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1 Allgemeine Einleitung

1.1 Traditionelle Chinesische Medizin

1.1.1 Geschichte ud aktuelle Lage

Die Traditionelle Chinesische Medizin (TCM) beruht auf Gber tausendjahriger empirischer
Anwendungund stetiger Verbesserung voinaditionellen Rezepturen. Bis ins frihe 19.
Jahhundert, zu Zeit der Opiumkriegals englische Missionat@nwentionelle Arzneimittel

nach China brachtenwurde dort lediglich TCM praktiziert. Die ersten schriftlich
niedergelegten Funde ca. 500 Ghr. beinhalten 20 Drogeibeschreibungerpflanzlichen,
tierischen und mineralischen Ursprungs. Im 3. Jahrhunde@mn.wurde zur Therapie mit
Drogerdekoktendie Akupunktur und nach und nach das Schrépfen, Qigong, Massagen und
Moxibustion, das Erwéarmen bestimmter Punkte im Korgenzugeflgt. Als Endpunkt der
Entwicklung deklassischerTCM wird die Qindeit (16441911n. Chr.) genannt, in der der
Gelehrte Zhao Xue Min 1765 @hr. den Nachtrag zum . Sy dng Mw DO [ SAGFI RSy
Materia Medica)herausgab worauf die Zahl dein Chinaverwendeten Drogen auf 2608

stieg [1].

Die Akzeptanzder TCM als Teil der nichtkonwveionellen Medizin ist heutzutagen der
WestlichenWelt hoher denn je. Die USA gelten mit einem Volumen von ca. 7,6 Milliarden
US$ (2010) als groRter Importeur von chinesischen traditi@mglewandten Drogergefolgt

von Europa mit 2 Milliarden US$ unthem prognostizierta Wachstum von 10% pro Jahr
[2]. Diese Entwicklungpiegelt sich auch in China der. Obwohl sichzurzeit weniger
asiatische Patienten allein auf TCM verlassdiegen die Investitionen indie Erbrschung

von TCMDrogen von 2001 auf 20 um das Vierfache auf 770,5 Millionen US$ [2]. Bedingt
durch die hohe Nachfrage sind allerdings sowaihigepflanzliche als auch tierische Drogen
auf der Liste der bedrohten Artemit der Kongquenz, dassler Exportz. T. eingeschrankt

werdenmussge [3].
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1.1.2

Philosophéche Grundlagen der TCM

Grundlage der TCM st das freie FlieBen an Qi (Lebensenergie), bedingt durch ein

Gleichgewicht von Yin und Yang im Korper. Yin und Yang bezeichnen dabei immer ein

Gegensatzpaar wie Sonne (Yang) und Mond (Yin) oder dral Nacht, das bei

Ungleichgewicht die Qistrome blockiert. Der Fluss des Qi im Koérper wird durch die funf

Wandlungsphasen, die jeweils zwei Organen zugeordnet werden, reprasentiert. Die

menschlichenOrgane sind dabei durch Meridiane mit der Koérpermitterbunden und
sichern damit die Qidynamik. Alle Wandlungsphastrhen miteinander in Verbindung,
kénnen ineinander Ubergeheund spiegeln dieNandlung der Natur im Korper der. Bei
Kindern kann eingestorte HolzWandlurgsphasezu Wachstumsschwierigkeitetihren, da

Holz mit Wachstum und Frihjahr assoziwird (Tabellel) [1].

Tabellel: Beschreibung der finf Wandlungsphasen in der TCM

Wandlungsphase Holz Feuer Erde Metall Wasser
Orgare Leber, Galle| Herz, Dinndarm| Milz, Magen | Lunge, Dickdarm Niere, Blase
Geschmack Sauer Bitter San Scharf Salzig
Jahreszeit Frahling Sommer Spatsommer| Herbst Winter
Farbe Grin Rot Gelb Weil} Schwarz

Das Ungleichgewicht von Yin und Yangl somitalsUrsache von Erkrankungeangesehen

und kann in drei Klassen eingeteilt werden:

T

T

T

die auRReren klimatischen Faktoren (Wind, Kélte, Feuchtigkeit, Feuer, Sommerhitze
und Trockenheit), da sie die Funktionen des Kérpers und somit den Qifluss stéren

die inneren emoabnalen Faktoren (Wut, Freude, Gribeln, Trauer, Angst, Sorge und
Schock), da Koérper und Geist nicht getrennt voneinander sind. So lasst beispielsweise
Zorn das Qi zu Kopf steigen und verursacht damit Kopfschmerzen und Leberschaden
falsche Lebensfiihrung -ienen Ernahrung, aber auch Schicksalsschlage und Unfalle

zahlen
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Diagnostiziert werden diese Verschiebungen der Energspektive des Ungleichgewichtes
von Yin und Yanglurch Betrachiing der Haut (Farbe, Schwitzedgr Zunge (Form, Farbe,
Belag), Intepretation der Stimme (Hustem\temgerdusche) und des Geruchs sopasten
des Korpers und des Pulsesmd eine Befragung nach dem allgemeinen Empfinden
(Temperatur, Appetit, Ausscheidungefd]. Andersals in der westlichen Medizin beginnt in
der TCM diBehandlung nicht erst bdiusbreten der Erkrankung, sondern bei dersten

augenfalligerAnzeichen eines Ungleichgewichts der Wandlungsphasen.

Die TCM Therapie erfolgt meistit pflanzlichen, tierischen oder mineralisch®mogen, die

nach verschiedenenigenschaften eingeteiltsind [1], [4]:

1 Geschmacksrichtung (Wu Wei): ach suif3, sauer, bittesalzigund neutral
Die Geschmacksrichtung stellt die Grundtendenz der Droge dar. So wirken scharf
schmeckende Drogen zerstreuend, nach auf3en treibend und Pdffeend. Sie
beinhalten zueist Alkaloide oder &therisches Ol. SiRe Drogen(Aminosauren,
Schleime, Glykosidejverden wegen ihres aufbauenden Charakters haufig zur
Harmonisierung andere Drogen verwendet. Eine Droge kann jedoch mehrere
Geschmacksrichtungdresitzen

1 Temperaturverhdien: heild, warmpeutral, kithlund kalt
Heil3e und warme Drogen werden bei Erkrankungen, die durch Kalte und Feuchtigkeit
ausgelost werdenverwendet. Eine Droge kann dabei nur ein Temperaturverhalten
zeigen.

1 Wirksamkeit, Toxizita Stark giftg, mafRig giftigschwach giftigind ungiftig
Der Begriff Toxizitat (duxing) bedeutet hier drastische Wirkung und nicht Giftigkeit
nach Verstandnis der westlichen Medizin

1 Wirkrichtung, Wirkteenz: Steigen, FalleBchweberund Sinken
Steigenbedeutet nach oben gerichtete Wirkung, Fallen nach unten, Schweben nach
oben und nach auf3en und Sinken nach unten und nach innen.

