmatin 2,3 6,7 11,0 15,3 19,7 24,0

3.2.5.1.3.2 Varianzhomogenitat

Zur Uberpriifung der Giiltigkeit des in Kapitel 3.2.5.1.3 beschrieben Kalibriersystems wurde

die Streuung der Analysenwerte bei der niedrigsten Konzentration und der hdéchsten

Konzentration des Messbereichs Uberprift. Hierflir wurden auf einer HPTLC-Platte jeweils 6

Lésungen mit niedrigster Konzentration und 6 Losungen mit héchster Konzentration der

Kalibrierldsungen aufgetragen. Die Berechnung der Varianzen erfolgt mit der Formel 1

(Seite166).
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Tabelle 23: Varianzhomogenitat Berberin und Coptisin

Berberin Coptisin
. Level 1 Level 6 . Level 1 Level 6
L6sung Peakfléche yimn | Peakflache yi max L6sung Peakfléche yimn | Peakfldche yimax |

1 5159,0 21066,8 1 9655,4 54435,3

2 5330,3 21750,4 2 10058,4 57480,6

3 5451,5 21905,6 3 10501,8 57743,5

4 5302,9 21156,5 4 10287,9 56231,4

5 6515,9 21389,4 5 13170,8 57596,8

6 3943,6 20605,5 6 7321,4 53738,9

Mittelwert [ y ] 5284 21312 Mittelwert [ y ] 10166 56204

Varianz [s°] 10144 25070 Varianz [s°] 2920092 2524238
PG 3,46 1,16
Wert F-Tabelle 10,97 10,97

F (P=99 %, f1, f2)

Tabelle 24: Varianzhomogenitét Epiberberin und Palmatin

Epiberberin Palmatin
. Level 1 Level 6 . Level 1 Level 6
Ldsung Peakflache yimin_| Peakflache yimax Ldsung Peakflache yimin Peakflache yimax_|

1 10181,9 35736,9 1 586,9 5369.,4

2 10613,4 37270,5 2 611,4 5460,9

3 10910,4 376879 3 675,1 5493,3

4 10690,1 36237,0 4 613,3 5152,4

5 13548,0 37235,6 5 805,5 5381,1

6 7801,7 35561,9 6 470,5 5017,2

Mittelwert [ y ] 10624 36622 Mittelwert [ y ] 627 5312

Varianz [s°] 2799519 664773 Varianzen [s°] 10144 29248
PG 4,21 2,88
Wert F-Tabelle 10,97 10,97

F (P=99 %, 1, )

Die aus den Untersuchungen (Tabellen 23 und 24) gewonnenen PrifgroBen (PG) sind
kleiner als der tabellierte Wert in der F-Wert Tabelle (P=99%, fi, f,). Es wurde somit von
einem gultigen Kalibriersystem im Messbereich ausgegangen.

3.2.5.1.4 Wiederholprazision

Auf Grundlage der Ergebnisse der Kalibrierungsuntersuchungen (3.2.5.1.3) wurden drei
Untersuchungslésungen von jeder Drogenprobe hergestellt. Auf drei 200x100 mm Platten
wurden jeweils eine Untersuchungslésung (7 Proben) und die verschiedenen
Konzentrationen der Kalibrierstandards aufgetragen. Zur Berechnung der Wiederholprazision
(Tab. 25) wurde flr jede Platte und Kalibriersubstanz eine Kalibrierfunktion nach der Formel
4 (Seite 168) bis Formel 12 (Seite 170) bestimmt (Tab. 26).
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Tabelle 25: Ergebniszusammenfassung Wiederholprazision 1-3 (Coptis)

WP1 Flache
Coptis_080710_01_01 CrP1 CrP2 CrP3 CrP4 CrP5 CrP6 CrP7
Berberin 14500 14208 14604 15848 16663 9021 17978
Coptisin 42530 42074 45014 47702 51023 22955 28436
Epiberberin 20455 19816 20491 21309 26179 1892 n.v.
Palmatin 3519 3331 3433 3702 3249 1039 1785
Gehalt [%]
Berberin 7,94 7,98 8,07 9,11 9,62 4,56 10,12
Coptisin 1,93 1,96 2,05 2,23 2,38 1,08 1,31
Epiberberin 1,58 1,57 1,60 1,71 2,12 0,07 0
Palmatin 1,54 1,49 1,51 1,68 1,47 0,41 0,75
WP2 Flache
Coptis_080710_01_02 CrP1 CrP2 CrP3 CrP4 CrP5 CrP6 CrP7
15360 14751 16119 16677 17795 9499 18710
Coptisin 43526 41969 46068 48231 52614 23316 28692
Epiberberin 21388 20151 21568 21535 27346 1908 n.v.
Palmatin 3545 3413 3682 3854 3453 1242 1765
Gehalt [%]
Berberin 7,81 7,78 8,33 8,82 9,68 4,52 9,98
Coptisin 1,91 1,92 2,04 2,17 2,40 1,09 1,31
Epiberberin 1,54 1,50 1,57 1,59 2,11 0,00 n.v.
Palmatin 1,43 1,43 1,50 1,60 1,45 0,45 0,68
WP3 Flache
Coptis_080710_01_03 CrP1 CrP2 CrP3 CrP4 CrP5 CrP6 CrP7
Berberin 14460 15201 15357 16902 18323 10895 16986
Coptisin 40288 41835 43315 48752 54024 24894 24367
Epiberberin 18757 19675 19709 20830 27530 2524 n.v.
Palmatin 3184 3435 3325 3738 3456 1884 3049
Gehalt [%]
Berberin 7,61 7,78 8,16 8,78 9,73 5,30 8,81
Coptisin 1,86 1,87 2,00 2,16 2,41 1,16 1,12
Epiberberin 1,48 1,50 1,56 1,59 2,15 0,15 n.v.
Palmatin 1,37 1,43 1,43 1,57 1,46 0,75 1,26
Tabelle 26: Kalibrierfunktionen der Wiederholpréazision (Coptis Alkaloide)
Kalibrierfunktion
Substanz WP1 WP2 WP3
Berberin y = 161,4x+1765,6 y = 167,3x+2040,5 y =171,2x+1882,2
Coptisin y = 2293,5x-1358,6 y =2310,7x-1433,4 y = 2356,7x-2140,8
Epiberberin y = 1235,2x+1036,3 y =1239,4+1937,9 y = 1270,5x+618,5
Palmatin y =219,4+163,5 y = 228,5+222,0 y = 224,6x+218,6
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Tabelle 27: Zusammenfassung der Wiederholprazisionsergebnisse (Coptis)

CrP1-7=Coptidis rhizoma Probe 1-7, WP1-3=Gehalt in Prozent der Messung 1-3 der Laborprazision, MW
Mittelwert des Gehaltes, STABWN = Standardabweichung berechnet nach der Excelfunktion STABWN, Vi
Variationskoeffizent nach Formel 3 (Seite 168)

CrP1 CrP2 CrP3 CrP4 CrP5 CrP6 CrP7
Berberin WP1[%] 7,94 7,98 8,07 9,11 9,62 4,56 10,12
WP2[%] 7,81 7,78 8,33 8,82 9,68 4,52 9,98

WP3[%] 7,61 7,78 8,16 8,78 9,73 5,30 8,81

MW [%] 7,79 7,85 8,19 8,90 9,68 4,79 9,64

STABWNI[%] 0,14 0,09 0,11 0,15 0,04 0,36 0,59

Vi[%] 1,74 1,20 1,32 1,65 0,46 7,48 6,09

Coptisin WP1[%] 1,93 1,96 2,05 2,23 2,38 1,08 1,31
WP2[%] 1,91 1,92 2,04 2,17 2,40 1,09 1,31

WP3[%] 1,86 1,87 2,00 2,16 2,41 1,16 1,12

MW [%] 1,90 1,92 2,03 2,19 2,40 1,11 1,25

STABWNI[%] 0,03 0,04 0,02 0,03 0,01 0,04 0,09

Vi[%] 1,55 1,92 1,06 1,41 0,52 3,21 7,18

Epiberberin WP1[%] 1,58 1,57 1,60 1,71 2,12 0,07 n.v.
WP2[%] 1,54 1,50 1,57 1,59 2,11 0,00 n.v.

WP3[%] 1,48 1,50 1,56 1,59 2,15 0,15 n.v.

MW [%] 1,53 1,52 1,58 1,63 2,13 0,07 n.v.

STABWNI[%] 0,04 0,03 0,02 0,06 0,02 0,06 n.v.

Vi[%] 2,68 2,17 1,08 3,47 0,80 83,57 n.v.

Palmatin WP1[%] 1,54 1,49 1,51 1,68 1,47 0,41 0,75
WP2[%] 1,43 1,43 1,50 1,60 1,45 0,45 0,68

WP3[%] 1,37 1,43 1,43 1,57 1,46 0,75 1,26

MW [%] 1,45 1,45 1,48 1,62 1,46 0,54 0,90

STABWNI[%] 0,07 0,03 0,04 0,05 0,01 0,15 0,26

Vi[%] 4,87 1,95 2,40 2,87 0,56 28,27 28,83

Die Auswertung der Wiederholprazision (Tab. 27) zeigte fir die Proben 6 und 7 Ergebnisse
Uber den geforderten 10,0 % des Variationskoeffizienten. Urséchlich daflir kbnnte der Zer-
kleinerungsgrad der erhaltenen Drogen sein. Eine weitere Zerkleinerung war nicht méglich,
da nur geringe Mengen an Untersuchungsmaterial vorlagen. Die Untersuchungen im
Rahmen der Validierung wurden durchgeflihrt, da die Spezies Coptis deltoidea und Coptis
teeta von kommerziellen Anbietern aus Deutschland und der Schweiz nicht erhaltlich waren
und die Gehalte an Epiberberin in den Spezies C. chinensis, C. deltoidea und C. teeta stark
unterschiedlich waren. In die Bewertung der Laborprazision wurden nur die Ergebnisse der
Untersuchung der Proben CrP1-4 (von kommerziellen Anbietern) einbezogen. Die
Untersuchung der Laborpréazision fihrte dann zu Ergebnissen unter 10,0 %, die akzeptiert
wurden. Insgesamt ist dies jedoch problematisch, da die Methode nur dann eine gultige
Wiederholprazision aufweist, wenn C. delfoidea und C. teeta nicht mit einbezogen wirden.

49



Resultate

3.2.5.1.5 Laborprazision

Auf Grundlage der Ergebnisse der Kalibrierungsuntersuchungen (3.2.5.1.3) wurde eine

Untersuchungslésung von jeder Drogenprobe hergestellt. Auf eine 200x100 mm Platten

wurden

jeweils eine Untersuchungslésung

(7 Proben)

und die Kalibrierstandards

aufgetragen. Dies wurde am darauffolgenden Tag wiederholt. In die Untersuchung (Tab. 28)

wurde die erste Platte der Wiederholprazision mit einbezogen, so dass sich eine Gesamtzahl

von n = 3 ergab. Fir die Berechnung der Laborprazision wurde fir jede Platte und

Kalibriersubstanz eine Kalibrierfunktion nach der Formel 4 (Seite 168) bis Formel 12 (Seite
170) berechnet (Tab. 29).

Tabelle 28: Ergebniszusammenfassung Laborprazision (Coptis)

LP2 Flache [mAU

Coptis_080716_01_02 CrP1 CrP2 CrP3 CrP4 CrP5 CrP6 CrP7
Berberin 14114,01 | 1407551 | 15160,74 | 16426,48 | 17661,47 | 957221 | 19263,59
Coptisin 38102,13 | 38320,10 | 42421,65 | 46226,76 | 50820,26 | 22830,95 | 53353,91
Epiberberin 17695,53 | 17628,81 | 18952,40 | 19487,41 | 25477,15 | 1838,40 n.v.o
Palmatin 3011,50 | 3169,75 | 3372,59 | 3722,81 | 321499 | 1138,16 | 2324,33

Gehalt [%]
Berberin 7,22 7,42 8,04 8,71 9,44 4,81 10,14
Coptisin 1,78 1,85 2,03 2,19 2,41 1,14 2,47
Epiberberin 1,47 1,51 1,63 1,66 2,19 0,12 0
Palmatin 1,23 1,34 1,42 1,57 1,35 0,45 0,94
LP3 Flache [mAU]

Coptis_080716_01_03 CrP1 CrP2 CrP3 CrP4 CrP5 CrP6 CrP7
Berberin 15238,34 | 14663,04 | 15074,66 | 16187,61 | 1749424 | 9607,4 | 17132,52
Coptisin 39408,38 | 36798,07 | 40684 | 45190,79 | 5112547 | 22614,86 | 23639,2
Epiberberin 19147,84 | 17650,83 | 18670,77 | 19844,24 | 26027,87 | 1859,17 n.v.
Palmatin 3566,2 3439,96 | 3424,2 | 375258 | 3465,31 1373,66 | 2173,02

Gehalt [%]
Berberin 7,94 7,55 7,92 8,51 9,31 4,74 8,80
Coptisin 1,92 1,79 1,99 2,18 2,45 1,18 1,18
Epiberberin 1,62 1,49 1,60 1,68 2,19 0,23 0
Palmatin 1,42 1,35 1,37 1,50 1,38 0,52 0,82
Tabelle 29: Kalibrierfunktionen der Laborprézision (Coptis Alkaloide)
Kalibrierfunktion
Substanz WP1/LP1 LP2 LP3

Berberin y = 161,42x+1765,61 y = 176,46x+1217,76 y = 175,97x+1453,74
Coptisin y = 2293,54x-1358,61 y = 2227,82x-2103,1 y = 2288,14x-3803
Epiberberin y = 1235,22x+1036,31 y = 1153,32+512,03 y = 1258,26x-960,92
Palmatin y = 219,37+163,5 y = 233,26x+108,15 y = 246,24x+128,14
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Tabelle 30: Prazisionsergebnisse (Coptis)

CrP1-7=Coptidis rhizoma Probe 1-7, WP1=Gehalt der Wiederholprazisionsmessung 1 in Prozent, LP1,2 und
3=Gehalt der Laborprazisionsmessung 1-3 in Prozent, MW% = Mittelwert des Gehaltes, STABWN =
Standardabweichung berechnet nach der Excelfunktion STABWN, Vi = Variationskoeffizent nach Formel 3 (Seite
168)

CrP1 CrP2 CrP3 CrP4 CrP5 CrP6 CrP7
Berberin WP1/LP1[%)] 7,94 7,98 8,07 9,11 9,62 4,56 10,12
LP2[%] 7,22 7,42 8,04 8,71 9,44 4,81 10,14

LP3[%] 7,94 7,55 7,92 8,51 9,31 4,74 8,80

MW [%] 7,70 7,65 8,01 8,78 9,46 4,70 9,69

STABWNI[%] 0,34 0,24 0,06 0,25 0,13 0,11 0,63

Vi[%] 4,41 3,13 0,81 2,84 1,34 2,24 6,47

Coptisin WP1/LP1[%)] 1,93 1,96 2,05 2,23 2,38 1,08 1,31
LP2[%)] 1,78 1,85 2,03 2,19 2,41 1,14 2,47

LP3[%)] 1,92 1,79 1,99 2,18 2,45 1,18 1,18

MW [%] 1,88 1,87 2,02 2,20 2,41 1,13 1,65

STABWNI[%] 0,07 0,07 0,02 0,02 0,03 0,04 0,58
Vi[%] 3,65 3,77 1,23 0,98 1,19 3,63 35,07

Epiberberin WP1/LP1[%] 1,58 1,57 1,60 1,71 2,12 0,07 n.v.
LP2[%] 1,47 1,51 1,63 1,66 2,19 0,12 n.v.

LP3[%] 1,62 1,49 1,60 1,68 2,19 0,23 n.v.

MW [%] 1,56 1,52 1,61 1,68 2,17 0,14 n.v.

STABWNI[%] 0,06 0,03 0,01 0,02 0,03 0,07 n.v.

Vi[%] 4,07 2,23 0,88 1,22 1,52 47,74 n.Vv.

Palmatin WP1/LP1[%)] 1,54 1,49 1,51 1,68 1,47 0,41 0,75
LP2[%)] 1,23 1,34 1,42 1,57 1,35 0,45 0,94

LP3[%)] 1,42 1,35 1,37 1,50 1,38 0,52 0,82

MW [%] 1,40 1,39 1,43 1,58 1,40 0,46 0,84

STABWNI[%] 0,13 0,07 0,06 0,07 0,05 0,05 0,08

Vi[%] 9,14 4,91 4,04 4,68 3,64 9,88 9,38

Die Ergebnisse (Tab. 30) zeigten vergleichbare Schwankungen wie bei den Untersuchungen
zur Wiederholprazision (3.2.5.1.4) und wurden unter den gleichen Bedingungen akzeptiert.
Die Untersuchung der Laborpréazision fuhrte zu Variationskoeffizienten unter 10,0 %, so dass
die Laborprazision akzeptiert werden konnte.

3.2.5.1.6 Lineare Regression

Far die Berechnung der linearen Regression (Tab. 31) wurde fir jede Platte und
Kalibriersubstanz eine Kalibrierfunktion nach der Formel 4 (Seite 168) bis Formel 12 (Seite
170) berechnet. Die Berechnungsgrundlage fir die lineare Regression der einzelnen
Substanzen ist der Mittelwert der Kalibrierungen aller Prézisionsmessungen.

Tabelle 31: Kalibrierfunktionen (lineare Regression) far die Coptis Alkaloide

Substganz Kalibrierfunktion
Berberin y =170,5x+1672,0
Coptisin y = 2295x-2127,2

Epiberberin y = 123,3x+494,5
Palmatin y = 230,4x+163,6

51



Resultate

3.2.5.1.6.1 Korrelationkoeffizent (r)

Die Berechnung der Korrelationkoeffizienten (Tab. 32) erfolgt mit der Formel 30 (Seite 173).

Tabelle 32: Korrelationskoeffizient Coptis Alkaloide

Korrelationkoeffizienten fir die Kalibrierfunktion
Berberin 0,996
Coptisin 0,999
Epiberberin 0,993
Palmatin 0,998

3.2.5.1.6.2 Reststandardabweichung (s,)

Die Berechnung der Reststandardabweichung (Tab. 33) erfolgte mit der Formel 13 (Seite
170).

Tabelle 33: Reststandardabweichung Coptis Alkaloide

Reststandardabweichung (sy)
Berberin 475,47
Coptisin 556,19
Epiberberin 79,46
Palmatin 881,87

3.2.5.1.6.3 Verfahrensstandardabweichung (sy)

Die Berechnung der Verfahrensstandardabweichung (Tab. 34) erfolgte mit der Formel 14
(Seite170).

Tabelle 34: Verfahrensstandardabweichung Coptis Alkaloide

Verfahrensstandardabweichung (syo)
Berberin 2,79%
Coptisin 0,24%
Epiberberin 0,34%
Palmatin 0,72%

3.2.5.1.6.4 relative Verfahrensstandardabweichung (Vo)

Die Berechnung der rel. Verfahrensstandardabweichung erfolgt mit Formel 15 (Seite 166).

Tabelle 35: rel. Verfahrensstandardabweichung Coptis Alkaloide

Rel. Verfahrensstandardabweichung (Vxo)
Berberin 3,90%
Coptisin 1,62%
Epiberberin 2,62%
Palmatin 4,06%
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3.2.5.1.7 Quadratische Regression

Die Berechnung der quadratischen Regression (Tab. 36) erfolgte mit der Formel 16 (Seite
171) bis Formel 24 (Seite 172). Die Berechnungsgrundlage fir die quadratische Regression

der einzelnen Substanzen war der Mittelwert der Kalibrierungen aller Prazisionsmessungen.

Tabelle 36: Quadratische Regression Coptis Alkaloide

Quadratische Regression
Berberin y = -0,32x°+217,1x+331,3
Coptisin y = 2,62x°+2216,7-1676,8
Epiberberin y = 2,47x2+1 143,5+1215,0
Palmatin y = -0,83x°+252,2x+71,3

3.2.5.1.7.1 Reststandardabweichung (s,)

Die Berechnung der Reststandardabweichung (Tab. 37) erfolgte mit der Formel 25 (Seite
172).

Tabelle 37: Reststandardabweichung quadratische Regression Coptis Alkaloide

Reststandardabweichung (sy)
Berberin 227.,4
Coptisin 624,6
Epiberberin 73,5
Palmatin 1008,0

3.2.5.1.7.2 Verfahrensstandardabweichung (sy)

Die Berechnung der Verfahrensstandardabweichung (Tab. 38) erfolgte mit der Formel 26
(Seite 172).

Tabelle 38: Verfahrensstandardabweichung quadratische Regression Coptis Alkaloide

Reststandardabweichung (syo)
Berberin 1,33%
Coptisin 0,27%
Epiberberin 0,32%
Palmatin 0,82%
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3.2.5.1.7.3 relative Verfahrensstandardabweichung (Vo)

Die Berechnung der rel. Verfahrensstandardabweichung (Tab. 39) erfolgte mit der Formel 28
(Seite 172).

Tabelle 39: rel. Verfahrensstandardabweichung quadratische Regression Coptis Alkaloide

Rel. Verfahrensstandardabweichung (Vxo)
Berberin 1,86%
Coptisin 1,82%
Epiberberin 4,64%
Palmatin 2,42%

3.2.5.1.7.4 Uberpriifung der Varianzen von quadratischer und linearer Regression

Fur die Uberpriifung wurden die Reststandardabweichungen der linearen und quadratischen
Regression miteinander verglichen. Die PrufgréBe wurde mit Formel 29 (Seite 173)
berechnet. Die berechnete PrifgréBe (PG, Tab. 40) wurde mit dem Wert aus der F-Tabelle
mit F (P=99%, 1, f2) verglichen.

Tabelle 40: PrifgroBen Coptis Alkaloide

PriifgréBe
Berberin 0,2
Coptisin 1,3
Epiberberin 0,9
Palmatin 1,3
F (P=99%, f1, f2) 98,50

Die PriifgroBe ist kleiner als der tabellierte Wert in der F-Tabelle: die Uberpriifung konnte
akzeptiert werden. Es kann fir die Berechnung der Gehalte mit 99%-iger Sicherheit von

einem linearen Zusammenhang ausgegangen werden.

3.2.5.1.7.5 Prognoseintervall und Probeauswertung

Fir die Berechnung der Gehalte wurden die gemittelten Kalibrierfunktionen (3.2.5.1.6) der
Prazisionsmessungen verwendet (Tab. 41). Die Berechnungsgrundlage fir die Berechnung
der Gehalte der einzelnen Substanzen war der Mittelwert der Kalibrierungen aller

Prazisionsmessungen.
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Tabelle 41: Probenauswertung (Coptis)

CrP1-7=Coptidis rhizoma Probe 1-7, WP1-3=Gehalt der Wiederholprazisionsmessung 1-3 in Prozent, LP2 und
3=Gehalt der Laborprazisionsmessung 2 und 3 in Prozent, MW-=Mitelwert des Gehaltes,
STABWN-=Standardabweichung berechnet nach der Excelfunktion STABWN, V.=Variationskoeffizent nach
Formel 3, n.v.=nicht vorhanden

CrP1 CrP2 CrP3 CrP4 CrP5 CrP6 CrP7
Berberin WP1/LP1[%] 7,94 7,98 8,07 9,11 9,62 4,56 10,12
WP2[%] 7,81 7,78 8,33 8,82 9,68 4,52 9,98
WP3[%] 7,61 7,78 8,16 8,78 9,73 5,3 8,81
LP2[%] 7,22 7,42 8,04 8,71 9,44 4,81 10,14
LP3[%] 7,94 7,55 7,92 8,51 9,31 4,74 8,8
MW [%] 7,7 7,7 8,1 8,79 9,56 4,79 9,57
STABWNI[%] 0,27 0,2 0,14 0,19 0,16 0,28 0,63
Vi[%] 3,51 2,54 1,69 2,21 1,65 5,83 6,55
Coptisin WP1/LP1[%] 1,93 1,96 2,05 2,23 2,38 1,08 1,31
WP2[%] 1,91 1,92 2,04 2,17 24 1,09 1,31
WP3[%] 1,86 1,87 2 2,16 2,41 1,16 1,12
LP2[%] 1,78 1,85 2,03 2,19 2,41 1,14 2,47
LP3[%] 1,92 1,79 1,99 2,18 2,45 1,18 1,18
MW [%] 1,88 1,88 2,02 2,19 2,41 1,13 1,48
STABWNI[%] 0,06 0,06 0,02 0,02 0,02 0,04 0,5
Vi[%] 2,95 3,11 1,14 1,11 0,95 3,45 33,93
Epiberberin WP1/LP1[%] 1,58 1,57 1,6 1,71 2,12 0,07 n.v.
WP2[%] 1,54 1,50 1,57 1,59 2,11 0,00 n.v.
WP3[%] 1,48 1,50 1,56 1,59 2,15 0,15 n.v.
LP2[%] 1,47 1,51 1,63 1,66 2,19 0,12 n.v.
LP3[%] 1,62 1,49 1,6 1,68 2,19 0,23 n.v.
MW [%] 1,54 1,51 1,59 1,65 2,15 0,11 n.v.
STABWNI[%] 0,06 0,03 0,02 0,05 0,03 0,08 n.v.
Vi[%] 3,73 1,9 1,56 2,94 1,57 67,63 n.v.
Palmatin WP1/LP1[%] 1,54 1,49 1,51 1,68 1,47 0,41 0,75
WP2[%] 1,43 1,43 1,5 1,6 1,45 0,45 0,68
WP3[%] 1,37 1,43 1,43 1,57 1,46 0,75 1,26
LP2[%] 1,23 1,34 1,42 1,57 1,35 0,45 0,94
LP3[%] 1,42 1,35 1,37 1,5 1,38 0,52 0,82
MW [%] 1,4 1,41 1,45 1,58 1,42 0,52 0,89
STABWNI[%] 0,1 0,06 0,05 0,06 0,05 0,12 0,2
Vi[%] 7,2 3,98 3,62 3,67 3,37 23,69 22,92

Berechnungsgrundlage fir die Berechnung des Prognoseintervalls (Tab. 42) waren alle
Kalibrierungen und Probenmessungen Uber alle Platten der Pr&zisionsmessungen. Die
Berechnung des Prognoseintervalls erfolgt mit Formel 32 (Seite 174).

Tabelle 42: Prognoseintervall Coptis

Gehalt [%] CrP1 CrP2 CrP3 CrP4 CrP5 CrP6 CrP7
Berberin 7,70+0,41 7,70+0,41 8,10+0,41 8,79+043 | 9,56+045 | 4,79+0,45 | 9,57+0,45
Coptisin 1,88+0,04 1,88+0,04 2,02+0,05 | 2,19+0,05 | 2,41+0,05 | 1,13+0,04 | 1,48+0,04
Epiberberin 1,55+0,12 1,53+0,12 1,60+0,12 1,66+0,12 | 2,16+0,13 | 0,12+0,22 n.V.
Palmatin 1,39+0,06 1,42+0,06 1,47+0,06 1,60+0,06 1,44+0,06 | 0,53+0,07 | 0,89+0,06
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3.2.5.1.8 Robustheit

Far die Untersuchung der Robustheit wurde die Laufstrecke variiert. Ausgehend von einer
Laufstrecke von 60 mm fir die Prazisionsuntersuchungen wurde die Laufstrecke um 5 mm
erhéht beziehungsweise um 5 mm verklrzt. FUr die Bewertung der Robustheit wurde der
Variationskoeffizient aus den Messungen der Laborprazision 1 und den Messungen der
Robustheit aus den Gehalten der Substanzen Berberin, Coptisin, Epiberberin und Palmatin
berechnet. Das Akzeptanzkriterium wurde mit einem Variationskoeffizient von < 15%

festgelegt.

Tabelle 43: Robutsheitspriifung

CrP1-7=Coptidis rhizoma Probe 1-7, RP1,2=Gehalt der Robustheitsmessung 1,2 in Prozent, LP1=Gehalt der
Laborprazisionsmessung 1 in Prozent, MW=Mittelwert des Gehaltes, STABWN=Standardabweichung berechnet
nach der Excelfunktion STABWN, V=Variationskoeffizent nach Formel 1, n.v.=nicht vorhanden

CrP1 CrP2 CrP3 CrP4 CrP5 CrP6 CrP7
Berberin LP1[%] 7,94 7,98 8,07 9,11 9,62 4,56 10,12
RP1[%] 8,07 8,11 8,41 9,34 10,69 5,29 10,57
RP2[%] 8,44 8,01 8,07 9,19 9,56 4,58 8,72
MW [%] 8,15 8,03 8,18 9,21 9,96 4,81 9,80
STABWNI%] 0,18 0,05 0,14 0,08 0,45 0,29 0,68
Vi[%] 2,25 0,60 1,70 0,90 4,52 6,11 6,96
Coptisin LP1[%] 1,93 1,96 2,05 2,23 2,38 1,08 1,31
RP1[%] 1,63 1,81 1,95 2,14 2,37 1,01 1,24
RP2[%] 2,11 1,99 2,11 2,37 2,52 1,12 1,51
MW [%] 1,89 1,92 2,04 2,25 2,42 1,07 1,35
STABWNI%] 0,17 0,07 0,06 0,08 0,06 0,04 0,10
Vi[%] 9,07 3,55 2,81 3,65 2,45 3,68 7,32
Epiberberin LP1[%] 1,58 1,57 1,6 1,71 2,12 0,07 n.v.
RP1[%] 1,34 1,48 1,48 1,55 2,12 0 n.v.
RP2[%] 1,61 1,74 1,76 1,9 2,37 0,05 n.v.
MW [%] 1,51 1,60 1,61 1,72 2,20 0,04 n.v.
STABWNI%] 0,10 0,09 0,10 0,12 0,10 0,03 n.v.
Vi[%] 6,93 5,85 6,16 7,20 4,63 63,74 n.v.
Palmatin LP1[%] 1,54 1,49 1,51 1,68 1,47 0,41 0,75
RP1[%] 1,79 1,73 1,59 1,81 2,05 0,99 1,44
RP2[%] 1,61 1,45 1,44 1,67 1,43 0,43 0,6
MW [%] 1,65 1,56 1,51 1,72 1,65 0,61 0,93
STABWNI%] 0,09 0,11 0,05 0,06 0,25 0,23 0,32
Vi[%] 5,54 6,88 3,51 3,21 14,87 38,17 34,06

Die Auswertung der Robustheit zeigte wie schon bei den Untersuchungen zur Prazision bei
den Proben 5, 6 und 7 héhere Werte fir den Variationskoeffizienten. Die Untersuchung
wurde unter den gleichen Bedingungen akzeptiert. Die Untersuchung der Robustheit flhrte
zu Ergebnissen unter 15,0 % und der Test kann akzeptiert werden.

3.2.5.1.9 Wiederfindungsrate
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Zu ca. 10 mg einer genau eingewogenen Menge pulverisierte Droge von Coptidis rhizoma
wurde eine bekannte Menge (0,0176 mg) von Coptisin (in Lésung) zugegeben und diese
Mischung mit 10 ml einer 100:1 Mischung Methanol:Salzsaure extrahiert. Zuséatzlich wurde
eine Drogenprobe ohne Zusatz von Coptisin extrahiert. Auf eine Platte wurde dreimal der
Extrakt unter Zusatz von Coptisin und dreimal ohne Zusatz von Coptisin aufgetragen.
Zusatzlich wurde jeweils zweimal Level 5 und Level 6 der Kalibrierlésung von Coptisin mit
aufgetragen, um die Gehalte zu berechnen. Fir die Berechnung wurde eine Kalibriergerade
(Tab. 44) aufgestellt. Die Wiederfindung berechnet sich nach Formel 34 (Seite 175).

Tabelle 44: Ergebnis der Wiederfindungsuntersuchung
Platten ID: 080722 01 02

Flache [mAU] Flache [mAU] Flache [mAU] Flache [mAU]
Probe Aufstockung Level 5 Level 6
1. Messung 30047 34830,61 32793 42028
2. Messung 31821 35410,35 33847 39397
3. Messung 32169 35479,89 - -
MW 31346 35240 33320 40713
Gehalt 1,947 % 214 %
Gehalt berechnet 1291;?,/:01 76%
Wiederfindung 100,67%

Die Wiederfindungsrate von Coptisin zu einer Pflanzenprobe von Coptis chinensis liegt bei
100,67 % (Tab. 44).

3.2.5.1.9.1 Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenzen der vier Alkaloide (Tab. 45) wurden nach Formel 15 (Seite 170)
berechnet.

Tabelle 45 Nachweisgrenzen Coptis Alkaloide

Nachweisgrenze [ug/ml]
Berberin 7,97
Coptisin 0,80
Epiberberin 1,14
Palmatin 2,36
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3.2.5.1.10Quantifizierungsgrenze

Die Quantifizierungsgrenzen der vier Alkaloide (Tab. 46) wurden nach Formel 16 (Seite 171)
berechnet.

Tabelle 46: Quantifizierungﬂrenzen Coptis Alkaloide

Quantifizierungsgrenze [ug]
Berberin 24,15
Coptisin 2,42
Epiberberin 3,45
Palmatin 7,15

3.2.5.2 Gehaltsbestimmung mittels HPLC

Die Methode der Wahl bei nicht fliichtigen Inhaltsstoffen stellt im Laboralltag die HPLC dar,
weshalb fur die Untersuchungen im Rahmen der Erstellung des Monographievorschlags ver-
schiedene Methoden Uberprift wurden. Die Verwendung eines lonenpaarbildners nach
[Wagner (2004)] hat sich in den vorliegenden Untersuchungen als nachteilig fir die
Reproduzierbarkeit der Methode herausgestellt (Ergebnisse nicht dargestellt), so dass
Methoden mit lonenpaarreagenzien in der Folge nicht weiter untersucht wurden. Auch
andere publizierte Methoden flhrten nicht zum gewilnschten Erfolg [Chuang (1996)],
[Lingling Ren (2007)] (Ergebnisse nicht dargestellt), so dass eine neue Methode entwickelt
wurde. Fir die Validierung der Methode erwies sich ein endcapptes RP 18 Saulenmaterial
als vorteilhaft. Hier waren die Retentionszeiten im Vergleich zu &lteren, nicht endcappten
Materialien zwar deutlich héher, die Reproduzierbakeit der Methode war aber deutlich
besser.

Es wurden in einem 100 ml Messkolben 100,0 mg pulverisierte Droge mit einer Mischung
von Methanol R und Salzsaure R (100:1) versetzt und in einem Ultraschallbad 15 Minuten
extrahiert. Ein aliquoter Teil wurde durch einen 0,45-um-Spritzenfilter filtriert, das Filtrat
diente als Untersuchungslésung. 10 pl der Untersuchungslésung wurden in eine HPLC-
Anlage mit DAD eingespritzt, als Trennsaule wird RP-Material [Purosphare STAR RP-18e (5
um), Hibar® RT 250-4] mit Vorsaule [Purosphdre STAR RP-18e (5 um), Hibar® RT 4-4]
verwendet. Die Saulentemperatur lag bei 25°C, als FlieBmittel diente A: Wasser mit 0,5%
ortho-Phosphorséaure 85%; B: Acetonitrii mit 0,5% ortho-Phosphorsaure (85%); in der
Zusammensetzung:B 0 - 10 Minuten: 20%; 10 - 20 Minuten: 20% - 21%; 20 - 35 Minuten:
21% - 35%; 35 - 36 Minuten: 35%; 36 - 37 Minuten: 35% -20%; 37 - 47 Minuten: 20%; mit

einer FluBrate von 0,7 ml/min und einer Detektionswellenldnge von 344 nm.
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3.2.5.2.1 Stabilitat der Analyten in L6sung

Die Lésung einer authentischen Drogenprobe wurde wie in Kapitel 3.2.5.2 beschrieben

chromatographiert. Die Probe wurde wiederholt in das System eingespritzt und die

Chromatogramme der einzelnen Laufe ausgewertet (Tab. 47), der Variationskoeffizient der

Peakflachen von Berberin, Coptisin, Epiberberin und Palmatin durften nicht mehr als 6%

betragen. Die Probe ist mindestens 3 Stunden in Ldsung stabil, wenn die Variations-

koeffizienten der Peakflachen von Berberin, Coptisin, Epiberberin und Palmatin des Extrakts

nicht gréBer als 6% sind.

Tabelle 47: Stabilitat der Analyten in L6sung (Extrakt)

MW = Mittelwert der Messung 1 — Messung 30, STABWN = Excelfunktion fir die Standardabweichung, Vi =
Variationskoeffizient (Standardabweichung bezogen auf den Mittelwert), Analysenzeit je Messung 47 Minuten

Messung Berberin [mAU] Coptisin [mAU] Epiberberin [mAU] Palmatin [mAU]
1 14854372 4550853 2293612 3858088
2 14988491 4603139 2322875 3896676
3 14953867 4596734 2330895 3897795
4 15010225 4588805 2344392 3901853
5 14979840 4586684 2340530 3897446
6 14928228 4580606 2345179 3893068
7 14883636 4570125 2343916 3881669
8 14971972 4590858 2360175 3896769
9 14924205 4579933 2359369 3898497
10 15154950 4651030 2393278 3954558
11 14937085 4563203 2358829 3882830
12 14967567 4588476 2372486 3898498
13 14898502 4565634 2364556 3881570
14 14919562 4569737 2374221 3893694
15 14936235 4579047 2372914 3891593
16 14908341 4561440 2374338 3883344
17 14881347 4554278 2373233 3877789
18 14920387 4567610 2386901 3877287
19 14919744 4560945 2388333 3881494
20 14903683 4556942 2386372 3878856
21 14908548 4549539 2387911 3874251
22 14877699 4551498 2394219 3868542
23 14843717 4539464 2388526 3862444
24 15075744 4605763 2428982 3928363
25 15044352 4599301 2427241 3915158
26 14855137 4537605 2401035 3860504
27 14854638 4529826 2391717 3866385
28 14940103 4549924 2407733 3883761
29 14990751 4561254 2425806 3898667
30 14976347 4574272 2419463 3886538
MW 14940309 4572151 2375301 3888933
STABWN 67947 24457 31541 19612
Vi 0,45 0,53 1,33 0,50
[Messung 30}/
[Messung 11*100 % 100,8 100,5 105,5 100,7
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Die Analysenzeit je Messung betrug 47 Minuten. Der Variationskoeffizient (Vi) lag bei
wiederholter Messung der gleichen Probe Uber einen Zeitraum von 23,5 Stunden unter den
geforderten 6%. Der Test fUr die Stabilitdt der Analyten in Lésung konnte akzeptiert werden.

3.2.5.2.2 Spezifitat

Die Methode fur die Quantifizierung von Berberin, Coptisin, Epiberberin und Palmatin in
Coptidis rhizoma ist spezifisch, wenn die Peaks der Substanzen Berberin, Coptisin,
Epiberberin und Palmatin in den Chromatogrammen vorhanden sind. Fir die Spezies Coptis
teeta ist bekannt, dass sie kein Epiberberin enthélt. Die Substanzpeaks von Berberin,
Coptisin, Epiberberin und Palmatin waren in den untersuchten Proben (Musterbeispiel in
Abb. 51) vorhanden.
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Abb. 51: Spezifitit der Methode
Peakzuordnung: 24,3 min: Epiberberin, 26,9 min: Coptisin, 33,9 min: Palmatin, 35,3 min: Berberin

Der Test fUr die Spezifitdt konnte akzeptiert werden.

3.2.5.2.3 Kalibrierung

3.2.5.2.3.1 Messbereich (Range)

Zur Quantifizierung von Berberin, Coptisin, Epiberberin und Palmatin in den Proben von
Coptis chinensis, C. deltoidea und C. teeta unbekannten Gehalts musste zunachst der
Messbereich festgelegt werden.