1 Meridianbezug
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Nach neueen Erkenntnisserwird bei pflanzlichen Drogen die Qualitdt und Wirksamkeit

einer Droge auch durch den Anbauort bestimmt. Pflanzliches Material aus bestimmten
geographischen BereichemA NR | f & 382 | dziFKSRyKISANSDOIK 0625 S CoKey2S
Inhaltsstoffzusammensetzung aufgrund o©kologischer oder genetischer Variationen
unterschiedlichsein kann Soist beispielsweise der Phenolgehalt in Magnoliae officinalis

cortex in den Proben aus Sichuan sechsmal héher als in den aus Jiangxi stam[Bgridien

Dao di Region, also diejenige in der die bd3tegengalitat erreicht wird ist fur jede Droge
unterschedlich. Aif Seite der Importeurdehlen jedochhaufig Informationen zum Anbau

und der Ernte der jeweiligen Materialien

1.1.3 Wissenschattlich dokumentiertérfolgeder TCM

Neben der erfolgreichen Therapieerschiedenster Krankheiten weltwenhit pflanzlichen,
tierischen oder mineralischen TGMogen stellt die Entdeckung von Artemisinin als
Leitstruktur in der Malariabehandlungine dergrof3ten Errungenschaft der TCM d#].
Artemisininderivate, die hbbynthetisch ausArtemisia annua.. hergestellt werdenstellen
eine neue und einzigartige Stoffke unter den Antimalariamittelrdar [7]. Ein weiteres
Beispiel fur Wirkstoffe audem Bereich defCM ist das mineralische Arsen(lll)oxid, QA%
das bei Promyelozytenleukdmieeiner Sonderform derakuten myelaschen Leukamien

erfolgreich verwendet wird und unter dem Handelsnamen Trisenox zugelas$8h ist

Huperzin A ausiuperzia serratdTHUNB) TREVISzeigte in mehreren klinischen Studien gute
Erfolge als Acetylcholinesterasehemmer und wird in China alseiAlertherapeutikum
verwendet. In den USA und Europa konnte das Medikament wegen fehlddidescher

Daten noch nicht zugelassarerden([9].

Dia Xin Xue Kang Kapseln sind das einzige derzeit in Europa zugelasseheighittel.

Sie beinhalten 10éhg gerockneten Wasserextrakt auBioscorea nipponicaAKINO und
werden bei Kopfund Muskelschmerzen angewendet. Die im Mai 2012 erhaltene Zulassung
beschrankt sich derzeit jedoch nur auf die Niederlande und nicht auf ganz E[i@pa

Weitere européische Zudaungen mit erweiterten Indikationsspektren sind vorgesehen.
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1.2 Aktuelle Problematik von TCMDrogendeseuropaischen Markes

1.2.1 Identifizierung

Die in Europaislangunbekannten, aber in China traditionell verwendeten Pflanzen sorgen
hierzulande in manchen F&n fur Verwirrung, daunterschiedlicheArzneien teilweise
ahnlich klingendender sogar denselben volkstimlichen Namaufweisen[11]. Sowurde
z.B. in den 90er JahreStephania tetrandas MOORE auch oFen Fangji genannt, mit
Aristolochia fangchy. c. wu EX LD. CHOW ET.9M. HWANG(0Guang Fandj verwechselt, da
beide mitoFangjiiabgekiirzt oder falsch Gibersetzt wurden. Die in Aristolochiaarten infohe
Mengen enthaltene Stoffklasse der Aristolochiasauren fihrte bei Patienten in Belgien und
anderen europdischen Landern zu akuteNierenversagen unéarzinomen12]. Ahnliches
wurde fur Solanum lyratumTHUNB und Aristolochia mollissima HANCEbeschrieben, die
RSyaStoSy ¢NRGJAL fteflénYIS]y Erschwéreéndkontnti Binzg a@ass im
asiatischen Ranm fir einige pflanzliche Drogaund Rezepturen je nach Land (China, Japan,
Korea) unterschiedliche Stammpflanzen und Zusammensetzunden Rezepturen
beschrieben werden [11]. Ein weiteres Problem stellt die Verwendung von lokalen
Varietaten in manchen Remen dar. Bedingt durch die klimatischen Unterschiede von
Nord- und Suahina kénnen nicht alle Pflazen Uberall angebaut werden.sEntstehen
Versorgungsléken durch ungentigende Transportsysteme zur Belieferung aller chinesischen
Provinzen. Deshalb wurden manchen Regionen anstelle der herkdbmmlich verwendeten
Droge, lokal angebaute Pflanzen, die eine ahnliche Wirkung zeigtemendet So wird zB.
Salvia przewalskiuaxim (cgan su dan shed in Sichuan, Yunnan und Tibetch heute
anstelle der im ChP010 offiziell beschriebeneArt Salvia miltiorrhizaBGE (odan sherd)
verwendet[14]. Fernerfinden sich, unter den in der TCM verwendet&reneipflanzerca.

ein z.T. sehr &hnliches Aussehen zeigen. Meistens daher durch makroskopische
Untersuchungn die Identitat der Droge nicht eindeutig feststellbar. §mschieht es haufijg
dass Spatholobus suberectu®uUNN mit Sargentodoxa cuneatgoLiv) REHD Er wiLs
verwedselt wird, wie aus Hongkong berichtatpbwohl beide Drogen eine unterschiedliche

Indikation und Inhaltsstoffe, aber ein ahnliches Aussehen besjizZign
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1.2.2 Processing

Processing, oder auaiPao Zhigenannt, ist in Europa uniblich, wird allerdings inn@Hiei
den meisten TCNDrogen durchgefiihrt. Darunterversteht maneine Vorbehandlungdes
pflanzlichen, tierischen @ mineralischen Materials nacewinnung und Trocknung.
Wobei da& Entfernen von Blattern und Haaren, aber auch 8ebneidenvon Wurzel und
Rhizomdrogemach Wasserung ihangs oder Querscheiberzur Oberflachenvergrof3erung
und Sauberung ebenfalls zu den Processingmethoden zahlt. Grol3tenteils werden die Drogen,
zum Entfernen von unangenehmen Gerlchamd Geschmack entweder mit Wasseder

mit Hitze behandelt Dazugehodren das Tmknen ohne Flussigkeit, das Verkohletas
Erhitzenmit Honig, Ingwer oder Reisweund weiteren Hilfsstoffen und dasaf2ifizieren bis
zur Rotglut was bei Mineralien Anwendungdindet [15]. Haufig werden Hitze und
Wasserbehandlung kombinierund die Drogen mit Wasser oder anderen Flissigkeiten
(Hilfsstoffer) gekocht oder gedampftDiesewenig standadisierten komplexen Methoden
dienen Grof3teils der Verdnderung dérerapeutischen Wirkun@der zur Reduzierung von
Neberwirkungen sowie der Toxizitat[16]. Einesder bekanntesten Beispiele zum Thema
oProcessingist Aconiti radix Aconitum carmichaeDeBx) mit der behandelten Form Aconiti
lateralis radix praeparata (chin. Ff). Wahrend die Rohdroge einen Gehalt an Atoni
Mesaconitin und Hypaconitin bis zu 0,17% besisttder Anteil inoFu Zd70-90% geringer
[17]. Der Gehaltan toxischen Diterpeaikaloiden hangt dabei stark von der Art der

Zubereitung, des Anbauortes und des Processings ab.

Das heutige Processingnterscheidet sich teilweise von den vor 5@0Chr. erstmals
schiftlich festgehaltenen Methoden. #grund technologischeEntwicklungen aber auch

durch mangelhafte Ubersetzung wurden viele Processingmethoden optimierHinzu
kommt, dass Processingmetihen sowohl in den verschiedenen chinesischen Provinpen
Hongkong und anderen asiatischen Lamd&ir dieselbe Drogaineinheitlichangewendet
werden. Angelicae sinensis radix wird beispielsweise in Vietham mit Ethanol (40%) in Japan

mit heil3em Wasser unith China mit Reisweigekocht[13].

In ChP2010 findet sich dartberhinaus keine Spezifikation zu den verwendeten
Processinhilfsstoffen, lediglich Angaben wie z. ® a&Sf f 2 ¢ ohidRgertue 6 A y S @

Beschreibung der Konzentration oder der zu verwendendei@@e Aufgrund der fehlenden
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Informationen zur Durchflihrung sowie authentischen Drogenmaterigl an denen die
verschiedenen Processingschritte nachvollzogen werden kénnen, sind bigyssahliellich
Monographien unbehandelter TGMrogen in das Pleur mplementiert worden. Dennoch
ist Processing ein wichtiger Teil der T@Md solte daher in der achten Version des

europaschen Arzneibudgim Detailbeschrieberwerden

1.2.3 Verunreinigung mit Schwermetallen, Pestizidam synthetisch@ Arzneimitteln

Seit Mitte der Neunziger Jahre tauchen immer wieder Berichte Uber
Schwermetallvergiftungen durch Drogen absrnostauf. Wu et al. berichtete 1990 von
einem dramatischen Fall in Taiwan, bei demei Patienten Cordyceps Pulver einnahmen,
dass 20000ppm Blei enthidl [18]. DieHochstmenge fir pflanzliche Drogan Ph.Eurliegt

bei Blei bei pm. Dartiber hinaus sind Vergiftungen mit Arsen Wpdecksilber ien USA
[19], sowie mit Cadmiumin Taiwan [20] bekannt. Ein Erklarungsansatz fir so hohe
Schwermetallbelastugen koénnte einerseits die starke Umweltverschmutzungeinigen
asiatischen Landern und somit eiBelastungerder Anbauflachersein[21]. Nachweise von
Schwermetallen in TCM Rezepturen koénnandererseits durchaus gewollt sein, da
Mineralien wie Kalomel HgCh) und Regular (AS) in der TCM als Therapeutikum
verwendet werden. Die Verunreinigung n@uecksilber oder Arsen konntesuch durch
nicht ordnungsgemafd gesauberte Produktionsstatten zustande kommen. Obwohl immer
nochvon Vergiftungen berichtetvird [22], hat sich dieglobaleSituation deutlich verbessert.
Eine Studi, bei der 344 verschiedene T&Mogenuntersucht wurden zeigte, dassir bei
1% der Proben der Grenzwert fir Schwermetalle und bei 5% fur Pediizedschrittenwar
[23].

Problematisckr erscheint eher die Untermischung vaynthetischenArzneimittdn mit
Drogender TCMum eine schnellere und bessere Wirksamkeit zu erzielen. So wurden unter
anderem in Rezepturen zur oralen und topisché&pplikation Corticoide [24], [25],
Schmerzmittewie Phenylbutazon un®iclofenac[26] und Ephedrin[27] gefunden was zu
ChushingSyndrom und starken Psychosen fihrte. Das Zentrallaboratorium Deutscher
Apotheker stellte neben den schon angedeuteten Verunreinigungen zudem eine
Kontaminationmit AflatoxinB1 bei Biotae semerBiota orientalis Cupressaceadgst [28].
Ahnliche Funde wurden in der TGMlinik in Bad Kotzting fiir die fetthaltige Samendroge

gemacht[29]. Aflatoxinesind in der Praxis flur andere Drogen eher selten aufzufinden, seit
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der Aflatoxn VerbotsV2000 [30] mussjedoch gde Droge darauf getestaind bei einem

positiven Fund aus dem Verkehr gezogesrden.

1.2.4 Toxikologie

Im Gegensatz zuwestlichen Medizin werden in der TCM aucleiftstoffe enthaltende
Pflanzenzur Therapie verwendetAllerdings werden diesenicht als Einzeldrogeohne
vorherige Behandlung(Processing)oder nur als abgekochte wassrige Zubereitusy
(Dekokt) verabreicht. Um die therapeutische Gesamtwkung sowie mdgliche
Nebenwirkungen zu beurteilen, werdemCMDrogen in Klasseeingeteilt und mit anderen
Drogenkombiniert[16]. Arzneien mitoiiberragendem Statuishaben eine gute Wirksamkeit
und wenig bis keine Nebenwirkunge®o gehort beispielsweigginseng radix et rhizoma zu
dieser Kasse und kanmedenkenlosiber einen langesn Zeitraum eingenommen werden.
Ephedrae herba gehort hingegemur zweiten Klasse mitmittelma3igem Statusd. h. die
Droge isteffektiv, zeigt jedoch auchoxischeNebenwirkungenEphedrae herbaollte somit
nicht Uber einen langeren Zeitraum und nur antarztlicher Uberwachungangewendet
werden. Zur dritten Gruppe mitdem niedrigsten Statusgehdort z.B. Aciti radix lderalis
praeparata (Fu Zi), die bei nicht ordnungsgeméfi3em Processing und prak#éschendung
mehr Nebenwirkung als therapeutischi&ffekte aufweist. Vertreter aus letzter Gruppe
werden wegenihrer therapeutischenSchliusselwirkundpei bestimmten Indikationen unter
strenger Kontrolle eingesetzt, haben allerdings in @@\ Praxiseinen hohen Stellenwert.
Da TCMDrogen meist nie einzelmerabreicht werden sondern TeikomplexerRezeptuen
sind, ist die Gesamttoxizitatoftmals schwer zu beurteilenEine traditionelle Rezeptur
gliedert sich in Kaiser und Minister, die fur die Hauptwirkung zustéandig sind sowie Assistent
und Bote, die die Nebenvkungen abschwéachesollen [31]. Ein Beispiel fur solch eine
a9y id3IA T dzyGyayRHikB m@dxd dieAddé@niiGehalt von Aconitin in Fu Zi durch eine

gesteigerteHydrolysewahrend des Processingerringert.

Im Rahmerder Giftigkeit von Materiaéén ausder TCM musswie in der westlichen Medizin,
zwischen akuter und chronischer Toxizitdt unterschiedenden [32]. Akute Toxizitat ist
konzentratiorsabhangig und kann einepharmakologischen Target zugeordnet werden, bei
chronischer Toxizitat jedoch zeigaeich die Symptome.T. erst nach Jahren und kénnen
haufig nicht mehr mit der verursachendefirzneidrogein Verbindung gebracht werden. Zu
den akut toxischen Drogen gehdmeben anderen Ephedrae herba wegen des hohen

Ephedrin und PseudoephedringehaltsAconiti radix aufgrund des Vorkommens an
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Diterpenalkaloiden (Aconitinund Xanthii frutus, welche erhebliche Mengen des stark
giftigen Diterpens Atractylosid enthalten. Im Gegensatz zu Ephedrae herba kdnnen Aconiti
radix und Xanthii fructus durch Processientgiftet werden, wobei die Toxizitat maf3geblich
von der Processingmethodend ausreichender Zeit der Abkochung (Dekoktierwatg)angt

[33].