Die vorliegenden Drogenproben wurden wie in Kapitel 3.2.5.2 beschrieben extrahiert und
chromatographiert (Tab. 48). Es wurden Verdinnungen der Referenzsubstanz hergestellt
und ebenso chromatographiert (Tab. 49 und Abb. 49). Dabei wurde angenommen, dass sich
das Detektorsignal und die aufgetragenen Proben-/ Referenzmengen proportional verhalten.
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Tabelle 48: Vorversuch Untersuchungslosungen (Coptis HPLC)
CrP1-7 = Coptidis rhizoma Probe 1-7, n.v. = nicht vorhanden

CrP1 CrP2 CrP3 CrP4 CrP5 CrP6 CrP7
Substanz Flache[mAU]
Berberin 14576488 14422779 14595743 16359965 16816155 7670663 17205650
Coptisin 4330474 4202756 4238278 4729431 4934326 2008922 2078641
Epiberberin 2238547 2246024 2233175 2327975 2819942 169631 n.v.
Palmatin 3728048 3782814 3686765 4201936 3289729 1054090 1449902
Tabelle 49: Vorversuch Kalibrierung (Coptis HPLC)
Konz. Berberin Konz. Coptisin Konz. Epiberberin Konz. Palmatin
Hg/ml] [mAU] [ug/ml] [MmAU] [ug/ml] [MmAU] [pg/ml] [MmAU]
910 186395397 204 39736121 213 30227776 209 46033070
91 18672192 20,4 3955721 21,3 2992885 20,9 4730776
9,1 1853205 2,04 348038 2,13 249826 2,09 463243
fgggggzﬁg ¥ =204521,0x +10354,5 22222222 | y = 194969,626x - 36347,333
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Abb. 52: Vorversuch der Kalibrierung fiir die HPLC von Coptis

Der Mittelwert der Detektorsignale der Substanzen Berberin, Coptisin, Epiberberin und

Palmatin in den unbekannten Proben wurde als ,Mitte® des Messbereichs festgelegt (Tab.
50). Der Messbereich wurde als: ,Mitte“ + 50 % festgelegt. Es wurden entsprechend 6

verschiedene (aquidistante) Konzentrationen der Kalibrierlésung hergestellt (Tab. 51).
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Tabelle 50: Festlegung des Messbereichs
Mitte = Mittelwert der Probelésungen aus den Vorversuchen, 50% = Mittelwert — 50% Mittelwert, 150% =
Mittelwert + 50% Mittelwert, Untere Grenze = angestrebter Signalwert der niedrigsten Kalibrierkonzentration in

mAU und Angabe der benétigten Konzentration

Mitte 50% 150% Untere Grenze Obere Grenze

Berberin mAU 14521063 7260532 21781595 6500000 24000000
~31,68 ug/mi =117,12 yg/ml

Coptisin mAU 3788975 1894488 5683463 1000000 6000000
=5,32 pg/mi =~30,96 pg/ml

Epiberberin mAU 1977611 988805 2966416 1250000 3750000
~9,11 pg/mi ~26,70 pg/ml

Palmatin mAU 3027612 1513806 4541418 500000 5000000
~1,98 ug/mi ~22,43 ug/ml

Tabelle 51: Konzentrationen der HPLC Kalibrierlosungen der Coptis Alkaloide
Konzentrationslevel
1 2 3 4 5 6
Substanz [ug/ml]

Berberin 32,0 49,0 66,0 83,0 100,0 117,0

Coptisin 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0

Epiberberin 9,0 12,6 16,2 19,8 234 27,0

Palmatin 2,0 5,6 9,2 12,8 16,4 20,9

Die Probe 6 (CrP6) wurde nicht in die Berechnungen fir die Kalibrierung mit Epiberberin ein-
bezogen, da die geschatzte Konzentration des Epiberberins nur etwa 10 % der anderen
Proben betrug. Wie sich aus den Untersuchungen durch die Dinnschichtchromatographie
gezeigt hatte, lagen die Prazisionsdaten bedingt durch den Zerkleinerungsgrad der Probe 6
in einem Bereich auBerhalb der Akzeptanzkriterien. Fur die weiteren Untersuchungen wurde
deshalb auf eine Anpassung des Messbereichs auf die Probe 6 verzichtet.

3.2.5.2.3.2 Varianzhomogenitat

Zur Uberpriifung der Giiltigkeit des in Kapitel 3.2.5.2.3 entwickelten Kalibriersystems, wurde
die Streuung der Analysenwerte bei der niedrigsten Konzentration und der hdéchsten
Konzentration des Messbereichs Uberprift. Hierfir wurden jeweils 6 L&sungen mit
niedrigster Konzentration und 6 Lésungen mit hdchster Konzentration der Kalibrierlésungen
wie oben (Kapitel 3.2.5.2) beschrieben chromatographiert (Tabellen 52 und 53). Die

Berechnung der Varianzen erfolgte mit Formel 1 (Seite 166).
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Tabelle 52: Varianzhomog_]enitét Berberin und Coptisin
Berberin Level 1 Level 6 Coptisin Level 1 Level 6
Messung: Peakflache yimn_| Peakfldche Yimax Messung: Peakflache yimin_| Peakfldche Yimax |
1 1279101 3806726 1 946823 5938160
2 1258662 3838082 2 946823 5937325
3 1271662 3763499 3 920440 6009543
4 1104197 3776766 4 915774 5959386
5 891908 3775618 5 934812 5955893
6 1218172 3750706 6 928074 5970510
Mittelwert [ ] 1170617 3785233 Mittelwert [ Y ] 932124 5961803
Varianz [SZ] 19013765569 847264108 Varianz [SZ] 143264567 592308895
PG 4,30 4,13
Wert F-Tabelle 10,97 10,97
F (P=99 %, i, f2)

Tabelle 53: Varianzhomogenitat Epiberberin und Palmatin

Epiberberin Level 1 Level 6 Messung: Level 1 Level 6
Messung: Peakflache yimin | Peakflache y; max Peakflache yimin | Peakflache y; max_|

1 1279101 3806726 1 415515 4799584

2 1258662 3838082 2 403086 4932178

3 1271662 3763499 3 391118 4914114

4 1104197 3776766 4 399715 4891677

5 1279101 3775618 5 426438 4836394

6 1218172 3750706 6 431668 4911392

Mittelwert [y ] 1235149 3785233 Mittelwert [ y ] 411257 4880890

Varianz [s°] 3864376963 847264108 Varianz [s°] 211794095 2228597357

PG 4,56 10,52
Wert F-Tabelle 10,97 10,97

F (P=99 %, 1, )

Die PriifgroBe wurde dann mit Formel 2 (Seite 167) berechnet. Der Wert aus der F-Tabelle
ist mit F (P=99%, f;,f;) zu entnehmen und mit der Prifgr6Be PG zu vergleichen. Es ergab
sich fur die PrifgroBe PG ein Wert kleiner als der F-Wert, d. h. der Varianzunterschied ist
nicht signifikant und die Varianzen sind homogen. Der Arbeitsbereich musste nicht
angepasst werden und der Test konnte akzeptiert werden.

3.2.5.2.3.3 Kalibrierfunktion

Aus den Experimenten in Kapitel 3.2.5.2.3.1 wurden die Konzentrationen fir die 6
Konzentrationen der Kalibrierfunktion berechnet und aus einer Stammldsung die
Verdinnungen fir die Ldsungen der Kalibriergeradefunktion hergestellt. Die einzelnen
Konzentrationen wurden jeweils dreimal wie in Kapitel 3.2.5.2 beschrieben
chromatographiert (Tabellen 54-57).
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Tabelle 54: Kalibrierwertetabelle Berberin (HPLC)

Berberin Level 1 2 3 4 5 6
Konzentration [ug/ml] 32,0 49,0 66,0 83,0 100,0 117,0
Messung 1 [mAU] 7650727 11036527 14695831 18276496 22163584 24844451
Messung 2 [mAU] 7782945 11070719 14679564 18346353 22189351 24806400
Messung 3 [mAU] 7905851 11053603 14738549 18349104 22217758 24807044
MW 7779841 11053616 14704648 18323984 22190231 24819298
STABWN 104177 13959 24875 33598 22125 17788
Vi 1,34 0,13 0,17 0,18 0,10 0,07
Tabelle 55: Kalibrierwertetabelle Coptisin (HPLC)

Coptisin Level 1 2 3 4 5 6
Konzentration [ug/ml] 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0
Messung 1 961556 1998863 2948612 4033434 5207391 5975214
Messung 2 965004 1992071 2971070 4016402 5142545 5975112
Messung 3 958100 1981458 2945432 4013721 5193493 5988544
MW 961553 1990797 2955038 4021186 5181143 5979623
STABWN 2819 7162 11410 8730 27876 6308

Vi 0,29 0,36 0,39 0,22 0,54 0,11

Tabelle 56: Kalibrierwertetabelle Epiberberin (HPLC)

Epiberberin Level 1 2 3 4 5 6
Konzentration [ug/ml] 9,0 12,6 16,2 19,8 23,4 27,0
Messung 1 1292029 1857486 2345051 2635238 3129991 3885741
Messung 2 1276439 1840054 2345086 2576436 3173571 3846806
Messung 3 1278883 1809418 2402038 2692732 3270088 3935750
MW 1282450 1835653 2364058 2634802 3191217 3889432
STABWN 6846 19869 26856 47479 58540 36405
Vi 0,53 1,08 1,14 1,80 1,83 0,94

Tabelle 57: Kalibrierwertetabelle Palmatin (HPLC)

Palmatin Level 1 2 3 4 5 6
Konzentration [ug/ml] 2,0 5,6 9,2 12,8 16,4 20,9
Messung 1 392621 1252953 2070356 2791942 3720927 4738065
Messung 2 404105 1272530 2146782 2937182 3875765 4788647
Messung 3 415515 1288550 2215435 2982553 3916313 4808774
MW 404080 1271344 2144191 2903892 3837668 4778495
STABWN 9346 14557 59257 81299 84192 29746
Vi 2,31 1,14 2,76 2,80 2,19 0,62

3.2.5.2.3.3.1 Kalibriergerade

Flar die Berechnung der Kalibriergeraden (Abb. 50) wurden die gemessenen Werte in
Abhéngigkeit der Konzentration der Kalibrierlésung verwendet. Es wurde eine Gerade
berechnet, bei der die Summe aller Abweichungsquadrate der Messwerte in Y-Richtung von
der Ausgleichsgerade den niedrigsten Wert einnimmt. Diese Gerade wird durch Formel 4
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(Seite 168) beschrieben. Fur die Berechnung der Kalibriergerade wurden die Parameter m
und b mit der Formel 5 (Seite 166) bis Formel 12 (Seite 170) berechnet.

Kalibriergerade Berberin Kalibriergerade Coptisin
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Abb. 53: Kalibriergeraden von Berberin, Coptisin, Epiberberin und Palmatin

3.2.5.2.3.3.2 Reststandardabweichung (sy)

Die Préazision der Kalibriergeraden wird mit der Reststandardabweichung s, ausgedriickt
(Tab. 58). Die Berechnung erfolgte mit Formel 13 (Seite 170).

Tabelle 58: Reststandardabweichung (Coptis-Alkaloide, HPLC)

Reststandardabweichung (sy)
Berberin 324992
Coptisin 84216
Epiberberin 112722
Palmatin 48267
3.2.5.2.3.3.3 Verfahrensstandardabweichung (sxo)

Aus der Reststandardabweichung s, und der Steigung m der Kalibriergeraden
(Empfindlichkeit E) errechnet sich die Verfahrensstandardabweichung sy, (Tab. 59) mit der
Formel 14 (Seiten 170).
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Tabelle 59: Verfahrensstandardabweichung

Verfahrensstandardabweichung (sxo)
Berberin 1,6%
Coptisin 0,4%
Epiberberin 0,8%
Palmatin 0,2%

3.2.5.2.3.3.4 Relative Verfahrensstandardabweichung (Vo)
Bei der rel. Verfahrensstandardabweichung V.o wird ausgehend von der Verfahrensstandard-

abweichung Bezug auf die Mitte des Konzentrationsbereichs x genommen. Berechnet

wurde die rel. Verfahrensstandardabweichung mit Formel 15 (Seite 170).

Tabelle 60: Rel. Verfahrensstandardabweichung (Coptis Alkaloide, HPLC)

Rel. Verfahrensstandardabweichung (Vxo)
Berberin 2,1%
Coptisin 2,4%
Epiberberin 4,5%
Palmatin 1,9%

3.2.5.2.4 Quadratische Regression

Far die Berechnung der Kalibrierkurve (Abb. 51) wurden die gemessenen Werte in
Abhangigkeit der Konzentration der Kalibrierldésung verwendet. Es wurde eine polynomische
Kurve berechnet, bei der die Summe aller Abweichungsquadrate der Messwerte in Y-
Richtung von der Ausgleichsgerade den niedrigsten Wert einnimmt. Mit der allgemeinen
Funktionsgleichung einer Parabel kann eine quadratische Regression (Tab. 61) erfolgen,
Formel 16 (Seite 171). Mit den drei Parametern n, m und b kann eine quadratische Funktion
zur Berechnung der Konzentrationen erstellt werden. Mit Formel 17 (Seite 171) bis Formel
24 (Seite 172) kann die Funktionsgleichung aufgestellt werden.

Tabelle 61: Funktionen nach quadr. Regeression (Coptis Alkaloide, HPLC)
Funktionen nach quadratischer Regression

Berberin y=-1 46x°+227175x+487400

Coptisin y=-265x"+213431x-119689

Epiberberin y=11 53%°+96353x+381279

Palmatin y=-573 x*+245333x-84423
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Abb 54: Kalibrierfunktionen nach quadratischer Regression (Coptis Alkaloide, HPLC)

3.2.5.2.4.1 Reststandardabweichung (sy)

Die Reststandardabweichung (Tab. 62) berechnet sich nach Formel 25 (Seite 172).

Tabelle 62: Reststandardabweichung (Coptis Alkaloide, HPLC)

Reststandardabweichung (sy)
Berberin 344492
Coptisin 94395
Epiberberin 119000
Palmatin 47465
3.2.5.2.4.2 Verfahrensstandardabweichung (sy)

Die Verfahrensstandardabweichung (Tab. 63) berechnet sich nach Formel 26 (Seite 172).

Tabelle 63: Verfahrensstandardabweichung

Verfahrensstandardabweichung (syo)
Berberin 1,7%
Coptisin 0,5%
Epiberberin 0,9%
Palmatin 0,2%
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3.2.5.2.4.3 Relative Verfahrensstandardabweichung (Vo)

Die Berechnung der Verfahrensstandardabweichung (Tab. 64) erfolgte mit Formel 28 (Seite
172).

Tabelle 64: Rel. Verfahrensstandardabweichung (Coptis Alkaloide, HPLC)

Rel. Verfahrensstandardabweichung (syo)
Berberin 2,3%
Coptisin 2,6%
Epiberberin 4,8%
Palmatin 1,8%

3.2.5.2.5 Uberpriifung der Varianzen von quadratischer und linearer Regression

Ein Anpassungstest nach Mandel fir die quadratischen und linearen Regressionskurven
entfiel flir die Kalibrierkurven von Berberin, Coptisin und Epiberberin, da die
Verfahrensstandardabweichungen der linearen Regression kleiner waren als die der
quadratischen Regression und somit die lineare Regression akzeptiert werden konnte. FUr
die Kalibrierkurve von Palmatin wurde ein Anpassungstest nach Mandel durchgefihrt. Die
Restvarianzdifferenz (As,) der linearen und quadratischen Regression wurde nach Formel 37
(Seite183) berechnet. Die Restvarianz (s,q”) der quadratischen Regression berechnet sich
aus der Reststandardabweichung der quadratischen Regression, die quadriert wird. Die
Restvarianz und die Restvarianzdifferenz werden zu der PrifgroBe (PG) zusammengefasst.
PG=As,/ syq” ;mit 5,q” = 2252890957 und As, = 2560153328

Die PrifgréBe (PG) betrug 1,1; der tabellierte Wert der F-Tabelle ist mit 34,12 gréBer als die
PG. Die Nullhypothese wurde angenommen, so dass die Auswertung ohne Anpassung der
Konzentrationen erfolgen konnte.

3.2.5.2.6 Wiederholprazision

Die Untersuchungslésungen wurden an einem Tag dreimal unabhangig voneinander
hergestellt und wie in Kapitel 3.2.5.2 beschrieben chromatographiert (Tab. 65). Die
Wiederholprazision der Methode ist akzeptierbar fir den Fall das der Variationskoeffizient
(Vk) des Gehalts <5% ist. Die Berechnung des V erfolgte mit Formel 3 (Seite 168).
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Tabelle 65: Zusammenfassung der Wiederholprazisionsergebnisse

CrP1-7=Coptidis rhizoma Probe 1-7, WP1-3=Gehalt in Prozent der Messungen 1-3 der Wiederholprazision, MW
Mittelwert des Gehaltes, STABWN = Standardabweichung berechnet nach der Excelfunktion STABWN, Vi
Variationskoeffizent nach Formel 3 (Seite 168)

CrP1 CrP2 CrP3 CrP4 CrP5 CrP6 CrP7
Berberin WPA1 14576488 14422779 14595743 16359965 16816155 7670663 17205650
Flache [mAU] WP2 14963171 14653740 14867750 16240503 17109733 8473787 17888485
WP3 14958913 13942435 14588104 15711828 17013171 8163260 18588013
Gehalt [%] WP1[%] 6,50 6,44 6,51 7,22 7,50 3,12 7,77
WP2[%] 6,54 6,36 6,65 7,32 7,89 3,44 7,66
WP3[%] 6,59 6,25 6,60 7,21 7,79 3,44 8,65
Laborprazision MW [%] 6,54 6,35 6,58 7,25 7,73 3,33 8,03
STABWNI[%] 0,03 0,08 0,06 0,05 0,16 0,15 0,44
Vi[%] 0,51 1,23 0,87 0,67 2,13 4,59 5,51
Coptisin WPA1 4330474 4202756 4238278 4729431 4934326 2008922 2078641
Flache [mAU] WP2 4498288 4273082 4333087 4694873 4934038 2236414 2340083
WP3 4519758 4068358 4246188 4590086 4990850 2144987 2454222
Gehalt [%] WP1[%] 2,14 2,08 2,10 2,29 2,41 1,00 1,04
WP2[%] 2,17 2,06 2,14 2,32 2,49 1,09 1,11
WP3[%] 2,20 2,03 2,13 2,32 2,50 1,09 1,26
Laborprazision MW [%] 2,17 2,06 2,12 2,31 2,46 1,06 1,13
STABWNI[%] 0,02 0,02 0,02 0,02 0,04 0,04 0,09
Vi[%] 1,08 1,02 0,95 0,66 1,61 4,10 7,88
Epiberberin WPA1 2238547 2246024 2233175 2327975 2819942 169631 n.v.
Flache [mAU] WP2 2328619 2290026 2272697 2292968 2891542 185871 n.v.
WP3 2330626 2179932 2232699 2243896 2968556 176866 n.v.
Gehalt [%] WP1[%] 1,58 1,59 1,58 1,61 1,98 0,08 n.v.
WP2[%] 1,61 1,57 1,61 1,62 2,10 0,09 n.v.
WP3[%] 1,62 1,55 1,60 1,62 2,14 0,09 n.v.
Laborprazision MW [%] 1,60 1,57 1,59 1,62 2,07 0,09 n.v.
STABWNI[%] 0,02 0,02 0,01 0,00 0,07 0,00 n.v.
Vi[%] 1,05 0,97 0,80 0,27 3,25 4,66 n.v.
Palmatin WPA1 3728048 3782814 3686765 4201936 3289729 1054090 1449902
Flache [mAU] WP2 3815801 3846122 3761915 4146720 3325927 1157958 1511699
WP3 3853579 3666538 3681502 3983369 3377820 1133278 1608772
Gehalt in % WP1[%] 1,61 1,64 1,60 1,78 1,41 0,46 0,64
WP2[%] 1,61 1,62 1,63 1,80 1,47 0,50 0,63
WP3[%] 1,64 1,60 1,62 1,76 1,48 0,51 0,72
Laborprazision MW [%] 1,62 1,62 1,61 1,78 1,45 0,49 0,66
STABWNI[%] 0,01 0,02 0,01 0,01 0,03 0,02 0,04
Vi[%] 0,82 0,98 0,86 0,76 2,22 4,08 6,46

Die Auswertung der Laborpréazision zeigte fiir die Proben CrP7 Ergebnisse lber 5,0 %
relativer Standardabweichung. Die vermutete Ursache wurde bei der HPTLC-Quantifizierung
diskutiert. In die Bewertung der Laborprazision wurden nur die Ergebnisse der Untersuchung
der Proben der kommerziellen Anbieter CrP1-CrP4 einbezogen. Die Untersuchung der
Laborpréazision fuhrt dann zu Ergebnissen unter 5,0 %, und der Test kann unter diesen

Voraussetzungen akzeptiert werden.
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3.2.5.2.7 Laborprazision

Das unter 3.2.5.2.6 beschriebene Experiment wurde an 2 weiteren Tagen wiederholt. Das
Kriterium fOr die Akzeptanz des Tests zur Laborprazision der Methode war ein
Variationskoeffizient (Vi) <5%.

Tabelle 66: Zusammenfassung der Laborpréazisionsergebnisse

CrP1-7=Coptidis rhizoma Probe 1-7, LP1-3=Gehalt in Prozent der Messung 1-3 der Wiederholprazision, MW
Mittelwert des Gehaltes, STABWN = Standardabweichung berechnet nach der Excelfunktion STABWN, Vi
Variationskoeffizent nach Formel 3 (Seite 168)

CrP1 CrP2 CrP3 CrP4 CrP5 CrP6 CrP7
Berberin LP1 14576488 14422779 14595743 16359965 16816155 7670663 17205650
Flache [mAU] LP2 14660865 14529208 14584382 16726405 16900751 8556147 16621923
LP3 14719480 14271467 14668819 15918488 17858980 8046538 15025357
Gehalt [%] LP1[%] 6,50 6,44 6,51 7,22 7,50 3,12 7,77
LP2[%] 6,60 6,32 6,66 7,56 7,76 3,56 7,69
LP3[%] 6,50 6,37 6,50 7,05 7,90 3,35 7,38
Laborprazision MW [%] 6,54 6,38 6,56 7,28 7,72 3,34 7,61
STABWNI[%] 0,05 0,046 0,07 0,21 0,17 0,18 0,17
Vi[%] 0,73 0,72 1,12 2,93 2,14 5,41 2,24
Coptisin LP1 4330474 4202756 4238278 4729431 4934326 2008922 2078641
Flache [mAU] LP2 4352477 4232991 4174215 4736710 4756013 2234076 2196699
LP3 4347498 4155671 4193066 4551389 5267891 2084022 1842497
Gehalt [%] LP1[%] 2,14 2,08 2,10 2,29 2,41 1,00 1,04
LP2[%)] 2,17 2,04 2,12 2,35 2,39 1,11 1,13
LP3[%] 2,13 2,06 2,06 2,22 2,54 1,05 1,02
Wiederholprazision MW [%] 2,15 2,06 2,09 2,28 2,45 1,05 1,06
STABWNI[%] 0,02 0,016 0,02 0,05 0,07 0,05 0,05
Vi[%] 0,88 0,76 1,06 2,30 2,66 4,43 4,48
Epiberberin LP1 2238547 2246024 2233175 2327975 2819942 169631 n.v.
Flache [mAU] LP2 2278967 2269981 2205443 2343387 2829675 185613 n.v.
LP3 2243667 2220799 2208781 2227438 3118611 173661 n.v.
Gehalt [%] LP1[%] 1,58 1,59 1,58 1,61 1,98 0,08 n.v.
LP2[%] 1,63 1,57 1,59 1,66 2,04 0,10 n.v.
LP3[%] 1,57 1,57 1,55 1,55 2,16 0,09 n.v.
Laborprazision MW [%] 1,59 1,58 1,57 1,61 2,06 0,09 n.v.
STABWNI[%] 0,02 0,010 0,02 0,05 0,08 0,00 n.v.
Vi[%] 1,54 0,62 1,17 2,81 3,73 5,46 n.v.
Palmatin LP1 3728048 3782814 3686765 4201936 3289729 1054090 1449902
Flache [mAU] LP2 3769771 3829828 3687610 4302610 3271231 1188482 1491176
LP3 3783419 3754277 3704498 4046011 3494076 1123815 1315991
Gehalt [%] LP1[%] 1,61 1,64 1,60 1,78 1,41 0,46 0,64
LP2[%)] 1,65 1,62 1,63 1,86 1,44 0,52 0,67
LP3[%] 1,62 1,63 1,59 1,73 1,48 0,50 0,64
Laborprazision MW [%] 1,63 1,63 1,61 1,79 1,44 0,49 0,65
STABWNI[%] 0,01 0,009 0,02 0,06 0,03 0,02 0,02
V[ %] 0,87 0,55 1,19 3,21 1,92 4,98 2,57

Die Auswertung der Wiederholprazision zeigte fir die Probe CrP6 Ergebnisse Uber 5,0 %
relativer Standardabweichung. Dies wurde wie unter Kapitel 3.2.5.2.6 bewertet.
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In die Bewertung der Laborprézision wurden nur die Ergebnisse der Untersuchung der
Proben CrP1 bis CrP4 der kommerziellen Anbieter einbezogen. Die Untersuchung der
Laborpréazision fihrte dann zu Ergebnissen unter 5,0 % und der Test konnte akzeptiert

werden.

3.2.5.2.8 Probenauswertung und Prognoseintervall

Mit den Kalibrierfunktionen konnten die Konzentrationen der Substanzen Berberin, Coptisin,
Epiberberin und Palmatin in den unbekannten Proben abgeschatzt werden. Die
Kalibrierfunktion Formel 4 (Seite 168) wurde zur Probenabschatzung nach x umgestellt. Der
Mittelwert wurde aus den Untersuchungen der Laborprazision gemittelt, die
Standardabweichung und der Variationskoeffizient wurden auf den Mittelwert der finf
Prazisionsmessungen bezogen (Tab. 67-70).

Tabelle 67: Probenauswertung Berberin

Berberin CrP1 CrP2 CrP3 CrP4
Mittelwert Gehalt [%] 6,55 6,35 6,58 7,27
Standardabweichung [%] 0,04 0,06 0,07 0,17
Variationskoeffizient [%] 0,64 0,98 1,01 2,32

Tabelle 68: Probenauswertung Coptisin

Coptisin CrP1 CrP2 CrP3 CrP4
Mittelwert Gehalt [%] 2,16 2,06 2,11 2,30
Standardabweichung [%] 0,03 0,02 0,03 0,04
Variationskoeffizient [%] 1,17 0,84 1,36 1,94

Tabelle 69: Probenauswertung Epiberberin

Epiberberin CrP1 CrP2 CrP3 CrP4
Mittelwert Gehalt [%] 1,60 1,57 1,58 1,61
Standardabweichung [%] 0,02 0,01 0,02 0,04
Variationskoeffizient [%] 1,41 0,76 1,28 2,21

Tabelle 70: Probenauswertung Palmatin

Palmatin CrP1 CrP2 CrP3 CrP4
Mittelwert Gehalt [%] 1,63 1,62 1,61 1,79
Standardabweichung [%] 0,01 0,01 0,02 0,05
Variationskoeffizient [%] 0,88 0,80 1,05 2,58

Fur die statistische Bewertung des Gesamtfehlers aus Kalibrierung und Messung der Proben
wurde eine Berechnung angestellt. Da sich die Fehler aufsummieren und fortpflanzen, liegt
die ,wahre” (jedoch unbekannte) Gerade zwischen zwei Hyperbelasten (Funk W. [1997]).
Das Wertepaar auf beiden Hyperbelasten wurde mit Formel 32 (Seite 174) berechnet (Tab.
71).
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Tabelle 71: Prognoseintervall (Coptis Alkaloide, HPLC)

CrP1 CrP2 CrP3 CrP4
Prognoseintervall Gehalt Berberin [%] 6,55+0,27 6,35+0,27 6,58+0,27 7,27+0,27
Prognoseintervall Gehalt Coptisin [%] 2,1610,07 2,0610,07 2,11+0,07 2,3010,08
Prognoseintervall Gehalt Epiberberin [%] 1,60+0,14 1,57+0,14 1,58+0,14 1,61+0,14
Prognoseintervall Gehalt Palmatin [%] 1,63+0,04 1,62+0,04 1,61+0,04 1,79+0,04

3.2.5.2.9 Robustheit

Es wurde ein Extrakt eines Anbieters hergestellt (welcher?).

Das unter Kapitel 3.2.5.2

beschriebene Experiment wurde unter Veranderung der Saurekonzentration wiederholt. Die
Konzentration der Sdure wurde auf 0,7% in beiden FlieBmitteln erhéht und die Probe dreimal
vermessen. Der gemittelte Gehalt der berechneten Probe aus diesem Versuch durfte eine
prozentuale Abweichung bezogen auf den berechneten Gehalt unter Kapitel 3.2.5.2.8
(Probenauswertung und Prognoseintervall) von £ 5 % nicht Ubersteigen.

Tabelle 72: Ergebnis Robustheitsuntersuchung (Coptis Alkaloide, HPLC)

Gehalt [%] Berberin Coptisin Epiberberin Palmatin
MW Robustheitsuntersuchng 6,63 2,19 1,62 1,64
MW Probeauswertung 6,65 2,16 1,60 1,63
Abweichung bezogen auf MW A 20 o o o
Probeauswertung 0,3% 1,39% 1,25% 0,61%

Die vermessene Probe lagen innerhalb der geforderten Grenze. Der Test konnte akzeptiert

werden.

3.2.5.2.10 Wiederfindungsrate

Zu 103,2 mg einer genau eingewogenen Menge pulverisierte Droge von Coptidis rhizoma
wurde eine bekannte Menge (1,41 mg) von Coptisin (in Lésung) gegeben. Diese Mischung
wurde wie unter 3.2.5.2 beschrieben extrahiert und chromatographiert. Die Wiederfindung
berechnet sich nach Formel 34 (Seite 175).

Tabelle 73: Wiederfindung von Coptisin (HPLC

Gehalt berechnet [mg] Gehalt gemessen [%)] Gehalt gemessen [mg] Wiederfindungsrate

6,55 %+1,41=8,11 7,95 7,95 98,03%
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3.2.5.2.11 Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenze (Tab. 74) berechnet sich nach Formel 35 (Seite 175).

Tabelle 74: Nachweisgrenze (Coptis Alkaloide, HPLC)

Substanz Berberin Coptisin Epiberberin Palmatin
Grenze [ng/ml] 5,22 1,36 2,70 0,69
3.2.5.2.12 Bestimmungsgrenze
Die Bestimmungsgrenze (Tab. 75) berechnet sich nach Formel 36 (Seite 176).
Tabelle 75: Bestimmungsgrenze Coptis Alkaloide, HPLC)
Substanz Berberin Coptisin Epiberberin Palmatin
Grenze [ng/ml] 15,82 4,13 8,18 2,08
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3.3 Epiberberin

Im Rahmen der quantitativen Bestimmungen wurden die Substanzen Berberin, Coptisin,
Palmatin und Epiberberin als Qualitdtsmarker in Coptidis rhizoma ausgewahlt, um eine
moglichst umfassende Bestimmung der Alkaloidfraktion durchzuflihren. Epiberberin wurde
mit einbezogen, weil hier mit den unterschiedlichen monographierten Coptis-Species auch
verschiedene Gehalte erwartet wurden. Dies war insbesondere aus den
Ddnnschichtchromatogrammen von WAGNER (2004) eindeutig erkennbar. Die vorher
genannten Alkaloiden konnten, bis auf Epiberberin, bei verschiedenen Anbietern erworben
werden. Um Epiberberin in Coptidis rhizoma quantifizieren zu kdnnen, musste die

Referenzsubstanz isoliert und die Struktur verifiziert werden.

3.3.1 Isolierung

Zur lIsolierung von Isochinolinalkaloiden vom Berberintyp konnten in der Literatur
verschiedene Methoden gefunden werden. KATO (1996) isolierte Jatrorrhzin und Palmatin
ebenso wie LEE (1999) Berberin und Palmatin mittels lonenpaarchromatographie. Eine
weitere Mdglichkeit zur Isolierung von verschieden Berberinderivaten zeigt MIN (2006) Utber
Saulenchromatographie  und  Sephadex LH-20 und SUAU  (1997)  (ber
Vakuumséaulenchromatographie.
Eine Isolierung mittels lonenpaarreagenzien erschien nicht angebracht, da eine einmalige
Verwendung einer Saule mit lonenpaarreagenzien eine dauerhafte Widmung fir diese
Methode zur Folge hatte, eine routinemaBige Isolierung mittels lonenpaarreagenzien aber
nicht standardmaBig durchgefuhrt wird. Auch die weiteren vorher genannten Methoden
flhrten nicht zum Ziel, da sich im Drogenmaterial die einzelnen Substanzen der
Alkaloidfraktion nur geringfligig unterscheiden.
Zielflthrend war eine methanolische Extraktion des Drogenmaterials mittels
Soxlethapparatur, l6sen des Extraktes in  Dichlormethan, ausschitteln  mit
ammoniakalischem Methanol und einer Abreicherung von Jatrorrhizin im Rohextrakt gefolgt
von einer semipreparativen HPLC.

Zunachst wurden ca. 100 g gepulverte (355) Droge (Coptis chinensis) bei 60 °C in
einer Soxhlet-Apparatur mit 250 ml Methanol 3 Tage extrahiert. Von dem erhaltene
Rohextrakt wurde ein HPLC-Fingerprintchromatogramm erstellt (Abb. 52).
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'y 347.00 nm

Abb. 55: Chromatogramm/

Rohextrakt

Peak 1: Berberin u. Palmatin, Peak 2:
—— : : , ; , : = , Coptisin, Peak 3: Epiberberin, Peak 4:

0 1 2 3 4 5 ] 7 8 9 10 Jatrorrhizin

Time: [Min]

Absorbance

Die erhaltene Lésung wurde unter reduziertem Druck bei 40°C eingeengt und
10,3 g Rohextrakt erhalten. Jeweils 5 g Rohextrakt wurden in 150 ml Dichlormethan gelést
und dreimal mit 155 ml einer Mischung aus Methanol/25%-iger-Ammoniaklésung (150:5)
ausgeschuttelt. Das Jatrorrhizin wird dabei vermutlich an der freien phenolischen OH-Gruppe
deprotoniert und geht in der deprotonierten Form in den ammoniakalischem-Methanol Uber.
In der Dichlormethan-Phase verbleibt ein GroBteil der Alkaloide [Epiberberin (Peak 3 in Abb.
53; Peaks 1, 2 (Berberin, Palmatin, Coptisin)]. Bedingt durch die ammoniakalischen
Bedingungen werden Artefakte gebildet was schon von MAREK (2003) und DORSAL (2004)
beschrieben wurde. Diese sind im Chromatogramm als zuséatzlicher Peak 5 ebenfalls
sichtbar. Die Dichlormethan-Phase wurde erneut unter reduziertem Druck bei 40°C
eingeengt und zur Uberpriifung des Vorgehens ein HPLC-Chromatogramm der
ausgeschuttelten Fraktion angefertigt. Es konnten so ca. 3,5 g jatrorrhizinarmer Extrakt

gewonnen werden (Abb. 53).

L e e e B v s
=1 e T / --
T | NS . S A

700
600
500}

400}
Abb. 56: Chromatogramm
jatrorrhizinarme Phase

Peak 1,2: Berberin, Palmatin,
Coptisin, Peak 3: Epiberberin, Peak
4: Jatrorrhizin, Peak 5: Artefakte
durch NH3
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Fir die Aufreinigung des Epiberberins wurde eine semipraparative HPLC-Methode
entwickelt.

Aus dem jatrorrhizinarmen Extrakt wurde eine methanolische Losung mit einer Konzentration
von 1 mg/ml hergestellt. Die Lésung wurde 10 min mit Ultraschall behandelt und
anschlieBend durch einen 0,45-um-Spritzenfilter filtriert. Das Filtrat wurde flr die Isolierung
verwendet. 100 pl der Untersuchungslésung wurden in eine HPLC-Anlage (Anlage
spezifizieren!!!) mit DAD eingespritzt, als Trennsaule wird RP-Material [Knauer, 16 mm ID,
Eurosphere 100, C-18, 7 um] verwendet. Die Saulentemperatur lag bei 25°C, als Flie Bmittel
diente A: Wasser mit 0,1% Trifluoressigsaure; B: Acetonitril mit 0,1% Trifluoressigsaure; in
der Zusammensetzung:B 0 - 1 Minuten: 45%; 1 - 10 Minuten: 45% - 50%; 10 - 11 Minuten:
50% - 45%; 11 - 16 Minuten: 45%; mit einer FluBrate von 10,0 ml/ min und einer
Detektionswellenlange von 347 nm.

Es wurde eine Fraktion zwischen 7,25 min und 7,75 min aus dem Lauf geschnitten. Die
vereinigeten Fraktionen (Abb. 54) ergaben die Substanz Epiberberin mit einer Ausbeute von
ca. 25 mg.

o 1 2 3 a E & 7 E a 10
Time [klin]

Methanal
Rohextrakt

| Methanol(NH,)/DCM |—————

r

A
| MeOH (Jatrorrhizin reich) |

y Abb 57: Extraktionsschema
| DCM (Jatrorrhizin arm) | Oben: HPLC Lauf fiir das Isolierte
Epiberberin

Unten: Gepulverte Droge mit Methanol

in Soxhlet extrahiert, Rohextrakt mit
- - ammoniak.-MeOH/ Dichlormethan
Epiberbe
ausgeschittelt, DCM  Fraktion fir
Isolierung von Epiberberberin  mittel
semipraparativer HPLC
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3.3.2 Strukturiuberprifung

Fir das vorher isolierte Epiberberin wurde die Masse des Molekulion per EI-MS mit 336,1
m/z gefunden, was mit einem berechneten Molgewicht von 336 g/mol Ubereinstimmt.
Die weitere Verifizierung der Struktur erfolgte mittels 1D und 2D NMR-Experimenten.

Tabelle 76: '"H NMR Daten fiir Epiberberin (600 MHz, in CD;0D, Jin Hz)

H Epiberberin
1 7,05s
4 7,66s
7 3,281 (6,4)
8 4,891 (6,4)
10 8,83s
13 9,71s
14 7,88s
15 7,88s
18 6,46 s
19 3,94s
20 3,98 s

Tabelle 77: "°C NMR Daten fiir Epiberberin (150 MHz, in CDCl5)

C Epiberberin
1 112,3
2 153,9
3 109,8
4 120,5
5 130,0
6 27,8
7 57,4
8 139,2
9 122,3
10 134,6
11 113,7
12 145,3
13 145,3
14 123,1
15 122,3
16 149,2
17 145,8
18 106,1
19 56,7
20 57,0

Die Shiftwerte der Signale in den 'H und '*C-Spektren (Tab. 76 und 77) stimmen mit den zu
Epiberberin verdffentlichten Ergebnissen von TRIPATHI (2007) exzellent lberein.
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3.4 Forsythiae fructus

Frosythienfrichte sind die reifen und getrockneten Friichte von Forsythia suspensa (Thunb.)
Vahl. Die Droge wird im Herbst gesammelt und von fremden Bestandteilen befreit. Sie
enthalt mindestens 0,15 Prozent (m/m) Forsythosid A bezogen auf die getrocknete Droge.

H

”/| OH

S A
HO/' ,ff:fw]/

0

Abb: 58: Forsythosid A

3.4.1 Eigenschaften

Der Geruch ist eigentimlich, der Geschmack ist schwach bitter zusammenziehend, mehlig
und schwach aromatisch.

3.4.2 Priufung auf Identitat

3.4.2.1 Makroskopische Priifung

Die Friichte sind langlich oval, spitz zu laufend, leicht abgeflacht, 15 bis 25 mm lang, 5 bis 15
mm im Durchmesser und meist von der Spitze her aufgeplatzt oder in zwei Teile zerfallen.
Es haftet ein Fruchtstiel an oder es ist eine Fruchtstielnarbe vorhanden. Die Fruchtoberflache
weist langsverlaufende unregelméaBige Runzeln auf, zahlreiche Makula sind vorhanden. Die
Farbe der duBeren Oberflache ist gelb-braun bis rot-braun. Die innere Oberflache ist gelb-
braun, glatt, mit einem langlichen Septum, dessen Gewebe brlichig ist (Abb. 59 und 60).
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Abb. 59: Forsythiae fructus Ubersicht Abb. 60: Forsythiae fructus Detail

3.4.2.2 Mikroskopische Prufung

Die Droge wurde pulverisiert (355). Das Pulver ist orange-braun. Die Prifung erfolgte unter
dem Mikroskop, wobei Chloralhydrat Lésung R verwendet wurde. Das Pulver von Forsythiae
fructus zeigte folgende Merkmale:

Parenchymatische Zellverbande, in der Aufsicht finf bis sechseckig mit gelb-braunen
Zellwanden, einer Breite von 25 — 50 pm, einer Lange von 30 -60 pym und einer
Zellwandbreite von 3 um; selten GefaBfragmente; Steinzellen, oft in mehrschichtigen
Verbanden (bis zu flnf Schichten), einzelne Steinzellen langlich, mit unterschiedlicher Breite,
Lange und Zellwanddicke. Vereinzelt sind Epidermisfragmente mit Cuticula zu erkennen
(Abb. 61-65).

Abb. 61: Cuticulafragment Abb. 62: Cuticulaquerschnitt
100-fache Vergr6Berung, Chloralhydrataufhellung, 200-fache VergroBerung, Sudan-lll-Farbung, Cuticula
Cuticula in Aufsicht in Querschnitt
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Abb. 63: Steinzellenverband

100-fache VergréBerung, Chloralhydrataufhellung Abb. 64: Parenchymatische Zellen

100-fache VergréBerung, Chloralhydrataufhellung

Abb. 65: Fruchtquerschnitt

Von oben nach unten: Cuticula (eine Zellreihe), darauf
folgend parenchymatische Zellen in die GefaBe (teilw.
rotgefarbt) eingelagert sind; unten ein mehrschichtiger
Verband sklerenchymatische Zellen (rotgeférbt); Farbung:
Phloroglucin und Salzs&ure

3.4.2.3 Diinnschichtchromatographische Untersuchungen

Flr die Identitatsprifung sind bereits verschiedene Methoden entwickelt worden. In der
Monographie Fructus Forsythiae der Ph. VR China (2005d) wird die Droge aufwendig
extrahiert und mit einer Mischung aus Toluol, Ethylacetat, Ameisensdure und Wasser
entwickelt. In der Methode nach WAGNER (2005) wird mit Methanol unter Ruckfluss
extrahiert und dann das DC in einer Mischung von Chloroform und Methanol entwickelt. Auf
Grund der Toxizitat von Chloroform wird auf diese Flie Bmittel verzichtet.

Es wurde daher eine neue Methode entwickelt. Hierbei wurden 1,0 g Droge (355) mit 10 ml
Methanol im Ultraschallbad 10 min extrahiert und durch einen Faltenfilter sowie einen 0,45
um HPLC Spritzenfilter filtert. Das Endfiltrat diente als Untersuchungslésung. Die
Referenzsubstanzen Arctiin, Phillyrin, Pinoresinol, Salidrosid wurden von WAGNER (2005)
Ubernommen. Fir die Entwicklung auf Kieselgel 60 F.s, wurde mit einer Mischung aus
Toluol/Aceton/Ethylacetat/Ameisensaure/Wasser (40:50:60:6:6) gearbeitet. Die
Dokumentation erfolgte nach Derivatisierung mit Vanilin-Reagenz bei UV-366 nm und
Tageslicht.
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Abb: 67: Salidrosid
Abb: 66: Arctiin
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OMe

Abb: 68: Phillyrin

HO
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Abb. 69: Pinosrsinol
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3.4.2.3.1 Stabilitat wahrend der Chromatographie

Zur Uberpriifung der Stabilitat der Analyten wahrend der Chromatographie wurde der Extrakt
punktférmig am Plattenrand aufgetragen ein Mal entwickelt, getrocknet, die Platte um 90°
gedreht und ein zweites Mal entwickelt. Die Analyten der Untersuchungslésung lagen in dem
erhaltenen Chromatogramm auf der Winkelhalbierenden und es zeigten sich keine
Abbauprodukte abseits der Winkelhalbierenden (Abb. 70 und 71). Die Stabilitat der Analyten
wahrend der Chromatographie ist somit gezeigt worden.

Fumyausfunpamaug 7

i 1. Entwicklungsrichtung

1 [
| P

Abb. 70: 2-D Entwicklung, Tageslicht

1 ul Forsythiae fructus Extrakt punktférmig aufgetragen
und 2-mal entwickelt. Nach der 1. Entwicklung Platte
getrocknet, um 90° gedreht und ein weiteres Mal
entwickelt. Bild aufgenommen nach Derivatisierung mit
Vanilin/Schwefelsdure Reagenz bei Tageslicht Platte:

Abb. 71: 2-D Entwicklung 366 nm

1 pl Forsythiae fructus Extrakt punktférmig aufgetragen
und 2-mal entwickelt. Nach der 1. Entwicklung Platte
getrocknet, um 90° gedreht und ein weiters Mal
entwickelt. Bild aufgenommen nach Derivatisierung mit
Vanilin/Schwefelsdure Reagenz bei 366 nm, Platte:

Forsythia_080218_01_01 Forsythia_080218_01_01

Wahrend der Chromatographie zeigten sich keine Verdnderungen. Der Test konnte
akzeptiert werden.

3.4.2.3.2 Stabilitat der Analyten in Losung und auf der Platte

Fur diese Prifung wurden zwei Extrakite im Abstand von zwei Stunden hergestellt. Ein
Aliquot des ersten Extrakites wurde sofort auf die Platte aufgetragen. Die verbleibende
Lésung wurde verschlossen bei Raumtemperatur aufbewahrt. Eine zweite Lésung wurde bis
zum Ablauf der zwei Stunden hergestellt. Diese Lésung wurde zweimal direkt auf die Platte
aufgetragen. Als vierte Bande wurde im Anschluss die Ldsung aufgetragen, die zwei
Stunden bei Raumtemperatur aufbewahrt worden war.

Nach Entwickeln, Derivatisieren und Dokumentieren der Platten durften sich bei visueller
Auswertung der einzelnen Bahnen auf der Platte keine Unterschiede der Farben und
Farbintensitaten der einzelnen Banden ergeben. Der Fingerprint musste identisch sein.
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Abb. 72: Stabilitat der Analyten auf der Platte
und in Lésung, Tageslicht

Bahn 1: Forsythiae fructus Extrakt 2 h auf der Platte
Bahn 2: Forsythiae fructus Extrakt frisch aufgetragen
Bahn 3: Forsythiae fructus Extrakt frisch aufgetragen
Bahn 4: Forsythiae fructus Extrakt 2 h in Ldsung, dann
aufgetragen, Bild nach Derivatisierung mit Vanilin/
Schwefelsdure Reagenz bei Tageslicht; FlieBmittel:
Toluol/Aceton/Ethylacetat/Ameisensaure/wasser
(40:50:60:6:6), Auftragevolumen 5 pl je Bande

Abb. 73: Stabilitat der Analyten auf der Platte
und in Lésung

Bahn 1: Forsythiae fructus Extrakt 2 h auf der Platte
Bahn 2: Forsythiae fructus Extrakt frisch aufgetragen
Bahn 3: Forsythiae fructus Extrakt frisch aufgetragen
Bahn 4: Forsythiae fructus Extrakt 2 h in Lésung, dann
aufgetragen, Bild nach Derivatisierung mit Vanilin/
Schwefelsdure Reagenz bei 366 nm; FlieBmittel:
Toluol/Aceton/Ethylacetat/Ameisensaure/wasser
(40:50:60:6:6), Auftragevolumen 5 pl je Bande

Die Auswertung der Chromatogramme (Abb. 72 und 73) ergab keinen Unterschied im

Fingerprint der aufgetragenen Extrakte. Eine Auswertung war unter den beschriebenen

Bedingungen ohne Probleme mdglich.

Der Test auf Stabilitat der Analyten in Lésung und auf der Platte konnte akzeptiert werden.

3.4.2.3.3 Stabilitat der Derivatisierung

Zur Beurteilung der Stabilitdt der Derivatisierung nach Entwickeln der Platte wurde jeweils
nach 5 Minuten (Abb. 74 u. 75), nach 30 Minuten und nach 60 Minuten (Abb. 74 u. 75) ein
Bild bei 366 nm und bei Tageslicht gemacht. Die Stabilitit wurde akzeptiert, wenn ohne

starke Veranderungen der Farben und Farbintensitaten eine Auswertung nach 30 Minuten

maoglich war.
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Abb. 74: Stabilitat der Derivatisierung, 5 min

Untersuchungslésungen Bahn 1,2,4,5,7,8,10,11: FfP1-FfP4 (jeweils 5 und 10pl Frosythia suspensa fructus
Extrakt); Referenzsubstanzen: Bahn 3 Arctiin (30ul, 0,18 mg/ml), Bahn 6 Phillyrin (30ul, 0,14 mg/ml), Bahn 9
Pinoresinol (30ul, 0,14 mg/ml), Bahn 12 Salidrosid (30 pl, 0,12 mg/ml); FlieBmittel Toluol/ Aceton/
Ethylacetat/Ameisensaure/wasser (40:50:60:6:6); Detektion bei Tageslicht nach Derivatisierung mit Vanilin/
Schwefelsdure Reagenz; Aufnahme 5 Minuten nach Entwicklung, Platte: Forsythia_080222_01_01

Abb. 75: Stabilitat der Derivatisierung, 30 min
Untersuchungslésungen Bahn 1,2,4,5,7,8,10,11: FfP1-FfP4 (jeweils 5 und 10pl Frosythia suspensa fructus
Extrakt); Referenzsubstanzen: Bahn 3 Arctiin (30ul, 0,18 mg/ml), Bahn 6 Phillyrin (30ul, 0,14 mg/ml), Bahn 9
Pinoresinol (30ul, 0,14 mg/ml), Bahn 12 Salidrosid (30 pl, 0,12 mg/ml); FlieBmittel Toluol/ Aceton/
Ethylacetat/Ameisensaure/wasser (40:50:60:6:6); Detektion bei Tageslicht nach Derivatisierung mit Vanilin/
Schwefelsaure Reagenz; Aufnahme 30 Minuten nach Entwicklung, Platte: Forsythia_080222_01_01
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Abb. 76: Stabilitat der Derivatisierug, 5 min

Untersuchungslésungen Bahn 1,2,4,5,7,8,10,11: FfP1-FfP4 (jeweils 5 und 10pl Frosythia suspensa fructus
Extrakt); Referenzsubstanzen: Bahn 3 Arctiin (30ul, 0,18 mg/ml), Bahn 6 Phillyrin (30ul, 0,14 mg/ml), Bahn 9
Pinoresinol (30ul, 0,14 mg/ml), Bahn 12 Salidrosid (30 pl, 0,12 mg/ml); FlieBmittel Toluol/ Aceton/
Ethylacetat/Ameisensaure/wasser (40:50:60:6:6); Detektion bei 366 nm nach Derivatisierung mit Vanilin/
Schwefelsaure Reagenz; Aufnahme 5 Minuten nach Entwicklung, Platte: Forsythia_080222_01_01

Abb. 77: Stabilitat der Derivatisierung, 30 min

Untersuchungslésungen Bahn 1,2,4,5,7,8,10,11: FfP1-FfP4 (jeweils 5 und 10pl Frosythia suspensa fructus
Extrakt); Referenzsubstanzen: Bahn 3 Arctiin (30ul, 0,18 mg/ml), Bahn 6 Phillyrin (30ul, 0,14 mg/ml), Bahn 9
Pinoresinol (30ul, 0,14 mg/ml), Bahn 12 Salidrosid (30 pl, 0,12 mg/ml); FlieBmittel Toluol/ Aceton/
Ethylacetat/Ameisensaure/wasser (40:50:60:6:6); Detektion bei Tageslicht nach Derivatisierung mit Vanilin/
Schwefelsaure Reagenz; Aufnahme 30 Minuten nach Entwicklung, Platte: Forsythia_080222_01_01

Wahrend der festgelegten Zeit von 30 Minuten ergaben sich bezuglich der Farbe und
Intensitat der Banden nur unwesentliche Veranderungen der Derivatisierung, die Auswertung
des Chromatogramms konnte ohne Einschrédnkungen erfolgen. Der Test zur Stabilitéat der

Derivatisierung konnte akzeptiert werden.
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3.4.2.3.4 Spezifitat

3.4.2.3.4.1 Identifizierung von Forsythiae fructus Proben durch Vergleichen
authentischer Drogenproben mit Referenzsubstanzen

Die Untersuchung wurde wie unter Kapitel 3.4.2.3 beschrieben durchgefihrt. Die Methode
wurde als spezifisch angesehen, wenn beim erhaltenen Fingerprint-Chromatogramm (Abb.
78 u. 79) folgende Banden vorhanden sind: gelbe Bande (7), gelbe Bande (6) und rote
Bande (5) der Auswertung nach Derivatisierung mit Vanilin-Reagen mussten im UV-Licht bei

366 nm und bei Tageslicht erkennbar sein.

Abb. 78: Spezifitadt (Forsythiae fructus), 366 nm

Markierungen: 1: Arctiin, 2: Phillyrin, 3: Pinoresinol, 4: Salidrosid; 5: rote Bande, 6: zweite gelbe Bande, 7: erste
gelbe Bande, Untersuchungslésungen Bahn 1,2,4,5,7,8,10,11: FfP1-FfP4 (jeweils 5 und 10ul Frosythia suspensa
fructus Extrakt); Referenzsubstanzen: Bahn 3 Arctiin (30ul, 0,18 mg/ml), Bahn 6 Phillyrin (30ul, 0,14 mg/ml), Bahn
9 Pinoresinol (30ul, 0,14 mg/ml), Bahn 12 Salidrosid (30 pl, 0,12 mg/ml); FlieBmittel Toluol/ Aceton/
Ethylacetat/Ameisensdure/wasser (40:50:60:6:6); Detektion bei 366 nm nach Derivatisierung mit Vanilin/
Schwefelsaure Reagenz

Abb. 79: Spezifitat (Forsythiae fructus), Tageslicht

Markierungen 1: Arctiin, 2: Phillyrin, 3: Pinoresinol, 4: Salidrosid; 5: rote Bande, 6: zweite gelbe Bande, 7: erste
gelbe Bande; Untersuchungslésungen Bahn 1,2,4,5,7,8,10,11: FfP1-FfP4 (jeweils 5 und 10ul Frosythia suspensa
fructus Extrakt); Referenzsubstanzen: Bahn 3 Arctiin (30ul, 0,18 mg/ml), Bahn 6 Phillyrin (30ul, 0,14 mg/ml), Bahn
9 Pinoresinol (30ul, 0,14 mg/ml), Bahn 12 Salidrosid (30 pl, 0,12 mg/ml), FlieBmittel Toluol/ Aceton/
Ethylacetat/Ameisensaure/wasser (40:50:60:6:6); Detektion bei Tageslicht nach Derivatisierung mit Vanilin/
Schwefelsdure Reagenz

Far die Durchfiihrung des Spezifitatstests (Abb. 80-82) konnte kein authentisches (botanisch
eindeutig identifizierte Probe) Drogenmaterial erhalten werden. Die vorhandenen
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Drogenproben wurden nebeneinander in verschiedenen Konzentrationen aufgetragen. Es
konnten nur im oberen Rge-Bereich bei 0,6/0,8 Unterschiede in Form von vorhandenen oder
nicht vorhandenen (Doppel-) Banden festgestellt werden (Abb. 80). Hierbei handelte es sich
um sehr geringfligige Variationen des Fingerprints, wahrscheinlich durch Artefaktbildung
wéahrend der Trocknung und Extraktion der Droge. Diese Unterschiede waren geringfligig
und nur vor der Derivatisierung im UV-Licht bei 366 nm erkennbar. Probleme bei der

Identifizierung entstanden dadurch nicht.

Abb. 80: Chromatogrammausschnitt (Fingerprint Forsythiae fructus)

Forsythiae fructus Extrakte, Bahn 1-3 FfP1 (3,5,10ul), Bahn 4-6 FfP2 (3,5,10ul), Bahn 7-9 FfP3 (3,5,10ul), Bahn
10-12 FfP4 (3,5,10ul); Unterschiedliche blaue Banden im Rr-Bereich 0,6/0,8 rot gekennzeichnet, Detektion bei
366 nm ohne Derivatisierung, Platte. Forsythia_080222_01_04

Abb. 81: Spezifitat Forsythiae fructus (Tageslicht)

Forsythiae fructus Extrakte, Bahn 1-3 FfP1 (3,5,10ul), Bahn 4-6 FfP2 (3,5,10ul), Bahn 7-9 FfP3 (3,5,10ul), Bahn
10-12 FfP4 (3,5,10pul), Auswertung nach Derivatisierung mit Vanilin/ Schwefelsdure Reagenz bei Tageslicht,
Platte: Forsythia_080222_01_04
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Abb. 82: Spezifitit Forsythiae fructus (UV 366 nm)

Forsythiae fructus Extrakte, Bahn 1-3 FfP1 (3,5,10ul), Bahn 4-6 FfP2 (3,5,10ul), Bahn 7-9 FfP3 (3,5,10ul), Bahn
10-12 FfP4 (3,5,10ul); Auswertung nach Derivatisierung mit Vanilin/ Schwefelsdure Reagenz bei 366 nm, Platte:
Forsythia_080222_01_04

Die Auswertung des Bandenmusters nach Derivatisierung bei UV 366 nm und Tageslicht
ergab bei allen vier Drogenextrakten denselben Fingerprint. Der Test fir die Spezifitat konnte
akzeptiert werden.

3.4.2.3.4.2 Detektion von Verfalschungen

Der Test konnte wegen fehlender Verfalschungen nicht durchgefihrt werden. Das
charakteristische makroskopische Aussehen der Probe erlaubt aber vermutlich eine etwaige
Verfélschung oder Verunreinigung durch Sichtprifung auszuschlieBen.

3.4.2.3.5 Wiederholprazision

Far die Untersuchung der Wiederholprazision wurden an einem Tag drei Chromatogramme
unabhangig von einander entwickelt. Die Untersuchungslésungen wurden fir jedes
Chromatogramm neu extrahiert und auf eine Platte aufgetragen. Die Entwicklung erfolgte fir
jede Platte mit frischem  FlieBmittel. Nach der Trocknung wurde  mit
Vanillin/Schwefelsdurereagenz derivatisiert, erhitzt und bei 366 nm sowie bei Tageslicht die
Dokumentation durchgefiihrt.

Die Ergebnisse der Untersuchungen (Tab. 78 und Abb. 83, 84) wurden akzeptiert, wenn alle
Banden fir jede Platte in Bezug auf Anzahl, Position, Farbe und ldentitat identisch waren.
Die Banden sollten auf der Platte parallel ohne Kurven oder Wellen verlaufen. Die Re-Werte
der vorher spezifizierten Banden durften auf den drei Platten um nicht mehr als 0,03 Rg-
Werteinheiten von einander abweichen.
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Tabelle 78: Ergebnis der HPTLC-Wiederholprazision (Forsythiae fructus)
Fir die reprasentativen Banden ergeben sich nach der Auswertung keine Abweichungen von gréBer 0,03 R:-
Werteinheiten (Ziffern in Klammern nehmen Bezug auf die in den Abb. 78 und 79 gewéhlten Markierungen)

Plattenbezeichung
Forsythia_ Forsythia_ Forsythia_
080220 _01 02 080220 _01 03 080220 _01 04
Bande (Nr.) Re ARF
1. gelbe Bande (7) 0,12 0,11 0,11 0,01
2. gelbe Bande (6) 0,24 0,23 0,23 0,01
rote Bande(5) 0,75 0,75 0,76 0,01
Arctiin (1) 0,16 0,16 0,15 0,01
Phillyrin (2) 0,16 0,16 0,15 0,01
Pinoresinol (3) 0,65 0,64 0,65 0,01
Salidrosid (4) 0,16 0,16 0,15 0,01

Abb. 83: HPTLC-Wiederholprazison (Forsythiae fructus), Tageslicht

Untersuchungslésungen Bahn 1,2,4,5,7,8,10,11: FfP1-FfP4 (jeweils 5 und 10upl Frosythia suspensa fructus
Extrakt); Referenzsubstanzen: Bahn 3 Arctiin (30ul, 0,18 mg/ml), Bahn 6 Phillyrin (30ul, 0,14 mg/ml), Bahn 9
Pinoresinol (30 pl, 0,14 mg/ml), Bahn 12 Salidrosid (30 pl, 0,12 mg/ml); FlieBmittel Toluol/ Aceton/
Ethylacetat/Ameisensaure/wasser (40:50:60:6:6); Bild nach Derivatisierung mit Vanillin/Schwefelsdure Reagenz
bei Tageslicht, Platte. Forsythia_080220_01_02

Abb. 84: HPTLC-Wiederholprazision (Forsythiae fructus), 366 nm

Untersuchungslésungen; Untersuchungslésungen Bahn 1,2,4,5,7,8,10,11: FfP1-FfP4 (jeweils 5 und 10ul Frosythia
suspensa fructus Extrakt); Referenzsubstanzen: Bahn 3 Arctiin (30ul, 0,18 mg/ml), Bahn 6 Phillyrin (30ul, 0,14
mg/ml), Bahn 9 Pinoresinol (30ul, 0,14 mg/ml), Bahn 12 Salidrosid (30 pl, 0,12 mg/ml); FlieBmittel Toluol/ Aceton/
Ethylacetat/Ameisensaure/wasser (40:50:60:6:6); Bild nach Derivatisierung mit Vanillin/Schwefelsdure Reagenz
bei 366 nm, Platte: Forsythia_080220_01_02
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Die Ergebnisse der Wiederholprazision lagen innerhalb der geforderten Grenzen. Nach
Auswertung der dokumentierten Platten konnte die Untersuchung der Wiederholprazision
akzeptiert werden.

3.4.2.3.6 Laborprazision

Fur die Uberpriifung der Laborprézision wurde an drei aufeinander folgenden Tagen ein
Chromatogramm  entwickelt  (Bedingungen und  Ergebnisse Tab. 79). Die
Untersuchungslésungen wurden flr jedes Chromatogramm neu extrahiert und auf eine
Platte aufgetragen. Die Entwicklung erfolgte fir jede Platte mit frischem FlieBmittel. Nach der
Trocknung wurde mit Vanillin/Schwefelsdurereagenz derivatisiert, erhitzt und die
Dokumentation durchgefihrt.

Die Ergebnisse der Untersuchungen wurden akzeptiert, wenn alle Banden fiur jede Platte in
Bezug auf Anzahl, Position, Farbe und Identitat identisch waren. die Banden auf der Platte
parallel verlaufen ohne Kurven oder Wellen. Die Re-Werte der vorher spezifizierten Banden
darfen auf den drei Platten um nicht mehr als 0,06 Rg-Werteinheiten von einander
abweichen.

Tabelle 79: Ergebnis der HPTLC-Laborprazision

Die Ziffern in Klammern nehmen Bezug auf die in den Abbildungen 78 und 79 gewahlten Markierungen. Fir die
reprasentativen Banden ergaben sich nach der Auswertung keine Abweichungen von gréBer 0,06 Rs-
Werteinheiten; Untersuchungslésungen Bahn 1,2,4,5,7,8,10,11: FfP1-FfP4 (jeweils 5 und 10ul Frosythia
suspensa fructus Extrakt); Referenzsubstanzen: Bahn 3 Arctiin (30pul, 0,18 mg/ml), Bahn 6 Phillyrin (30ul, 0,14
mg/ml), Bahn 9 Pinoresinol (30pl, 0,14 mg/ml), Bahn 12 Salidrosid (30 pl, 0,12 mg/ml); FlieBmittel Toluol/ Aceton/
Ethylacetat/Ameisensdure/wasser (40:50:60:6:6);

Plattenbezeichung
Forsythia_ Forsythia_ Forsythia_
080220 _01 02 080221 _01 O1a 080222 _01 01
Bande (Nr.) Re ARE
1. gelbe Bande (7) 0,12 0,11 0,09 0,03
2. gelbe Bande (6) 0,24 0,24 0,22 0,02
rote Bande(5) 0,75 0,74 0,74 0,01
Arctiin (1) 0,16 0,15 0,12 0,03
Phillyrin (2) 0,16 0,15 0,12 0,04
Pinoresinol (3) 0,65 0,65 0,63 0,02
Salidrosid (4) 0,16 0,15 0,12 0,03

Nach Auswertung der dokumentierten Platten konnte die Untersuchung der Laborprazision
akzeptiert werden.
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3.4.2.3.7 Robustheit

3.4.2.3.7.1 Plattentyp

Es wurde eine DC-Aluminiumfolie mit einer HPTLC-Glasplatte verglichen. Fur die HPTLC-
Platte wurde die Methode wie unter Kapitel 6.6.5.4 beschrieben durchgefihrt. Fir die DC-
Aluminiumfolie wurde die Methode unter Ausnahme der Kapitel 6.6.5.4.4 und 6.6.5.4.7
durchgefiihrt. Fir eine Ubertragung der Methode auf kieselgelbeschichtete DC-
Aluminiumfolien (Abb. 85 und 86) wurde eine entsprechende Untersuchung durchgeflhrt. Als
Ziellaufstrecke wurden 100 mm gewadhlt, die vom Hersteller als optimale Trennstrecke
angegeben sind. Die Entwicklung erfolgt in einer 200x200 mm Doppeltrogkammer. Fur den
Vergleich wurde die Platte der ersten Wiederholprazisionsmessung verwendet.

Die Kriterien fur die Akzeptanz des Tests waren, dass alle Banden in Bezug auf Anzahl,
Position, Farbe und Intensitat der Zonen fur die beiden entwickelten Platten gleich waren.
Ein Unterschied der reprasentativen Banden von nicht gréBer als 0,06 Ri-Einheiten wurde als
akzeptabel angesehen.

f—

Abb. 85: DC Robustheit (Forsythiae fructus), DC-Aluminiumfolie mit Kieselgel
Untersuchungslésungen Bahn 1,2,4,5,7,8,10,11: FfP1-FfP4 (jeweils 5 und 10ul Frosythia suspensa fructus
Extrakt); Referenzsubstanzen: Bahn 3 Arctiin (30ul, 0,18 mg/ml), Bahn 6 Phillyrin (30ul, 0,14 mg/ml), Bahn 9
Pinoresinol (30ul, 0,14 mg/ml), Bahn 12 Salidrosid (30 ul, 0,12 mg/ml), FlieBmittel Toluol/ Aceton/
Ethylacetat/Ameisensaure/wasser (40:50:60:6:6); Laufstrecke 100 mm; Detektion: Vanillin/Schwefelsdure
Reagenz, Tageslicht; Platte: Forsythia_080225_01_01
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Abb. 86: DC-Robustheit (Forsythiae fructus), DC-Aluminiumfolie mit Kieselgel
Untersuchungslésungen Bahn 1,2,4,5,7,8,10,11: FfP1-FfP4 (jeweils 5 wund 10ul Frosythia Extrakt);
Referenzsubstanzen: Bahn 3 Arctiin (30pl, 0,18 mg/ml), Bahn 6 Phillyrin (30ul, 0,14 mg/ml), Bahn 9 Pinoresinol
(30ul, 0,14 mg/ml), Bahn 12 Salidrosid (30 I, 0,12 mg/ml); FlieBmittel Toluol/ Aceton/
Ethylacetat/Ameisensaure/wasser (40:50:60:6:6); Laufstrecke 100 mm; Detektion: Vanillin/Schwefelsdure
Reagenz, Laufstrecke 100 mm; UV 366 nm; Platte: Forsythia_080225_01_01

Tabelle 80: Ergebnis der Robustheitsuntersuchung beziiglich des Plattentyps
Untersuchungslésungen Bahn 1,2,4,5,7,8,10,11: F{P1-FfP4 (jeweils 5 wund 10ul Frosythia Extrakt);
Referenzsubstanzen: Bahn 3 Arctiin (30ul, 0,18 mg/ml), Bahn 6 Phillyrin (30ul, 0,14 mg/ml), Bahn 9 Pinoresinol
(30ul, 0,14 mg/ml), Bahn 12 Salidrosid (30 pul, 0,12 mg/ml); FlieBmittel Toluol/ Aceton/
Ethylacetat/Ameisensaure/wasser (40:50:60:6:6); Laufstrecke 100 mm; Detektion: Vanillin/Schwefelsdure
Reagenz, Laufstrecke 100 mm

Plattenbezeichung
DC-Aluminiumfolie HPTLC-Glasplatte
Forsythia 080225 01 01 Forsythia 080220 01 02
Bande Re ARg
1. gelbe Bande 0,11 0,12 0,01
2. gelbe Bande 0,24 0,24 0,00
mittlere rote Bande 0,78 0,75 0,03
Arctiin 0,15 0,16 0,01
Phillyrin 0,15 0,16 0,01
Pinoresinol 0,66 0,65 0,01
Salidrosid 0,14 0,16 0,02

Die Untersuchung der Robustheit bezliglich des Plattentyps zeigten keine Abweichungen
auBerhalb der geforderten 0,06 R-Werteinheiten (Tab. 80).
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3.4.2.3.7.2 Entwicklungsstrecke

Es wurde die Methode (unter Ausnahme der Entwicklungsstrecke) wie unter Punkt 6.6.5.4
beschrieben durchgefihrt. Es wurde eine Platte mit einer Laufstrecke von 70 mm (Abb. 87
und 89) und eine mit einer Laufstrecke von 50 mm (Abb. 88 und 90) entwickelt. Fir den
Vergleich wurde die Platte der ersten Wiederholpréazisionsmessung verwendet.

Die Kriterien fir die Akzeptanz des Tests waren, dass alle Banden fur die beiden
entwickelten Platten in Bezug auf Anzahl, Position, Farbe und Intensitat der Zonen gleich
sind. Ein Unterschied der reprasentativen Banden von nicht groBer als 0,06 Rg-Einheiten
wurde akzeptiert.
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Abb. 87: HPTLC-Robustheit (Forsythiae fructus), 70 mm, Tageslicht

Untersuchungslésungen Bahn 1,2,4,5,7,8,10,11: FfP1-FfP4 (jeweils 5 und 10yl Frosythia Extrakt);
Referenzsubstanzen: Bahn 3 Arctiin (30pul, 0,18 mg/ml), Bahn 6 Phillyrin (30ul, 0,14 mg/ml), Bahn 9 Pinoresinol
(30ul, 0,14 mg/ml), Bahn 12 Salidrosid (30 pl, 0,12 mg/ml); FlieBmittel Toluol/ Aceton/
Ethylacetat/Ameisensédure/wasser (40:50:60:6:6); Detektion: Vanillin/Schwefelsdure Reagenz, Tageslicht
Laufstrecke 70 mm; Platte: Forsythia_080221_01_02

Abb. 88: HPTLC-Robustheit (Forsythiae fructus), 50 mm, Tageslicht

Untersuchungslésungen Bahn 1,2,4,5,7,8,10,11: FfP1-FfP4 (jeweils 5 wund 10yl Frosythia Extrakt);
Referenzsubstanzen: Bahn 3 Arctiin (30ul, 0,18 mg/ml), Bahn 6 Phillyrin (30ul, 0,14 mg/ml), Bahn 9 Pinoresinol
(30ul, 0,14 mg/ml), Bahn 12 Salidrosid (30 pl, 0,12 mg/ml); FlieBmittel Toluol/ Aceton/
Ethylacetat/Ameisensédure/wasser (40:50:60:6:6); Detektion: Vanillin/Schwefelsdure Reagenz, Tageslicht
Laufstrecke 50 mm; Platte: Forsythia_080222_01_02
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Abb. 89: HPTLC-Robustheit Forsythiae fructus), 70 mm, 366 nm

Untersuchungslésungen Bahn 1,2,4,5,7,8,10,11: FfP1-FfP4 (jeweils 5 wund 10ul Frosythia Extrakt);
Referenzsubstanzen: Bahn 3 Arctiin (30pl, 0,18 mg/ml), Bahn 6 Phillyrin (30ul, 0,14 mg/ml), Bahn 9 Pinoresinol
(30ul, 0,14 mg/ml), Bahn 12 Salidrosid (30 ul, 0,12 mg/ml); FlieBmittel Toluol/ Aceton/
Ethylacetat/Ameisensaure/wasser (40:50:60:6:6); Detektion: Vanillin/Schwefelsdure Reagenz, UV 366nm
Laufstrecke 70 mm; Platte: Forsythia_ 080221 01_02

Abb. 90: HPTLC-Robustheit (Forsythiae fructus), 50 mm, 366 nm

Untersuchungslésungen Bahn 1,24,57,8,10,11: FfP1-FfP4 (jeweils 5 wund 10ul Frosythia Extrakt);
Referenzsubstanzen: Bahn 3 Arctiin (30pl, 0,18 mg/ml), Bahn 6 Phillyrin (30ul, 0,14 mg/ml), Bahn 9 Pinoresinol
(30ul, 0,14 mg/ml), Bahn 12 Salidrosid (30 I, 0,12 mg/ml); FlieBmittel Toluol/ Aceton/
Ethylacetat/Ameisensdure/wasser (40:50:60:6:6); Detektion: Vanillin/Schwefelsdure Reagenz, UV 366nm
Laufstrecke 50 mm; Platte: Forsythia_080222_01_02

Tabelle 81: Ergebnis der Robustheitsuntersuchung (Forsythiae fructus)

Fir alle Referenzsubstanzen ergaben sich nach der Auswertung keine Abweichungen von gréBer 0,06 Rr-
Werteinheiten, Untersuchungslésungen Bahn 1,2,4,5,7,8,10,11: FfP1-FfP4 (jeweils 5 und 10pl Frosythia Extrakt);
Referenzsubstanzen: Bahn 3 Arctiin (30pl, 0,18 mg/ml), Bahn 6 Phillyrin (30ul, 0,14 mg/ml), Bahn 9 Pinoresinol
(30ul, 0,14 mg/ml), Bahn 12 Salidrosid (30 pul, 0,12 mg/ml);, FlieBmittel Toluol/ Aceton/
Ethylacetat/Ameisensaure/wasser (40:50:60:6:6); Detektion: Vanillin/Schwefelsaure Reagenz

Platte: Platte: Platte:
Forsythia_080222_01_02  Forsythia_080220_01_02  Forsythia_080221_01_02

50 mm 60 mm 70 mm
Bande R ARF
1. gelbe Bande 0,08 0,12 0,13 0,05
2. gelbe Bande 0,22 0,24 0,26 0,04
rote Bande 0,74 0,75 0,77 0,03
Arctiin 0,14 0,16 0,17 0,03
Phillyrin 0,14 0,16 0,17 0,03
Pinoresinol 0,64 0,65 0,66 0,02
Salidrosid 0,14 0,16 0,17 0,03
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Die Untersuchung der Robustheit bezlglich der Laufstrecke zeigten keine Abweichungen
auBerhalb der geforderten 0,06 Re-Werteinheiten (Tab. 81).
Die Experimente zur Prifung der Robusheit konnten akzeptiert werden.

3.4.3 Bestimmung des Trocknungsverlustes

Die Bestimmung des Trocknungsverlustes wurde mit jeder Drogenprobe in einer Dreifachbe-
stimmung durchgefihrt. Es wurde jeweils ca. 1,000 g Droge in ein Wageglas genau
eingewogen und in einem Trockenschrank bei 105 °C eine Stunde getrocknet.

Tabelle 82: Trocknungsverlust Forsythiae fructus
MW [%]: Mittelwert des Trocknungsverlustes der drei Einwaagen in %; STABWN [%]: Standardabweichung
berechnet nach Excelfunktion STABWN, Varianz: Standardabweichung bezogen auf den Mittelwert

Probe
FiP1 | FiP2 | FiP3 | FiP4
Trocknungsverlust [%]:

1. Einwaage 8,45 8,02 8,28 7,91
2. Einwaage 8,63 7,93 8,24 7,95
3. Einwaage 8,42 8,02 8,17 7,93
MW [%] 8,50 7,99 8,23 7,93
STABWN [%] 0,0905 0,0444 0,0448 0,0162
Varianz [%] 1,0647 0,5555 0,5450 0,2038

3.4.4 Bestimmung der Asche

Die Bestimmung der Asche wurde mit jeder Drogenprobe in einer Dreifachbestimmung
durchgefiihrt. Es wurde jeweils ca. 1,000 g pulverisierte Droge [355] in einen Quarztiegel
genau eingewogen und in einem Trockenschrank bei 105 °C eine Stunde getrocknet.
AnschlieBend wurde das Pulver im Muffelofen bei 600°C zur Massenkonstanz gegliht.

Tabelle 83: Bestimmung der Asche von Forsythiae fructus
MW [%]: Mittelwert der Asche der drei Einwaagen in %; STABWN [%]: Standardabweichung berechnet nach
Excelfunktion STABWN, Varianz: Standardabweichung bezogen auf den Mittelwert

Probe
FfP1 | FP2 | FfP3 FP4
Asche [%]

1. Einwaage 2,51 2,20 2,62 2,97
2. Einwaage 2,52 2,24 2,60 2,96
3. Einwaage 2,52 2,20 2,59 2,92
MW [%] 2,52 2,21 2,60 2,95
STABWN [%)] 0,0044 0,0163 0,0115 0,0188
Varianz [%] 0,18 0,74 0,44 0,64
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3.4.5 Gehaltsbestimmung von Forsythosid A

Ausgangspunkt fir die Gehaltsbestimmungen waren die Monographie Fructus Forsythiae
aus der Ph. VR China (2005d) und die Monographie von WAGNER (2005)

3.4.5.1 Gehaltsbestimmung mittels HPTLC

Ausgangspunkt flr die Untersuchungen waren FlieBmittelgemische fir die Trennung von
Flavonoiden auf Kieselgel-Platten fir die Identitéatsprifung von Birkenblattern, Arnikabliten,
Lindenbliten, WeiBdornblatter mit Blitten aus PLANT DRUG ANALYSIS (1996) sowie eine
Methode von JANICSAK G. (2007). Ein hinreichend gute Trennung des Forsythosid A von
anderen Kaffeesdurederivaten konnte mit den beschriebenen Methoden nicht erzielt werden.
Eine weitere Mdglichkeit bestand darin die Trennung auf RP-Material durchzufuhren. Hierfur
wurden Methoden von STEFANIAK M. (2008), MISZCZYK M. (2006) und GABRIELS M.
(2004) fir den Einstieg verwendet. Fir die Gehaltbestimmung mittels HPTLC wurde im
Folgenden eine neue Methode entwickelt. Es wurden 2,0 g gepulverte (355) Droge mit 100
ml Methanol versetzt, im Wasserbad unter Ruckfluss fir 30 Minuten bei 65°C extrahiert, und
anschlieBend durch einen 0,45 pum HPLC Spritzenfilter filtriert. Das Filtrat wurde als
Testlésung verwendet. Die Trennung erfolgt auf HPTLC- RP- 18 W F5,S — Platten mit
Acetonitril/Wasser 20:80 (+1% Ameisensaure im Gesamtanteil). Die Dokumentation erfolgt
bei UV 366 nm.

Auf eine Derivatisierung mit Naturstoffreagenz/Polyethylenglycol wurde verzichtet, da sich
herausstellte, dass die Ergebnisse einer zu groBen Schwankung unterlagen (Ergebnisse
nicht dargestellt).

3.4.5.1.1 Stabilitatsuntersuchungen

3.4.5.1.1.1 Stabilitat der Analyten wahrend der Chromatographie

Zur Uberpriifung der Stabilitat der Analyten wahrend der Chromatographie wurde der Extrakt
punktférmig am Plattenrand aufgetragen, ein Mal entwickelt und getrocknet. Die Platte wurde
um 90° gedreht und ein zweites Mal entwickelt. Die Analyten der Untersuchungslésung lagen
in dem erhaltenen Chromatogramm auf der Winkelhalbierenden und es zeigten sich keine
Abbauprodukte die Abseits der Winkelhalbierenden zu erkennen waren. Die Stabilitat der
Analyten wahrend der Chromatographie war somit gezeigt.
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Abb. 91: 2-D Entwicklung (Forsythiae fructus)

1 ul Forsythiae fructus Extrakt punktférmig aufgetragen, 2-mal entwickelt,
nach der 1. Entwicklung Platte getrocknet, um 90° gedreht und ein 2.-mal
entwickelt, bei 366 nm, Acetonitril/Wasser 20:80 +1% Ameisenséure,
Platte: Forsythia_20090305_02

Die getrennten Substanzen (Abb. 91) lagen auf einer Geraden und zeigten keine
Abbauprodukte im 2D-Chromatogramm. Der Test auf Stabilitdt wahrend der
Chromatographie konnte akzeptiert werden.

3.4.5.1.1.2 Stabilitat der Analyten in L6sung und auf der Platte

Fur diese Prifung wurden zwei Extrakite im Abstand von zwei Stunden hergestellt. Ein
Aliquot des ersten Extrakts wurde sofort auf die Platte aufgetragen. Die verbleibende Lésung
wurde verschlossen bei Raumtemperatur aufbewahrt. Eine zweite Lésung wurde vor Ablauf
der zwei Stunden hergestellt. Diese Losung wurde zweimal direkt auf die Platte aufgetragen.
Als vierte Bahn wurde im Anschluss die zwei Stunden bei Raumtemperatur aufbewahrte
Lésung aufgetragen.

Nach Entwicklung und Dokumentiation der Platte durften sich bei Auswertung der Bande von
Forsythosid A die Signalwerte der Peakflachen um nicht mehr als 15% bezogen auf die

frisch hergestellten Lésungen verandern.