AristolochiasaurehaltigePflanzen sind einin der Praxis vorkommende®eispiel fur
chronische Toxizitat. Die magjenen und kanzerogenen Alkaloide kommen in mindestens 30
Spezies der Familie der Aristolochiaceen in der Gattngfolochiaund Asarumvor [34]

und fahren durch die Bildung von DMWukkten zu Schadigung oder Mutation an

verschiedenerChromosomen35].

Die n einigen TCMDrogen vorhandene Pyrrolizidinalkaloide rufen ebenfallskute und
chronische Toxizitat hervotUnter den alkaloidhaltigen Asteraceen werdarChinaSene®-

und TussilageArten sowie verschiedene Boraginaceen und Fabaceen traditionell
angewendet[36]. Untersuchungerzu Senecionis scandentis herbaargn eine Vielzahl an
Pyrrolizidinalkaloider{37], obwohl der wassrigeExtraktder Droge von @/kg bei Ratten
keine akute Lebertoxizitat zeigtéAufgrund jungster Funde vordeutlichen Mengen an
Pyrrolizdinalkaloiden in einheimischenKrauterees und Arameidrogen [38], sollte dieses
Problemnicht auRer Acht gelassamd bei derimplementierungbekannter alkaloidhaltiger

TCMDrogen darauf Riicksicht genommen werden.

Problematisch sind ebenfallsVechselwirkingen von TCMNDrogen mit definierten
Arzneistoffen. Bei gleichzeitiger Einnahme aynthetischen Arzneimittel und TCBrogen
mit einem ahnlichen Wirkprofil kann es zu schweren Wechselwirkungen oder
synergistischen Effektehiommen[16]. Hierbeisollten Arzneidrogerwie Ephedrae herhalie
sympathomimetische Wirkung zeigenicht von Patienterangewendet werderdie unter
Hypertonie, Epilepsie oder Diabetes leiden, da die Dro@e die Wirkung vomgleichzeitig
verabreichtenBetablockern herabseten kann. Ginkgdolium (Yin Xing Ye)nd Salviae
miltiorrhizae radix Dan sheih werden verwendet um den Blutflussdes Korpes zu
verbessern Sie konnen Wechselwirkungen mit gerinnungsund thrombozyten
aggregationshemmenden Arzneimitteteigen[39]. Dariber hinaussollte bei Patienten mit
Bluthochdruck auf diuretisch wirkende TCM Arzneien wie Plantaginis semen verzichtet

beziehungsweisdie bestehende Medikation darauf abgestimmérden[16].
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1.3 Rechtliche Einordnung von TGBIrogen

Die rechtlicheZzuordrung von TCMDrogen variiert je nachnwendungsbereichSo kénnen
pflanzliche Materialien wie beispielsweise Gojibeeren, Kardamon oder Zimtrinde als
Lebensmittel in Verkehr gebracht werden, da slazu bestimmt sind dass sie in
veratbeitetem, teilweise vedrbeitetem oder unverarbeitetem Zustarebn Menschenals
Lebensmittel oder Gewiraufgenommen werderfArtikel 2 Verordnung (EG) Nr.178/2002
und unterliegen somit dem LebensmitieBedarfsgegenstandeind Futtermittelgesetzbuch
LFGB. Daruber hinaus sinetrakte chinesischeHeilpgflanzen wie zB. Perilla frutesceng.)
BRITT (TUIM® Ateria, Fa. Schwabe) als Nahrungserganzungsmitteutschlandm Handel.
2002 entschied das Niedersachsische Oberverwaltungsgericht, das€hana importierte
unbehandele oder nur grob vorbehandelte getrocknete Pflanzenteile, die in WM zu
Heilzwecken verwendet werden, als solche noch keine Arzneimittel iSd § 2 Algt€lldar
Diese Zweckbestimmung erhalten sie erst dann, wenn mehrere unterschiedliche
Pflanzenteile irder Apotheke aufgrund arztlicher Verordnung gezielt zusammengestellt und
vermischt werden [40]. In einem Statement von 2010 der Bayerischen
Landesapothekerkammer und des Bayerischen Staatsministeridim Umwelt und
Gesundheitwerden TCMDrogen und japasche Kampd<rauter nicht als Arzneimittel nach

8§ 2 Abs. 1 AMG eingestuft. Im Gegensatz dazu erfullenG@Nulate die Merkmale eines
Préasentationsarzneimittels und bediurfen bei Import aus einem NithLand einer
Einfuhrerlaubnis nach 8§ 72 AMG. Erst nddischen, Dekoktieren oder Abgabe von
Einzeldrogen handelt es sitdei TCM Rohdrogenm Arzneimitte] fir deren ldentitat und
Qualitat derabgebendeApotheker die volle Verantwortung tragt. Das bedeutet, falls ein
Prufzertifikat fur die Rohdroge vorhanderst [41], muss mindestens die Identitat
nachgewiesenwerden (8 6 ApBetrO). Kann die Identitdt nicht zweifelsfrei festgestellt
werden, was haufig bei TGMranulaten der Fall ist, dirfen diese als bedenkliches
Arzneimittel (8 5 AMG) nicht in den Verkehr gatitt werden. 2011 erarbeitet die
Arzneimittelinformationsstelle der Bayerischen Apothekerkammer in Wdurzburg eine
Ubersicht Uber stark wirksame T@Mogen sowie deren moglicheRisiken bei der
Anwendung [42]. Diese ist jedoch nicht rechtlich bindend, gifggdoch Auskunft tber
mogliche bedenkliche TGMrogen, deren Abgabe aufgrund toxischer Inhaltsstoffe oder

moglicher Verwechslungsgefaimit z. B. AristolochiaArten nicht erfolgen sollte.
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1.4 Anforderungen des Arzneibuches

Das Arzneibuch besteht laut 8§ 55V& aus dem Deutschen, Européischen und dem
Homoopatischen Arzneibuch uncbeinhaltet SAY S ao6S{F yyd ASYl OKG
anerkannter pharmazeutischer Regeln Uber die Qualitat, Prifung, Lagerung, Abgabe und
Bezeichnung von Arzneimitteln und den bei ihrer Hefsidty 3 @GSNBSYRSGSy { i
Arzneiblcher werden dabei einerseits in Deutschland von der Deutschen
Arzneibuchkommission und der Deutschen Homd&opatischen Arzneibuchkommission des
Bundesinstitutes fur Arzneimittel und MedizinproduktBfArM)in Bonn, andegrseits von

der Europaischen Arzneibuchkommission des Europarates in Stral3burg beschlossen. Sinn
und Zweck jedes Arzneibuches ist gsa RAS DSadzy RKSAG RSN . S@I
anerkannter, gemeinsamer Regeln zu fordern, die von den Verantwortlichen im
Gesundheitswesen und allen Personen, die sich mit der Qualitat der Arzneimittel befassen,

zu beachten und einzuhalten sind. Die Regeln missen von geeigneter Qualitat sein, um so
eine sichere Anwendung der Arzneimittel fir den Patienten zu gewahrl@isf4g].

Verbindlich ist das Arzneibuch somit fir alle, die Arzneimittel herstellen, prifen und in
Verkehr bringen, also Apothekempharmazeutische Grol3handler und pharmazeutische
Unternehmer (8 54 AMG). Die Qualitat eines Arzneimittels wird dabei im § 4 Abs.GRBM

. Sa0KI FFSYKSAGUZ aRAS yIFIOK LRSYGAGNGEZ DSKLF T (53
0A2f 23A380KSY 9A3ISYyaoOKIFIFTFiSy 2RSNJ RdzZNODK Rl &
bezeichnet und gilt fir chemisch definierte wie fur pflanzliche ArzneimiDad. Verfahren

zur Bestimmung der Qualitdt mussen dabei auf dem neusten Stand der Technik validiert und
dokumentiert werden (8 14 Abs. 3 und 4 AMV), da sie vom Anwender ohngsétzliche
Uberprifung tibernommen werden kénnen. In der ICH Guideline QR[4R]Lfinden sich

einheitiche Richtlinien zwalidierungn, die in Europa, Japan und den USA anerkannt
werden. Das Europaische Arzneibuch besitzt, aufgrund eines elbkemmens des
Europarates 1964 Gultigkeit in 38 europaischen Landerzu denen die 28 EU
Mitgliedslander, drei Lander der EU Freihalsgaone (EFTA) Islandprwegenund Schweiz

sowie Kroatien, Turkei, Mazedonien, Bosniégrzegowina, Serbien, Montenegro und die
Europaische Union zahlen. DarlUber hinaus gibt es 24 Beobachter, zu denen untemander

China, USA und die Weltgesundheitsorganisation WHO gehort, die asitemgen der

Kommissionteilnehmen koénnen [45]. Die zurzeit existierende lose Blattsammlung des
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Deutschen Arzneibuches erganzt somit Mienographien undviethoden des Européischen

Arzneibuches.

1.5 Implementierung von TCMDrogen in da Deutsche und Européaische
Arzneibuch

1997 befasste sich das Europaische Parlament erstmals mit dem Thema
olNichtkonventionelle Mediziy welchedie Traditionelle Chinesische Medizin, Homdopathie
und die Anthroposophische Medizirbeinhaltet Das Européische Parlameatlie3 die
Direktive A40075/97 [46] die besagt dass Arzneimittel aus Nichtkonventioneller Medizin in
das Européaische Arzneibuch aufgenommen werkiénnen Bisdahin gat bezugnehmend

auf 8§ 6 ApRtrO die Monographien der aktuellen englischen Ubersetzung des Chinesischen
Arzneibuchs, da kein@ CM Monographie im Europaischen oder Deutschen Arzneibuch
enthalten waen. In der achtenrAusgabe des ChP v@005, sowie in der neuntemon 2010

sind wesentlche Teile von Monographiemungenautbersetzt. Edehlen z.T. verwendete
Chemikalien(Referenzsubstanzen), die Europa nicherhaltlich sind Daraufhin fasste die
Deutsche Arzneibuchkommission 2005 einen Beschluss zur nationalen Erarbeitung von TCM
Monogaphien fur das DABsowie die EuropaischeArzneibuchkmmission 2008 die
Organisation einer TCMrbeitsgruppe um die Qualitdt von TCMrogennach den Regeln

des PhEursicherzustellen. Prioritat erhielten TCMogen mit existierender Monographie

im ChP2005 und bekannten Toxizitdétsoder Qualitatsproblemen, dien der Folgevon
Experten der TCM Arbeitsgruppe in StralRburg sowie der Arzneibuchkommission in
Deutschland bearbeitetvurden[47]. Die neuerPh.Eur und DAB/onographien wurderzu
Beginn auf Basis dr ChP2005 spéater auch ChP010 Vorschriften evaluiert und den
europaischen Rahmenrichtlinien angepasst (EDQM, Technical Guid&uide for the

elaboration of monographs on herbal drugs and herbal drug preparafsiijs

Tabelle2: Bereits imDeutschenArzneibuch2012 implementierte Monographien von TCMDrogen

Deutscher Monographietite Lateinischer Monographietitel

Chinesisches Mutterkraut Leonuri herba

Goldfadenwurzelstock Coptidis rhizoma

Forsythienfriichte Forsythiae fructus
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Im Deutschen Arzneibuci2012 (Tabelle 2) finden sich derzeit drei TGHMrogen
Monographien, Goldfadenwurzelstock (Coptidis rhizoma), Forsythienfriichte (Forsythiae
fructus) und Chinesisches Mutterkraut (Leonuri herba) wohingetfeEmMCMMonographian

in Europdischen Arzneibuch & finden sind Tabelle3). Interessanterweise sind 39 davon

pflanzlicher Herkunftnur eine Droge Poria bezeichnete den Fruchtkorges PilzedPoria

COCUS(SCHW) WOLF

Tabelle3: Bereits im Europaischen Arzneibu8hl implementierte Monographien von TCANDrogen

Englischer Monographietitel

Lateinischer Monographietitel

Acanthopanax bark

Acanthopanacis gracilistyli cortex

Angelica dabhirica root

Angelicg dahuricae radix

Angelica pubescens root

Angelicae pubescentis radix

Angelica sinensis root

Angelicae sinensis radix

Astraglus mongolicus root

Astragali mangholici radix

Atractylodes lancea rhizome

Atractylodis lanceae rhizoma

Atractylodes rhizomealgehead

Atractylodis macrocephalae rhizoma

Baical skullcap root

Scutellariae baicaliensis radix

Belamcanda chinensis rhizome

Belamcanda chinensis rhizoma

Bistort rhizome

Bistotae rhizoma

Clematis armandii stem

Clematis armandii caulis

Coix seed

Coics semen

Common selfheal fruispike

Prunellae spica

Drynaria rhizome

Drynariae rhizoma

Eclipta herb

Ecliptae herba

Ephedra herb

Ephedrea herba

Eucommia bark

Eucommia cortex

Fleeceflower root

Polygoni multiflori radix

Fourstamen stephania root

Stephaniae tetrandrae radix

Fraxinus rhynchophylla bark

Fraxinus rhynchophylla cortex

Ginkgo leaf Ginkgonis folium
Ginseng Ginseng radix

Isatis root Isatidis radix

Knotgrass Polygoni avicularis herba

Kudzuvine root

Puerariae lobatae radix

Long Pepper

Pipeis longi fructus

Magnolia officinalis bark

Magnoliae officinalis cortex

Magnolia officinalis flower

Magnoliae officinalis flos

Mandarin epicarp and mesocarp

Citri reticulatae epicarpium et @socarpium

Notoginsengoot

Notoginseng radix

Orientvine sten

Sinomenii caulis

Pepper

Piperis fructus

Poria

Poria

Safflower flower

Carthami flos

Salvia miltiorrhiza root and rhizom

Salviae miltiorrhizae radix et rhizoma

Sanguisorba root

Sanguisorbae radix

Schisandra fruit

Schisandrae chinensis fructus
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Sophaa flower Sophorae japonicae flos