Abb. 92: Stabilitat der Analyten (Forsythiae
fructus, Platte/Lésung)

Bahn 1: Extrakt 2 h auf der Platte

Bahn 2: Extrakt frisch aufgetragen

Bahn 3: Extrakt frisch aufgetragen

Bahn 4: Extrakt 2 h in Ldsung, dann aufgetragen
Bild bei 366 nm, Platte: Forsythia_20090316_02

Tabelle 84: Ergebnisse der Stabilitatsuntersuchungen (Forsythiae fructus)

Bahn Signalwert Einwaage Signalwert MW Bahn 2+3 Signalwert/
[mAU] [0] [mAU/2,09g] [mAU/2,09] MW Bahn 2+3
1 1632 2,07113 1576 0,89
2 1751 2,05160 1707 1761 0,97
3 1863 2,05160 1816 1,03
4 1290 2,07113 1246 0,71

MW Bahn 2+3 = Mittelwert der Signalwerte von Bahn 2 und 3
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Die Schwankungen der auf Bahn 2 und 3 aufgetragenen Untersuchungslésungen zeigten
Schwankungen von 3% bezogen auf den Mittelwert. Fir die Probe die sich 2 Stunden auf
der Platte befindet zeigte sich eine Signalabnahme von ca. 11%. Fur die Probe die sich 2
Stunden in methanolischer Lésung befand nimmt das Signal um 29% ab (Tab. 84). Das
Experiment fur die Prifung der Stabilitdt der Analyten auf der Platte und in Lésung kann
akzeptiert werden, jedoch muss als Konsequenz aus der beeobachteten Signalabnahme die
Messung zeitnah durchgefuhrt werden.

3.4.5.1.1.3 Stabilitat der Ergebnisse

Die Untersuchungen wurden mit frisch hergestellten Extrakten und Referenzsubstanzmisch-
ungen durchgefahrt. Nach Entwickeln und Dokumentieren der Platte durften sich bei
Auswertung der Bande von Forsythosid A die Signalwerte der Peakflachen um nicht mehr

als 10% bezogen auf den Anfangswert verandern.

Abb. 93: Stabilitat des Ergebnis T, (Forsythiae fructus)

Untersuchungslésungen: Bahn 1,3,5,7 Forsythia suspensa fructus Extrak FfP1-4; Referenzsubstanzldsung Level
1-6: Bahn 2 (0,3 pg, 0,1mg/ml), Bahn 4 (0,46 pg; 0,15mg/ml), Bahn 6 (0,53ug; 0,175 mg/ml), Bahn 8 (0,56 ug;
0,187mg/ml), Bahn 9 (1,2 pg; 0,4 mg/ml), Bahn 10 (1,65 ug; 0,55 mg/ml); FlieBmittel Acetonitril/Wasser 20:80
+1% Ameisensaure; Detektion UV 366 nm; Platte: Forsythia_20090317_01_03

Abb. 94: Stabilitat des Ergebnis T;o(Forsythiae fructus)

Untersuchungslésungen: Bahn 1,3,5,7 Forsythia suspensa fructus Extrak FfP1-4; Referenzsubstanzldésung Level
1-6: Bahn 2 (0,3 pg, 0,1mg/ml), Bahn 4 (0,46 pg; 0,15mg/ml), Bahn 6 (0,53pg; 0,175 mg/ml), Bahn 8 (0,56 pg;
0,187mg/ml), Bahn 9 (1,2 pg; 0,4 mg/ml), Bahn 10 (1,65 ug; 0,55 mg/ml); FlieBmittel Acetonitril/Wasser 20:80
+1% Ameisensaure; Detektion UV 366 nm; Platte: Forsythia_20090317_01_03
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Tabelle 85: Erg_jebniszusammenfassung_] Stabilitat der Erg_jebnisse (Forsythiae fructus)

Forsythosid A
Bahn Signal Signal Signal Signal Signal Verhéltnis | Verhdéltnis
(T=0 min) (T=5 min) (T=10 min) (T=30 min) (T=60min) | T=0/T=30 | T=0/T=60
1 1861,94 1813,96 1764,45 1793,12 1768,05 1,04 1,05
2 976,03 928,92 892,09 883,40 861,36 1,10 1,13
3 2671,68 2650,41 2567,19 2621,62 2593,91 1,02 1,03
4 1962,84 1909,52 1847,80 1846,11 1810,33 1,06 1,08
5 4260,63 4205,54 4174,63 4133,26 4231,58 1,03 1,01
6 2417,74 2366,20 2281,40 2276,29 2235,65 1,06 1,08
7 3454,17 3499,68 3405,35 3462,37 3438,83 1,00 1,00
8 3634,78 3556,62 3439,92 3465,96 3408,33 1,05 1,07
9 3945,06 3864,01 3737,88 3793,73 3733,04 1,04 1,06
10 5469,86 5372,21 5223,43 5287,75 5224.,61 1,03 1,05

Die detektierten Signalintensitaten (Tab. 85 sowie Abbildungen 85 und 86) sanken innerhalb
einer 2 Stunde um ca. 4% und innerhalb 1 Stunde um ca. 5% ab. Die Resultate des Tests
zur Prifung der Stabilitéat der Ergebnisse konnten damit akzeptiert werden.

3.4.5.1.2 Spezifitat

3.4.5.1.2.1 Identifizierung von Forsythiae fructus Proben durch Vergleichen von
Drogenproben mit Referenzsubstanzen

Da fir die Untersuchungen keine authentischen Drogenproben vorlagen, wurde die
Untersuchung mit allen vorliegenden Forsythiae fructus Proben durchgefihrt. Die
Untersuchungen wurden mit frisch hergestellten Extrakten und Referenzsubstanzmisch-
ungen durchgefthrt. Nach Entwickeln und Dokumentieren der Platte mussten die Bande von

Forsythosid A und die darunterliegende blaue Bande deutlich getrennt sein.

Abb. 95: Forsythiae fructus: Vergleich der Extrakte mit Forsythosid A

Untersuchungslésungen: Bahn 1,3,5,7 Forsythia suspensa fructus Extrak FfP1-4; Referenzsubstanzlésung Level
1-6: Bahn 2 (0,3 pg, 0,1mg/ml), Bahn 4 (0,46 pg; 0,15mg/ml), Bahn 6 (0,53ug; 0,175 mg/ml), Bahn 8 (0,56 ug;
0,187mg/ml), Bahn 9 (1,2 pg; 0,4 mg/ml), Bahn 10 (1,65 pg; 0,55 mg/ml); FlieBmittel Acetonitri/Wasser 20:80
+1% Ameisensaure; Detektion UV 366 nm; Platte: Forsythia_20090317_01_03
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Die Auswertung des Bandenmusters bei UV 366 nm zeigte bei den Proben von Forsythia
suspensa (Bahn: 1, 3, 5, 7) die gleiche Abfolge von Banden. Die Bande des Forsythosid A
und die darunterliegende blaue Bande waren deutlich voneinander getrennt (Abb. 95). Der
Test fUr die Spezifitdt konnte akzeptiert werden.

3.4.5.1.2.2 Detektion von Verfalschungen

Der Test konnte wegen fehlender Referenzproben nicht durchgefihrt werden. Hinweise auf
maogliche Verféalschungen konnten in der Literatur nicht gefunden werden. Eine Verfalschung
von Forsythiae fructus ist jedoch wegen des geringen Preises der Droge und des
spezifischen Aussehens sehr unwahrscheinlich.

3.4.5.1.3 Kalibrierung

3.4.5.1.3.1 Messbereich

Zur Quantifizierung von Forsythosid A in Proben von Forsythiae fructus unbekannten
Gehalts musste zunachst der Messbereich festgelegt werden.

Vorversuch: Auf eine HPTLC-Platte (Abb.. 96) wurden die Untersuchungslésungen und die
Referenzsubstanz in bekannter Konzentration aufgetragen. Es wurde angenommen, dass
sich das Detektorsignal und die aufgetragenen Proben-/Referenzmengen proportional

verhalten.

Abb. 96: Vorversuch Messbereich

Untersuchungslésungen: Bahn 1,3,5,7 Forsythia suspensa fructus Extrak FfP1-4; Referenzsubstanzlésung Level
1-6: Bahn 2 (0,3 pg, 0,1mg/ml), Bahn 4 (0,46 pg; 0,15mg/ml), Bahn 6 (0,53pg; 0,175 mg/ml), Bahn 8 (0,56 ug;
0,187mg/ml), Bahn 9 (1,2 pg; 0,4 mg/ml), Bahn 10 (1,65 pg; 0,55 mg/ml); FlieBmittel Acetonitril/Wasser 20:80
+1% Ameisensaure; Detektion UV 366 nm; Platte: Forsythia_20090317_01_01
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Tabelle 86: Ergebniszusammenfassung des Vorversuchs fiir den Messbereich (Forsythiae
fructus)

Forsythosid A
Bahn
Flache [mAU] Menge [ng]
1 (Extrakt) 1403 -
2 (Level 1) 727 402
3 (Extrakt) 2261 -
4 (Level 2) 1486 732
5 (Extrakt) 3747 -
6 (Level 3) 1942 930
7 (Extrakt) 3074 -
8 (Level 4) 2620 1051
9 (Level 5) 2881 1209
10 (Level 6) 4231 1650

Bedingt durch die vorher durchgefihrte Quantifizierung mittels HPLC wurde der Messbereich
im Vorversuch schon so gut getroffen, dass eine weitere Anpassung nicht notwendig ist. Die
Ergebnisse der Tab. 86 und 87 zeigen, dass der Arbeitsbereich mit den gewahlten

Konzentrationen abgedeckt ist.

Tabelle 87: Eingesetzte Konzentrations-Level fiir Forsythosid A

Konzentrations-
Level 1 Level 2 Level 3 Level 4 Level 5 Level 6
Forsythosid A [pg/ml] 0,134 0,244 0,310 0,350 0,403 0,550

3.4.5.1.3.2 Varianzhomogenitat

Zur Uberpriifung der Giiltigkeit des in Kapitel 3.3.5.1.3.1 beschriebenen Kalibriersystems
wurde die Streuung der Analysenwerte bei der niedrigsten Konzentration und der héchsten
Konzentration des Messbereichs Uberprift. Hierfir wurden auf einer HPTLC-Platte jeweils 6
Lésungen mit niedrigster Konzentration und 6 Lésungen mit héchster Konzentration der
Kalibrierldsungen aufgetragen (Ergebnisse in Tab. 88). Die Berechnung der Varianzen

erfolgte mit der Formel 3 (Seite166).
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Tabelle 88: Uberprﬁfung_] der Varianzhomogenitat bei Forsythosid A

Forsythosid A Level 1 Level 6
Messung: Peakflache yimin Peakflache yi max
1 2149 10437
2 1836 10310
3 1760 9845
4 1664 9486
5 1730 9697
6 1725 10501
Mittelwert [ y ] 1811 10046
Varianz [s°] 25526 150872
PG 5,91
Wert F-Tabelle
F (P=99 %, 1, £ 10,97

Die aus den Untersuchungen gewonnenen PriifgréBen (PG) waren kleiner als der tabellierte
Wert in der F-Wert Tabelle (P=99%, fi, f,). Es konnte somit von einem gultigen
Kalibriersystem im Messbereich ausgegangen werden.

3.4.5.1.4 Wiederholprazision

Auf Grundlage der Ergebnisse der in Kapitel 3.3.5.1.3 beschriebenen Untersuchungen zur
Kalibrierung wurden 3 Untersuchungslésungen je Drogenprobe hergestellt. Auf drei 200x100
mm Platten wurden jeweils eine Untersuchungslésung (4 Proben, & 10 ul) und die
Konzentrations-Level (Kalibrierstandards) aufgetragen (4 3 ul). Fir die Berechnung der
Wiederholprazision wurde fur jede Platte und Kalibriersubstanz eine Kalibrierfunktion nach
der Formel 4 (Seite 168) bis Formel 12 (Seite 170) berechnet (Tab. 89).

Tabelle 89: Kalibrierfunktionen der Wiederholprézisionsmessung (Forsythiae fructus)

Kalibrierfunktion
WP 1, Platte: Forsythia_20090317_01_01 y=2857x-532
WP 1, Platte: Forsythia_20090317_01_02 y=2786x-588
WP 3, Platte: Forsythia_20090317_01_03 y=3731x-648
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Tabelle 90: Zusammenfassung der Wiederholprazisionsergebnisse

FrP1-4=Forsythiae fructus Probe 1-4, WP1-3=Gehalt in mg pro 100 mg Droge der Messungen 1-3 der
Wiederholprazision, MW = Mittelwert der Gehaltesberechnung, STABWN = Standardabweichung berechnet nach
der Excelfunktion STABWN, Vi = Variationskoeffizent nach Formel 3

FfP1_ | FfP2 | FfP3 | FiP4

Forsythosid A
WP 1, Platte: Flache [mAU] 1367 2233 3627 3077
Forsythia_20090317_01_01 | Gehalt [mg/ 100mg] 0,33 0,48 0,72 0,63
WP 2, Platte: Flache [mAU] 1322 2061 2565 3154
Forsythia_20090317_01_02 | Gehalt [mg/ 100mg] 0,34 0,48 0,56 0,67
WP 3, Platte: Flache [mAU] 1861 2671 4261 3454
Forsythia_20090317_01_03 | Gehalt [ng/ 100mg] 0,34 0,45 0,66 0,55
MW [mg/100mg] 0,34 0,47 0,65 0,62
STABWN [mg/100mg] 0,01 0,02 0,07 0,05
Wiederholprazision Vi [%] 1,56 3,44 10,10 8,41

Die Untersuchungen zur Wiederholprazision lagen innerhalb der geforderten 15% fir den
Variationskoeffizient (Vi Tab. 90). Der Test zur Wiederholpréazision konnte akzeptiert werden.

3.4.5.1.5 Laborprazision

Auf Grundlage der Ergebnisse der Untersuchungen zur Kalibrierung (Punkt 3.4.5.1.3) wurde
eine Untersuchungslésung je Drogenprobe hergestellt. Auf 200x100 mm Platten wurde
jeweils eine Untersuchungslésung (4 Proben, a 10 pl) und die Konzentrations-Level
(Kalibrierstandards, a 3ul) aufgetragen. Dies wurde am darauf folgenden Tag wiederholt. In
die Untersuchung wurde die erste Platte der Wiederholprazision mit einbezogen, so dass
sich eine Gesamtzahl von n = 3 ergab. Fir die Berechnung der Laborpréazision wurde fir
jede Platte und Kalibriersubstanz eine Kalibrierfunktion nach der Formel 4 (Seite 168) bis

Formel 12 (Seite 170) berechnet (Tab. 91).

Tabelle 91: Kalibrierfunktionen der Wiederholprazisionsmessung (Forsythiae fructus)

Kalibrierfunktion
WP 1/LP 1, Platte: Forsythia_20090317_01_01 y=2857x-532
LP 2, Platte: Forsythia_20090317_01_02 y=2873x-743
LP 3, Platte: Forsythia 20090317 01_03 y=1761x-470
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Tabelle 92: Zusammenfassung der Wiederholprazisionsergebnisse

FrP1-4=Forsythiae fructus Probe 1-4, LP1-3=Gehalt in Prozent der Messung 1-3 der Laborprazision, MW =
Mittelwert des Gehaltes, STABWN = Standardabweichung berechnet nach der Excelfunktion STABWN, Vi =
Variationskoeffizent nach Formel 3

FfP1 [ FfP2 | FfP3 [  FiP4

Forsythosid A
WP 1/LP 1, Platte: Flache [mAU] 1367 2233 3627 3077
Forsythia_20090317_01_01 | Gehalt [mg/ 100mg] 0,33 0,48 0,73 0,63
LP 2, Platte: Flache [mAU] 1638 2372 3168 3261
Forsythia_20090317_01_02 | Gehalt [mg/ 100mg] 0,41 0,54 0,68 0,70
LP 3, Platte: Flache [mAU] 860 1260 2269 1527
Forsythia_20090317_01_03 | Gehalt [mg/ 100mg] 0,37 0,49 0,78 0,56
MW [mg/100mg] 0,37 0,51 0,73 0,63
STABWN [mg/100mg] 0,03 0,03 0,04 0,05
Wiederholpréazision Vi [%] 9,15 5,26 5,55 8,56

Die Untersuchungen zur Wiederholprazision (Tab. 92) lagen innerhalb der geforderten 15%
fir den Variationskoeffizient (V). Die Experimente zur Ermittlung der Wiederholprazision
wurden entsprechend akzeptiert.

3.4.5.1.6 Lineare Regression

Far die Berechnung der linearen Regression wurde fur jede Platte und Kalibriersubstanz eine
Kalibrierfunktion nach der Formel 4 (Seite 168) bis Formel 12 (Seite 170) berechnet.

Kalibrierfunktion far Forsythosid A:  y=2802x-596

3.4.5.1.6.1 Korrelationkoeffizent (r)

Die Berechnung der Korrelationkoeffizienten erfolgte mit der Formel 30 (Seite 173):
Korrelationskoeffizient fir die Kalibrierfunktion von Forsythosid A: 0,982

3.4.5.1.6.2 Reststandardabweichung (sy)

Die Berechnung der Reststandardabweichung erfolgt mit der Formel 12 (Seite170)
sy fur die Kalibriergerade von Forsythosid A: 175,43

3.4.5.1.6.3 Verfahrensstandardabweichung (sy)

Die Berechnung der Verfahrensstandardabweichung erfolgte mir der Formel 13 (Seite170)
Syo fUr die Kalibriergerade von Forsythosid A: 0,06%

3.4.5.1.6.4 relative Verfahrensstandardabweichung (Vo)
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Die Berechnung der rel. Verfahrensstandardabweichung erfolgte mit Formel 14 (Seite 170).
V,o fUr die Kalibriergerade von Forsythosid A: 6,29%

3.4.5.1.7 Quadratische Regression

Die Berechnungsgrundlage waren alle Kalibrierungen Uber alle Platten der
Prazisionsmessungen. Die Berechnung der quadratischen Regression erfolgte mit der
Formel 16 (Seite 171) bis Formel 24 (Seite 172).

Kalibrierfunktion fiir Forsythosid A: y= 165,58x°+2460,39x-445,37

3.4.5.1.7.1 Reststandardabweichung (sy)

Die Berechnung der Reststandardabweichung erfolgte mit der Formel 25 (Seite 172).
s, fur die Kalibriergerade von Forsythosid A: 198,61

3.4.5.1.7.2 Verfahrensstandardabweichung (sy)

Die Berechnung der Verfahrensstandardabweichung erfolgte mit der Formel 26 (Seite 172).
Syo fUr die Kalibriergerade von Forsythosid A: 0,77%

3.4.5.1.7.3 relative Verfahrensstandardabweichung (Vo)

Die Berechnung der rel. Verfahrensstandardabweichung erfolgte mit der Formel 28 (Seite
172).
V,o fUr die Kalibriergerade von Forsythosid A: 7,15%

3.4.5.1.8 Uberpriifung der Varianzen von quadratischer und linearer Regression

Fur die Uberpriifung wurden die Reststandardabweichungen der linearen und quadratischen
Regression miteinander verglichen. Die PrufgréBe wurde mit Formel 29 (Seite 173)
berechnet. Die berechnete PrifgréBe (PG) wurde mit dem Wert aus der F-Tabelle mit F
(P=99%, f1, f2) verglichen.

PG fir Forsythosid A: 1,28

F (P=99%, f1, f2): 10,97

Die PrufgréBe ist kleiner als der tabellierte Wert in der F-Tabelle, so dass der Test akzeptiert
werden konnte. Es kann flr die Berechnung der Gehalte mit 99%-iger Sicherheit von einem

linearen Zusammenhang ausgegangen werden.
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3.4.5.1.9 Prognoseintervall und Probeauswertung

Die Berechnungsgrundlage fir die Probenauswertung waren alle Kalibrierungen und
Probemessungen Uber alle Platten der Prazisionsmessungen (Tab. 93). Fur die Berechnung
der Gehalte wurde die in Kapitel 3.3.5.1.6 berechnete Kalibrierfunktion verwendet.

Tabelle 93: Probenauswertung (Forsythiae fructus)

FfP1-4=Forsythiae fructus Probe 1-4, WP1-3=Gehalt der Wiederholprazisionsmessung 1-3 in Prozent, LP1-
3=Gehalt der Laborprazisionsmessung 1-3 in Prozent, MW=Mittelwert des Gehaltes,
STABWN-=Standardabweichung berechnet nach der Excelfunktion STABWN, V.=Variationskoeffizent nach
Formel 3, n.v.=nicht vorhanden

Probe
Prazisionsmessung FfP1 FfP2 FfP3 FfP4
Gehalt [%]
WP1/LP1[%] 0,33 0,48 0,72 0,63
WP2[%] 0,34 0,48 0,56 0,67
WP3[%] 0,34 0,45 0,66 0,55
LP2[%] 0,41 0,54 0,68 0,70
LP3[%] 0,37 0,49 0,78 0,56
MW [%] 0,36 0,49 0,68 0,62
STABWNI[%] 0,03 0,03 0,07 0,06
Vi 8,65 6,49 10,50 9,37

Berechnungsgrundlage fir die Berechnung des Prognoseintervalls (Tab. 94) waren alle
Kalibrierungen und Probenmessungen Uber alle Platten der Pr&zisionsmessungen. Die
Berechnung des Prognoseintervalls erfolgt mit Formel 32 (Seite 174).

Tabelle 94: Prognoseintervall (Forsythiae fructus)
Caelo Compl Herba Pharma

Forsythosid A Gehalt 0,358+0,056 0,49+0,053 0,67+0,062 0,62+0,057
[mg/100 mg]

3.4.5.1.10 Robustheit

Fir die Untersuchung der Robustheit wurde die Laufstrecke variiert. Ausgehend von einer
Laufstrecke von 50 mm fir die Prazisionsuntersuchungen wurde die Laufstrecke um 5 mm
erh6ht beziehungsweise um 5 mm verklrzt. FUr die Bewertung der Robustheit wurde der
Variationskoeffizient aus den Messungen der Laborprazision 1 und den Messungen der
Robustheit aus dem Gehalt der Substanz Forsythosid A berechnet. Das Akzeptanzkriterium
wurde mit einem Variationskoeffizient von < 15% festgelegt.
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Tabelle 95: Ergebnis der Robusheitspriifung (Forsythiae fructus)

FfP1-4=Forsythiae fructus Probe 1-4 RP1-2=Gehalt der Robustheitsmessung 1 und 2 in Prozent, LP1=Gehalt der
Laborprazisionsmessung 1 in Prozent, MW=Mittelwert des Gehaltes, STABWN=Standardaweichung berechnet
nach der Excelfunktion STABWN, V\=Variationskoeffizent nach Formel 3, n.v.=nicht vorhanden

Probe
FfP1 FfP2 FfP3 FiP4
Gehalt [%]

LP1[%] 0.39 0.51 0.74 0.55
RP1[%] 0,33 0,48 0,73 0,63
RP2[%] 0,39 0,52 0,76 0,64
MW [%] 0,37 0,50 0,74 0,61
STABWN 0,03 0,01 0,01 0,04
Vi 7,98 2,92 1,52 7,18

Die Untersuchung der Robustheit fihrte zu Ergebnissen unter 15,0 % und der Test konnte
akzeptiert werden.

3.4.5.1.11 Wiederfindungsrate

Zu ca. 2,0 g einer genau eingewogenen Menge pulverisierte Droge von Forsythiae fructus
wurde eine bekannte Menge (2,1 mg) von Forsythosid A (in Lésung) zu gegeben und diese
Mischung extrahiert. Zusatzlich wurde eine Probe ohne Aufstockung extrahiert. Auf eine
Platte wurde jeweils dreimal der Extrakt mit Aufstockung und der Extrakt ohne Aufstockung
aufgetragen. Zusétzlich wurde eine Kalibrierung mit Forsythosid A vorgenommen, um die
Gehalte zu berechnen. Fir die Berechnung wurde eine Kalibriergerade aufgestellt. Die
Wiederfindung (Tab. 96) berechnet sich nach Formel 34 (Seite 175).

Tabelle 96: Ergebnis der Wiederfindungsuntersuchung
Platten ID: 080722 _01 02

Flache [mAU] Flache [mAU]
Probe Aufstockung
1. Messung 6468 7617
2. Messung 6559 7656
3. Messung 6375 7914
MW 6467 7729
Gehalt 0,52% 0,63 %
Gehalt berechnet - 05=20+g21/8%
Wiederfindung - 101,6%

Die Wiederfindungsrate bei Zugabe von Forsythosid A zu einer Pflanzenprobe von
Forsythiae fructus lag bei 101,6 %.Der Test auf Wiederfindung konnte akzeptiert werden.
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3.4.5.1.12Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenzen wurden nach Formel 15 (Seite 170) berechnet.
Nachweisgrenze fir Forsythosid A: 0,2 pg/mi

3.4.5.1.13 Quantifizierungsgrenze

Die Quantifizierungsgrenzen wurden nach Formel 16 (Seite 171) berechnet.
Quantifizierungsgrenze fur Forsythosid A: 0,6 pg/ml
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3.4.5.2 Gehaltsbestimmung mittels HPLC

Ausgangspunkt fur die Untersuchungen waren die Monographie der Ph. VR China Fructus
Forsythiae (2005d). Die aufwendige Herstellung der Untersuchungslésung liessen Zweifel an
der Reproduzierbarkeit der Methode aufkommen die sich bestatigten. KIRMIZIBEKMEZ
(2005) konnte verschiedene Phenylethanoide aus Phlomis spec. durch eine
Festphasenextraktion aufkonzentrieren und quantifizieren. Im Rahmen von Vorversuchen zu
der vorher genannten Methode flUhrte eine einfache Extraktion im Wasserbad unter
Rickflusskihlung mit einer neu entwickelten HPLC-Methode zum gewunschten Erfolg.

Die Validierung der Quantifizierung von Forsythosid A mittels HPLC wurde mit einer
endcappten RP-18 S&ule und einem Gradienten bestehend aus Wasser (A) und Acetonitril
(B) mit jeweils 0,1 % Ameisensaure (Eluent B: 0 - 20 Minuten: 17,0% - 22,5%; 20 - 25
Minuten: 22,5% - 90,0%; 25 - 30 Minuten: 90,0% - 17,0%; 30 - 35 Minuten: 17% linear),
einem FluB von 0,6 ml/min, einer Detektorwellenlange von 325 nm und einem
Injektionsvolumen von 10 pl durchgefiihrt. Die Untersuchungslésung wurde durch Extraktion
von 0,500 g gepulverter (355) Probe mit 100 ml Methanol im Wasserbad unter Ruckfluss fur
30 Minuten bei 65°C hergestellt, die durch einen 0,45 um HPLC Spritzenfilter filtriert wurde.
Das Filtrat wurde als Testlésung verwendet.

3.4.5.2.1 Stabilitat der Analyten in Losung

Die Lésung einer authentischen Drogenprobe wurde wie in Kapitel 3.3.5.2 beschrieben
extrahiert und unter den beschriebenen Bedingungen in ein HPLC-System eingespritzt. Die
Probe wurde wiederholt in das System eingespritzt und die Chromatogramme der einzelnen
Laufe ausgewertet. Der Variationskoeffizient der Peakflachen des Forsythosid A durfte nicht
mehr als 6% betragen. Die Probe ist mindestens 3 Stunden in Lésung stabil, wenn der
Variationskoeffizient der Peakflache von Forsythosid A des Extrakts nicht gréBer als 6% ist.
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Tabelle 97: Stabilitat der Analyten in L6sung
MW = Mittelwert der Messung 1 — 16, STABWN = Excelfunktion fir die Standardabweichung, Vi =

Variationskoeffizient berechnet nach Formel 3, Analysenzeit je Messung 35 Minuten

Messung | Flache [mAU] | Messung Flache [mAU]
1 2391069 10 2309936
2 2378202 11 2339983
3 2404837 12 2324360
4 2376907 13 2344252
5 2376610 14 2293810
6 2366858 15 2285664
7 2377560 16 2293211
8 2367349 MW 2348863
9 2351206 STABWN 36370

Vi 1,55

Die Analysenzeit je Messung betragt 47 Minuten (in der Tabelle steht 35 Minuten). Der

Variationskoeffizient (Vi) lag bei wiederholter Messung der gleichen Probe Uber einen

Zeitraum von 9,3 Stunden unter den geforderten 6% (Tab. 97).

Der Test fUr die Stabilitat des Analyten in Losung konnte akzeptiert werden.

3.4.5.2.2 Spezifitat

Die Methode flir die Quantifizierung von Forsythosid A in Forsythia fructus wurde als

spezifisch angesehen, wenn der Peak von Forsythosid A und der folgende Peak (Rutin)

vorhanden waren.
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Die Peaks von Forsythosid A und Rutin waren im Chromatogramm vorhanden (Abb. 97). Der
Test fur die Spezifitédt konnte akzeptiert werden.

3.4.5.2.3 Kalibrierung

3.4.5.2.3.1 Messbereich (Range)

Zur Quantifizierung von Forsythosid A in den Proben von Forsythiae fructus unbekannten
Gehalts musste zunéchst der Messbereich festgelegt werden.

Die Pflanzenproben wurden wie in Kapitel 3.3.5.2 beschrieben extrahiert und
chromatographiert. Zusatzlich wurden Verdinnungen der Referenzsubstanz hergestellt und
unter den selben Bedingungen chromatographiert. Es wurde angenommen, dass sich das
Detektorsignal und die eingespritzten Referenzésungen proportional zum Detektorsignal
verhalten.
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Abb. 98: Kalibriergerade Vorversuch

Forsythosid A (HPLC)
Tabelle 98: Vorversuch Kalibrierung Tabelle 99: Vorversuch Forsythosid A
Forsythosid A (HPLC) Proben
Konzentrationen Detektorsignal FfP1-4 = Forsythiae fructus Probe 1-4
(Forsythosid A) [ug/ml]: [mAU]: Proben
0,506 | Nicht messbar FfP1 FfP2 FfP3 FiP4
5,06 424635 Signalflache | 4 414397 | 1860056 | 2639315 | 2094003
50,6 | 4591307 [MAU]
101,2 9154733
506 46829096

Der Mittelwert des Detektorsignals der Substanz Forsythosid A in den unbekannten Proben
wurde als ,Mitte* des Messbereichs festgelegt (Tab. 99). Der Messbereich wurde als: ,Mitte*
+ 50 % festgelegt. Es wurden entsprechende 6 verschiedene (&dquidistant) Konzentrationen
der Kalibrierlésung (Level 1-6) hergestellt (Tab. 100).
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Aus der Kurve der Vorkalibrierung (Abb. 98, Tab. 98) war ersichtlich, dass ein linearer
Zusammenhang zwischen der Konzentration des Forsythosid A und dem Detektorsignal
vorhanden ist.

Der Messbereich wurde zwischen den Konzentrationen 5,06 pg/ml und 38,6 pg/ml mit
jeweils 3 ul Auftragevolumen festgelegt.

Tabelle 100: Konzentrationen der Kalibrierlc")sungen von Forsythosid A (HPLC)

Konzentrationen [ug/ml)
Level 1 Level 2 Level 3 Level 4 Level 5 Level 6

Forsythosid A 5,06 11,78 18,50 25,19 32,76 38,60

3.4.5.2.3.2 Varianzhomogenitat

Zur Uberprifung der Giltigkeit des entwickelten Kalibriersystems (3.3.5.2.3.1) wurde die
Streuung der Analysenwerte bei der niedrigsten Konzentration und der héchsten
Konzentration des Messbereichs Uberprift. Hierfir wurden jeweils 6 Ldsungen mit
niedrigster Konzentration und 6 Lésungen mit hdchster Konzentration der Kalibrierlésungen
chromatographiert (Tab. 101). Die Berechnung der Varianzen erfolgte mit Formel 1 (Seite
166).

Tabelle 101: Varianzhomogenitéat Forsythosid A (HPLC)

Forsythosid A Level 1 Level 6
Messung: Peakflache yi Peakflache yi
min max
1 393411 2660881
2 390230 2670840
3 398014 2672529
4 386681 2678670
5 396134 2649280
6 400337 2640728
Mittelwert [y ] 394134,5 2662154,7
Varianz [s°] 21473794 180383226
PG 8,40
Wert F-Tabelle 10,97
F (P=99 %, 1, f2)

Die PrifgroBe wurde dann mit Formel 2 (Seite 167) berechnet. Der Wert aus der F-Tabelle
ist mit F (P=99%, f,f2) zu entnehmen und mit der PrifgréBe PG zu vergleichen. Es ergab
sich fur die PrifgréBe PG ein Wert kleiner als der F-Wert, der Varianzunterschied ist nicht
signifikant, die Varianzen homogen und der Arbeitsbereich musste nicht angepasst werden.
Der Test konnte akzeptiert werden.
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3.4.5.2.3.3 Kalibrierfunktion

Aus den Vorversuchsexperimenten wurden die Konzentrationen fir die 6 Konzentrationen

der Kalibrierfunktion berechnet und aus einer Stammlésung die Verdinnungen fir die

Lésungen der Kalibrierfunktion hergestellt. Die einzelnen Konzentrationen wurden dreimal

chromatographiert und ausgewertet (Tab. 102).

Tabelle 102: Kalibrierwertetabelle Forsythosid A (HPLC)

Forsythosid A (Level) 1 2 3 4 5 6

Konzentration [ug/ml] 5,06 11,78 18,50 25,18 32,76 38,60
Messung 1 [mAU] 382463 847548 1412686 1956725 2464288 2822052
Messung 2 [mAU] 382940 858980 1407404 1953402 2460126 2786856
Messung 3 [mAU] 377403 842913 1403996 1933516 2441184 2774003
MW 380935 849814 1408029 1947881 2455199 2794304

STABWN 2505 6752 3575 10248 10055 20311

Vk 0,66 0,79 0,25 0,53 0,41 0,73

3.4.5.2.3.3.1 Kalibriergerade

Flar die Berechnung der Kalibriergeraden (Abb. 99) wurden die gemessenen Werte in

Abhangigkeit der Konzentration der Kalibrierldsung verwendet. Es wurde eine Gerade

berechnet, bei der die Summe aller Abweichungsquadrate der Messwerte in Y-Richtung von

der Ausgleichsgerade den niedrigsten Wert einnimmt. Diese Gerade wird durch folgende

Formel 4 (Seite 168) beschrieben. Fir die Berechnung der Kalibriergerade wurden die
Parameter m und b mit der Formel 5 (Seite 166) bis Formel 12 (Seite 170) berechnet.
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Abb. 99: Kalibriergerade Forsythosid A (HPLC)

3.4.5.2.3.3.2 Reststandardabweichung (sy)

Die Prazision der Kalibriergeraden wird mit der Reststandardabweichung s, ausgedriickt. Die

Berechnung erfolgte mit Formel 13 (Seite 170).
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s, fir die Kalibriergerade von Forsythosid A: 56501

3.4.5.2.3.3.3 Verfahrensstandardabweichung (syo)

Aus der Reststandardabweichung s, und der Steigung m der Kalibriergeraden
(Empfindlichkeit E) errechnet sich die Verfahrensstandardabweichung sy, mit der Formel 14
(Seiten 170)

Syo fUr die Kalibriergerade von Forsythosid A: 1,6%

3.4.5.2.3.3.4 Relative Verfahrensstandardabweichung (Vo)
Bei der rel. Verfahrensstandardabweichung V.o wird ausgehend von der Verfahrensstandard-

abweichung Bezug auf die Mitte des Konzentrationsbereichs x genommen. Berechnet wird
die rel. Verfahrensstandardabweichung mit Formel 15 (Seite 170).
V,o fUr die Kalibriergerade von Forsythosid A: 3,50%

3.4.5.2.4 Quadratische Regression

Fir die Berechnung der Kalibrierkurve wurden die gemessenen Werte in Abh&ngigkeit der
Konzentration der Kalibrierldsung verwendet. Es wurde eine polynomische Kurve berechnet,
bei der die Summe aller Abweichungsquadrate der Messwerte in Y-Richtung von der
Ausgleichsgerade den niedrigsten Wert einnimmt. Mit der allgemeinen Funktionsgleichung
einer Parabel kann eine quadratische Regression (Abb. 100) erfolgen, Formel 16 (Seite
171). Mit den drei Parametern n, m und b kann eine quadratische Funktion zur Berechnung
der Konzentrationen erstellt werden. Mit Formel 17 (Seite 171) bis Formel 24 (Seite 172)
kann die Funktionsgleichung aufgestellt werden.

Kalibrierfunktion fiir Forsythosid A: =-308x°+86939x-81634
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Abb. 100: Quadratische Regression Forsythosid A (HPLC)
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3.4.5.2.4.1 Reststandardabweichung (sy)

Die Reststandardabweichung berechnet sich nach Formel 25 (Seite 172).
s, flr die quadratische Regression von Forsythosid A: 2318810

3.4.5.2.4.2 Verfahrensstandardabweichung (syo)

Die Verfahrensstandardabweichung berechnet sich nach Formel 26 (Seite 172)
Syo fUr die quadratische Regression von Forsythosid A: 31,6

3.4.5.2.4.3 Relative Verfahrensstandardabweichung (Vo)

Die Berechnung der Verfahrensstandardabweichung erfolgt mit Formel 28 (Seite 172).
V,o fUr die quadratische Regression von Forsythosid A: 143,7

3.4.5.2.5 Uberpriifung der Varianzen von quadratischer und linearer Regression

Ein Anpassungstest nach Mandel fir die quadratischen und linearen Regressionskurven
entfiel fir die Kalibrierkurven von Forsythosid A, da die Verfahrensstandardabweichungen
der linearen Regression kleiner waren als die der quadratischen und somit die lineare
Regression akzeptiert werden konnte.

3.4.5.2.6 Wiederholprazision

Es wurden wie unter 3.3.5.2 beschrieben drei Untersuchungslésungen unabhangig von
einander hergestellt und unter denselben Bedingungen chromatographiert. Die
Wiederholprazision der Methode wurde akzeptiert, wenn der Variationskoeffizient (V) des
Gehalts <5% war. Die Berechnung des Vi erfolgte mit Formel 4 (Seite 168)

Tabelle 103: Zusammenfassung der Wiederholpréazisionsergebnisse

FfP1-4 = Forsythiae fructus Probe 1-4, WP1-3=Gehalt in Prozent der Messung 1-3 der Wiederholprazision, MW =
Mittelwert des Gehaltes, STABWN = Standardabweichung berechnet nach der Excelfunktion STABWN, Vi =
Variationskoeffizent nach Formel 3 (Seite 168)

FfP1 FfP2 FfP3 FfP4
Forsythosid A WP1 1430012 1896511 2465482 2053463
Flache [mAU] WP2 1351455 1772357 2354653 1998197
WP3 1308199 1751489 2299672 2023425

Gehalt [%] WP1[%] 0,38 0,50 0,66 0,56

WP2[%] 0,36 0,48 0,62 0,53

WP3[%] 0,35 0,47 0,62 0,53

Wiederholprazision MW [%] 0,36 0,48 0,63 0,54

STABWNI[%] 0,01 0,01 0,02 0,01

Vi[%] 3,07 2,48 2,85 2,26
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Die Auswertung der Wiederholpréazision (Tab. 103) zeigte fur die Proben Ergebnisse unter
5,0 % relativer Standardabweichung und der Test konnte akzeptiert werden.

3.4.5.2.7 Laborprazision

Das im vorhergehenden Kapitel beschriebene Experiment wurde mit jeweils einer
Untersuchungslésung an 2 weiteren Tagen wiederholt. Kriterium fir die Akzeptanz des Tests
war ein Variationskoeffizient (Vi) <5%.

Tabelle 104: Zusammenfassung der Laborpréazisionsergebnisse

FfP1-4=Forsythiae fructus Probe 1-4, LP1-3=Gehalt in Prozent der Messung 1-3 der Laborprazision, MW
Mittelwert des Gehaltes, STABWN = Standardabweichung berechnet nach der Excelfunktion STABWN, Vi
Variationskoeffizent nach Formel 3 (Seite 168)

FfP1 FfP2 FfP3 FfP4
Forsythosid A LP1 1430012 1896511 2465482 2053463
Flache [mAU] LP2 1414397 1860956 2639315 2094003
LP3 1286437 1896358 2358357 1943679

Gehalt [%] LP1[%] 0,38 0,50 0,66 0,56

LP2[%] 0,37 0,50 0,68 0,56

LP3[%] 0,34 0,50 0,63 0,53

Laborprazision MW [%] 0,36 0,50 0,66 0,55

STABWNI[%] 0,02 0,002 0,02 0,01

VK[%] 4,49 0,38 3,15 1,92

Die Untersuchung der Laborprazision flihrte zu Ergebnissen unter 5,0% (Tab. 104), der Test
kann akzeptiert werden.