Sophora flowetbud Sophorae japonicae flos immaturus
Thomson kudzuvine root Puerariae thomsonii radix
Amormum fruit Amomi fructus

Dioscorea oppositifolia rhizome | Dioscorea oppositifolia rhizome
Round amomum fruit Amomirotundus fructus

Bei den drei bereits im DAB ZDimplementierten TCMDrogen ist in derjeweiligen
Monographie neben dem deutschen und dem lateinischen Namen aliehPinyin
Bezeichnungdie phonetische Umschrift des chinesischen Namens der Drogendenfi
Durch das Fehlen des Pinyimsd Sinogramsn den PhEur Monographien sind die TEM
Monographen nicht als solche zu erkennen, was die genaue Identifizierung der Droge

erschwert undzu Rechhaufig kritisiert wird.

Die Definitioren der TCMDrogen unterscheidersichbeziiglichHerkunftund der Angabe des
Minimalgehaltsvon Markersubstangeny® C2 Nl dzf A SNXzy3Sy 6AS aRNARSR
in China Uubliche Praxis der Wildsammlung und anschlieBende Trocknung meist am
WegesrandBezug nimmtentspricht nicht denin Europa tblich Standards (GACund ist

somit in den deutschen/europaischen Vorschriften niahtgefihrt.

Die Identitatsfeststellung verlauft im ChBnd im DAB Uber eine makroskopische
Beschreibung der Drogédldentitat A) und mikroskopische déschreibung des Pulvers
(Identitat B) wobei im ChP zusatzlich Aufsicht, Quaeter Langsschnitte durdtie jeweiligen
Pflanzenogane beschrieben sind. Die dunnschichtchromatographisdétientifizierung
(Identitat C)erfolgt im ChR2010auf DG im DABund m Ph.Eurauf DCund HPTL®Iatten
unter Angabe einer tabellarischen Beschrailmg des erhaltenen Chromatogransm

(Fingerprintjund eing bildlichen Darstellung im Appendi®AB)

Zur Reinheitsuntersuchung von pflanzlichen Drogen wird im20kBund im DAB2012 der
Trocknungsverlust, die Aschebestimmung urddlls erforderlich, die Salzsaureunlosliche
Asche oder Sulfataschestimmung sowiagler Test auf fremde Bestandteile durchgefihrt. In
den ChR2010Monographien wirdin der Regehoch ein Test auf extrahibare Substanzen

angeschlossen.
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Im ChP2010 und im DAB2012 wird zur Gehaltsbestimmungn der RegeHPLC mit UV

Detektion verwendet.

Zusatzlich werden in den Monographien des @BFP0 Angaben zum Processing, der

Wirkweise sowie der Indikation und der Lageg der TCMDrogen aufgefiihrt.

Der direkteTransfer einer chinesischen Monographie ins Deutsche/ Europaische Arzneibuch
ist demnach aufgrund des unterschiedlichen Aufbaiiser Monographienicht madglich
(Tabelled).
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Tabelle4: Unterschiede in den Monographien von pflanzlichen Drogen im @AP0 undDAB2012

Chinesisches Arzneibuch 20&nhgl. Edition

Deutsches Arzneibuch 2012

Titel

Lt. Name

Sinogramm, Pinyin

Titel

Dt. Name

Lt. Name

Engl. Name (Pinyin ei TCMDrogen)
Herkunft Definition
StammpflanzeFamilie Stammpflanze

Verwendeter Pflanzenteil, Erntezeitpunkt

Trocknung, Vorbehandlung (Slicing)

Beschaffenheit der Droge

Beschreibung

Makroskopische Beschreibung der Droge

Verwendeter Pflanzenteil, Erntezeitpunkt

Beschaffenheit der Droge

Minimalgehalt deMarkersubstanzen)

Identitat

1) Mikroskopische Beschreibung der pulverisierten Droge oder

einzelner Organe (Aufsicht, Languerschnitt)

2) Dinnschichtchromatographi®¢)

3) Nasschemische Verfahren

Identitat

A) Makroskopische Beschreibung der Droge

B) Mikroskopische Beschreibung der pulverisierten Droge

O Dunnschichtchromatographie @HPLTC) mBeschreibung des
Chromatogramms in TabellenforngFingerprintjund als Bild im

Appendix

Fremde Bestandteile

Trocknungsverlust

Asche/ Salzsaureunldsliche Asche

Extrahierbare Stoffe

Prufung auReinheit
Fremde Bestandteile
Trocknungsverlust

Asche, Salzsaureunldsliche Asche, Sulfatasche

Gehaltsbestimmung

Gehaltsbestimmung

Processing

Lagerung

Egenschaften und Geschmack

Meridianbeeinflussung

Wirkung

Indikation

Anwendung und Dosierung

Lagerung
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2 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war egflanzliches Drogenmaterial aus der Traditionellen
Chinesischen Medizinualitativ und quantitatv zu urtersuchen. Anhand der gewonnenen
Ergebnissesollten Monographieentwife fur das DABentwickelt werden Die drei
bearbeiteten Drogen, Artemisiae scopariae herbapd&hnikoviae divaricatae radix und
Siegesbeckiae herba wurderon der Deutschen Arzrmichkommissionaufgrund ihres
haufigen Gebrauchs, bekannter Qualitdtsprobleme oder schon vorhandener Monographien
in Ph.Eur von verwandten Speciegur Uberprifung ausgewdhlt. Die eraiteten
Monographievorschlage wden in erster Liniefir das DAB erstikl und kénnen nach
Evaluierung in das PEur implementiertwerden Ausgangspunkt fur die Analysen der drei
Pflanzernwarendie existierenden Monographien der englischen Ausgabe de@d8’und
2010, der HKCMMS Vol. 3 und 6 (Vorschlag), die erarbeitebeamatographischen
Fingerprintanalysen von Wagner et @8] sowieexistierendeMonographien fur verwandte
Spers oder ahnliche Markersubstanzen im Ehkr2012. Untersucht wurden dabei
mindesten 5 Drogenmuster unterschiedlicher Importeure soviRister aws einem
deutschen Pilotprojekt der Bayerischen Landesanstalt fimndwirtschaft[49]. Bei den
Punkten odentitatd ¢ dzMdrt&s/ makroskopischer und mikroskopischer Beschreibung
sowie durch Dunnschichtchromatographiadie aktuellen Monographien des CRBB10
evaluiert und hinsichtlich europaischer Standardgtimiert [50]. Dasselbe galt fur
oReinheitsuntersuchungeénund die oGehaltsbestimmungein der Markersubstanzenbei
denen einerseitsbestehende HPL@Viethoden verbessert und andererseits alternative
Testmehoden auf ihre Durchflhrbarkeit Gberprift wurdemie Prifung auf Identitat C
(Dunnschichtchromatographie) wurde niiCund HPTL®Iatten entwickelt und hinsichtlich
Stabilitat, Spezifitat, Prazision und Robustheit validierh moéglicheVerfalschungen ode
Verwechslungerdes Drogenmaterialgu erkennen[51]. Als Grundlage der Validierung der
Gehaltsbestimmungen galt die ICH Guidel@2[44], die die Parameter Stabilitat, Prazision,
Spezifitat, Linearitdt, Robustheit, Wiededung sowie die Nachweis und die
Bestimmungsgrenze beinhaltetDartberhinaus wurdedas Drogenmaterial ausden
verschiedenengeographischen Herkinften untersucht, verglichen und bei Unterschieden

des Inhaltsstoffspektrusevaluiert.
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3 Material und Methoden

3.1 Verwendete Chemikalien

Acebn, p.a.

Acetonitril, HPLC rein/ p.a.
Ameisensaure 9800%, p.a.
Blei(ll)acetat, p.a.
Butylacetat, p.a.

Chloroform, p.a.

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Dichlormethan, stabilisit mit Amylen, p.a. Acros Organics, USA
Diphenylboryloxyethylanin, p.a. Fluka/SIGMAALDRICH, USA
Essigsaure 99%, p.a. Merck, Darmstadt

Ethylacetat, p.a. Acros Organics, USA
Ethylmethylketon, p.a. Merck, Darmstadt

Hexan, p.a. Acros Organics, USA

Macrogol 400, p.a.
Magnesiumchlorid, p.a.
Methanol, HPLC rein/ p.a.
Methanotd,, 99,8%
4-Methoxybenzaldehyd, p.a.

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Deutero GmbH, Kastellaun

Merck, Darmstadt

Petrolether 6680%, p.a. Merck, Darmstadt

ortho-Phosphorsaure 85%, p.a. Merck, Darmstadt
Salzsaure rauchend, 36% Merck, Darmstadt
Schwefelséure, 987%, p.a. Merck, Darmstadt

Toluol, p.a. Acros Organics, USA
Vanillin, p.a. Carl Roth, Karlsruhe
Wasser, entionisiert Universitat Regensburg

p-Xylol, p.a. Merck, Darmstadt



3.2 Verwendete Refeenzsubstanzen

Substanz, Reinheit
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Anbieter

Chlorogensaure, 96%
Artemisiae

Phytolab, Vestenbergsgreutt

Rutin, D@ein

Carl Roth, Karlsruhe

scopariae herba
Scoparon, Dein

Uni Regensburg

Cimifugin, D@ein

Phytolab, Vestenbergsgreutt

4'-0-b-D -Glucosys-O-methylvisanminol, 96%

Phytolab, Vestenbergsgreutt

Sapahnikoviae 5-O-Methylvisamminol, DCrein

Phytolab, Vestenbergsgreutt

divaricatae Orientin, D@ein

Phytolab, Vestenbergsgréu

radix PrimO-glucosylcimifugiri, 90%

Phytolab, Vestenbergsgreutt

PrimO-glucosylcimifugir2, 98%

Cfm Oscar Tropitzsch,

Marktredwitz

Siegesbeckiae Kireno| 100%

Phytolab, Vestenbergsgreutt

herba I -Sitosterol, D@ein

3.3 Verwendete Materialien

Phytolab, Vestenbergsgreutt

DC-Aluminium Platten Kieselgel 6Q5520x 20cm

Merck, Darmstadt

DNAPolymerase

Promega, Mannheim

Faltenfilter

Sartorius Stedim, Gottingen

HPTLC Platten Kieselgel 6§ E0x10/20 x10cm

Merck, Darmstadt

HPLESaulen:

Purosphee STAR RE8e (5um),
LiChroCART RT280

Nucloesil 5um Sl, 25« 4,6 5um
Vorséaule: LiChroCAR#®

Merck, Darmstadt

Phenomenex, Aschaffenburg

Merck, Darmsadt

Kieselgel zur Saulenchromatographie 60

(0,0620,2mm)

Merck, Darmstadt

pGEMT

Promega, Mannheim

Primer

Operon,Ebersberg

PSP® Spin Stool DNA Kit

Stratec, Berlin

t dzNB , A St RiniprépfSysteny A R

Operon,Ebersberg

QIAquick Gel Extraction Kit

Qiagen, Hilden

Spritzenvorsatzfilter0,4pum

WICOM, Heppenheim
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3.4 Verwendetes Drogenmaterial

3.4.1 Artemisiae scopariae herba

Tabelle5: Verwendetes Drogenmaterial an Artemisiae scopariae herba

Bezeichnung/Stammpflanze Anbieter

Artemisiaescopariae herba Arobemed

Artemisia capillari§HUNB CAMAG
Artemisia scopari®VALDSTETKIT CAMAG

Artemisia capillari§HUNB Chinamedica

Artemisia capillari§HUNB Chengdu, Ernte 200®lantasia
Artemisia scopari®VALDSTETKIT TCM Apotheke illangzhou
Artemisia scopari®VALDSTETKIT UniversitatHarbin

Artemisia capillari§HUNB HerbasinicaProvinz Hunan
Artemisia scopari®VALDSTETKIT Bay. Landesanstalt fur Landwirtsch@ffL)

LfL11-BLBP 01, Praxisanbau Franken, Anbau 2009, Ertierbst

LfL12- BLBP 01, Versuchsanbau Baumannshof Ingolstadt, Anbau 2009, 1. Schnitt

LfL 13 BLBP 01, Versuchsanbau Baumannshof Ingolstadt, Anbau 2009, 2. Schnitt

LfL 14 BLBP 01, Versuchsanbau Saatzucht Steinach Straubing, Anbau 2009, 1.+2. Schnitt

LfL 15 BLBP 01, Versuchsanbau Baumannshof Ingolstadt, Anbau 2009, 2. Schnitt

LfL 16- BLBP 01, Versuchsanbau Baumannshof Ingolstadt, Anbau 2009, 2. Schnitt

LfL 17 BLBP 01, Versuchsanbau Baumannshof Ingolstadt, Anbau 2009, 2. Schnitt

LfL 18 BLBM3, Versuchsanbau Baumannshof Ingolstadt, Anbau 2009, 2. Schnitt

LfL 19 BLBP 02, Versuchsanbau Baumannshof Ingolstadt, Anbau 2009, 2. Schnitt

LfL 20- BLBP 03, Versuchsanbau Baumannshof Ingolstadt, Anbau 2009, 1. Schnitt

LfL 21- BLBP 02, VersuchsanbBaumannshof Ingolstadt, Anbau 2009, 1. Schnitt

LfL 30- BLBP 01, Praxisanbau Franken, Anbau 2011, 1. Schnitt

LfL 31- BLBP 01, Versuchsanbau Baumannshof Ingolstadt, Anbau 2011, 1. Schnitt

LfL 32 BLBP 02, Versuchsanbau Baumannshof Ingolstadt, Afilddy 2. Schnitt

LfL 33 Synl EH7, Versuchsanbau Baumannshof Ingolstadt, Anbau 2011, 1. Schnitt

LfL 34 Synl Cd4, Versuchsanbau Baumannshof Ingolstadt, Anbau 2011, 1. Schnitt

LfL 122 BLBP 01, Versuchsanbau Baumannshof Ingolstadt, Anbau 2011, & Schni

LfL 123 BLBP 02, Versuchsanbau Baumannshof Ingolstadt, Anbau 2011, 2. Schnitt

LfL 124 BLBP 01, Versuchsanbau Baumannshof Ingolstadt, Anbau 2011, 3. Schnitt

LfL 125 BLBP 02, Versuchsanbau Baumannshof Ingolstadt, Anbau 2011, 3. Schnitt

Artemisige scopare herba Lian
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Artemisiae scopariae herba Pharmachin
Artemisiae scopariae herba Phytax