3.4.5.2.8 Probenauswertung und Prognoseintervall

Mit den Kalibrierfunktion kann die Konzentration der Substanz Forsythosid A in den
unbekannten Proben abgeschéatzt werden (Tab. 105). Die Kalibrierfunktion Formel 3 (Seite
168) wurde nach x umgestellt und die Probenabschatzung durchgefihrt. Der Mittelwert
wurde aus den Untersuchungen der Laborprazision und Wiederholprazisionsuntersuchungen
gemittelt, die Standardabweichung und der Variationskoeffizient wurden auf den Mittelwert

der finf Prazisionsmessungen bezogen.

Tabelle 105: Probeauswertung Forsythosid A (HPLC)

Forsythosid A FfP1 FfP2 FfP3 FiP4
Mittelwert Gehalt [%] 0,36 0,49 0,644 0,54
Standardabweichung [%] 0,01 0,01 0,02 0,01
Variationskoeffizient [%] 3,63 2,66 3,72 2,23
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Fur die statistische Bewertung des Gesamtfehlers aus Kalibrierung und Messung der Proben
wurde eine Berechnung angestellt (Tab. 106). Da sich die Fehler aufsummieren und
fortpflanzen, liegt die ,wahre” (jedoch unbekannte) Gerade zwischen zwei Hyperbelasten.
Das Wertepaar auf beiden Hyperbelasten wurde mit Formel 32 (Seite 174) berechnet.

Tabelle 106: Prognoseintervall fiir den Gehalt an Forsythosid A (HPLC)

FfP1 FfP2 FiP3 FfP4

Prognoseintervall Gehalt Forsythosid A

. 17,9413 24,4+1.3 32,2+1,5 271+1.4
[ug/ml Untersuchungslosung]

3.4.5.2.9 Robustheit

Fir die Untersuchung der Robustheit wurde eine Probeldsung wie unter Kapitel 3.3.5.2
beschrieben hergestellt und mit AuBnahme der Saurekonzentration in den Eluenten unter
den selben Bedingungen chromatographiert. Die Saurekonzentration der beiden Eluenten
wurde jeweils auf 1,5% erhdht. Die Probe wurde dreimal vermessen. Der gemittelte Gehalt
der berechneten Probe aus diesem Versuch durfte eine prozentuale Abweichung bezogen
auf den berechneten Gehalt unter Punkt 3.3.5.2.8 Probenauswertung und Prognoseintervall
von £ 5 % nicht Ubersteigen.

Tabelle 107: Ergebnis Robustheitsuntersuchung Forsythosid A (HPLC)

[%]
MW Robustheitsuntersuchung (Forsythosid A Gehalt) 0,642
MW Probeauswertung (Forsythosid A Gehal)t 0,644
Abweichung bezogen auf MW Probeauswertung 0,28

Die vermessene Probe lag innerhalb der geforderten Grenze. Der Test konnte akzeptiert

werden.

3.4.5.2.10 Wiederfindungsrate

Zu 498,8 mg einer genau eingewogenen Menge pulverisierter Droge von Forsythiae fructus
wurde eine bekannte Menge (0,59 mg) von Forsythosid A (in Lésung) zu gegeben, diese
Mischung wurde wie unter 3.3.5.2 beschieben extrahiert und chromatographiert. Die
Wiederfindung berechnet sich nach Formel 34 (Seite 175).

Tabelle 108: Wiederfindung_]srate

Menge berechnet [mg] Menge gemessen [mg] Wiederfindungsrate

1,80 + 0,59 = 2,39 2,54 106,3%
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Die Wiederfindungsrate lag bei 106,3% (Tab. 108) und konnte akzeptiert werden.

3.4.5.2.11 Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenze berechnet sich nach Formel 35 (Seite 175).

Nachweisgrenze fur Forsythosid A: 2,5 pg/mi

3.4.5.2.12Bestimmungsgrenze

Quantifizierungsgrenze fir Forsythosid A: 7,69 pg/ml
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3.5 Leonuri herba

Chinesisches Mutterkraut enthalt die getrockneten oberirdischen Teile von Leonurus
japonicus Houtt. (Lamiaceae). Die Droge wird zu Beginn oder vor der Blite geerntet und
getrocknet. Gehalt: mindestens 0,3 Prozent Flavonoide, berechnet als Hyperosid (Co1H20012;
M, 464,4) bezogen auf die getrocknete Droge.
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gng 5 j E - \‘OH
o]
H
HO
OH
Hyperosid LM
H
OH

Abb.: 101: Hyperosid und Rutin

HO H

Abb.: 102: Kaffeesdure

3.5.1 Prufung auf Identitat

3.5.1.1 Makroskopische Priifung

Das Kraut enthielt griin-grauliche, widerstandsfahige und ausgepréagt vierkantige Stangel mit
einem Durchmesser von ca. 2 - 10 mm. Vor allem bei dickeren Stengelteilstiicken war im
Zentrum weiBes Mark erkennbar. Die Sténgel waren senkrecht gefurcht. Jingere Triebe
waren deutlich dinner im Durchmesser und oft verzweigt. Die Blatter waren graugrin und
zerknittert, sie zerfallen leicht in kleinere Fragmente. Die achsenstandigen BlUtenstande
wiesen blassviolett gefarbte Bliten mit einem réhrenférmigen Kelch und zweilippiger Korolla
auf.
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Abb. 103: Leonuri herba Ubersicht

3.5.1.2 Mikroskopische Prufung

Die Droge wurde pulverisiert (355). Das Pulver war grau-grin. Die Prifung erfolgte unter
dem Mikroskop, wobei Chloralhydrat Lésung R verwendet wurde. Das Pulver zeigte folgende
Merkmale:

Fein behaarte Epidermiszellen mit Cuticula (Abb. 102), Driisenschuppen mit 4-, 6- oder 8-
zelligem Képfchen (Abb. 103, 0,05 -0,10 mm Durchmesser), einer Stielzelle und 1- 4 zellige
Haare (Abb.104) mit einer Lédnge von 0,15- 0,30 mm. Hypodermale kollenchymatische
Zellen, die reichlich im kantigen Mark vorhanden sind. Der Cortex besteht aus mehreren
Lagen Parenchymzellen mit winzigen Calciumoxalatkristallen und kleinen Prismen, die

deutlich abgrenzbar von der Epidermis sind. Leicht lignifizierte Faserblindel waren ebenfalls

erkennbar.

Y & .

Abb. 104: Cuticulafragment  Abb. 105: Driisenschuppe Abb. 106: Einzelliges Haar
mehrzellige Haare Drisenschuppe mit 8 - zelligem
Koépfchen
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3.5.1.3 Diinnschichtchromatographische Untersuchungen

In der Monographie Herba Leonuri der Ph.VR China wird die Droge aufwendig aufgearbeitet,
um die Substanz Stachydrin zu konzentrieren Im AnschluB wird durch den Nachweis des
Stachidrins die Identitdt von Leonurus japonicus mittels Dunnschichtchromatographie
bestatigt. Eine Unterscheidung von der nahe verwandten Spezies Leonurus cardiaca ist mit
dieser Methode aber nicht mdglich, da bei gleicher Methode fir Aufarbeitung und
anschlieBender Trennung mittels Dinnschichtchromatographie die Chromatogramme fast
identisch sind. Fir die Identitatspriifung ist bei Krautdrogen die Uberprifung des
Flavonoidmusters nahe liegender und auch hier gelang damit eine eindeutige
Unterscheidung der beiden oben genannten Spezies.

Entsprechend wurde zur Validierung der ldentitdtsprufung ein Fingerprintchromatogramm
des Flavonoidmusters verwendet. Es erfolgte eine 10 minttige Extraktion von 1 g gepulverter
Droge mit 100 ml Methanol bei 65°C unter Rlckflusskiihlung. Nach der Entwicklung des
filtrierten Extrakts auf Kieselgel mit wasserfreier Ameisensaure, Wasser, Ethylacetat
(15:10:75) erfolgte eine Derivatisierung mit Naturstoffreagenz/Macrogol. Danach wurde bei

110°C getrocknet. Die Auswertung erfolgte im UV-Licht bei 366 nm.

Abb. 107: Flavonoidmuster Leonurus japonicus (Herba)

Leonurus japonicus Proben jeweils 10 und 15 ul: Bahn 1, 2, 4, 5, 7, 8; Leonurus caridiaca Proben jeweils 10 u. 15
pl: Bahn 10 ,11, Referenzen: Bahn 3 Rutin (2 pl; 1mg/ml), Bahn 6 Hyperosid (2ul; 1mg/ml), Bahn 9 Kaffeeséure
(3ul; 1 mg/ml)

Bei der Auswertung des Chromatogramms (Abb. 107) im UV-Licht bei 366 nm erschienen
Rutin (Bahn 3) und Hyperosid (Bahn 6) als gelbe Banden und waren in den Drogenextrakten
von Leonurus japonicus eindeutig zu identifizieren. Um Leonurus japonicus eindeutig
identifizieren zu kénnen, muss die Rutinbande (roter Pfeil 3 in Abb. 107) vorhanden sein
wahrend die Hyperosid-Bande (roter Pfeil 2 in Abb. 107) je nach Anbieter nur schwach
erkennbar war. Uber der Bande des Hyperosids musste eine weitere gelbe Bande erkennbar
sein (roter Pfeil 1 in Abb. 107). Kurz unterhalb der Rutin-Bande kann eine
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blaufluoreszierende Bande (griner Pfeil 1 in Abb. 107) liegen, die aber nicht intensiver
leuchten darf als die Rutin-Bande. Uber der Hyperosid-Bande darf keine deutlich intensive
blaue Bande liegen. AuBerdem darf keine Kaffeesaure-Bande vorhanden sein. Unterhalb der
Kaffesaure-Bande darf eine blaufluoreszierende Bande (griner Pfeil 3) liegen, die aber nicht
deutlich starker fluoresziert als die Bande der Kaffeesaure.

3.5.1.3.1 Stabilitat wahrend der Chromatographie

Zur Uberpriifung der Stabilitat der Analyten wahrend der Chromatographie wurde der Extrakt
punktférmig am Plattenrand aufgetragen, ein Mal entwickelt. Die Platte wurde getrocknet um
90° gedreht und ein zweites Mal entwickelt. Die Analyten der Untersuchungslésung lagen in
dem erhaltenen Chromatogramm auf der Winkelhalbierenden und es zeigten sich keine
Abbauprodukte (Abb. 108). Die Stabilitdt der Analyten wahrend der Chromatographie war

somit gezeigt.

Abb. 108: 2-D Entwicklung

1ul Leonuri herba Extrakt punktférmig aufgetragen und
2-mal entwickelt. Nach der 1. Entwicklung wurde die
Platte getrocknet, um 90° gedreht und ein 2-weiteres
mal entwickelt, FlieBmittel: wasserfreie Ameisensaure,
Wasser, Ethylacetat (15:10:75), Bild nach
Derivatisierung mit NR/PEG bei UV 366 nm Platte:
Leo_20081121_03

Wahrend der Chromatographie zeigten sich keine Veranderungen (Abb. 108). Der Test
konnte akzeptiert werden.

3.5.1.3.2 Stabilitat der Analyten in L6sung und auf der Platte

Fur diese Prifung wurden zwei Extrakie im Abstand von zwei Stunden hergestellt. Ein
Aliquot des ersten Extrakies wurde sofort auf die Platte aufgetragen. Die verbleibende
Lésung wurde verschlossen bei Raumtemperatur aufbewahrt. Eine zweite Lésung wurde bis
zum Ablauf der zwei Stunden hergestellt. Diese Losung wurde sofort zweimal auf die Platte
aufgetragen. Als vierte Bande wurde im Anschluss die Ldsung aufgetragen, die zwei

Stunden bei Raumtemperatur aufbewahrt worden war.
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Nach Entwickeln, Derivatisieren und Dokumentieren der Platte dlrften sich bei visueller
Auswertung der einzelnen Bahnen auf der Platte keine Unterschiede der Farben und
Farbintensitaten der einzelnen Banden ergeben. Der Fingerprint der einzelnen Bahnen

musste identisch sein.

Abb. 109: Stabilitat Platte/L6sung

Bahn 1: Leonuri herba Extrakt 2 h auf der Platte

Bahn 2: Leonuri herba Extrakt frisch aufgetragen

Bahn 3: Leonuri herba Extrakt frisch aufgetragen

Bahn 4: Leonuri herba Extrakt 2 h in Lésung
FlieBmittel: wasserfreie  Ameisensaure, Wasser,
Ethylacetat (15:10:75), jeweils 10 pl, Bild nach
Derivatisierung mit NR/PEG bei UV 366 nm; Platte:
Leo_20081121_04

Die Auswertung der Chromatogramme (Abb. 109) ergab keinen Unterschied im Fingerprint
der aufgetragenen Extrakte. Eine Auswertung ist unter den beschriebenen Bedingungen
ohne Probleme mdglich.

Der Test fur die Stabilitat der Analyten in Lésung und auf der Platte konnte akzeptiert

werden.

3.5.1.3.3 Stabilitat der Derivatisierung

Fir die Beurteilung der Stabilitdt der Derivatisierung nach Entwickeln der Platte wurde
jeweils nach 5 Minuten (Abb. 110) und nach 30 Minuten (Abb. 111) ein Bild bei 366 nm und
bei Tageslicht gemacht. Die Stabilitat wurde akzeptiert wenn eine Auswertung nach 30
Minuten mdglich war ohne das starke Verdnderungen der Farben und Farbintensitat

auftraten.

Abb. 110: Stabilitat der Derivatisierung von Leonuri herba Extrakt nach 5 min

Leonurus japonicus Proben jeweils 10 und 15 ul: Bahn 1, 2, 4, 5, 7, 8; Leonurus caridiaca Proben jeweils 10 u. 15
pl: Bahn 10 ,11, Referenzen: Bahn 3 Rutin (2 pl; 1mg/ml), Bahn 6 Hyperosid (2ul; 1mg/ml), Bahn 9 Kaffeesaure
(3ul; 1 mg/ml), FlieBmittel: wasserfreie Ameisensaure, Wasser, Ethylacetat (15:10:75), Aufnahme 5 Minuten nach
der Derivatisierung mit NR/PEG, Bild bei 366 nm, Platte: Leo_20081124_01_02
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Abb. 111: Stabilitat der Derivatisierung von Leonuri herba Extrakt nach 60 min

Leonurus japonicus Proben jeweils 10 und 15 ul: Bahn 1, 2, 4, 5, 7, 8; Leonurus caridiaca Proben jeweils 10 u. 15
pl: Bahn 10 ,11, Referenzen: Bahn 3 Rutin (2 pl; 1mg/ml), Bahn 6 Hyperosid (2ul; 1mg/ml), Bahn 9 Kaffeesaure
(3ul; 1 mg/ml), FlieBmittel: wasserfreie Ameisensaure, Wasser, Ethylacetat (15:10:75), Aufnahme 30 Minuten
nach der Derivatisierung mit NR/PEG, Bild bei 366 nm, Platte: Leo_20081124_01_02

Waéhrend der festgelegten Zeit von 30 Minuten ergaben sich keine starken Veranderungen
der Derivatisierung, die Auswertung des Chromatogramms konnte ohne Einschrénkung
erfolgen. Der Test auf Stabilitdt der Derivatisierung wurde akzeptiert.

3.5.1.3.4 Spezifitat

3.5.1.3.4.1 Identifizierung von Leonuri herba Proben durch Vergleich mit
authentischer Drogenprobe und Referenzsubstanzen

Far die Durchfihrung des Spezifitatstests konnte authentisches (botanisch eindeutig
identifizierte Probe) Drogenmaterial der ,Bayerische Landesanstalt fir Landwirtschaft (LfL)
erhalten werden. Dieses Material wurde mit den komerziell erhaltlichen Proben verglichen.
Die Untersuchung flur die Identitatsprifung wurde wie in Kapitel 3.3.5.2 beschrieben
durchgefuhrt. Der Test wurde akzeptiert, wenn der Fingerprint der handelsiblichen Drogen
mit der Probe der LfL Ubereinstimmte und deutlich von dem Fingerprint der Droge Leonurus
cardiaca zu unterscheiden ist.

Abb. 112: Spezifitatsuntersuchung (UV 366 nm), Leonuri herba

Leonurus japonicus Proben jeweils 10 und 15 ul: Bahn 1, 2, 4, 5, 7, 8, Leonurus caridiaca Proben jeweils 10 u. 15
pl: Bahn 10 ,11, Referenzen: Bahn 3 Rutin (2 pl; 1mg/ml), Bahn 6 Hyperosid (2ul; 1mg/ml), Bahn 9 Kaffeesaure
(3ul; 1 mg/ml), FlieBmittel: wasserfreie Ameisensaure, Wasser, Ethylacetat (15:10:75), Aufnahme 30 Minuten
nach der Derivatisierung mit NR/PEG, Bild bei 366 nm, Platte: Leo_20081124_01_01
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Die Auswertung des Bandenmusters nach Derivatisierung bei UV 366 nm ergab bei allen
drei Drogenextrakten die selbe Abfolge im Fingerprint. Lediglich bei der Probe auf den
Bahnen 7 und 8 war die Bande des Hyperosids nicht erkennbar, die Abfolge der restlichen
Banden war aber identisch und deutlich unterschiedlich zu den Proben der Spezies
Leonurus cardiaca (Abb. 112). Der Test fur die Spezifitdt konnte akzeptiert weden.

3.5.1.3.4.2 Detektion von Verfalschungen

Eine Verfélschung der Droge Leonuri herba ist wegen des geringen Preises der Droge nicht
zu erwarten. Um die eine Unterscheidung zu der bereits im Europaischen Arzneibuch
monographierten Droge Leonurus cardiaca treffen zu koénnen, wurde der Test auf
Verfalschung mit dieser Spezies durchgefihrt.

Die Chromatogramme der Extrakte von Leonurus cardiaca in Abb. 112 sind auf Bahn 10 und
11 aufgetragen getrogen worden. Es konnten deutlich drei intensiv blau fluoreszierende
Banden identifiziert werden. Die gelb fluoreszierende Bande des Rutins war nur sehr
schwach sichtbar, die ebenfalls gelb fluoreszierenden Banden des Hyperosid und der Bande
Uber dem Hyperosid waren nicht vorhanden. Mit der vorgeschlagenen Methode war deshalb
eine Aufdeckung einer Verfalschung der Droge Leonurus japonicus mit Leonurus cardiaca
maoglich. Der Test konnte akzeptiert werden.

3.5.1.3.5 Wiederholprazision

Far die Untersuchung der Wiederholprézision wurden an einem Tag drei Chromatogramme
unabhangig von einander entwickelt. Die Untersuchungslésungen wurden fir jedes
Chromatogramm neu extrahiert und auf eine Platte aufgetragen. Die Entwicklung erfolgte fir
jede Platte mit frischem FlieBmittel. Nach der Trocknung wurde mit Naturstoffreagenz und
Macrogol 400-Lésung derivatisiert, erhitzt, bei 366 nm die Dokumentation durchgefihrt.

Die Ergebnisse der Untersuchungen wurden akzeptiert, wenn alle Banden fir jede Platte in
Bezug auf Anzahl, Position, Farbe und ldentitat identisch waren und die Banden auf der
Platte parallel ohne Kurven oder Wellen verliefen. Die Re-Werte der vorher spezifizierten
Banden durften auf den drei Platten um nicht mehr als 0,03 Re-Werteinheiten von einander

abweichen.
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Tabelle 109: Wiederholprazision

Far die reprasentativen Banden ergeben sich nach der Auswertung keine Abweichungen von gréBer 0,03 Rs-
Werteinheiten, Leonurus japonicus Proben jeweils 10 und 15 pl: Bahn 1, 2, 4, 5, 7, 8; Leonurus caridiaca Proben
jeweils 10 u. 15 pl: Bahn 10 ,11, Referenzen: Bahn 3 Rutin (2 ul; 1mg/ml), Bahn 6 Hyperosid (2ul; 1mg/ml), Bahn
9 Kaffeesdaure (3ul; 1 mg/ml), FlieBmittel: wasserfreie Ameisensdure, Wasser, Ethylacetat (15:10:75)
Derivatisierung mit NR/PEG, Bild bei 366 nm

Plattenberzeichung
Leo 20081124 01 02 | Leo 20081124 01 03 | Leo 20081124 01 04
Bande Re ARE
Kaffeesdure 0,86 0,85 0,86 0,01
gelbe Bande (iber Hyperosid 0,60 0,58 0,58 0,02
Hyperosid 0,54 0,53 0,54 0,01
Rutin 0,37 0,37 0,39 0,02
blaue Bande unter Rutin 0,20 0,21 0,20 0,01

Die Ergebnisse der Wiederholprazision (Tab. 109) lagen innerhalb der geforderten Grenzen.
Nach Auswertung der dokumentierten Platten konnte die Untersuchung der Wiederholpra-

zision akzeptiert werden.

3.5.1.3.6 Laborprazision

Zur Uberpriifung der Laborprazision wurde an drei aufeinander folgenden Tagen ein
Chromatogramm entwickelt. Die Untersuchungslésungen wurden fiir jedes Chromatogramm
neu extrahiert und auf eine Platte aufgetragen. Die Entwicklung erfolgte flr jede Platte mit
frischem FlieBmittel. Nach der Trocknung wurde mit NR/Macrogol derivatisiert, erhitzt und
die Dokumentation durchgefthrt.

Die Ergebnisse der Untersuchungen wurden akzeptiert, wenn alle Banden fir jede Platte in
Bezug auf Anzahl, Position, Farbe und Identitét identisch waren. Die Banden sollten auf der
Platte ohne Kurven oder Wellen parallel verlaufen. Die Re-Werte der der vorher spezifizierten
Banden durften auf den drei Platten um nicht mehr als 0,06 Re-Werteinheiten von einander
abweichen.

Tabelle 110: Laborprazision

Far die reprasentativen Banden ergeben sich nach der Auswertung keine Abweichungen von gréBer 0,06 Rs-
Werteinheiten, Leonurus japonicus Proben jeweils 10 und 15 pl: Bahn 1, 2, 4, 5, 7, 8; Leonurus caridiaca Proben
jeweils 10 u. 15 pl: Bahn 10 ,11, Referenzen: Bahn 3 Rutin (2 ul; 1mg/ml), Bahn 6 Hyperosid (2ul; 1mg/ml), Bahn
9 Kaffeesdure (3ul; 1 mg/ml), FlieBmittel: wasserfreie Ameisensdure, Wasser, Ethylacetat (15:10:75),
Derivatisierung mit NR/PEG

Plattenbezeichung
Leo 20081124 01 02 | Leo 20081125 01 | Leo 20081126 01
Bande Re ARr
Kaffeeséure 0,86 0,88 0,84 0,02
gelbe Bande Uber Hyperosid 0,60 0,63 0,57 0,03
Hyperosid 0,54 0,57 0,52 0,03
Rutin 0,37 0,42 0,35 0,05
blaue Bande unter Rutin 0,20 0,21 0,19 0,02

Nach Auswertung der dokumentierten Platten (Tab. 110) konnte die Laborprazision
akzeptiert werden.
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3.5.1.3.7 Robustheit

3.5.1.3.7.1 Plattentyp

Es wurde eine DC-Aluminiumfolie mit einer HPTLC-Glasplatte verglichen. Fir die HPTLC-

Platte wurde die Methode wie unter 3.3.5.2 beschrieben durchgefiihrt. Fir eine Ubertragung

der Methode auf kieselgelbeschichtete DC-Aluminiumfolien wurde eine entsprechende

Untersuchung durchgefuhrt. Als Ziellaufstrecke wurden 100 mm gewahlt, die vom Hersteller

als optimale Trennstrecke angegeben wird (Abb. 113). Die Entwicklung erfolgt in einer

200x200 mm Doppeltrogkammer.

Wiederholprazisions-messung verwendet.

FOr den Vergleich wurde die Platte der ersten

Fir die Akzeptanz des Tests sollten alle Banden fir die beiden entwickelten Platten in Bezug

auf Anzahl, Position, Farbe und Intensitdt der Zonen gleich sein. Ein Unterschied der

reprasentativen Banden von nicht gréBer als 0,06 Re-Einheiten wurde akzeptiert.

!‘U't

Abb. 113: DC-Robustheit (Leonuri herba)
Leonurus japonicus Proben jeweils 10 und 15 ul: Bahn 1, 2, 4, 5, 7, 8, Leonurus caridiaca Proben jeweils 10 u. 15
pl: Bahn 10 ,11, Referenzen: Bahn 3 Rutin (2 pl; 1mg/ml), Bahn 6 Hyperosid (2ul; 1mg/ml), Bahn 9 Kaffeesaure
(Bul; 1 mg/ml), FlieBmittel: wasserfreie Ameisensdure, Wasser, Ethylacetat (15:10:75), Aufnahme nach

Derivatisierung mit NR/PEG, Bild bei 366 nm, Laufstrecke 100 mm

Tabelle 111: DC-Robustheit, Leonuri herba (zu Abb. 113)

L 1]

Plattenbezeichung

DC-Aluminiumfolie
Leo 20081126 03

HPTLC-Glasplatte
Leo 20081124 01 02

Bande Re ARE
Kaffeesdure 0,89 0,86 0,03
gelbe Bande Uber Hyperosid 0,58 0,60 0,02
Hyperosid 0,53 0,54 0,01
Rutin 0,36 0,37 0,01
blaue Bande unter Rutin 0,26 0,20 0,06

128



Resultate

Die Untersuchung der Robustheit bezlglich des Plattentyps zeigte keine Abweichungen
gréBer der geforderten 0,06 R-Werteinheiten (Tab. 111). Der Test konnte akzeptiert werden.

3.5.1.3.7.2 Entwicklungsstrecke

Mit Ausnahme der Entwicklungsstrecke wurde die Methode wie unter 3.3.5.2 beschrieben
durchgefthrt. Es wurde eine Platte mit einer Laufstrecke von 40 mm (Abb. 114) und eine
Platte mit einer Laufstrecke von 60 mm (Abb. 115) entwickelt. Fir den Vergleich wurde die
Platte der ersten Wiederholprazisionsmessung verwendet.

Die Kriterien fur die Akzeptierung des Tests waren, dass alle Banden fir die beiden
entwickelten Platten in Bezug auf Anzahl, Position, Farbe und Intensitat der Zonen gleich
sind. Ein Unterschied der reprasentativen Banden von nicht groBer als 0,06 Rg-Einheiten

wurde akzeptiert.

Abb. 114: HPTLC-Robustheit (40 mm, Leonuri herba)

Leonurus japonicus Proben jeweils 10 und 15 ul: Bahn 1, 2, 4, 5, 7, 8, Leonurus caridiaca Proben jeweils 10 u. 15
pl: Bahn 10 ,11, Referenzen: Bahn 3 Rutin (2 pl; 1mg/ml), Bahn 6 Hyperosid (2ul; 1mg/ml), Bahn 9 Kaffeesaure
(Bul; 1 mg/ml), FlieBmittel: wasserfreie Ameisensdure, Wasser, Ethylacetat (15:10:75), Aufnahme nach
Derivatisierung mit NR/PEG, Bild bei 366 nm, Laufstrecke 40 mm; Platte: Leo_20081125_03

Abb. 115: HPTLC-Robustheit (60 mm), Leonuri herba)

Leonurus japonicus Proben jeweils 10 und 15 ul: Bahn 1, 2, 4, 5, 7, 8, Leonurus caridiaca Proben jeweils 10 u. 15
pl: Bahn 10 ,11, Referenzen: Bahn 3 Rutin (2 pl; 1mg/ml), Bahn 6 Hyperosid (2ul; 1mg/ml), Bahn 9 Kaffeesaure
(Bul; 1 mg/ml), FlieBmittel: wasserfreie Ameisensdure, Wasser, Ethylacetat (15:10:75), Aufnahme nach
Derivatisierung mit NR/PEG, Bild bei 366 nm,Laufstrecke 60 mm, Platte: Leo_20081126_02
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Tabelle 112: Robustheit der Entwicklungsstrecke, Leonuri herba

Plattenbezeichnung
Leo_20081125_03 Leo_20081124_01_02 Leo_20081126_02
40 mm 50 mm 60 mm
Bande Re ARF
Kaffeesdure 0,85 0,86 0,85 0,01
gelbe Bande Uber Hyperosid 0,59 0,60 0,59 0,01
Hyperosid 0,54 0,54 0,53 0,01
Rutin 0,37 0,37 0,36 0,01
blaue Bande unter Rutin 0,21 0,20 0,19 0,01

Die Untersuchung der Robustheit bezlglich der Laufstrecke lieferte keine Abweichungen
auBerhalb der geforderten 0,06 Re-Werteinheiten (Tab. 112). Die Experimente zur Prifung
der Robustheit konnten akzeptiert werden.
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3.5.2 Bestimmung des Trocknungsverlustes

Die Bestimmung des Trocknungsverlustes wurde mit jeder Drogenprobe in einer Dreifachbe-
stimmung durchgefihrt. Es wurde jeweils ca. 1,000 g Droge in ein Wageglas genau
eingewogen und in einem Trockenschrank bei 105 °C eine Stunde getrocknet (Tab. 113).

Tabelle 113: Trocknungsverlust
MW [%]: Mittelwert des Trocknungsverlustes der drei Einwaagen in %; STABWN [%]: Standardabweichung
berechnet nach Excelfunktion STABWN, Varianz: Standardabweichung bezogen auf den Mittelwert

Probe
LhP1 LhP2 | LhP3 ‘ LhP4
Trocknungsverlust [%]:

1. Einwaage 9,01 8,74 8,46 9,4
2. Einwaage 9,10 8,69 8,56 9,46
3. Einwaage 9,05 8,79 8,61 9,32
MW [%] 9,05 8,74 8,54 9,39
STABWN [%] 0,04 0,04 0,06 0,06
Varianz [%] 0,41 0,47 0,73 0,61

3.5.3 Bestimmung der Asche

Die Bestimmung der Asche wurde mit jeder Drogenprobe in einer Dreifachbestimmung
durchgefiihrt. Es wurde jeweils ca. 1,000 g pulverisierte Droge [355] in einen Quarztiegel
genau eingewogen und in einem Trockenschrank bei 105 °C eine Stunde getrocknet.
AnschlieBend wurde das Pulver im Muffelofen bei 600°C zur Massenkonstanz gegliht (Tab.
114).

Tabelle 114: Bestimmung der Asche
MW [%]: Mittelwert der Asche der drei Einwaagen in %; STABWN [%)]: Standardabweichung berechnet nach
Excelfunktion STABWN, Varianz: Standardabweichung bezogen auf den Mittelwert

Probe
LhP1 ‘ LhP2 | LhP3 LhP4
Asche[%]:

1. Einwaage 9,09 6,70 9,60 9,00
2. Einwaage 9,06 6,70 9,61 8,36
3. Einwaage 9,09 6,67 9,59 8,44
MW [%] 9,08 6,69 9,60 8,60
STABWN [%] 0,01 0,01 0,01 0,29
Varianz [%] 0,10 0,20 0,07 3,33
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3.5.4 Gehaltsbestimmung Gesamtflavonoide

Fir die Gehaltsbestimmung ist in der Monographie Leonuri herba der Ph. VR China (2005)
eine aufwendige Extraktion mit anschlieBender dinnschichtchromatographischer Trennung
und densitometrischer Quantifizierung vorgeschrieben. Das vorgeschlagene Plattenmaterial
aus Carboxymethylcellulose kann von keinem Anbieter in Europa geliefert werden. Eine
Verwendung von herkdmmlichen Cellulose Platten kann nicht erfolgen, da sich die Platten
unter den salzsaueren Bedingungen aufldsen. Eine Umstellung auf Ubliche Kieselgelplatten
erschien durchfihrbar, die Derivatisierung mit Dragendorff’'s Reagenz und einer
anschlieBenden densitometrischen Quantifizierung war aber mit nicht mit verlasslichen und
reproduzierbaren Ergebnissen durchfihrbar (Resultate nicht dargestellt). Dies ist in gleicher
Weise von BOMME (2008) untersucht und bewertet worden.

Fir die Gehaltsbestimmung wurde nach einer einfachen Alternative gesucht. Hier bietet sich
eine etablierte Methode fir die Flavonoidbestimmung nach Hydrolyse an, wie sie in der
Monographie fir Herzgespannkraut in der Ph. Eur. (2008e) durchgefiihrt wird. Eine
Validierung der Methode wurde nicht durchgefiihrt, da die Methoden des Arzneibuchs als

validiert gelten. Die Ergebnisse finden sich in Tab. 115.

Tabelle 115: Erg_jebnisse Gesamtflavonoidbestimmung von Leonuri herba

Probe
LhP1 LhP2 LhP3 LhP4
Einwaage | Absorption | Einwaage | Absorption | Einwaage | Absorption | Einwaage | Absorption
1. Einwaage ]1,00164 0,2142 0,99381 0,1206 1,08594 | 0,7966 1,00359 | 0,3003
2. Einwaage |1,00441 0,2271 0,99879 |0,1093 1,02483 |0,6387 1,01472 | 0,2799
3. Einwaage [1,00464 0,2536 0,99400 |0,1352 1,04152 | 0,7868 1,02080 | 0,3446
%-Gehalt

1. Einwaage 0,27 0,15 0,92 0,37
2. Einwaage 0,28 0,14 0,78 0,34
3. Einwaage 0,32 0,17 0,94 0,42
Mittelwert 0,29 0,15 0,88 0,38
Vk 6,97 8,89 8,22 8,37
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4 Diskussion

4.1 Astragali radix

Die makroskopische Untersuchung der Astragali radix Proben verschiedener Herklnfte
zeigten ein unterschiedliches morphologisches Erscheinungsbild der Droge wie es auch in
der Literatur beschrieben ist [UPTON (1999)]. Bei den von deutschen Anbietern geliefertem
Drogenmaterial handelte es sich um in Scheiben geschnittenes Material. Die authentische
Probe der Bayerischen Landesanstalt flr Landwirtschaft zeigte ein heterogenes
Erscheinungsbild mit unterschiedlich dicken und langen Bruchstiicken, die teilweise stark
ausgefranst waren. Bei den Proben eines Schweizer Anbieters und der Hongkong Ware
waren die Wurzeldurchmesser dicker und diagonal zur Wachstumsachse geschnitten. Der
dickere Durchmesser der Wurzel kénnte ein Hinweis auf das héhere Alter der Wurzeln sein.
Eine Ruickschluss auf die Qualitdt der Ware kann aber durch die Dicke und die Art des
Schnittes nicht getroffen werden.

Die mikroskopische Untersuchung von Astragali radix lieferte ein homogenes Bild der
gefunden Merkmale. Es wurden Fasebiindel, GefaBe, parenchymatisches Gewebe und
Starkekorner gefunden. Die ist auch in verschiedenen Literaturstellen zu finden: UPTON
(1999), Monographie Radix Astragali Ph. VR China (2005b), Monographie Radix Astragali
Hongkong Materia Medica Standards Vol 1 (2005a).

Fir die Identifizierung mittels DC wurde die sehr aufwendige Methode fir die
Herstellung der Untersuchungslésung aus der Ph. VR China durch eine Extraktion mit
Methanol/Ethylacetat und nachfolgendem Einengen ersetzt. Der Fingerprint unterschied sich
nur unwesentlich von der Methode aus Ph. VR China. Hauptséachlich ist davon Astragalosid
IV betroffen, das mit dieser Methode nicht im gleichen MaB aufkonzentriert wird. Ferner
stéren im unteren Rg-Bereich die mitextrahierten polaren Begleitstoffe die Detektion von
Astrgalosid IV. Wenn eine derivatisierte Glasplatte von der Rickseite betrachtet wurde, war
die schwache Bande des Astragalosid |V gut erkennbar. Fir eine sichere Identifizierung war
aber das Vorhandensein des Astraglosid IV im Fingerprint-Chromatogramm nicht notwendig.
Entscheidend ist der Fingerprint, durch den eine Aussage fir die ldentitdt der Droge
getroffen werden konnte. Die Frage der Identitét ist mit der vorgeschlagenen Methode gut zu
beantworten, zumal bei der bekannten und haufigen Verunreinigung Hedysarum spec. [Ph.
J. (2006)], [Upton (1999)], [CHM Materia Medica (2004b)] keine Astragaloside
vorhanden sind und daher eine entsprechender Ersatz der Droge ausgeschlossen werden

kann.
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Das FlieBmittel von WAGNER (1997) wurde modifiziert, um mit der polareren mobilen Phase
die Astragaloside aus dem ersten Drittelder Laufstrecke besser trennen zu kénnen, weil eine
Entzerrung der Banden erhalten wurde. Da eine Quantifizierung mittels Desitometrie
durchgefihrt werden sollte, war dies methodisch von grundlegender Bedeutung. In der
Methode nach WAGNER (1997) wird die hdmolytische Aktivitat der Astragaloside ausgenitzt
und eine entwickelte DC-Platte mit Blutreagenz derivatisiert, um die Astragaloside
nachzuweisen. Auf eine Uberpriifung der Derivatisierung wurde verzichtet. Auch wurden die
halogenierten Losungsmitteln aus Griinden der Arbeitssicherheit ersetzt.

Im Rahmen der Methodenvalidierung wurden Robustheitstests mit DC-Aluminiumfolien
durchgeftihrt. Die Ergebnisse entsprachen nicht bei allen Referenzsubstanzen den im
Validierungsprotokoll festgelegten Forderungen. Astragalosid | wies einen Unterschied >
0,06 Rg-Einheiten im Vergleich zu den HPTLC-Platten auf. Der Fingerprint unterschied sich
jedoch bezlglich der Bandenabfolge nicht. Deshalb kann eine Entwicklung mit DC-Platten
zur Identitatsprifung erfolgen, da kein grundsatzlicher unterschiedlicher Fingerprint erhalten
wurde. Mit der neu entwickelten und validierten HPTLC-Methode konnte die Identitat der
Droge chromatographisch sicher nachgewiesen werden.

Die Bestimmung des Trocknungsverlustes fir Drogen ist in der Monographie der Ph. VR
China nicht vorgesehen, ist aber fir Monographien des DAB Ublich und wurde deshalb
durchgefuhrt. Es ergaben sich hier Werte zwischen 7 und 11 % Trocknungsverlust. Bei
HANSEL (2007) werden Werte zwischen 5 und 15% als Normbereich angesehen. Fiir die
geplante Monographie wird ein maximaler Wert von 12% Trocknungsverlust vorgeschlagen.

Far den Ascherlickstand sieht die Monographie der Ph. VR einen Maximalwert von
5% vor. Die hier ermittelten Werte liegen im Bereich von 2 bis 3% Asche. Fir den
Monographie wird ein Maximalwert von 5% vorgeschlagen.

Auf spezielle Angaben der Ph. VR China, die im Ph. Eur. nicht Ublich sind wurde
verzichtet. Dies sind Processing, Action, Indication, Usage and Dosage.
Eine quantitative Untersuchung konnte nicht durchgefihrt werden. Fir den
Monographievorschlag wurde deshalb auf den Entwurf in der ,EUROPEAN
PHARMACOPOEIA COMMISSION, Group 13A* zu einer Monographie fir Astragali radix
VLIETINCK (2007) zurlckgegriffen.

4.2 Coptidis rhizoma

Fir die makroskopische Untersuchung standen nur Proben der Spezies C. chinensis zur
Verfiigung. Die makroskopische Untersuchung der Coptidis rhizoma Proben verschiedener
Herkinfte zeigten unterschiedliche Erscheinungsbilder. Die Ph. VR China beschreibt

134



Diskussion

Bruchstlicke grdBerer Rhizomteile die 3 — 6 cm lang sind. Die geschnittenen Rhizome
werden nicht erwahnt, sind aber bedingt durch Form und Farbe sehr charaktaristisch, so
dass eine Verwechslung unwahrscheinlich erscheint. Zum einen lag geschnittenes
Drogenmaterial vor, zum anderen Bruchsticke von mehr oder weniger
zusammenhdngenden Rhizomteilen. Bei den geschnittenen Drogen war der Holzteil gut
erkennbar, gelb-orange und radial angeordnet. Bei den gebrochenen Drogen war der radiale
Aufbau des Holzteils nur maBig gut erkennbar. Gut erkennbar waren hier die anhaftenden
Niederblatter, Wurzeln und der verzweigte Aufbau der Rhizome. Fir den
Monographievorschlag wurden alle charakteristischen Merkmale aufgefihrt. Ein Rickschluss
auf die Qualitat der Ware kann durch die Art des Schnittes nicht getroffen werden.

Fir die mikroskopische Untersuchung konnten Proben der Spezies C. chinensis, C.

deltoidea und C. teeta untersucht werden. Als gemeinsame Merkmale wurden
Korkfragmente, GefaBe mit Tipfelung, parenchymatische Zellen und Stéarke gefunden.
Unterschiede ergaben sich bei C. chinensis und C. deltoidea in der Form der Steinzellen. Die
Steinzellen von C. chinensis waren rund bis leicht eckig, mit einem engen Zelllumen und bei
C. deltoidea auffallend rechteckig mit einem weitem Zelllumen. Angaben zu der Form der
Steinzellen wurden in der Literatur nicht gefunden. Die Spezies C. teeta besitzt keine
Steinzellen, dies findet sich auch in der Ph. VR China bestatigt.
Fir die Identitatsprifung mittels DC und HPTLC wurde die Methode des Ph. VR China
Ubernommen und validiert. Eine Unterscheidung der Spezies C. chinensis, C. deltoidea und
C. teeta ist mittels dieser Methode mdglich. Problematisch ist die Verwendung von
konzentrierter Ammoniak-Lésung zum Abstumpfen der Kieselgelplatten. Zum einen wird die
ammoniakalische Gasphase durch Luftzug zerstért, so dass es zu unterschiedlichen Rg-
Werten von identischen Banden auf einer Platte kommt. Deshalb ist auf die Positionierung
der Entwicklungskammer im Labor zu achten, wobei die Aufstellung in einem Abzug
ausscheidet. Dies kann zu einer Belastung des Labors mit dem Ammoniakdampf flhren, der
bei der Entnahme der entwickelten Platte frei wird. Flir Routineuntersuchungen ist diese
Methode deshalb wenig geeignet. Eine Alternative ist die Methode von AKIRA (1983). Es
wurde hier nur noch die Spezifitdt der Methode untersucht. Diese war nach ICH Q2(R1) fr
eine DC/HPTLC-Identitatsprifung ausreichend.

Die Bestimmung des Trocknungsverlustes fur Drogen ist in der Monographie der Ph.
VR China nicht vorgesehen, ist aber fiir eine Monographie des DAB erforderlich. Es ergaben
sich Werte zwischen 8,5 und 9,2% Trocknungsverlust. Bei HANSEL (2007) wurden Werte
zwischen 5 und 15% als Normbereich angesehen. Fir einen Monographievorschlag wurde
ein maximaler Wert von 10% vorgeschlagen.
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Fir den Ascherlckstand sieht die Monographie der Ph. VR China einen Maximalwert
von 5% vor. Die ermittelten Werte lagen im Bereich von 2 bis 3% Asche. Fur die
Monographie wurde ein Maximalwert von 4% vorgeschlagen, da besonders bei nicht
geschnittenen Drogen der Anteil von anhaftenden mineralischen Verunreinigungen groéBer
sein kann.

Beginnend mit Berberin, das in der Monographie der Ph. VR China quantitativ
bestimmt wird, sind die ebenfalls in den Stammpflanzen vorhandenen Substanzen Coptisin,
Epiberberin und Palmatin quantifiziert worden. Es wurde die densitometrische Methode der
Ph. VR China mit einer neuentwickelten HPLC-Methode verglichen. Ausgangspunkt fir die
HPLC-Methode war die Monographie nach WAGNER (2004), die bei erstmaliger
Durchfihrung zu einer sehr guten Trennung der extrahierten Alkaloidfraktion fUhrte. Eine
Uberpriffung an mehreren Tagen filhrte zu schwankenden Retentionszeiten der einzelnen
Alkaloidpeaks. Daher wurde eine Trennung auf dem selben S&ulenmaterial und FlieBmittel
ohne Natriumdodecylsulfat in der mobilen Phase entwickelt. Es zeigte sich auch mit dieser
Methode ein Drift der Retentionszeiten. AbschlieBend wurde die stationdre Phase
ausgetauscht. Mit der Verwendung einer vollstdndig endcappten RP-Phase konnte eine
validierte Quantifizierung der Alkaloide durchgefihrt werden. Der Vergleich von
densitometrischer und HPLC-Methode fihrten zu Methodenparameter, die in &hnlichen
Bereichen lagen, und die Ergebnisse der Gehaltsbestimmung unterschieden sich nur
geringflgig. Es wurden die Gehalte der Inhaltsstoffe Berberin, Coptisin, Epiberbein und
Palmatin bestimmt. FUr Berberin wurden bei der densitometrischen Methode Gehalte
zwischen 7,7 und 9,6 % gefunden. Die Gehalte bei der HPLC-Methode lagen zwischen 6,4
und 7,3 %. Die HPTLC-Methode wurde wegen des zu verwendenden Ammoniaks nicht fr
die Monographie vorgeschlagen. Die Monographie der Ph. VR China fordert einen
Mindestgehalt von 3,6 % Berberin. Da die ermittelten Werte erheblich héher lagen, wurde ein
Mindestgehalt von 5,0% Berberin fiir die Monographie vorgeschlagen.

Auf die speziellen Angaben der Ph. VR China, die im Ph. Eur. nicht Gblich sind, wurde
auch hier verzichtet. Da auf dem Markt in Deutschland nur Drogen der Spezies C. chinensis
angeboten werden, wurde der Monographievorschlag auf diese Spezies beschrankt.

4.3 Forsythiae fructus

Die makroskopische Untersuchung der Forsythiae fructus Proben verschiedener Herklnfte
zeigten ein identisches Erscheinungsbild. Die Ergebnisse der makroskopischen
Untersuchungen decken sich mit den Angaben der der Monographie Fructus Forsythiae aus
der Ph. VR China. Die charaktaristische Droge besteht aus den Friichten, Samen und
Fruchtstielen.
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Bei der mikroskopische Untersuchung des Pulvers wurden Epidermisfragmente,
GefaBe mit Tupfelung, parenchymatische Zellen und léngliche Steinzellen gefunden. Die
Ergebnisse der mikroskopischen Untersuchungen decken sich mit den Angaben der der
Monographie Fructus Forsythiae aus der Ph. VR China.

Fiar die Identitatsprifung mittels DC/HPTLC wurde die Extraktion der Droge mit
Methanol durchgefiihrt und so der Aufwand im Vergleich zu der Methode der Monographie
der Ph. VR China erheblich reduziert. Das FlieBmittel wurde aus der Monographie
Ubernommen und die Methode validiert. Eine Identifizierung der Droge ist damit
uneingeschrankt maoglich.

Bei der Bestimmung des Trockungsverlustes ergaben sich Werte zwischen 7,9 und
8,2%, die Monographie der Ph. VR China fordert einen Wert nicht héher 10%. Fir die
Monographie wurde ein Wert von nicht héher 10% vorschlagen.

Far den Ascherlckstand sieht die Monographie der Ph. VR einen Maximalwert von
4% vor. Die ermittelten Werte lagen im Bereich von 2,2 bis 3,0% Asche. Fur die
Monographie wurde ein Maximalwert von 4 % vorgeschlagen.

Als Inhaltsstoffgruppen werden fur Forsythiae fructus Kaffesdureester und Lignane
genannt [WAGNER (2005)]. Fur beide Inhaltsstoffgruppen sind in der Vergangenheit
Untersuchungen durchgefiihrt worden. Da Forsythosid A auch in Ph. VR China quantifiziert
wird, wurde die quantitative Bestimmung mit dieser Substanz durchgefiihrt. Eine
neuentwickelte densitometrische Methode wurde mit einer neuentwickelten HPLC-Methode
verglichen. Die Extraktion wurde mit Methanol unter RickfluB durchgefuhrt. Die gefundenen
Gehalte an Forsythosid A lagen bei der densitometrischen Methode zwischen 0,36 und 0,64
% und bei der HPLC-Methode zwischen 0,36 und 0,68 %. Die Methodenparameter flr beide
Methoden liegen in ahnlichen Bereichen. Fir die Monographie des DAB wurde die HPLC als
etablierte Methode vorgeschlagen. Auf die speziellen Angaben der Ph. VR China, die im Ph.
Eur. nicht Ublich sind, wurde verzichtet.

4.4 Leonuri japonici herba

Die makroskopische Untersuchung der authentischen Leonuri japonici herba Probe der LfL
zeigte Blattfragementen, Stéangeln und Blitenknospen. Die Ergebnisse der makroskopischen
Untersuchungen decken sich mit den Angaben der der Monographie Herba Leonuri aus der
Ph. VR China.

Bei der mikroskopische Untersuchung wurden GefaBefragmente, Kollenchym,
Asteraceaendrisenschuppen und Haare gefunden. Die Ergebnisse der mikroskopischen
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Untersuchungen decken sich mit den Angaben der der Monographie Herba Leonuri aus der
Ph. VR China.

Fir die Identitatsprifung mittels DC wurde eine Methode entwickelt, die den
Flavonoidfingerprint der Droge zeigt. Die Extraktion wurde mit Methanol durchgefihrt. Die
Ph. VR China fuhrt eine sehr aufwendige Aufkonzentrierung und anschlieBende Detektion
des Stachydrins durch. Stachydrin ist in der nahe verwandten und in der Ph. Eur.
monographierten Droge Leonuri cardiacae herba ebenfalls vorhanden. Die Identitats-
Chromatogramme der beiden Drogen nach Aufkonzentrierung des Stachydrins
unterschieden sich bei der Extraktionsmethode nach Ph. VR China nicht. Der
Flavonoidfingerprint der beiden Drogen unterschied sich jedoch deutlich, eine Identifizierung
der Droge ist damit uneingeschrankt mdglich.

Bei der Bestimmung des Trockungsverlustes ergaben sich Werte zwischen 8,5 und
9,1%, die Monographie der Ph. VR China fordert einen Wert nicht héher 13 %. Fir die
Monographie wurde ein Wert von nicht héher 13 % vorschlagen.

Der Aschertickstand der Monographie der Ph. VR sieht einen Maximalwert von 11%
vor. Die ermittelten Werte lagen im Bereich von 6,7 bis 9,1 % Asche. Fur die Monographie
wurde ein Maximalwert von maximal 10 % vorgeschlagen.

Fir die Gehaltsbestimmung wurde eine spekiroskopische Gesamtflavonoid-
bestimmung mittels Photometer vorgeschlagen. Es wurden Flavonoidgehalte, berechnet als
Hyperosid, zwischen 0,15 und 0,88 % ermittelt. Die Bestimmung des im Ph VR China
vorgeschlagenen Stachydrin mittels Dunnschichtchromatographie, Derivatisierung mit
Dragendorffs Reagenz und folgender densitometrischer Vermessung war nicht durchfihrbar,
da keine reproduzierbaren Ergebnisse erhalten wurden.

Auf die speziellen Angaben der Ph. VR China, die im Ph. Eur. nicht tblich sind, wurde

verzichtet.
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5 Zusammenfassung-Monographievorschlage

5.1 Goldfadenwurzelstock
Goldfadenwurzelstock

Coptidis rhizoma

ﬁf]ﬁé Huang Lian

Definition

Goldfadenwurzelstock ist das getrocknete Rhizom von Coptis chinensis Franch. Die Droge wird im
Herbst gesammelt, von kleinen Wurzeln und Erde befreit, und getrocknet. Gehalt: mindestens 5
Prozent Berberin (C5oH1sNO,4CI x 2 H,O, M,: 407,9) (getrocknete Droge).

Eigenschaften
Der Geruch ist eigentimlich, der Geschmack ist stark bitter und zusammenziehend.

Makroskopische und mikroskopische Merkmale werden unter ,Prifung auf Identitdt, A und B*
beschrieben.

Prifung auf ldentitat

A. Die Rhizome von Coptis chinensis sind haufig in Gruppen zusammenhdngend, gebogen, und
erinnert an ,HUhnerfisse”. Einzelne Rhizome sind 30 bis 60 mm lang, 3 bis 8 mm im
Durchmesser. Die Rhizomoberflache ist gelb-braun bis gelb-grau gefarbt, viele kleine Nodien sind
erkennbar, dadurch ist die Oberflache knotig-runzelig. Kleine Wurzeln und Wourzelreste sind
vorhanden. Dinnere Rhizomteile besitzen erkennbare Internodien mit glatter Oberflache.
Vereinzelt sind an den Rhizomteilen Niederblatter und Narben von Niederblattern erkennbar. An
den Rhizomenden finden sich Sprossreste. Die Bruchstellen der harten Rhizome sind
ungleichm&Big, die Borke ist orange-rot bis braun, der Holzteil ist gelb-orange gefarbt und radial
angeordnet. Das Mark orange-rot bis braun gefarbt, bei dickeren Rhizomteilen ist das Mark nur
teilweise vorhanden oder hohl.

B. Die Droge wird pulverisiert (355). Das Pulver ist orange-braun. Die Prifung erfolgt unter dem
Mikroskop, wobei Chloralhydrat Lésung R verwendet wird.
Das Pulver zeigt folgende Merkmale: Korkfragmente die in der Aufsicht fiinf bis sechseckige
braune Zellwénde zeigen; GefaBfragmente mit Tipfelung, die regelmaBig in einer oder zweier
Reihen angeordnet sind; parenchymatische Zellen mit gequollener Starke; Steinzellen, teilweise
im Verband, rund bis leicht eckig und einer Gr6Be von 50 bis 100 um und einem engen Lumen.

C. Die Prifung erfolgt mit Hilfe der Dinnschichtchromatographie (2.2.27)
Untersuchungslésung: 0,1 g pulverisierte Droge (355) werden 15 Minuten mit 100 mL
Methanol R unter Rickflusskihlung erhitzt. Die erhaltene Lésung filtriert und mit Methanol R auf
10 mL aufgefullt.

Referenziésungen: 5 mg Berberinchlorid und 5 mg Palmatin werden zu 100,0 mL geldst.

Platte: DC-Platte mit Kieselgel G R
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FlieBmittel: Ethylacetat R, Toluol R, Methanol R, Diethylamin R, Ammoniak R (8:2:2:0,5:1
VIVIVIV)

Auftragen: 5 uL Referenzlésung und 5 pL Untersuchungslésung, bandférmig 10 mm [5 mm]
Laufstrecke: 100 mm [50 mm]

Trocknen: im Kaltluftstrom 10 Minuten

Detektion: Die Platte wird im UV-Licht bei 365 nm ausgewertet.

Ergebnis: Die Zonenfolge in den Chromatogrammen von Referenzlésung und Untersuchungs-

I6sung ist aus den nachstehenden Angaben ersichtlich. Im Chromatogramm der Untersuchungs-
I6sung kdnnen weitere Zonen vorhanden sein.

Oberer Plattenrand

Berberin: eine gelb fluoreszierende Bande Eine gelb fluoreszierende Bande (Berberin)
Eine gelb fluoreszierende Bande (Epiberberin)

Eine griin fluoreszierende Bande (Coptisin)
Palmatin: eine grin fluoreszierende Bande Eine grin fluoreszierende Bande (Palmatin)

Referenzlésung Untersuchungslésung

Prifung auf Reinheit

Fremde Bestandteile (2.8.2): h6chstens 5 Prozent Wurzel- und Blattanteile und héchstens 3 Prozent
sonstige fremde Bestandteile

Trocknungsverlust (2.2.32): Héchstens 10,0 Prozent, mit 1,000 g pulverisierter Droge (355) durch 2
h langes Trocknen im Trockenschrank bei 105 °C bestimmt

Asche (2.4.16): hochstens 3,5 Prozent

Gehaltsbestimmung

Flissigkeitschromatographie

Untersuchungslésung: In einem 100-mL-Rundkolben mit Schliff werden 0,100 g pulverisierte Droge
(355) mit 95 mL einer Mischung von Methanol R und Salzsaure R (100:1) versetzt und in einem
Ultraschallbad 20 Minuten extrahiert. Von der Uberstehenden Lésung werden ca. 1,5 mL
abgenommen und durch einen Membranfilter (0,45 pm) filtriert. Die filtrierte Ldsung ist die
Untersuchungslésung.

Referenzlésung: 10,0 mg Berberin, werden in Methanol R zu 100,0 mL geldst

Séule:

-GroBe:1=0,250m, @ =4 mm

-Stationare Phase: octadodecylsilyliertes Kieselgel zur Chromatographie R (5 um)
z.B.: Purosphere STAR RP-18e (5 um), Hibar ® RT250-4, mit Vorséule
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Séulentemperatur. 25°C
Flussrate: 0,7 mL/min
Mobile Phase:

FlieBmittel A: Wasser mit 0,5% ortho-Phosphorséure 85% (V/V)
FlieBmittel B: Acetonitril R mit 0,5% ortho-Phosphorsaure 85% (V/V)

Zeit Mobile Phase A Mobile Phase B
[min] [% V/V] [%V/V]
0-10 80 20
10-20 80—79 20—21
20 -35 79—65 21-35
35 - 36 65 35
36 - 37 65—80 35—-20
37 - 47 80 20

Injektionsvolumen: 10 pL
Detektion: Spektrometer bei 344 nm
Eigungspriifung:
- Aufldsung: mindestens 1,5 zwischen den Peaks von Berberin und dem Peak vor Berberin

(Palmatin)

Der Prozentgehalt an Berberin wird nach folgender Formel berechnet:

F, *m, *1000
F, *m,
F, = Peakflache des Berberins im Chromatogramm der Untersuchungslésung
F. = Peakflache des Berberins im Chromatogramm der Referenzlésung

my = Konzentration der Droge in Milligramm je Milliliter
m, = Konzentration des Berberins in Milligramm je Milliliter
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5.2 Forsythiafriichte
Forsythiafrichte

Forsythiae fructus

£~ KT
ﬁnﬂ, Lao giao

Definition

Frosythienfriichte sind die reifen und getrockneten Friichte von Forsythia suspensa (Thunb.) Vahl. Die
Droge wird im Herbst gesammelt und von fremden Bestandteilen befreit. Gehalt: Die Droge enthalt
mindestens 0,15 Prozent (m/m) Forsythosid A bezogen auf die getrocknete Droge

Eigenschaften
Der Geruch ist eigentiimlich, der Geschmack ist schwach bitter zusammenziehend, mehlig und
schwach aromatisch.

Makroskopische und mikroskopische Merkmale werden unter ,Prifung auf Identitdt, A und B*
beschrieben.

Prifung auf Identitat

A. Die Friichte sind langlich oval, spitz zu laufend, leicht abgeflacht, 15 bis 25 mm lang, 5 bis 15 mm
im Durchmesser und meist von der Spitze her aufgeplatzt oder in zwei Teile zerfallen. Es haftet ein
Fruchtstiel an oder es ist eine Fruchtstielnarbe vorhanden. Die Fruchtoberflache weist
langsverlaufende unregelmaBige Runzeln auf, zahlreiche Makula sind vorhanden. Die Farbe der
auBeren Oberflache ist gelb-braun bis rot-braun. Die innere Oberflache ist gelb-braun, glatt, mit einem
langlichen Septum dessen Gewebe briichig ist.

B. Die Droge wird pulverisiert (355). Das Pulver ist orange-braun. Die Prifung erfolgt unter dem
Mikroskop, wobei Chloralhydrat L6sung R verwendet wird.

Das Pulver von zeigt folgende Merkmale:

Parenchymatische Zellverbande, in der Aufsicht flnf bis sechseckig mit gelb-braune Zellwanden, einer
Breite von 25 — 50 um, einer Lange von 30 -60 pm und einer Zellwandbreite von 3 pm;

selten GefaBfragmente; Steinzellen, oft in mehrschichtigen Verbanden (bis zu finf Schichten),
einzelne Steinzellen langlich, mit unterschiedlicher Breite, Lange und Zellwanddicke.

Vereinzelt sind Epidermisfragmente mit Cuticula zu erkennen.

C. Die Prafung erfolgt mit Hilfe der Diinnschichtchromatographie (2.2.27)

Untersuchungslésung: 1 g pulverisierte Droge (355) wird 10 Minuten mit 10 mL Methanol R
im Ultraschallbad extrahiert. Die erhaltene Lésung filtriert, das Filtrat als Testlésung verwendet.

Referenzldésungen: 10,0 mg Pinoresinol und 10,0 mg Salidrosid werden zu 10,0 mL Methanol R
gelbst.

Platte: DC-Platte mit Kieselgel G R

FlieBmittel: Toluen R, Aceton R, Ethylacetat R, Ameisensdure R, Wasser R (40:50:60:6:6
VIVININIV)

Auftragen: 10 pL [5 pL] Referenzlésung und 10 pL [5 pL] Untersuchungslésung, bandférmig 10
mm [5 mm]

Laufstrecke: 100 mm [60 mm]
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Zusammenfassung

Trocknen: im Kaltluftstrom 10 Minuten

Derivatisierung: Vanillin-Reagenz R, 10 Minuten bei 110°C trocknen
Detektion: Die Platte wird im UV-Licht bei 366 nm ausgewertet.

Ergebnis: Die Zonenfolge in den Chromatogrammen von Referenzlésung und
Untersuchungslésung ist aus den nachstehenden Angaben ersichtlich.

Oberer Plattenrand

Eine rot fluoreszierende Bande
Eine rot fluoreszierende Bande
Pinoresinol: eine schwarze Bande Eine rot fluoreszierende Bande

Eine gelb fluoreszierende Bande
Salidrosid: eine orange fluoreszierende Bande
Eine gelb fluoreszierende Bande

Referenzlésung Untersuchungslésung

Priafung auf Reinheit
Fremde Bestandteile (2.8.2): hdchstens 9,0 Prozent fremde Bestandteile

Trocknungsverlust (2.2.32): hdchstens 10,0 Prozent, mit 1,000 g pulverisierter Droge (355) durch 2
h langes Trocknen im Trockenschrank bei 105 °C bestimmt

Asche (2.4.16): héchstens 4,0 Prozent

Gehaltsbestimmung
Flussigkeitschromatographie
Untersuchungslésung: In einem 100-mL-Rundkolben mit Schliff werden 0,500 g pulverisierte Droge
(355) mit 100 mL Methanol R versetzt und unter Rlckflusskiihlung in einem Wasserbad bei 70 + 5°C
30 Minuten extrahiert. Von dieser Ldsung werden ca. 1,5 mL abgenommen und durch einen
Membranfilter filtriert (0,45 pum). Die filtrierte Lésung ist die Untersuchungslésung.
Referenzldésung: 3,0 mg Forsythosid A werden in Methanol R zu 100,0 mL geldst
Séule:
-GroBe: 1=0,250 m, @ =4 mm
-Stationdre Phase: octadodecylsilyliertes Kieselgel zur Chromatographie R (5 um)
z.B.: Purosphere STAR RP-18e (5 um), Hibar ® RT250-4, mit Vorsaule
Sédulentemperatur. 25°C

Flussrate: 0,6 mL/min

Mobile Phase:
- Mobile Phase A: Wasser R mit 0,1% wasserfreier Ameisensaure R
- Mobile Phase B: Acetonitril R mit 0,1% wasserfreier Ameisensaure R
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Zusammenfassung

Zeit Mobile Phase A Mobile Phase B
[min] [% VIV] [% VIV]
0-20 83—-77,5 17—22,5
20-25 77,5—10 22,5—-90
25-30 10—83 90—17
30-35 17 83
Flussrate: 0,6 mL/min
Detektion: 325 nm
Saulenofen: 25°C

Injektionsvolumen: 10 pL

Detektion: Spektrometer bei 325 nm

Eigungspriifung:

- Auflésung: mindestens 1,0 zwischen den Peaks von Forsythosid A und dem folgendem Peak

Der Prozentgehalt an Forsythosid A wird nach folgender Formel berechnet:

F, *m, *100
F, *m,

F, = Peakflache des Forsythosid A im Chromatogramm der Untersuchungslésung

F. = Peakflache des Forsythosid A im Chromatogramm der Referenzldsung

my = Konzentration der Droge in Milligramm je Milliliter

m, = Konzentration des Forsythosid A in Milligramm je Milliliter
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Zusammenfassung

5.3 Chinesisches Mutterkraut

Chinesisches Mutterkraut

Leonuri herba
Gt BERE i Mu cao

Definition

Chinesisches Mutterkraut enthalt die getrockneten oberirdischen Teile von Leonurus japonicus Houtt.
(Fam. Lamiaceae). Die Droge wird zu Beginn oder vor der Blite geerntet und getrocknet. Gehalt:
mindestens 0,3 Prozent Flavonoide, berechnet als Hyperosid (Cz1H20012; M, 464,4) bezogen auf die
getrocknete Droge.

Eigenschaften

Makroskopische und mikroskopische Merkmale werden unter ,Prifung auf Identitdt, A und B*
beschrieben.

PrGfung auf ldentitat

A. Das Kraut enthalt griin-grauliche, widerstandsféhige und ausgepréagt vierkantige Stangel mit
einem Durchmesser von ca. 2 - 10 mm. Vor allem bei dickeren Stengelteilstlicken ist im Zentrum
weiBes Mark erkennbar. Die Stangel sind senkrecht gefurcht, jingere Triebe sind deutlich diinner
im Durchmesser und oft verzweigt. Die Blatter sind graugriin und zerknittert, sie zerfallen leicht in
kleinere Fragmente. Die achsenstéandigen BlUtenstdnde weisen blassviolett gefarbte Bliten mit
réhrenférmigem Kelch und zweilippiger Korolla auf.

B. Die Droge wird pulverisiert (355). Das Pulver ist grau-grin. Die Prifung erfolgt unter dem
Mikroskop, wobei Chloralhydrat Lésung R verwendet wird.
Das Pulver zeigt folgende Merkmale:

Epidermiszellen mit Kutikula; Drisenschuppen mit 4, 6 oder 8 sezernierenden Zellen, 1- 4 zellige
Gliederhaare, kleinere Verbande kollenchymatischer Zellen aus den Kanten der Stangel; aus dem
Mark parenchymatische Zellen, einzeln oder in kleineren Verbanden, teilweise mit
Calciumoxalatnadeln und Calciumoxalatprismen; vereinzelt sind Faserbliindel erkennbar.

C. Die Prifung erfolgt mit Hilfe der Dinnschichtchromatographie (2.2.27)
Untersuchungslésung: 1,0 g pulverisierte Droge (355) wird 10 Minuten mit 100 mL
Methanol R unter Rickfluss bei 65°C extrahiert. Die erhaltene Ldsung filtriert, das Filtrat als
Testlésung verwendet.
Referenzlésung 1: 2,5 mg Rutin und 2,5 mg Hyperosid werden in 10,0 mL Methanol R gel6st.
Platte: DC-Platte mit Kieselgel G R
FlieBmittel: Wasserfreie Ameisensaure R, Wasser R, Ethylacetat R (15:10:75 V/V/V)
Auftragen: 4 L [2 pL] Referenzlésung und 10 pL [5 pL] Untersuchungslésung, bandférmig

Laufstrecke: 100 mm [60 mm]
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Zusammenfassung

Trocknen: bei 110 °C

Detektion: Die warme Platte wird mit einer Losung von Diphenylboryloxyethylamin R (1OQ*I'1) in
Methanol R und anschlieBend mit einer Losung von Macrogol 400 R (50g*I") in Methanol R
bespriht. Die Platte wird etwa 30 min lang an der Luft trocknen gelassen und im ultravioletten
Licht bei 366 nm ausgewertet.

Ergebnis: Die Zonenfolge in den Chromatogrammen von Referenzlésung und Untersuchungs-
I6sung ist aus den nachstehenden Angaben ersichtlich. Im Chromatogramm der Untersuchungs-
I6sung kénnen weitere, schwécher fluoreszierende Zonen vorhanden sein.

Oberer Plattenrand

Hyperosid: gelbe fluoreszierende Bande | Eine gelb fluoreszierende Bande (Hyperosid)
Eine gelb fluoreszierende Bande

Rutin: gelbe fluoreszierende Bande Gelb fluoreszierende Bande (Rutin)
Schwach blau fluoreszierende Bande

Referenzlésung Untersuchungslésung

Priafung auf Reinheit
Fremde Bestandteile (2.8.2): hdchstens 5,0 Prozent andere fremde Bestandteile

Trocknungsverlust (2.2.32): hdchstens 10,0 Prozent, mit 1,000 g pulverisierter Droge (355) durch 2
h langes Trocknen im Trockenschrank bei 105 °C bestimmt

Asche (2.4.16): héchstens 11,0 Prozent

Gehaltsbestimmung

Stammldsung: In einem 100-ml-Rundkolben wird 1,00 g pulverisierte Droge (355) (2.9.12) mit 1 ml
einer Lésung von Methenamin R (5 g *I'1), 20 ml Aceton R und 2 ml Salzsdure R1 versetzt. Die
Mischung wird 30 min lang unter Ruckflusskiihlung zum Sieden erhitzt. Die FlUssigkeit wird durch
einen Wattebausch in einen Kolben filtriert. Der Wattebausch wird zum Rickstand in den Kolben
gegeben; zu Extraktion wird 2-mal 10 min lang mit je 20 ml Aceton R unter Rickflusskihlung zum
Sieden erhitzt. Nach dem Erkalten wird jeder Auszug durch den Wattebausch in den Kolben filtriert.
Die vereinigten Acetonausziige werden nach dem Abkihlen durch ein Papierfilter in einen
Messkolben filtriert und mit Aceton R unter Waschen des Kolbens und des Papierfilters zu 100,0 ml
verdliinnt. 20,0 ml dieser Lésung werden in einem Scheidetrichter mit 20 ml Wasser R versetzt, 1-mal
mit 15 ml und 3-mal mit je 10 ml Ethylacetat R ausgeschuttelt. Die vereinigten Ethylacetatausziige
werden in einem Scheidetrichter 2-mal mit je 50 ml Wasser R gewaschen, die Auszlige lber 10 g
wasserfreies Natriumsulfat R in einen Messkolben filtriert und mit Ethylacetat R zu 50,0 ml verdiinnt.

Untersuchungslésung: 10,0 ml Stammlésung werden mit 1 ml Aluminiumchlorid-Reagenz R versetzt
und mit einer 5-prozentigen Lésung (V/V) von Essigséaure 99 % R in Methanol R zu 25,0 ml verdinnt.

Kompensationsfliissigkeit: 10,0 ml Stammlésung werden mit einer 5-prozentigen Lésung (V/V) von
Essigsaure 99 % R in Methanol R zu 25,0 ml verdiinnt.

Nach 30 min wird die Absorption (2.2.25) der Untersuchungsldosung bei 425 nm gegen die
Kompensationsflissigkeit gemessen.
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Zusammenfassung

Der Prozentgehalt an Flavonoiden wird als Prozentgehalt an Hyperosid nach folgender Formel
berechnet:

A 125
m

Die spezifische Absorption A}Cfn von Hyperosid wird mit 500 angenommen.

A = Absorption bei 425 nm
m = Einwaage der Droge in Gramm
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6 Experimenteller Teil

6.1 Drogen

Untersuchungsmaterialien Charge
Ch.-B.:53266126

Ch.-B.:040801H053

Coptis chinensis Rhizom
Coptis chinensis Rhizom

Coptis chinensis Rhizom Ch.-B.:405051
Coptis chinensis Rhizom Ch.-B.:S1736
Coptis deltoidea Rhizom Ch.-B.:S1738
Coptis teeta Rhizom Ch.-B.:S1737

Ch.-B.:50079035
Ch.-B.:040801H017
Ch.-B.:405051
Ch.-B.:L-5298

Forsythia suspensa Fructus
Forsythia suspensa Fructus
Forsythia suspensa Fructus
Forsythia suspensa Fructus

Ch.-B.:50807085
Ch.-B.:M1202501

Astragalus membranaceus Radix
Astragalus membranaceus Radix

Astragalus membranaceus Radix ohne Angabe
Ch.-B.:050801H004

Ch.-B.:405051

Astragalus membranaceus Radix
Astragalus membranaceus Radix

6.2 Gerate

Gerat
Analytische Waage: Research R 160
AS 30 Auftragegerat (DC/HPTLC-Auftragegerat)
ASE (Accelerated Solvent Extractor),
Extraktionsgerat
CabUVis, Videodokumentation
Centrifuge Hermle Z 346
CX21, Mikroskop
Doppeltrogkammer (100x100 mm) (DC/HPTLC)
Doppeltrogkammer (200x100 mm) (DC/HPTLC)
Doppeltrogkammer (200x200 mm) (DC/HPTLC)
DS 20, Derivatisierungsgerat (DC/HPTLC)

ADC2 Entwicklungskammer (DC/HPTLC)

Flachbodenkammer flir mehrere Platten
(200x200 mm)
HPLC-Anlage: Elite La Chrom mit:

Pumpe L-2130
Autosampler L-2200
Diode Array Detector L-2455
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Anbieter
Fa. Caelo, Hilden
Fa. Herbasin, Hilsdorf
Fa. PharmaChin, Berlin
Fa. CAMAG, Muttenz/Schweiz
Fa. CAMAG, Muttenz/Schweiz
Fa. CAMAG, Muttenz/Schweiz
Fa. Caelo, Hilden
Fa. Herbasin, Hilsdorf
Fa. PharmaChin, Berlin

Fa. Complemedis,
Schénwerd/Schweiz
Fa. Caelo, Hilden

Fa. Complemedis,
Schdnwerd/Schweiz
LfL, Freising

Fa. Herbasin, Hilsdorf
Fa. PharmaChin, Berlin

Hersteller
Fa. Satorius, Géttingen

Fa. Desaga/Sahrstedt Gruppe,
NUmbrecht
Fa. Dionex, Germering

Fa. Desaga/Sahrstedt Gruppe,
Nimbrecht
Fa. Kontron, Neufahrn

Fa. Olympus, Hamburg

Fa. CAMAG, Muttenz, Schweiz
Fa. CAMAG, Muttenz, Schweiz
Fa. CAMAG, Muttenz, Schweiz

Fa. Desaga/Sahrstedt Gruppe,
NUmbrecht
Fa. CAMAG, Muttenz, Schweiz

Fa. Desaga/Sahrstedt Gruppe,
NUmbrecht
Fa. VWR Hitatchi, Darmstadt

Fa. VWR Hitatchi, Darmstadt
Fa. VWR Hitatchi, Darmstadt
Fa. VWR Hitatchi, Darmstadt
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Column Oven L-2350

Software EZChrom Elite
HPTLC-Tauchgerat

inoLab pH Level 1, pH-Meter
Labormuihle ZM1

Laborota 4003, Rotationsverdampfer
Laborwaage MC 1b laboratory
Linomat 5 (DC/HPTLC-Auftragegerat)
Milli Q UF plus, Wasseraufbereitung
Muffelofen, Naberterm

Nanomat (DC/HPTLC-Auftragegerat)
Perkolationsrohr ID: 15mm, |: 200mm
ReproStar, Fotokammer

Sonorex Super RK 255 H, Ultraschallbad
Tauchkammer

Thermoplatte S, Heizplatte
Tischmiihle IKB A 10

U-Pot, Polarisationsfilter
WF10xMicro, Okularmikrometer

6.3 Losungsmittel

Lésungsmittel Qualitat
Aceton p.A.
Acetonitril LiChrosolv (HPLC-rein)
Ameisensdure p.A.
Diethylamin Rectapur
Eisessig p.A.
Ethylacetat p.A.
Methanol p.A.
Salzsaure p.A.
Schwefelsaure p.A.
Toluol p.A.
Trichlormethan p.A.
Wasser reinst

Methanol LiChrosolv (HPLC-rein)

6.4 Referenzsubstanzen

Substanz Reinheit
Arctiin DC-rein
Astragalosid | HPLC-rein
Astragalosid Il HPLC-rein

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa. VWR Hitatchi, Darmstadt
Fa. VWR Hitatchi, Darmstadt
Universitédt Regensburg

Fa. WTW, Weilheim

Fa. Retsch, Haan

Fa. Heidolph, Schwabach

Fa. Satorius, Gottingen

Fa. CAMAG, Muttenz, Schweiz
Fa. Millipore, Eschborn

Fa. Naber, Lilienthal, Bremen
Fa. CAMAG, Muttenz, Schweiz
Universitat Regensburg

Fa. CAMAG, Muttenz, Schweiz
Fa. Bandelin, Berlin
Universitédt Regensburg

Fa. Desaga/Sahrstedt Gruppe, Nimbrecht
Fa. Retsch, Haan

Fa. Olympus, Hamburg

Fa. Olympus, Hamburg

Firma
Merck
Merck
Merck
VWR
Merck
Acros
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck

hausintern

Fa.

Merck

Herkunft

Fa. Phytolab, Vestenbergskreuth
Prof. Ihsan Calis, Universitat Hacettepe, Turkei
Prof. lhsan Calis, Universitat Hacettepe, Tlrkei
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Astragalosid IV HPLC-rein Prof. Ihsan Calis, Universitat Hacettepe, Turkei
Astragalosid VI HPLC-rein Prof. Ilhsan Calis, Universitat Hacettepe, Tlrkei
Astragalosid VII HPLC-rein Prof. Ihsan Calis, Universitat Hacettepe, Turkei
Berberin PhytoProof Fa. Phytolab, Vestenbergskreuth

Epiberberin HPLC-rein Universitat Regensburg

Coptisin PhytoProof Fa. Phytolab, Vestenbergskreuth

Daidzin DC-rein Fa. Phytolab, Vestenbergskreuth

Forsythosid A PhytoProof Fa. Phytolab, Vestenbergskreuth

Jatrorrhizin PhytoProof Fa. Phytolab, Vestenbergskreuth

Palmatin PhytoProof Fa. Phytolab, Vestenbergskreuth

Phillyrin DC-rein Fa. Phytolab, Vestenbergskreuth

Pinoresinol DC-rein Fa. Phytolab, Vestenbergskreuth

Salidrosid DC-rein Fa. Phytolab, Vestenbergskreuth

6.5 Materialien

Produkt Herkunft
DC-Alufolien 200x200 mm Kieselgel 60 F 254 Fa. Merck/VWR
HPTLC-Glasplatten 200x100 mm Kieselgel 60 F 254 Fa. Merck/VWR
HPTLC-Glasplatten 100x100 mm Kieselgel 60 F 254 Fa. Merck/VWR
S&S Faltenfilter 900 mm Fa. Schleicher &Schll, Dassel
Seesand Fa. Merck/VWR
200x100 mm HPTLC Glasplatten Nano-Sil-20 UV254 Fa. Machery-Nagel

Membranfilter, Probenfiltration HPLC

6.6 Methoden

6.6.1 Bestimmung der Asche

Ein Quarztiegel wurde 30 Minuten lang zur Rotglut erhitzt, im Exsikkator erkalten gelassen
und gewogen. 1,00 g gepulverte Droge, die durch ein Sieb der Gr6Be 355 gesiebt worden
ist, wurde gleichmaBig in dem Tiegel verteilt und im Muffelofen bei 600 + 25 °C bis zur
Massekonstanz gegliht, wobei der Tiegel nach jedem Glihen im Exsikkator erkalten
gelassen wurde. Die Substanz darf wahrend der Bestimmung nicht entflammen. Wenn die
Asche nach langerem Glihen noch schwarze Teile enthielt, wurde Uber ein aschefreies Filter
filtriert und der Rickstand samt Filter erneut gegliht. Das Filtrat wurde mit der Asche
vereinigt, die Mischung vorsichtig zur Trockene eingedampft und der Rickstand bis zur
Massenkonstanz gegluht.

Methode in Anlehnung an die Ph. Eur. 6.0/2.04.16.00
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6.6.2 Bestimmung des Trocknungsverlusts

Der Trockungsverlust ist der in Prozent (m/m) angegebene Masseverlust.

Ausfuhrung: 1,0 g gepulverte Droge, die durch ein Sieb der GrdBe 355 gesiebt worden ist,
wurde in ein gewogenes Wageglas, das zuvor bei 105°C getrocknet wurde, eingewogen. Die
Substanz wurde 1 Stunde bei 105°C getrocknet. Die Trocknung fand in einem
Trockenschrank statt.

Methode in Anlehnung an die Ph. Eur. 6.0/2.02.32.00

6.6.3 Bestimmung des Geruchs

Auf ein Uhrglas von 80 mm Durchmesser wurden 0,5 bis 2,0 g Droge in dinner Schicht
ausgebreitet.

Nach 15 Minuten wurde der Geruch bestimmt oder die Abwesenheit eines solchen
festgestellt.

Methode in Anlehnung an die Ph. Eur. 6.0/2.03.04.00

6.6.4 Methodik fiir die HPTLC

Plattenmaterial: Die Platten wurden mit &uBerster Sorgfalt behandelt, um jegliche
Beschadigung der Oberflache zu vermeiden. Die Platten wurden in der Originalverpackung
bei geschossenem Deckel gelagert. Die Platten wurden erst kurz vor der Benutzung aus der
Verpackung genommen. Generell wurden die Platten nur an dem oberen Ende angefasst,
um Verunreinigungen zu vermeiden. Wenn keine anderen Platten notwendig waren, wurden
,Merck HPTLC Kieselgel 60 Fjs4 Platten” mit dem Format 100x100 mm oder 200x100 mm
verwendet. Fur die meisten Analysen war eine Vorbehandlung der Platten nicht notwendig,
es sei denn es traten Verunreinigungen wéhrend der Entwicklung von Chromatogrammen in
Form von ,Schmutzbanden® auf. Bei dem Auftreten solcher ,Schmutzbanden®, bei
Wiederholbarkeits-Analysen und quantitativen Analysen wurden die Platten vor dem
Auftragen nach folgendem Modus gewaschen: Die Entwicklungsrichtung wurden mit einem
Bleistift am oberen Plattenrand markiert. Die Platte wurde mit 20 ml Methanol in einer
200x100 mm Doppeltrogkammer (TTC) bis zum oberen Ende entwickelt. In einer Kammer
konnten zwei 200x100 mm-Platten oder vier 100x100 mm-Platten entwickelt werden. Nach
dem Entwickeln wurden die Platten fir 20 min in einem sauberen Trockenschrank bei 120°C
getrocknet. Die Platten wurden in einem geeigneten Behéltnis (Exsikkator) mit der
Laboratmosphére aquilibriert.
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Probenauftragung: Die Probenauftragung erfolgte sofern nicht anders notwendig mit einem
Sprihverfahren. Im Fall einer punktférmigen Auftragung wurde der Nanomat 4 zu verwendet.
Es wurden folgende Auftrageparameter verwendet:

Parameter HPTLC
Abstand vom unteren Ende der Platte 10 mm
Minimaler Abstand in x-Position der ersten Bande 15 mm
Minimaler Abstand zwischen Banden/Punkten 2 mm
Maximale Anzahl von Banden auf eine 100x100 mm Platte 7
Maximale Anzahl von Banden auf eine 200x100 mm Platte 16
Maximaler Durchmesser eines Auftragepunktes 5 mm
Bandbreite 10 mm

Herstellen und aufbewahren von FlieBmitteln: FlieBmittel, die aus mehr als einer
Komponente bestanden, wurden durch separates abmessen des bendtigten Volumens (bzw.
Gewicht) jeder Komponente und durch mischen in einem geeignetem Gefal hergestellt.
Volumen geringer als 1 ml wurden mit einer geeigneten Mikropipette abgemessen, Volumen
bis zu 20 ml wurden mit einer Messpipette abgemessen, Volumen gréBer als 20 ml wurden
mit einem graduierten Messzylinder abgemessen. Um Volumenfehler zu minimieren, wurden
die FlieBmittel so hergestellt, dass sie fir einen Tag ausreichten.

Entwicklung: Die Platten wurden in einer gesattigten Doppeltrogkammer nach folgender
Vorgehensweise entwickelt: Herstellung des bendtigten FlieBmittelvolumens (10 ml for
100x100 mm; 20 ml fir 200x100 mm). Die hintere Kammer wurde mit einem passendem
Stick Filterpapier (100x100 mm; 200x100 mm) ausgekleidet und das FlieBmittel so in die
Kammer gefiillt, dass das Filterpapier befeuchtet war und an der Glaswand anhaftete. Die
Kammer wurde schrag gestellt (ca. 45°), so dass das FlieBmittel auf beiden Seiten
denselben Pegel besass. Die Kammer wurde auf eine Arbeitsbank gestellt und fir 15
Minuten aquilibriert. Die gewlinschte Entwicklungsstrecke wurde mit einem Bleistift an der
rechten Seite der Platte markiert. Der Kammerdeckel wurde vorsichtig zur Seite ge6ffnet. Die
Platte wurde in den vorderen Trog dem Filterpapier gegentber gestellt. Der Kammerdeckel
wurde geschlossen und die Platte bis zur Markierung entwickelt. Der Deckel wurde
abgenommen und die Platte aus der Kammer entfernt. Die Platte wurde fir 5 Minuten im
Kaltluftstrom getrocknet (und dabei in Richtung der Entwicklung aufgestellt). Nach jeder
Entwicklung wurde das verbleibende FlieBmittel und das Filterpapier entsorgt. Vor jedem
weiteren Lauf wurde die Kammer gereinigt.

Derivatisierung: Die Auftragung von Derivatisierungsreagenz erfolgte durch tauchen oder
sprihen. Sprihen von Derivatisierungsreagenz erfolgte in einem Spriihkabinett. Beinhaltet
die Derivatisierung ein Erhitzen der Platte, wurde ein Plattenheizer verwendet.
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Tauchen: Die Tauchkammer wurde mit 100 ml Reagenz geflllt. Der Plattenhalter wurde an
der Platte befestigt, der Startknopf gedriickt und eine ausreichend lange Zeit in die Lésung
eingetaucht. Uberschiissiges Reagenz konnte abgetropfen und die Riickseite der Platte mit
einem Papiertuch gereinigt. Nachdem Entfernen der Platte von dem Plattenhalter wurde die
Platte unter Kaltluftstrom getrocket (vertikal zur Chromatographierichtung).

Spruhen (Glassprihgerat):

Die Flasche des Sprihers wurde mit 50 ml Derivatisierungsreagenz gefllt. Die Platte wurde
in einem Sprihkabinett gegen ein Papiertuch gestellt. Danach wurde die Platte horizontal
von links oben nach rechts unten und vertikal von rechts unten nach links oben gleichmaBig
bespriht und unter Kaltluftstrom getrocket.

Erhitzen: Nach Einschalten der Platte und Einstellung der gewiinschten Temperatur wurde
bis zum Erreichen der gewéahlten Temperatur gewartet. Die Platte wurde mit dem Rulcken
nach unten auf die Heizplatte gelegt und nach der durch die Methode festgelegten Zeit vom
Heizer entfernt.

Dokumentation der Platten: Jede entwickelte Platte wurde mit einem elektronischen
Dokumentationssystem bei UV 254 nm, UV 366 nm und bei Tageslicht dokumentiert.

Wenn ein Lichttyp keine dokumentationsrelevanten Informationen geliefert hatte, wurde dies
dokumentiert. Bei zu derivatisierenden Platten wurden Bilder vor und nach der
Derivatisierung angefertigt.

Beschriftung der Platten: Jede Platte wurde mit einer individuellen Identifizierungsnummer
(ID) versehen, und diese mit einem Bleistift in die obere rechte Ecke geschrieben. Die ID
beinhaltet das Projekt, ,Strich unten®, das Jahr(JJ), den Monat (MM), den Tag (TT), ,Strich
unten® und die fortlaufende Plattennummer je Tag.

Beispiel: Projekt Coptis am 23. Januar 2007 die vierte Platte des Tages: Coptis_070223_04
Bilder: Elektronische Bilder wurden als Teil der Dokumentation fiir jedes Bild mit ProViDoc
gespeichert und als pdf-Datei in die Projekt Arbeitsblatter eingetragen. Diese Bilder wurden
analog der Bezeichnung der Platten gekennzeichnet, z.B. Projekt Coptis am 23. Januar 2007
die vierte Platte des Tages aufgenommen unter 254 nm:

Coptis_070223_04_254

Folgende Abkilrzungen wurden benutzt:

254 Kurzwellen-UV-Licht, Reflektion
366 Langwellen UV-Licht, Reflektion

w WeiBlicht (Reflektion)

WT WeiBlicht (Transmission)

WRT WeiBlicht (Reflektion/ Transmission)
A Anisaldehyd-Reagenz
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S Schwefelsaure-Reagenz
NR Naturstoffreagenz
NRP Naturstoffreagenz, nachfolgend Polyethylenglykol

Um andere Reagenzien zu spezifizieren wurden andere Buchstaben auf den Projekt
Arbeitsblattern vermerkt.
Dokumentation der Arbeit: Die durchgefihrten Arbeiten wurden auf einem Projekt
Arbeitsblatt dokumentiert.

6.6.5 Validierungsprotokoll fiir die HPTLC-Drogenidentifizierung

Fir die dinnschichtchromatographischen Untersuchungen wurden Validierungsprotokolle
ausgearbeitet, die die Vorgehensweise bei der Validierung detailliert beschreiben. Im
Folgenden wird nur ein Validierungsprotokoll dargestellt. Die Validierungsergebnisse wurden
in der Struktur des Validierungsprotokolls dargestellt. Die einzelnen Ergebnisse wurden in
die  Protokollstruktur  eingefigt und die Akzeptanzkriterien mit Hilfe  von
Chromatogrammabbildungen und Auswertetabellen mit Ja-/ Nein-Aussagen bewertet.

6.6.5.1 Uberschrift des Validierungsprotokolls

6.6.5.2 Zielsetzung der zu validierenden Methode:

Die Methode fir die Identifizierung von [Platzhalter fir die Pflanzenspezies] durch HPTLC-
Fingerprint ist geeignet die Identitdt einer gegebenen Probe von Pflanzenmaterial als
[Platzhalter far die Pflanzenspezies] zu identifizieren.

6.6.5.3 Alilgemeine Freigabekriterien:

Die Methode fihrt zu validen Ergebnissen wenn:

Eine authentische Pflanzenprobe von [Platzhalter fir die Pflanzenspezies] zu einem
Fingerprint-Chromatogramm fihrt, die denselben chromatographischen Fingerprint liefert wie
unter Punkt 6.6.5.4.10 der Methode, vor allem in Bezug auf Anzahl, Position und Farbe und
alle Freigabekriterien erfullt, die unter den Punkten 6.6.5.5.2 bis 6.6.5.5.6 genannt sind und
alle Abweichungen von den erwarteten Ergebnissen nicht Gber den Abweichungen die unter
Punkt 6.6.5.5.4 bis 6.6.5.5.6 angegeben sind. Eventuelle Abweichungen vom Protokoll

mussen schlissig erklart werden kénnen.
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6.6.5.4 Methodenbeschreibung

6.6.5.4.1 Herstellen der Testlésung

Beschreiben der Extraktions- und Aufarbeitungsmethodik der Testlésung

6.6.5.4.2 Herstellen der Referenzlésungen

Authentisches Drogenmaterial: wie unter Punkt 6.6.5.4.1

Verdinnungen der Referenzlésungen mit Einwaage und Lésungsmittel

6.6.5.4.3 Herstellen der Derivatisierungsreagenzien

Beschreibung der Herstellung der Derivatisierungsreagenzien

6.6.5.4.4 Stationare Phase
Angabe der verwendeten DC/HPTLC-Platten.

6.6.5.4.5 Probenauftragung

Beschreibung des Auftragemodus von Test- und Referenzlésungen.

6.6.5.4.6 Temperatur und Luftfeuchtigkeit

Beleg fur die Temperatur und die Luftfeuchte im Labor.

6.6.5.4.7 Chromatographie

Angabe Uber den verwendeten Kammertyp: Doppeltrogkammer (TTC), Flachbodenkammer
(FBC); Format der Kammer: 100x100 mm, 100x200 mm, Automatische Entwicklungskammer
2 (ADC 2); Konfiguration: mit Kammersattigung und wie lange, ohne Kammersattigung,
Kontrolle der Luftfeuchte mit der ADC 2; Angabe des FlieBmittels mit Volumenanteilen der
einzelnen Komponenten; Angabe der Entwicklungsstrecke ab Auftragezone; durchfihren der
Trocknung der Platte nach Entwicklung.

6.6.5.4.8 Derivatisierung
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Wenn eine Derivatisierung durchgefiihrt wurde, Angabe des Derivatisierungsreagenz mit
Anwendungsmodus: Bespriihen oder tauchen der entwickelten DC/HPTLC's.

6.6.5.4.9 Dokumentation

Vor der Derivatisierung bei UV 254 nm, vor der Derivatisierung bei UV 366 nm, nach der
Derivatisierung bei Tageslicht, nach der Derivatisierung bei UV 366 nm, je nach
Notwendigkeit.

6.6.5.4.10 Abbildungen der Chromatogramme

Abbildung der entwickelten Chromatogramme bei den entsprechenden Wellenlangen, vor
und nach der Derivatisierung, wenn diese fur die Auswertung notwendig sind. Angaben zur

Bahnzuordnung.

6.6.5.4.11 Auswertung der Ergebnisse

Beschreibung des Fingerprints der Testlésung, vergleichen der aufgetragenen
Referenzsubstanzen und der authentischen Drogenreferenz mit dem Fingerprint der
Testlésung. Bewertung der Methode bezlglich ihrer Eignung fir die ldentifizierung des
Pflanzenmaterials das flr die Herstellung der Testlésung verwendet wurde. Tabellarische
Ausstellung von charakteristischen Banden im DC/HPTLC mit Bezeichnung und
Retentionsfaktor (R)

6.6.5.4.12Methodeneignungstest

Angabe der Banden die im DC/HPTLC erkennbar sein missen.

6.6.5.5 Validierung
6.6.5.5.1 Materialien

6.6.5.5.1.1 Chemikalien und Lésungsmittel

Angabe der Chemikalien und Lésungsmittel mit Hersteller und Chargennummer.

6.6.5.5.1.2 Pflanzenproben
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Verwendete Pflanzenproben und Referenzsubstanzen mit Anbieter Angabe.

6.6.5.5.1.3 Platten
Verwendete DC/HPTLC-Platten mit Anbieter und Chargen Angabe.

6.6.5.5.1.4 Gerite

Verwendete Geréte.

6.6.5.5.1.5 Software

Verwendete Software

6.6.5.5.2 Stabilitat

6.6.5.5.2.1 Stabilitat der Analyten wahrend der Chromatographie

Beschreibung des Experiments: Eine authentische Probe wird wie unter Punkt 6.6.5.4.1
beschrieben extrahiert. [Platzhalter fir das Auftragevolumen] werden punktférmig an dem
rechten unteren Plattenecke einer 100x100 mm Platte (10 mm von jedem Ende)
aufgetragen. Die Platte wird entwickelt und getrocknet wie unter Punkt 6.6.5.4.6 und
6.6.5.4.7 beschrieben. Nach der ersten Entwicklung wird die Platte um 90° nach rechts
gedreht und nochmals wie unter Punkt 6.6.5.4.6 und 6.6.5.4.7 beschrieben mit frischem
FlieBmittel entwickelt. Die Platte wird derivatisiert (wenn notwendig) und dokumentiert wie
unter Punkt 6.6.5.4.8 und 6.6.5.4.9 beschrieben. Kriterium fir die Akzeptierung des Tests:
Die Probe ist stabil wahrend der Chromatographie wenn alle auftretenden Zonen auf der
Winkelhalbierenden liegen.

6.6.5.5.2.2 Stabilitat der Analyten in L6sung und auf der Platte

Beschreibung des Experiments: Die Lésung einer authentischen Drogenprobe wird wie unter
Punkt 6.6.5.4.1 beschrieben extrahiert. [Platzhalter fir das Auftragevolumen] dieser Losung
wird wie unter Punkt 6.6.5.4.4 und 6.6.5.4.5 beschrieben auf eine 100x100 mm Platte
aufgetragen. Die Probe und die Platte mit der aufgetragenen Lésung werden beiseite gestellt
(die Platte mit Aluminiumfolie umwickeln oder in einen Exsikkator stellen). Nach 3 Stunden
wird eine weitere Probe der authentischen Drogenprobe extrahiert (wie unter Punkt 6.6.5.4.1
beschrieben). Es werden 2 weitere Banden je [Platzhalter fir das Auftragevolumen] von der
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frisch hergestellten Lésung auf die beiseite gestellte Platte aufgetragen und eine vierte
Bande mit [Platzhalter fir das Auftragevolumen] der vor 3 Stunden hergestellten Lésung
aufgetragen. Es ergibt sich folgendes Auftrage Schema fir die Proben:

(A) Probe, aufgetragen 3 Stunden vor der Chromatographie

(B) frische Probe, aufgetragen kurz vor der Chromatographie

(C) frische Probe, aufgetragen kurz vor der Chromatographie

(D) Probe, 3 Stunden (in Lésung) vor der Chromatographie extrahiert

Die Platte wird wie unter Punkt 6.6.5.4.6 bis 6.6.5.4.9 beschrieben behandelt.

Kriterium fir die Akzeptierung des Tests:

Die Probe ist mindestens 2 Stunden in Lésung und 3 Stunden auf der Platte stabil, wenn sich
keine signifikanten Unterschiede bezlglich der Banden Intensitat, Farbe und der R-Werte
ergeben.

6.6.5.5.2.2.1 Stabilitat der Derivatisierung/ Ergebnisse

Beschreibung des Experiments: Die authentische Drogenprobenlésung wird wie unter den
Punkten 6.6.5.4.4 bis 6.6.5.4.8 beschrieben chromatographiert. Nach der Dokumentation
nach Punkt 6.6.5.4.9 wird die Platte eine Stunde beobachtet. Nach 0, 5, 30 Minuten und
nach 1 Stunde wird jeweils ein Bild der Platte dokumentiert. Die Bilder werden optisch
verglichen. Kriterium fir die Akzeptierung des Tests: Die/das Derivatisierung/ Ergebnis ist
stabil, wenn sich in 30 Minuten keine signifikanten Verdnderungen der Banden ergeben.

6.6.5.5.3 Spezifitat

6.6.5.5.3.1 Identifizierung von [Platzhalter fir die Pflanzenspezies] Proben durch
vergleichen von authentischen Drogenproben mit Referenzsubstanzen.

Beschreibung des Experiments: Die Testldsung wird wie unter Punkt 6.6.5.4.1 beschrieben
hergestellt. Die Referenzsubstanzen werden wie unter Punkt 6.6.5.4.2 beschrieben
hergestellt. Alle Lésungen werden auf eine Platte aufgetragen wie unter Punkt 6.6.5.4.5
beschrieben. Die Chromatographie erfolgt wie unter Punkt 6.6.5.4.6 und 6.6.5.4.7
beschrieben, die Derivatisierung erfolgt wie unter Punkt 6.6.5.4.8 beschrieben, die
Dokumentation erfolgt wie unter Punkt 6.6.5.4.9 beschrieben. Die Ergebnisse der
Chromatographie werden mit denen aus Punkt 6.6.5.4.10 verglichen. Kriterien fir die
Akzeptierung des Tests: Die Methode ist spezifisch wenn das erhaltene Fingerprint-
Chromatogramm folgende [Platzhalter fir die Banden die vorhanden sein missen] bei der
Auswertung im [Platzhalter fir den Auswertemodus] nach Derivatisierung [wenn notwendig]
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erkennbar sind: Vergleich des Fingerprints der Testldsungen mit denen der authentischen
Pflanzenprobe, die auch in dem Chromatogramm unter Punkt 6.6.5.4.10 zu sehen sind und
sich in ihrer Anzahl, Position, Farbe und Intensitat entsprechen.

6.6.5.5.3.2 Detektion von Verfalschungen

Beschreibung des Experiments: Verféalschungen werden extrahiert wie unter Punkt 6.6.5.4.1
beschrieben. Die Lésungen der authentischen Drogenproben und die Referenzsubstanzen
werden wie unter Punkt 6.6.5.4.1 beschrieben hergestellt. Alle Lésungen werden wie unter
Punkt 6.6.5.4.5 beschrieben auf eine Platte aufgetragen. Die Chromatographie erfolgt wie
unter Punkt 6.6.5.4.6 und 6.6.5.4.7 beschrieben, die Derivatisierung erfolgt wie unter Punkt
6.6.5.4.8 beschrieben, die Dokumentation erfolgt wie unter Punkt 6.6.5.4.9 beschrieben. Die
Ergebnisse der Chromatographie werden mit denen aus Punkt 6.6.5.4.10 verglichen.
Kriterium fOr die Akzeptierung des Tests: Die Methode ist fir [Platzhalter fir die
Pflanzenspezies] spezifisch, wenn das Fingerprint-Chromatogramm der Verfalschung
[Platzhalter fir die Pflanzenspezies] signifikant unterschiedlich ist zu dem Fingerprint-
Chromatogramm der authentischen Droge von [Platzhalter fir die Pflanzenspezies]
bezlglich der Anzahl, Position, Farbe und Intensitat der Banden.

6.6.5.5.4 Wiederholprazision

Beschreibung des Experiments: Drei Proben der authentischen Drogenproben werden
einzeln wie unter Punkt 6.6.5.4.1 beschrieben extrahiert. Auf drei 200x100 mm Platten
werden je ein aliquoter Teil [Platzhalter fir das Auftragevolumen] der Extrakte wie unter
Punkt 6.6.5.4.5 beschrieben aufgetragen. Die Platten werden wie unter Punkt 6.6.5.4.6 und
6.6.5.4.7 beschrieben chromatographiert. Es wird dieselbe Kammer verwendet, aber mit
frischem FlieBmittel und frischem Filterpapier. Die Platten werden derivatisiert und
dokumentiert wie unter Punkt 6.6.5.4.8 und 6.6.5.4.9 beschrieben. Die Ergebnisse innerhalb
jeder Platte und von Platte zu Platte werden ausgewertet. Die Durchschnitts-R-Werte der
unter Punkt 6.6.5.4.11 festgelegten Bahnen werden flr jede Bahn und jede Platte bestimmt.
Kriterium flr die Akzeptierung des Tests: Die Wiederholprazision der Methode ist
akzeptierbar unter folgenden Bedingungen: Alle Banden sind fir jede Platte in Bezug auf
Anzahl, Position, Farbe und Intensitat identisch. Die Banden auf der Platte verlaufen parallel
und ohne Stérungen (Kurven oder Wellen). Die Ry-Werte der festgelegten
korrespondierenden Banden Uber die drei Platten weichen um nicht mehr als 0,03 R

Einheiten voneinander ab.
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6.6.5.5.5 Laborprazision

Beschreibung des Experiments: Das unter Punkt 6.6.5.5.4 beschriebene Experiment wird an
2 weiteren Tagen mit jeweils einer Platte wiederholt. Die Durchschnitts-Rf-Werte der Banden
werden flir jede Bahn und jede Platte bestimmt und die Abweichungen von Platte zu Platte
ausgewertet. Kriterium far die Akzeptierung des Tests: Die Zwischenprazision der Methode
ist akzeptierbar, wenn die Banden auf der Platte parallel und ohne Stérungen (Kurven oder
Wellen) verlaufen, und die R-Werte der korrespondierenden Banden Uber die drei Platten
um nicht mehr als 0,06 Ri-Einheiten voneinander ab weichen.

6.6.5.5.6 Robustheit

6.6.5.5.6.1 Kammertyp/Plattentyp

Beschreibung des Experiments: Die Methode wird mit dem entsprechendem authentischen
Drogenmaterial und den Referenzsubstanzen wie unter Punkt 6.6.5.4 beschrieben
durchgefuhrt. Es werden verschiedene Entwicklungskammertyen verglichen. Kriterien fur die
Akzeptierung des Tests: Alle Banden fir die in jeder Kammer entwickelten Platten sind
gleich in Bezug auf Anzahl, Position, Farbe und Intensitdt der Zonen. Die erhaltenen Ry
Werte des Tests sind nicht signifikant unterschiedlich zu denen die unter Punkt 6.6.5.4.10
beschrieben sind. Ein Unterschied von nicht groBer als 0,06 Ri-Einheiten ist akzeptabel.

6.6.5.5.6.2 Entwicklungsdistanz

Beschreibung des Experiments: Die Methode wird wie unter Punkt 6.6.5.4 beschrieben
durchgefihrt. Es werden nur die Extrakte der authentischen Drogenprobe und
Referenzsubstanzen verwendet. Die Entwicklungsstrecke wird um [Platzhalter fir die
Strecke] mm erhéht, bzw. die Entwicklungsstrecke um [Platzhalter fiir die Strecke] mm
erniedrigt. Kriterien fir die Akzeptierung des Tests: Die Banden die bei der veranderten
Entwicklungstrecke erhalten werden sind gleich in Bezug auf Anzahl, Position, Farbe und
Intensitdt. Die R+Werte bei diesem Test unterscheiden sich nicht signifikant von den
Ergebnissen die unter Punkt 6.6.5.4.10 erhalten wurden. Die Abweichung des R+Werts darf
nicht gréBer als 0,06 sein.

6.6.6 Validierungsprotokoll fir HPTLC

Fir die dunnschichtchromatographischen Untersuchungen sind Validierungsprotokolle
ausgearbeitet, die die Vorgehensweise bei der Validierung detailliert beschreiben. Im
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Folgenden wird nur ein Validierungprotokoll dargestellt. Die Validierungsergebnisse werden
in der Struktur des Validierungsprotokolls dargestellt. Die einzelnen Ergebnisse werden in
die  Protokollstruktur  eingefigt und die  Akzeptanzkriterien mit Hilfe  von
Chromatogrammabbildungen und Auswertetabellen mit Ja-/ Nein-Aussagen bewertet.

6.6.6.1 Uberschrift des Validierungsprotokolls

6.6.6.2 Zielsetzung der zu validierenden Methode:

Die Methode fur die Quantifizierung von [Platzhalter fir die zu quantifizierende Substanz] in
[Platzhalter fir die Pflanzenspezies] ist geeignet die vorne genannten Inhaltsstoffe zu

quantifizieren.

6.6.6.3 Alilgemeine Freigabekriterien:

Die Methode fiihrt zu validen Ergebnissen wenn alle Freigabekriterien erflllt sind, die unter
den Punkten 6.6.6.5.2 bis 6.6.6.5.4, 6.6.6.5.9 und 6.6.6.5.13 genannt werden und alle
Abweichungen von den erwarteten Ergebnissen nicht Uber den Abweichungen liegen, die
unter Punkt 6.6.6.5.2, 6.6.6.5.5 und 6.6.6.5.6 angegeben sind.

Eventuelle Abweichungen vom Protokoll missen schlissig erklart werden kénnen.

6.6.6.4 Methodenbeschreibung

6.6.6.4.1 Herstellen der Testlésung

Beschreibung der Herstellung der Testlésung

6.6.6.4.2 Herstellen der Referenzlésungen

Beschreibung der Herstellung der Referenzlésungen

6.6.6.4.3 Herstellen der Derivatisierungsreagenzien

Beschreibung der Herstellung des Derivatisierungsreagenz

6.6.6.4.4 Stationare Phase
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Verwendete stationdre Phase

6.6.6.4.5 Probenauftragung

[Platzhalter fir das Volumen] puL der Testldsungen und ein entsprechendes Volumen der
Kalibrierldsungen die unter Punkt 6.6.6.5.4.1 Messbereich (Range) festgelegt werden. Die
Lésungen werden als [Platzhalter fir die Ldnge] mm lange Banden, mindestens 2 mm
voneinander getrennt, 8 mm vom unteren Ende und mindestens 20 mm vom linken und

rechten Rand der Platte entfernt, aufgetragen.

6.6.6.4.6 Temperatur und Luftfeuchtigkeit

Beleg fur die Temperatur und die Luftfeuchte im Labor

6.6.6.4.7 Chromatographie

Kammertyp: 200x100 mm Doppeltrogkammer in Automatischer Entwicklungskammer 2
(ADC 2); Konfiguration: Gesattigt fir 10 min (Filterpapier mit FlieBmittel befeuchtet in der
Kammer gegenlber der Platte); FlieBmittel: [Platzhalter fir das FlieBmittel mit
Volumenanteilen]; Entwicklungstrecke: [Platzhalter fir die Entwicklungsstrecke] mm vom
unteren Ende der Platte; Trocknen: 10 min mit Kaltluft (F6én)

6.6.6.4.8 Derivatisierung

Angabe Uber Art und Dauer der Derivatisierung

6.6.6.4.9 Dokumentation

Angabe Uber Wellenlange bei der dokumentiert wurde

6.6.6.4.10Bilder des Chromatogramms und des Densitogramms

Bahnzuordnung: Tabelle mit Kennzeichnung der einzelnen Bahnen.
Abbildung: Bild des Chromatogramms bei der Quantifizierungswellenléange.
Abbildung: Ubersichtsdensitogramm der HPTLC-Platte bei der Quantifizierungswellenléange

6.6.6.4.11 Auswertung der Ergebnisse
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Beschreibung des Fingerprints der Testlésung, vergleichen der aufgetragenen
Referenzsubstanzen und der authentischen Drogenreferenz mit dem Fingerprint der
Testlésung. Bewertung der Methode bezlglich ihrer Eignung fir die Identifizierung des
Pflanzenmaterials das fur die Herstellung der Testlésung verwendet wurde. Tabellarische
Aufstellung von charakteristischen Banden im DC/HPTLC mit Bezeichnung und
Retentionsfaktor (R)

6.6.6.4.12Methodeneignungstest

Angabe der Banden die im DC/HPTLC erkennbar sein missen.

6.6.6.5 Validierung
6.6.6.5.1 Materialien

6.6.6.5.1.1 Chemikalien und Lésungsmittel

Angabe der Chemikalien und Lésungsmittel mit Hersteller und Chargennummer

6.6.6.5.1.2 Pflanzenproben

Verwendeten Pflanzenproben und Referenzsubstanzen mit Anbieter Angabe

6.6.6.5.1.3 Platten
Verwendete DC/HPTLC-Platten mit Anbieter und Chargen Angabe

6.6.6.5.1.4 Geriate

Verwendete Geréte

6.6.6.5.1.5 Software

Verwendete Software

6.6.6.5.1.6 Gerateeinstellung

Scanner: Tabelle mit den Scannereinstellungen fur die Quantifizierung.
Linomat 5: Angabe der Einstellungsparameter des Auftragegerats Linomat 5.
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6.6.6.5.2 Stabilitat

6.6.6.5.2.1 Stabilitat der Analyten wahrend der Chromatographie

Beschreibung des Experiments: Eine authentische Probe wird wie unter Punkt 6.6.6.4.1
beschrieben extrahiert. 1 yL werden punktférmig an dem rechten unteren Plattenecke einer
100x100 mm Platte (10 mm von jedem Ende) aufgetragen. Die Platte wird entwickelt und
getrocknet wie unter Punkt 6.6.6.4.6 und 6.6.6.4.7 beschrieben. Nach der ersten Entwicklung
wird die Platte um 90° nach rechts gedreht und nochmals wie unter Punkt 6.6.6.4.6 und
6.6.6.4.7 beschrieben mit frischem FlieBmittel entwickelt. Die Platte wird derivatisiert und
dokumentiert wie unter Punkt 6.6.6.4.8 und 6.6.6.4.9 beschrieben. Kriterium fir die
Akzeptierung des Tests: Die Probe ist stabil wahrend der Chromatographie, wenn alle Zonen
auf der Winkelhalbierenden liegen.

6.6.6.5.2.2 Stabilitat der Analyten in L6sung und auf der Platte

Beschreibung des Experiments: Die Losung einer authentischen Drogenprobe wird wie unter
Punkt 6.6.6.4.1 beschrieben extrahiert. [Platzhalter fir das Volumen] uL dieser Lésung
werden wie unter Punkt 6.6.6.4.4 und 6.6.6.4.5 beschrieben auf eine 200x100 mm Platte
aufgetragen. Die Probe und die Platte mit der aufgetragenen Lésung werden beiseite gestellt
(die Platte mit Aluminiumfolie umwickeln oder in einen Exsikkator stellen). Nach 3 Stunden
wird eine weitere Probe der authentischen Drogenprobe extrahiert (wie unter Punkt 6.6.6.4.1
beschrieben). Es werden 2 weitere Banden je [Platzhalter fur das Volumen] pL von der frisch
hergestellten Losung auf die beiseite gestellte Platte aufgetragen und eine vierte Bande mit
[Platzhalter fir das Volumen] uL der vor 3 Stunden hergestellten Lésung aufgetragen. Es
ergibt sich folgendes Auftrageschema flr die Proben:

(A) Probe, aufgetragen 3 Stunden vor der Chromatographie

(B) frische Probe, aufgetragen kurz vor der Chromatographie

(C) frische Probe, aufgetragen kurz vor der Chromatographie

(D) Probe, 3 Stunden (in Lésung) vor der Chromatographie extrahiert

Die Platte wird wie unter Punkt 6.6.6.4.6 bis 6.6.6.4.9 beschrieben behandelt.

Kriterium fUr die Akzeptierung des Tests: Die Probe ist mindestens 2 Stunden in Lésung und
3 Stunden auf der Platte stabil, wenn sich keine signifikanten Unterschiede bezlglich der
Banden Intensitat, Farbe und der Rf-Werte ergeben. Die Banden werden optisch und mit
Hilfe der Densitogramme verglichen.
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6.6.6.5.2.3 Stabilitat der Derivatisierung/ Ergebnisse

Beschreibung des Experiments: Die authentische Drogenprobenlésung wird wie unter den
Punkten 6.6.6.4.4 bis 6.6.6.4.8 beschrieben chromatographiert. Nach der Dokumentation
nach Punkt 6.6.6.4.9 wird die Platte eine Stunde beobachtet. Nach 0, 5, 30 Minuten und
nach 1 Stunde wird jeweils ein Bild der Platte dokumentiert. Die Bilder werden optisch und
mit Hilfe der Densitogramme verglichen. Kriterium flr die Akzeptierung des Tests: Das
Ergebnis ist stabil, wenn sich keine signifikanten Veranderungen der Banden in 30 min
ergeben.

6.6.6.5.3 Spezifitat

6.6.6.5.3.1 Identifizierung von [Platzhalter fiir die Pflanzenspezies] durch vergleichen
von authentischen Drogenproben mit Referenzsubstanzen

Beschreibung des Experiments: Die Testldsung wird wie unter Punkt 6.6.6.4.1 beschrieben
hergestellt. Die Referenzsubstanzen werden wie unter Punkt 6.6.6.4.2 beschrieben
hergestellt. Alle Lésungen werden wie unter Punkt 6.6.6.4.5 beschrieben auf eine Platte
aufgetragen. Die Chromatographie erfolgt wie unter Punkt 6.6.6.4.6 und 6.6.6.4.7
beschrieben, die Derivatisierung erfolgt wie unter Punkt 6.6.6.4.8 beschrieben, die
Dokumentation erfolgt wie unter Punkt 6.6.6.4.9 beschrieben. Die Ergebnisse der
Chromatographie werden mit denen aus Punkt 6.6.6.4.10 verglichen. Kriterium fir die
Akzeptierung des Tests: Die Methode ist spezifisch, wenn das erhaltene Fingerprint-
Chromatogramm folgende Banden zeigt: [Platzhalter fir die Banden die vorhanden sein
mussen), die auch in dem Chromatogramm unter Punkt 6.6.6.4.1 zu sehen sind und in ihrer

Anzahl, Position, Farbe und Intensitat entsprechen.

6.6.6.5.3.2 Detektion von Verfalschungen

Beschreibung des Experiments: Verféalschungen werden extrahiert wie unter Punkt 6.6.6.4.1
beschrieben. Die Lésungen der authentischen Drogenproben und die Referenzsubstanzen
werden wie unter Punkt 6.6.6.4.2 beschrieben hergestellt. Alle Lésungen werden wie unter
Punkt 6.6.6.4.5 beschrieben auf eine Platte aufgetragen. Die Chromatographie erfolgt wie
unter Punkt 6.6.6.4.6 und 6.6.6.4.7 beschrieben, die Derivatisierung erfolgt wie unter Punkt
6.6.6.4.8 beschrieben, die Dokumentation erfolgt wie unter Punkt 6.6.6.4.9 beschrieben. Die
Ergebnisse der Chromatographie werden mit denen aus Punkt 6.6.6.4.10 verglichen

Kriterium flr die Akzeptierung des Tests: Die Methode ist fUr [Platzhalter fir zu
untersuchende Pflanzenspezies] spezifisch, wenn das Fingerprint-Chromatogramm der
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Verfélschungen [Platzhalter fir mdgliche Verfdlschungen und/oder Verunreinigungen]
signifikant unterschiedlich ist zu dem Fingerprint-Chromatogramm der authentischen Droge
[Platzhalter fir die zu untersuchende Pflanzenspezies] bezuglich der Anzahl, Position, Farbe
und Intensitéat der Banden.

6.6.6.5.4 Kalibrierung

6.6.6.5.4.1 Messbereich (Range)

Fir die Quantifizierung von [Platzhalter fir die zu quantifizierenden Substanzen] in Proben
von [Platzhalter fir die zu untersuchende Pflanzenspezies] unbekannten Gehalts muss der
Messbereich festgelegt werden. Vorversuch: Die Untersuchungslésungen werden wie unter
Punkt 6.6.6.4.1 beschrieben hergestellt Auf eine HPTLC-Platte werden die Testlésungen und
Referenzsubstanzenlésungen aufgetragen. Es wird angenommen, dass sich das
Detektorsignal und die aufgetragenen Proben-/ Referenzmengen proportional verhalten. Die
HPTLC-Platte wird wie unter Punkt 6.6.6.4.7 beschrieben entwickelt. Die Platte wird wie
unter Punkt 6.6.6.4.9 beschrieben dokumentiert. Festlegen des Messbereichs: Aus den
vermessenen Kalibrierldsungen wird durch auftragen der Konzentration gegen die
Signalflaiche eine Hilfskalibriergerade erstellt. Aus den einzelnen Messungen der
Testlésungen wird der Mittelwert gebildet. Der Messbereich wird als: Mittelwert £ 50 %, als
50-150% des Mittelwerts festgelegt. Es werden entsprechende 6 verschiedene (aquidistant)
Konzentrationen der Kalibrierlosungen (Mischung der einzelnen Referenzsubstanzen) auf
eine weitere Platte aufgetragen und mit den Ldsungen der Untersuchungslésungen
vermessen. Wenn sich die Probenlésungen nicht in diesem Bereich befinden, muss der
Messbereich angepasst werden. Kriterium fur die Akzeptierung des Tests: Die Proben
mussen sich innerhalb des Messbereichs befinden.

6.6.6.5.4.2 Varianzhomogenitat

Zur Uberpriifung der Giiltigkeit des Kalibriersystems das unter Punkt 6.6.6.5.4.1 entwickelt
wurde, wird die Streuung der Analysenwerte bei der niedrigsten Konzentration und der
héchsten Konzentration des Messbereichs tberprift. Hierfir werden auf einer HPTLC-Platte
jeweils 6 Losungen mit niedrigster Konzentration und 6 Lésungen mit hdchster Konzentration
der Kalibrierlésungen aufgetragen.

Die Berechnung der Varianzen erfolgt mit folgender Gleichung:

2 _ 2(yi _9)2
N-—1

S

Formel 1
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s Varianz der Fluoreszenzwerte
Yi Fluoreszenzwerte der Losungen 1-6
y Mittelwert der Fluoreszenz

Anzahl der Messwerte (6)

Die PrifgréBe wird dann mit folgender Gleichung berechnet:

pa =) 6. > s, PG 21
s,)

Formel 2

Der Wert aus der F-Tabelle ist mit F (P=99%, f1, f2) zu entnehmen und mit der PrifgréBe PG
zu vergleichen. Ergibt sich fir die PrufgréBe PG ein Wert groBer als der F-Wert, ist der
Varianzunterschied signifikant und die Varianzen inhomogen und der Arbeitsbereich muss
angepasst werden. Die Konzentrationen werden angepasst und die Signale der neuen
Lésungen gemessen. Kriterium fir die Akzeptierung des Tests: Die PrifgroBe (PG) muss
kleiner sein als der tabellierte F-Wert.

6.6.6.5.5 Wiederholprazision

Beschreibung des Experiments: Auf Grundlage der Ergebnisse der Untersuchungen unter
Punkt 6.6.6.5.4 Kalibrierung werden 3 Untersuchungslésungen je Drogenprobe hergestellt.
Auf drei 200x100 mm Platten werden jeweils die Testlbsungen und die
Kalibrierungslésungen (6 Levels) aufgetragen. Die Kalibrierlésungen werden entsprechend
den Ergebnissen der Untersuchungen unter Punkt 6.6.6.5.4.1 mit auf jede Platte
aufgetragen. Die Platten werden wie unter Punkt 6.6.6.4.6 und 6.6.6.4.7 beschrieben
chromatographiert und mit denselben Gerateeinstellungen wie unter Punkt 6.6.6.5.1.6
vermessen. Es wird dieselbe Kammer verwendet, aber mit frischem FlieBmittel und frischem
Filterpapier. Die Platten werden dokumentiert wie unter Punkt 6.6.6.4.8 und 6.6.6.4.9
beschrieben. Die Ergebnisse innerhalb jeder Platte und von Platte zu Platte werden
ausgewertet. Die Durchschnitts-Gehalte der Zonen werden flr jede Bahn und jede Platte auf
Grundlage der Kalibrierung bestimmt. Kriterium fir die Akzeptierung des Tests: Die
Wiederholprazision der Methode ist akzeptierbar, wenn der Variationskoeffizient (Vi) <15%
ist.
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V, =2+100%

X
Formel 3

] Standardabweichung

X Mittelwert der Konzentrationswerte

Vk Variationskoeffizient

6.6.6.5.6 Laborprazision

Beschreibung des Experiments: Das unter Punkt 6.6.6.5.5 beschriebene Experiment wird an
2 weiteren Tagen mit jeweils einer Platte wiederholt. Die Ergebnisse innerhalb jeder Platte
und von Platte zu Platte werden ausgewertet. Die Durchschnitts-Gehalte der Banden werden
fir jede Bahn und jede Platte auf Grundlage der Kalibrierung bestimmt. Kriterium fir die
Akzeptierung des Tests: Die Laborprazision der Methode ist akzeptierbar, wenn der
Variationskoeffizient (Vi) £15% ist.

6.6.6.5.7 Lineare Regression

Es wird eine Kalibriergerade erstellt aus den Untersuchungen zur Laborprazision. Die
gemessenen Werte jeder Platte fir jede aufgetragene Konzentration der Kalibrierlésung
werden fir jedes ,Level* gemittelt. Fir die Berechnung werden die Messwerte in
Abhéngigkeit der Konzentration der Kalibrierlésungen in ein X/Y-Koordinatensystem
eingetragen. Es wird eine Gerade berechnet, bei der die Summe aller Abweichungsquadrate
der Messwerte in Y-Richtung von der Ausgleichsgerade den niedrigsten Wert einnimmt.
Diese Gerade wird durch folgende Gleichung beschrieben:

y=m*x+Db

Formel 4

abhangige GrdBe, Messwert, z.B. Peakflache 0. Peakhéhe
unabhéangige GréBe, Menge der Referenzsubstanz
Steigung der Geraden

o 3 x <

Ordinatenabschnitt
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Flr die Berechnung der Kalibriergerade werden die Parameter m und b mit folgenden
Gleichungen berechnet:

2 _(in)z
-2

m=

Formel 5

Der Wert im Zahler wird zusammengefasst als Qxy-Wert:
. it X

Qxy = Z(Xi Yi ) - [%}

Formel 6

Der Wert im Nenner wird zusammengefasst als Qxx-Wert:

C)xx :zxiz _(ZXi)

N

Formel 7

Fir die Berechnung der Quadratsummen wird der Wert Qyy entsprechend berechnet:

ny :zylz _(Zy|)

N

Formel 8

Formel 5 wird vereinfacht zu:

m = Qy
OXX
Formel 9

Der Ordinatenabschnitt b berechnet sich mit Formel 10
b=y-mx
Formel 10

Die Mittelwerte ¥ und X sind die Arbeitsbereichsmitten in Signal- und Konzentrations-
/Mengenrichtung. Sie sind mit der Formel 11 und der Formel 10 zu berechnen:

169



Experimenteller Teil

y= Yi
N
Formel 11
- 3
X==—
N
Formel 12

6.6.6.5.7.1 Reststandardabweichung

Die Prazision der Kalibriergeraden wird mit der Reststandardabweichung sy ausgedrickt [3].
Berechnet wird die Reststandardabweichung sy mit der Formel 13

s, :\/Z[yi—(m*)(ier)]2 ]

N-2
Formel 13
Y, = Signalwert (Fluoreszenz)
Xi = Konzentrations-/Mengenwert
m = Steigung der Ausgleichsgeraden

6.6.6.5.7.2 Verfahrensstandardabweichung

Aus der Reststandardabweichung s, und der Steigung m der Kalibriergeraden
(Empfindlichkeit E) errechnet sich mit Formel 14 die Verfahrensstandardabweichung syo.

_ Sy
0
Formel 14

6.6.6.5.7.3 relative Verfahrensstandardabweichung V,,

Bei der rel. Verfahrensstandardabweichung V,, wird ausgehend von der
Verfahrensstandardabweichung mit  Formel 15 Bezug auf die Mite des

Konzentrationsbereichs ¥ genommen.
S,o ~100%
X

VxO =

Formel 15
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6.6.6.5.8 Quadratische Regression

Fir die Berechnung der Kalibrierkurve werden die gemessenen Werte in Abh&ngigkeit der
Menge der Kalibrierlésung verwendet. Es wird eine polynomische Kurve berechnet, bei der
die Summe aller Abweichungsquadrate der Messwerte in Y-Richtung von der
Ausgleichsgerade den niedrigsten Wert einnimmt. Mit der allgemeinen Funktionsgleichung
einer Parabel kann eine quadratische Regression erfolgen. Diese Kurve wird durch folgende
Gleichung (Formel 16) beschrieben:

y =nx®+mx+b

Formel 16

Mit den drei Parametern n, m und b kann eine quadratische Funktion zur Berechnung der

Konzentrationen erstellt werden.

Q=3 x - (zhf‘)z

Formel 17

Q =Z(xi*yi)——(zx‘*zy‘)

Xy N
Formel 18
X, 2 x?
st = lea _(Z NZ J
Formel 19

Q. =Tt (Z;?)

Formel 20
* 2

_ 2 % Z yi in
0, -z {22
Formel 21
Die Berechnung des Wertes n des quadratischen Gliedes erfolgt mit Formel 22:

Oxy *O 3 _O 2 *QXX
X Xy

(st )2 _Oxx * Qx4

Formel 22
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Die Berechnung des Wertes m des linearen Gliedes erfolgt mit Formel 23:
Q,, —n*Q,

Q,
Formel 23

m =

Die Berechnung des konstanten Glieds erfolgt mit Formel 24:

b:(ZYi_m*in_n*inz)

QXX

Formel 24

6.6.6.5.8.1 Reststandardabweichung
Die Reststandardabweichung s, erfolgt mit Formel 25:

s :\/Zﬁ_b*zy‘ DN DD (D)

N-3

Formel 25

6.6.6.5.8.2 Verfahrensstandardabweichung
Die Empfindlichkeit berechnet sich aus der ersten Ableitung der Regression (Formel 26):
E=m+2*n*x

Formel 26

Die Verfahrensstandardabweichung sx0 errechnet sich nach Gleichung 27:

6.6.6.5.8.3 relative Verfahrensstandardabweichung Vo

Die relative Verfahrensstandardabweichung Vx0 errechnet sich aus Gleichung 28:
S
V., ==2-*100%
X
Formel 28
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6.6.6.5.9 Varianzpriifung quadratischer und linearer Regression

Fur die Uberpriifung werden die Reststandardabweichungen der linearen und quadratischen
Regression miteinander verglichen

Die PrifgréBe wird dann mit folgender Gleichung berechnet:

(Sy1)2 2 2
PG:(S e [(s,1)% >(8,2)*;PG 2 1]
y2
Formel 29

Der Wert aus der F-Tabelle ist mit F (P=99%, f1, f2) zu entnehmen und mit der PriifgréBe PG
zu vergleichen. Ergibt sich fir die PrifgréBe PG ein Wert gréBer als der F-Wert, ist der
Varianzunterschied signifikant und die Varianzen inhomogen und der Arbeitsbereich muss
angepasst werden. Akzeptierung des Tests: Ist die PrufgréBe kleiner als der tabellierte Wert
in der F-Tabelle ist der Test akzeptiert. Ist die PrifgroBe gréBer als der tabellierte Wert
mussen die Konzentrationen angepasst und die Untersuchungen ab Punkt 6.6.6.5.4
wiederholt werden.

6.6.6.5.10 Kalibrierfunktion

Erstellen der Kalibrierfunktion und den berechneten Parametern b und m nach Formel 4
(Seite 168)

6.6.6.5.11 Korrelationskoeffizient r

Fiar die Gesamistreuung der linearen Regression wird noch der Korrelationskoeffizient r

berechnet. Die Berechnung wird mit Formel 30 vorgenommen:

> (% =x)*(y;—)

r =
IS -x)2* Sy, - y)°

Formel 30

r Korrelationskoeffizient
Xi Konzentrationswert

Yi Signalwert

y Mittelwert der Messpunkte

X Mittelwert der Konzentrationswerte
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6.6.6.5.12 Probenauswertung und Prognoseintervall

Mit den Kalibrierfunktionen kénnen die Konzentrationen/Mengen der Substanz [Platzhalter
fur die zu quantifizierende Substanz] in den unbekannten Proben abgeschatzt werden. Die
Kalibrierfunktion Formel 3 (Seite 168) wird nach x umgestellt und die Probenabschatzung
kann (mit Formel 31) durchgefiihrt werden.

X = y-— (m)
b
Formel 31
X berechnete Menge der Substanz X
y gemessenes Signal der Substanz X

Fir die statistische Bewertung des Gesamtfehlers aus Kalibrierung und Messung der Proben
wird eine Berechnung angestellt. Da sich die Fehler aufsummieren und fortpflanzen, liegt die
.wahre“ (jedoch unbekannte) Gerade zwischen zwei Hyperbelasten [1]. Die beiden
Hyperbelaste werden mit folgender Gleichung berechnet:

eee |11 (x=x%)?
=(Mm+x+b)xs, *t* | —++———
yu,O ( ) y \/N N Q

Formel 32
s ,=Reststandardabweichung, t=t-Faktor der zweiseitigen Tabelle mit f=N-2 und P=95%, N=Anzahl der

Kalibrierldsungen, N (Dach) =Anzahl der Parallelbestimmungen, X =Arbeitsbereichsmitte, Qu=Quadratsumme x

Signahwert

M KonzentrationenMlengen
x x,

by

Abb. 116: Graphen fiir die Bestimmung des Prognoseintervalls
Xo: oberer Grenzwert durch den Schnittpunkt mit dem unteren Prognoseband, x,: unterer Grenzwert durch den

Schnittpunkt mit dem oberen Prognoseband, X : Konzentration/Menge der Probe

Aus der Abbildung 116 erschlieBt sich der Vertrauensbereich/Prognoseintervall (VB) einer

Probe: VB =x, —X=X—-X

u
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Das Intervall in der sich der Analysenwert ,wirklich“ befindet ist somit:
X+ VB
Die oberen und unteren Werte flir die Prognoseintervalle berechnen sich mit folgender

Formel:

Formel 33

6.6.6.5.13 Robustheit

Entwicklungsdistanz: Beschreibung des Experiments. Die Methode wird wie unter Punkt
6.6.6.4 beschrieben durchgefihrt. Es werden nur die Extrakte der authentischen
Drogenprobe und Referenzsubstanzen verwendet. Die Entwicklungsstrecke wird auf
[Platzhalter fiur die DistanzZl mm erhdht. Die Robustheit der Methode ist akzeptierbar, wenn
der Variationskoeffizient (Vy) der Gehaltsbestimmung <15% ist.

6.6.6.5.14 Wiederfindungsrate

Beschreibung des Experiments: Zu der Einwaage der pulverisierten Droge wird eine
bekannte Menge Referenzsubtanz genau gemessen zu gegeben. Die Extraktion der Droge
mit der Referenzsubstanz erfolgt ansonsten wie unter Punkt 6.6.6.4.1 beschrieben.

Die Wiederfindung (Formel 34) berechnet sich aus den berechneten Gehalten (BG) und den
gemessenen Gehalten (GQG)

Wiederfindung [%] = GG/BG * 100%
Formel 34

6.6.6.5.15Nachweisgrenze

Die Berechnung der Nachweisgrenze erfolgt mit folgender Formel

33*s
DL = Y
m
Formel 35

DL Nachweisgrenze (Detection limit)
sy Reststandardabweichung der Kalibriergeraden

m Steigung der Kalibriergeraden
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6.6.6.5.16 Quantifizierungsgrenze
_ 10%s,

m
Formel 36

QL

QL  Quantifizierungsgrenze (Quantification limit)
sy Reststandardabweichung der Kalibriergeraden
m Steigung der Kalibriergeraden
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6.6.7 Validierungsprotokoll fur die HPLC

Fir die HPLC-Untersuchungen sind Validierungsprotokolle ausgearbeitet, die die
Vorgehenseise bei der Validierung detailliert beschreiben. Im Folgenden wird ein
Validierungsprotokoll dargestellt. Die Ergebnisse werden in die Protokollstruktur eingefugt
und Akzeptanzkriterien mit Hilfe von Chromatogrammen und Auswertetabellen durch Ja/Nein
Aussagen bewertet.

6.6.7.1 Uberschrift des Validierungsprotokolls

6.6.7.2 Zielsetzung der zu validierenden Methode:

Die Methode fur die Quantifizierung von [Platzhalter fir die zu quantifizierende Substanz] in
[Platzhalter fir die Pflanzenspezies] ist geeignet die vorne genannten Inhaltsstoffe zu

quantifizieren.

6.6.7.3 Allgemeine Freigabekriterien

Die Methode fuhrt zu validen Ergebnissen wenn: Alle Freigabekriterien erfllt werden, die
unter den Punkten 6.6.7.5.2, 6.6.7.5.4, 6.6.7.5.4.2 genannt sind und alle Abweichungen von
den erwarteten Ergebnissen nicht Gber den Abweichungen liegen, die unter Punkt 6.6.7.5.2,
6.6.7.5.5, 6.6.7.5.6 und 6.6.7.5.7 angegeben sind. Eventuelle Abweichungen vom Protokoll

schllssig erklart werden kénnen.
6.6.7.4 Methodenbeschreibung

6.6.7.4.1 Herstellen der Testlésung

Beschreibung der Herstellung der Testlésung

6.6.7.4.2 Herstellen der Referenzlésungen

Beschreibung der Herstellung der Testlésung
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6.6.7.4.3 Stationare Phase

Bezeichnung der verwendeten stationdren Phase mit S&ulenmaterial, KorngrdBe,

Saulenlange und verwendeter Vorsaule.

6.6.7.4.4 Probeninjektionsvolumen

[Platzhalter fur das Volumen] uL der Untersuchungslésungen und Kalibrierlésungen. Die
Konzentrationen der Kalibrierlésungen werden unter Punkt 6.6.7.5.4.1 Messbereich (Range)
festgelegt.

6.6.7.4.5 Chromatographie

Gerat: LaChrom Elite: DAD L-2455, Autosampler L-2200, Pumpe L-2130, Sdulenofen L2350,
EZChrom Elite; FlieBmittelsystem A: Wasser mit [Platzhalter fiir Zusétze], B: [Platzhalter fir
die organische Phase mit Zusétzen], Gradient: [Platzhalter fir die Gradiententabelle],
Flussrate: [Platzhalter fir da Volumen pro Minute]; Detektion: [Platzhalter fir die
Detektionswellenldnge]; Saulenofen: [Platzhalter fir die Ofentemperatur]

6.6.7.4.6 Dokumentation

Chromatogramme bei UV [Platzhalter fiir die Wellenldnge] nm

6.6.7.4.7 Bild des Chromatogramms

[Platzhalter fir die Abbildung eines Beispielchromatogramms bei oben genannter
Wellenldnge]

6.6.7.4.8 Auswertung des Ergebnisses

Beschreibung der auftretenden Peaks im Chromatogramm mit Angabe der Retentionszeit
des zu quantifizierenden Peaks.

6.6.7.4.9 Methodeneignungstest

Festlegen des Methodeneigungstests. Ublicherweise wird die Aufldsung des zu
quantifizierenden Peaks mit einem benachbarten Peak verwendet.
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6.6.7.5 Validierung
6.6.7.5.1 Materialien

6.6.7.5.1.1 Chemikalien und L6sungsmittel

Angabe der Chemikalien und Lésungsmittel mit Hersteller

6.6.7.5.1.2 Pflanzenproben

Verwendete Referenzsubstanzen und Pflanzenproben mit botanischer Bezeichnung und evil.
lateinischer Drogenbezeichnung und Anbieter

6.6.7.5.1.3 Gerite

Verwendete Geréte

6.6.7.5.1.4 Software

Verwendete Software

6.6.7.5.2 Stabilitat des Analyten in L6sung

Beschreibung des Experiments: Die Lésung einer authentischen Drogenprobe wird wie unter
Punkt 6.6.7.4.1 beschrieben extrahiert. [Platzhalter fir das Volumen] uL dieser Losung wird
wie unter Punkt 6.6.7.4.3 bis 6.6.7.4.6 beschrieben chromatographiert. Die Probe wird
wiederholt in das System eingespritzt und die Chromatogramme der einzelnen Laufe
ausgewertet, die relative Standardabweichung der Peakflachen des [Platzhalter fiir die zu
quantifizierende Substanz] darf nicht mehr als 6% betragen. Kriterium fiir die Akzeptierung
des Tests: Die Probe ist mindestens 3 Stunden in Lésung stabil, wenn sich die relative
Standardabweichung der Peakflache des [Platzhater fir die zu quantifizierende Substanz]
des Extraktes nicht mehr als 6% betragt.

6.6.7.5.3 Spezifitat

Beschreibung des Experiments: Die Testldsung wird wie unter Punkt 6.6.7.4.1 beschrieben
hergestellt. Die Chromatographie erfolgt wie unter Punkt 6.6.7.4.3 bis 6.6.7.4.6 beschrieben,
[Platzhalter fir die Beschreibung der Peaks die im erhaltenen Chromatogramm vorhanden
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und/oder abwesend sein missen]. Kriterium flr die Akzeptierung des Tests: Die Methode ist
spezifisch wenn [Bedingungen fir die Akzeptierung des Tests].

6.6.7.5.4 Kalibrierung

6.6.7.5.4.1 Messbereich (Range)

Fir die Quantifizierung von [Platzhalter fiir die zu quantifizierende Substanz] in den Proben
von [Platzhalter fir die Pflanzenspezies] unbekannten Gehalts muss der Messbereich
festgelegt werden.

Vorversuch: Von den vorliegenden Pflanzenproben werden wie unter Punkt beschrieben
6.6.7.4.1 Extrakte hergestellt und wie unter Punkt 6.6.7.4.3 bis 6.6.7.4.6 beschrieben
chromatographiert. Es werden Verdinnungen der Referenzsubstanz hergestellt und wie
unter Punkt 6.6.7.4.3 bis 6.6.7.4.6 beschrieben chromatographiert. Es wird angenommen,
dass sich das Detektorsignal und die aufgetragenen Proben-/ Referenzmengen proportional
verhalten.

Festlegen des Messbereichs: Der Mittelwert der Detektorsignale des [Platzhalter fiir die zu
quantifizierende Substanz] in den unbekannten Proben wird als ,Mitte” des Messbereichs
festgelegt. Der Messbereich wird als: [,Mitte” £ 50 %] (ca. 50-150%) festgelegt. Es werden
entsprechend 6 verschiedene (adquidistante) Konzentrationen der Kalibrierlésung hergestellt.
Wenn sich die Probenlésungen nicht in diesem Bereich befinden, muss der Messbereich
angepasst werden. Kriterium flr die Akzeptierung des Tests: Die Messwerte der Proben
mussen sich innerhalb des Messbereichs befinden.

6.6.7.5.4.2 Varianzhomogenitat

Zur Uberpriifung der Giiltigkeit des Kalibriersystems das unter Punkt 6.6.7.5.4.1 entwickelt
wurde wird die Streuung der Analysenwerte bei der niedrigsten Konzentration und der
héchsten Konzentration des Messbereichs Uberprift. Hierfir werden jeweils 6 Lésungen mit
niedrigster Konzentration und 6 Lésungen mit hdchster Konzentration der Kalibrierlésungen
wie unter Punkt 6.6.7.4.3 bis 6.6.7.4.6 beschrieben chromatographiert. Die Berechnung der
Varianzen erfolgt mit Formel 1 (Seite 166).

Die PrifgréBe wird dann mit Formel 2 (Seite 167) berechnet.

Der Wert aus der F-Tabelle ist mit F (P=99%, f;,f;) zu entnehmen und mit der PrifgroBe PG

zu vergleichen.
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Ergibt sich fur die PrufgréBe PG ein Wert grdBer als der F-Wert, ist der Varianzunterschied
signifikant und die Varianzen inhomogen und der Arbeitsbereich muss angepasst werden.
Die Konzentrationen werden angepasst und die Signale der neuen Lésungen gemessen.
Kriterium fur die Akzeptierung des Tests: Die PrifgroBe (PG) muss kleiner sein als der
tabellierte F-Wert.

6.6.7.5.4.3 Kalibrierfunktion

Aus den Experimenten unter Punkt 6.6.7.5.4.1 (Vorversuch) werden die Konzentrationen far
die 6 Konzentrationen der Kalibrierfunktion berechnet und aus einer Stammlésung die
Verdinnungen fur die Ldsungen der Kalibriergeradeunktion hergestellt. Die einzelnen
Konzentrationen werden jeweils dreimal wie unter Punkt 6.6.7.4.3 bis 6.6.7.4.6
chromatographiert und ausgewertet.

6.6.7.5.4.4 Lineare Regression

Far die Berechnung der Kalibriergeraden werden die gemessenen Werte in Abhangigkeit der
Konzentration der Kalibrierldsung verwendet. Es wird eine Gerade berechnet, bei der die
Summe aller Abweichungsquadrate der Messwerte in Y-Richtung von der Ausgleichsgerade
den niedrigsten Wert einnimmt. Diese Gerade wird durch Formel 4 (Seite 168) beschrieben:

Far die Berechnung der Kalibriergerade werden die Parameter m und b mit den Formel 5
(Seite 166) bis Formel 12 (Seite 170) berechnet.
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6.6.7.5.4.4.1 Reststandardabweichung

Die Prazision der Kalibriergeraden wird mit der Reststandardabweichung s, ausgedruckt.
Berechnet wird die Reststandardabweichung s, mit der Formel 13 (Seite 170).

6.6.7.5.4.4.2 Verfahrensstandardabweichung

Aus der Reststandardabweichung s, und der Steigung m der Kalibriergeraden
(Empfindlichkeit E) errechnet sich die Verfahrensstandardabweichung s,o mit der Formel 14
(Seiten 170)

6.6.7.5.4.4.3 relative Verfahrensstandardabweichung V,,
Bei der rel. Verfahrensstandardabweichung V,, wird ausgehend von der

Verfahrensstandardabweichung Bezug auf die Mitte des Konzentrationsbereichs x

genommen. Berechnet wird die rel. Verfahrensstandardabweichung mit Formel 15 (Seite
170).

6.6.7.5.4.5 Quadratische Regression

Far die Berechnung der Kalibrierkurve werden die gemessenen Werte in Abhangigkeit der
Konzentration/Menge der Kalibrierlésung verwendet

Es wird eine polynomische Kurve berechnet, bei der die Summe aller Abweichungsquadrate
der Messwerte in Y-Richtung von der Ausgleichsgerade den niedrigsten Wert einnimmt.
Diese Kurve wird durch folgende Gleichung beschrieben. Mit der allgemeinen
Funktionsgleichung einer Parabel kann eine quadratische Regression erfolgen, Formel 16
(Seite 171). Mit den drei Parametern n, m und b kann eine quadratische Funktion zur
Berechnung der Konzentrationen erstellt werden. Mit Formel 17 (Seite 171) bis Formel 24
(Seite 172) kann die Funktionsgleichung aufgestellt werden.

6.6.7.5.4.5.1 Reststandardabweichung

Die Reststandardabweichung s, erfolgt nach Formel 25 (Seite 172).
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6.6.7.5.4.5.2 Verfahrensstandardabweichung s,

Die Empfindlichkeit berechnet sich aus der ersten Ableitung der Regression, Formel 26
(Seite 172). Die Verfahrensstandardabweichung s, errechnet sich dann nach Formel 27
(Seite 172).

6.6.7.5.4.5.3 relative Verfahrensstandardabweichung V,,

Die relative Verfahrensstandardabweichung V,, errechnet sich nach Formel 28 (Seite 172)

6.6.7.5.4.6 Anpassungstest nach Mandel

Ergibt sich aus den Berechnungen zur Verfahrensstandardabweichung fur die quadratische
Regression ein kleinerer Wert so ist ein Anpassungstest nach Mandel durchzufihren. Die
berechneten Reststandardabweichungen fir die quadratische und lineare Regression
werden verwendet, um einen Anpassungstest nach Mandel vorzunehmen. Als Nullhypothese
Hygilt: Eine Varianzinhomogenitat bei vergleichen der Reststandardabweichungen von
quadratischer und linearer Regression ist nicht vorhanden und die Unterschiede der
Varianzen sind zufélliger Natur (P=99%). Es liegt ein linearer Zusammenhang vor.
Alternativhypothese H;: Es liegt ein quadratischer Zusammenhang vor. Die

Restvarianzdifferenz Asi fir den Anpassungstest nach Mandel errechnet sich wie folgt:

As? = (N, —2)* SiL]_ [(Ng -3)* Sio]

Formel 37
N = 6 (Anzahl der Punkte der Kalibrierung), L = Index fir lineare Anpassung, Q = Index fiir quadratische
Anpassung

Die berechnete Restvarianzdifferenz Asf, mit der quadratischen Restvarianz siQ zu der

PrufgroBe PG flr einen F-Test zusammengefasst:

As?
PG=—
Formel 38

Fir die Berechnung der Freiheitsgrade (fi/f, fir die F-Tabelle) stehen folgende Gleichungen
zur Verfigung:

Af = (N, —2)-(Ng -3)
Formel 39
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fur Af ergibt sich immer der Wert 1
f, =N -2
Formel 40

f,=Ng -3

Formel 41

6.6.7.5.4.6.1 Auswertung des F-Test

Die PrufgréBe (PG) muss fir die Annahme der Nullhypothese H, kleiner sein als der
tabellierte Wert aus der F-Tabelle. Ist die Nullhypothese H, abzulehnen muss eine erneute
Kalibrierung erfolgen! Die Konzentrationen (Levels) der Standards werden halbiert, eine
entsprechende Anpassung der Probenkonzentrationen ist ebenfalls vorzunehmen. Die
entsprechenden Prifungen sind ab Punkt 6.6.7.5.4.1 MeBbereich (Range) mit verringerten
Mengen/Konzentrationen durchzufihren.

Akzeptierung des Tests: Die Nullhypothese ist angenommen. Dann ist mit der Formel 5
(Seite 169) bis Formel 12 (Seite 170) eine Regressionsgerade aufzustellen mit der die
Konzentrationen der [Platzhalter fir die zu quantifizierende Substanz] in den unbekannten

Proben bestimmt werden kann.

6.6.7.5.4.7 Kalibrierfunktion

Erstellen der Kalibrierfunktion und den berechneten Parametern bund m

6.6.7.5.4.8 Korrelationskoeffizient r

Fir die Gesamtstreuung der linearen Regression wird noch der Korrelationskoeffizient r
berechnet. Die Berechnung wird mit Formel 30 (Seite173) vorgenommen.

6.6.7.5.4.9 Probeauswertung und Prognoseintervall

Mit der Kalibrierfunktion kann die Konzentration/Menge der Substanz in den unbekannten
Proben abgeschatzt werden. Die Kalibrierfunktion (Formel 4, Seite 168) wird nach x
umgestellt und die Probenabschatzung kann mit Formel 31 (Seite 174) durchgeflhrt werden.
Fur die statistische Bewertung des Gesamtfehlers aus Kalibrierung und Messung der Proben
wird eine Berechnung angestellt. Da sich die Fehler aufsummieren und fortpflanzen, liegt die
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,wahre“ (jedoch unbekannte) Gerade zwischen zwei Hyperbelasten. Die beiden
Hyperbelaste werden mit Formel 33 (Seite 175) berechnet.

Aus der Abb. 116: Graphen fir die Bestimmung des Prognoseintervalls erschlieBt sich der
Vertrauensbereich/Prognoseintervall (VB) einer Probe:

VB=x,-X=X-X,
Das Intervall in der sich der Analysenwert ,wirklich“ befindet ist somit:
X+ VB

Die oberen und unteren Werte fiir die Prognoseintervalle berechnen sich mit Formel 33
(Seite 175)

6.6.7.5.5 Wiederholprazision

Beschreibung des Experiments: Die Untersuchungslésungen werden wie unter Punkt
6.6.7.4.1 an einem Tag dreimal unabhangig von einander hergestellt und wie unter Punkt
6.6.7.4.3 bis 6.6.7.4.6 beschrieben chromatographiert. Die Auswertung erfolgt wie unter
Punkt 6.6.7.4.8 beschrieben. Kriterium fur die Akzeptierung des Tests:

Die Wiederholprazision der Methode ist akzeptierbar, wenn der Variationskoeffizient (V)
<5% ist. Berechnung des Vy mit Formel 4 (Seite 168)

6.6.7.5.6 Laborprazision

Beschreibung des Experiments: Das unter Punkt 6.6.7.5.5 beschriebene Experiment wird an
2 weiteren Tagen wiederholt. Kriterium fur die Akzeptierung des Tests: Die Laborprazision
der Methode ist akzeptierbar, wenn der Variationskoeffizient (Vf) <5% ist.

6.6.7.5.7 Robustheit

Beschreibung des Experiments: Die Methode wird wie unter Punkt 6.6.7.4 durchgefiihrt. Es
wird ein Extrakt hergestellt, der mit Ausnahme der S&urekonzentation wie unter Punkt
6.6.7.4.5 chromatographiert wird. Die Konzentration der S&ure wird auf [Platzhalter fir die
Angabe der Erhéhung] in beiden Eluenten erhéht. Kriterium fur die Akzeptierung des Tests:
Der gemittelte Gehalt der berechneten Probe aus diesem Versuch darf eine prozentuale
Abweichung bezogen auf den berechneten Gehalt unter Punkt 6.6.7.5.4.9
Probenauswertung und Prognoseintervall von + 5 % nicht Gbersteigen.
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6.6.7.5.8 Wiederfindungsrate

Beschreibung des Experiments: Zu einem Pulver [Platzhalter fiir die Masse] von [Platzhalter
fir die Pflanzenspezies] wird eine definierte Menge von [Platzhalter fir die zu
quantifizierende Substanz] zu zugeben (ca. 50% des Gehaltes, genaue Einwaage). Der
Extrakt wird dann wie unter Punkt 6.6.7.4.1 hergestellt und wie unter Punkt 6.6.7.4.3 bis
Punkt 6.6.7.4.6 dreimal chromatographiert. Die Wiederfindung berechnet sich aus den
berechneten Gehalten (BG) und den gemessenen Gehalten (GG) nach Formel 34 (Seite
175)

6.6.7.5.9 Nachweisgrenze:

Die Berechnung der Nachweisgrenze erfolgt mit Formel 35 (Seite 175)

6.6.7.5.10 Quantifizierungsgrenze:

Die Berechnung der Quantifizierungsgrenze erfolgt mit Formel 36 (Seite 176)
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6.6.8 HPLC-Methoden

6.6.8.1 Methode fiir die HPLC-Quantifizierung von Isochinolin-Alkaloiden

Séaule: Purospher STAR RP-18e (5 um), Hibar® RT 250-4, Fa. VWR, Darmstadt
Vorsaule: Purospher STAR RP-18e (5 um), Hibar® RT 4-4, Fa. VWR, Darmstadt
Séaulenofen: 25°C
FlieBmittel: ~ A: Wasser mit 0,5% ortho-Phosphorséure 85%
B: Acetonitril mit 0,5% ortho-Phosphorsaure 85%
Gradient:B: 0 - 10 Minuten: 20%
10 - 20 Minuten: 20% - 21%
20 - 35 Minuten: 21% - 35%
35 - 36 Minuten: 35%
36 - 37 Minuten: 35% -20%
37 - 47 Minuten: 20%
Flussrate: 0,7 ml/Minute
Detektion: 344 nm

6.6.8.2 Methode fiir die HPLC-Quantifizierung von Forsythosid A

Herstellung der Testlésung: Rohdroge: 0,5 g gepulverte (355) Probe wurde mit 100 ml
Methanol versetzt, im Wasserbad unter Rickfluss fur 30 Minuten bei 65°C extrahiert, und
anschlieBend durch einen 0,45 pm HPLC Spritzenfilter filtriert. Das Filtrat wird als Testlésung
verwendet.
Kalibrierlésungen: Forsythosid A
Saule: Purospher STAR RP-18e (5 um), Hibar® RT 250-4, Fa. VWR, Darmstadt
Vorsaule: Purospher STAR RP-18e (5 um), Hibar® RT 4-4, Fa. VWR, Darmstadt
Séaulenofen: 25°C
FlieBmittel: ~ A: Wasser mit 0,1% Ameisensaure

B: Acetonitril mit 0,1% Ameisensaure
Gradient B: 0 - 20 Minuten: 17,0% - 22,5%

20 - 25 Minuten: 22,5% - 90,0%

25 - 30 Minuten: 90,0% - 17,0%

30 - 35 Minuten: 17% linear
Flussrate: 0,6 ml/Minute
Detektion: 325 nm

187



Experimenteller Teil

6.6.9 HPTLC Methoden

6.6.9.1 Methode fiir die Identifizierung von Astragali radix

Herstellung der Testlésung von Astragalus mongholicus Proben: Rohdroge: 2 g gepulverte
(355) Probe wurde mit 60 ml einer Mischung von Methanol/Ethylacetat (1:3) versetzt, unter
Ruckfluss 30 Minuten in einem Wasserbad extrahiert, anschlieBend durch einen Faltenfilter
filtert. Das Filtrat wurde unter reduziertem Druck zur Trockenen eingedampft. Der Rickstand
wurde mit 5 ml Ethylacetat aufgenommen, durch einen 0,45 um HPLC Spritzenfilter filtriert
und als Testlésung verwendet.

Herstellung der Referenzdrogenlésungen: Authentisches Drogenmaterial wie die
Testlésungen

Referenzsubstanzen:

Astragalosid |

Astragalosid Il

Astragalosid IV

Astragalosid VI

Astragalosid VI

Daizin

Herstellung der Derivatisierungsreagenzien:

Tauchlésung (200 ml): 160 mL Methanol und 40 ml 97-%ige Schwefelsdure mit Eis kihlen,
unter rihren die Schwefelsdure vorsichtig zu dem Methanol geben, 1 Stunde warten bis die
Loésung eiskalt ist.

Reagenzverwendung: Platte mit Tauchgerat (Eigenkonstruktion) fir 2 Sekunden in die
Derivatisierungslésung eintauchen, fir 10 min bei 110 °C erhitzen.

Chromatographie:

Kammertyp: Doppeltrogkammer

Konfiguration: Gesattigt fir 10 min

FlieBmittel: FlieBmittel: Ethylacetat/Methanol/Wasser (100:20:10)
10 ml FlieBmittel je Trog

Trocknen: 5 min mit Kaltluft (Fén)

Derivatisierung
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Die Platte wird derivatisiert mit Schwefelsdurereagenz: 80 ml Methanol mit 20 ml
Schwefelsdure 97% vorsichtig unter Eiskiihlung mischen.

6.6.9.2 Methode fur die Identifizierung und Quantifizierung von Coptidis rhizoma

Herstellen der Testldsung: In einem 100 ml Rundkolben mit Schliff wurden 0,100 g
pulverisierte Droge (355) mit 95 ml einer Mischung von Methanol R und Salzsaure R (100:1)
versetzt und in einem Ultraschallbad 15 Minuten extrahiert, anschlieBend auf 100,0 ml
aufgeflllt und durch einen 0,45 um HPLC Spritzenfilter filtriert (0,45 um).

Stationdre Phase: 200x100 mm HPTLC Kieselgel 60 Fas,4
Chromatographie:

Kammertyp: 200x100 mm Doppeltrogkammer in Automatischer Entwicklungskammer 2
(ADC 2)

Konfiguration: Gesattigt fir 10 min

FlieBmittel: Toluol/Ethylacetat/Isopropanol/Methanol/Wasser
(60/30/15/15/3) 10 ml in der Entwicklungskammer

Konditionierungsmittel 25 ml 32%-ige Ammoniaklésung in der Sattigungskammer

Trocknen: 10 min mit Kaltluft (Fén)

Dokumentation: ohne Derivatisierung bei UV 366 nm

Referenzsubstanzen:
Jatrorrhizin

Palmatin

Berberin

Epiberberin

Coptisin

6.6.9.3 Methode fiir die Identifizierung von Forsythiae fructus

Herstellen der Testlésung:

Rohdroge: 1 g gepulverte (355) Probe wurde mit 10 ml Methanol versetzt, im Ultraschallbad
fir 10 min extrahiert, und anschlieBend durch einen 0,45 um HPLC Spritzenfilter gefiltert.
Das Filtrat wurde als Testlésung verwendet.

Referenzsubstanzen: Arctiin, Phillyrin, Pinoresinol, Salidrosid
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Herstellen der Derivatisierungsreagenzien

200 ml Methanol wurden mit Eis gekuhlt und zu 100 ml eisgekuhlten Methanol 2 ml 97%
Schwefelsdure gegeben. Nach 1 Stunde warten wurden zur eiskalten Lésung 1 g Vanillin
zugeben und das Becherglas 3-mal mit 33 ml eisgekiihlten Methanol ausgewaschen. Platte
mit Tauchgerat (Eigenkonstruktion) wurde fir 2 Sekunden in die Derivatisierungslésung
eingetaucht und fiir 10 min bei 110 °C erhitzt.

Stationare Phase: Kieselgel 60 Fos4

Chromatographie:

Kammertyp: Doppeltrogkammer

Konfiguration: Gesattigt fir 10 min

FlieBmittel: FlieBmittel: ~ Toluol/Aceton/Ethylacetat/Ameisensdure/Wasser
(40:50:60:6:6) 10 ml FlieBmittel je Trog

Trocknen: 5 min mit Kaltluft (F6n)

Derivatisierung

Die Platte wurde derivatisiert mit Vanillin/Schwefelsdurereagenz.

Dokumentation
Nach der Derivatisierung bei Tageslicht
Nach der Derivatisierung bei UV 366 nm

6.6.9.4 Methode fiir die Quantifizierung von Forsythsid A in Forsythiae fructus

Herstellen der Testlésung: Rohdroge: 2,0 g gepulverte (355) Probe wurde mit 100 ml
Methanol versetzt, im Wasserbad unter Rickfluss fir 30 Minuten bei 65°C extrahiert, und
anschlieBend durch einen 0,45 um HPLC Spritzenfilter filtriert. Das Filtrat wurde als

Testlésung verwendet.

Stationare Phase: HPTLC- RP- 18 W F»5,S

Chromatographie
Kammertyp: 200x100 mm Doppeltrogkammer
Konfiguration: Gesattigt fir 10 min
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FlieBmittel: Acetonitril/Wasser  20:80 (+1% Ameisensaure) 10 ml
Trocknen: 15 min mit Kaltluft (F6én)

Dokumentation: Ohne Derivatisierung bei UV 366 nm

6.6.9.5 Methode fiir die Identifizierung von Leonuri herba

Rohdroge: 1 g gepulverte (200) Probe wurde mit 100 ml Methanol versetzt, unter Rickfluss
10 Minuten bei 65 °C in einem Wasserbad extrahiert und anschlieBend durch einen
Faltenfilter filtert. Das Filtrat wurde als Testlésung verwendet.

Referenzsubstanzldsungen:

2,5mg Rutin in 10,0 ml Methanol 16sen
2,5 mg Hyperosid in 10,0 ml Methanol I6sen
1,0 mg Kaffeesaure in 10,0 ml Methanol I6sen

Tauchlésung 1 (200 ml):

1 g Diphenylborylethylamin in 200 ml Methanol l6sen.
Tauchlésung 2 (200 ml):

5 g Macrogol 400 in 200 ml Methanol Iésen.

Reagenzverwendung: Vor dem Tauchen wurde die Platte fir 5 Minuten auf 110 °C erhitzt.
Die Platte wurde mit Tauchgerdt (Eigenkonstruktion) fir 2 Sekunden in die
Derivatisierungslésung 1 eingetaucht und fir 1 Minute bei 110 °C trocknen gelassen.
Danach wurde die Platte fiir 2 Sekunden in Derivatisierungsldésung 2 eingetaucht und fur 5
Minuten bei 110 °C getrocknet.

200x100 mm HPTLC Kieselgel 60 Fzs, (Merck)
100x100 mm HPTLC Kieselgel 60 Fas4 (Merck)
200x200 mm TLC Kieselgel 60 Fas4 (Merck)

10,0 wul der Testlésungen und 2,0 bzw. 3,0 ul der Referenzsubstanzlésungen wurden als 10
mm lange Banden, mindestens 16 mm voneinander getrennt, 10 mm vom unteren Ende und

mindestens 20 mm vom linken und rechten Rand der Platte entfernt, aufgetragen.
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