Artemisia capillari§HUNB Shanghai, Ernte 200Plantasia
Artemisia capillari§HUNB Shanghai, Ernte 200Blantasia
Artemisia capillari§HUNB Yorg Quan

3.4.2 Saposhnikoviae radix

Tabelle6: Verwendetes Drogenmaterial an Saposhnikoviae divaricatae radix

Bezeichnung/Stammpflanze Anbieter
Saposhnikovia divarica{@uRC2) SCHISCHK Arobemed
Saposhnikovia divarica{@uRC2) SCHISCHK TCM Apotheke iBaicheng
Saposhnikovia divarica{@uRC2) SCHISCHK Caelo
Saposhnikovia divarica{@uRC2) SCHISCHK Chinamedica
Saposhnikovia divarica{@uRC2) SCHISCHK Herbasinica
Saposhnikovia divarica{@uRC2) SCHISCHK Bay. Landesanstdifir Landwirtschaf(LfL)

LfL 10- Anbau 2006

LfL 11- BLBP 03, Praxisanbau Franken, Anbau 2010, Ernte 2010

LfL101- Anbau 2011

LfL102- Anbau 2011

LfL103- Anbau 2011

LfL104- Anbau 2011

LfL105- Anbau 2011

LfL106- Anbau 201x Nachkémmlinggon 102

LfL107- Anbau 20106 Nachkémmling von 101

LfL108- Anbau 20106 Nachkémmling von 102

LfL109- Anbau 201% Nachkémmling von 103

LfL110- Anbau 20106 Nachkémmling von 102

Saposhnikovia divarica{@URCZ SCHISCHK Sinophyto
Saposhnikowi divaricata(TURCZ SCHISCHK 20110, Import aus Chin&Jantasia
Saposhnikovia divarica{@URCZ SCHISCHK 740110, Import aus ChinRJantasia
Saposhnikovia divarica{@URCZ SCHISCHK 810110, Import aus ChinRJantasia
Saposhnikovia divarica{@URCZ SCHISCHK 910110, Import aus ChinRJantasia
Saposhnikovia divarica{@URCZ SCHISCHK 120110, Import aus ChinRJantasia
Carum carvi. (Wurzel) Botanischer Garten, Regensburg
Daucus carota. (Wurzel) Botanischer Garten, Regensburg
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SeselmaireiH. wWoOLFEWurzel)

Mei Wang, China

3.4.3 Siegesbeckiae herba

Tabelle7: Verwendetes Drogenmaterial an Siegesbeckiae herba

Bezeichnung/Stammpflanze

Anbieter

Siegesbeckiae herba

Arobemed

Siegesbeckiae herba

9097260560, CAMAG

Segesbeckiae herba

780560, CAMAG

Siegesbeckiae herba

950560, CAMAG

Siegesbeckiae herba

Chinamedica

Siegesbeckiae herb&ranulat

Taiwan, Import Uber Complemedis

Siegesbeckiae herb&ranulat

Herbasinica

Siegesbeckia pubescensKkINO

Herbasinica

Siegsbeckia pubescensAKINO

Bay. Landesanstalt flir Landwirtschaft, 2011

Siegesbeckiae herba

Pharmachina, Provinz Henan

Siegesbeckiae herba

Phytax

SiegesbeckiarientalisL

Sinophyto, Provinz Henan

Siegesbeckiae herba

770560, Import aus ChinRJantasia

Siegesbeckiae herba

909-7-260560, Import aus ChinRlantasia

Siegesbeckiae herba

950560, Import aus ChinRJantasia

Siegesbeckiae herba

780560, Import aus ChinRJantasia

Siegesbeckia orientalis

Import aus Vietnam

Siegesbeckiae herba

Yong QuarsmbH

Siegesbeckia glabrescemskiNO

Xirmin City,ProvinzLiaoning

Siegesbeckia orientalis

Xirmin Gty, Provinz Liaoning

Siegesbeckia pubescenskINO

Xirmin City, Provinz Liaoning

Siegesbeckia orientalis Wine-processed

Xirmin City, Provinz Liadng




3.5 Verwendete Gerate

Tabelle8: Verwendete Gerate

Material und Methodere3

Flachbodenkammer: 2020 cm

DC Heizplatte Thermoplatte S Desaga/Sahrstedt, Nimbrech
Fotodokumentation CabUVIS
Spot Liquid Chromatography Flash,
Sotware: Armen Glider Flash V2.3

Flash Armen, Saint Ave, Frankreich

Chromatographie

Saulenkartusche:
SVP D4®i60
Vorsaule:
Lichroprep RP180¢g

Merck, Darmstadt

HP 5890 Series I

Hewlett Peckard, Boblingen

GCFID

Agilent 6890N GC System Agilent, Boblingen
GCMS Agilent 5975GCMSD Agilent, Boblingen
Gefriertrocknung P 10 mit Pumpe PK8D lImvac, llmenau

Autosampler £2200

Pumpe 2130

Saulenofen 12350
HPLC VWR/Hitachi Darmstadt

Diode Array Detector-2455

Evaporating Light Scattering Detector 8

Software: EZChrom Elite software 3.1.7,

Auftragung Linomat 5

Entwicklung ADC2

Doppeltrogkammer:

10x10cm, 20x10cm, 20x 20cm
HPTLC CAMAG, Muttenz, Schweiz

Dokumentationseinheit Reprostar3

TLC Scanner 3

TLGMS Interface

Software: WinCATS 1.4.6

ThermoQuest Rnigan TSQ 7000 Varian, Darmstadt
Massenspektrometer | 6540 (UHD) Accuratelass QTOF LC/MS Agilent Technologies,

System

Boblingen

Mikroskopie

Mikroskop BX14

Olympus, Hamburg
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Objektmikrometer WF10xMicro
Polfilter UPot

Muffelofen Naberterm Naber, Lilienthal, Bremen
UM ZM1 Mihle Retsch, Haan
Miuhle
Yellowline A10, Mihle IKAWerke, Staufen
Avance 400
NMR Bruker, Ettlingen
Software: Topfin 2.1
PCR Thermocycler Biometra, Gottingen
Rotationsverdampfer | Laborota 4003ontrol Heidolph, Schwabach
Tauchgerat HPTLC Tauchgerat rkiammer Universitat Regensburg
Trockenschrank Memmert Memmert, Schwabach
Ultraschallbad VWR Ultrasonic cleaner VWR, Darmstadt

Analytische Waage Research 160 P _ _
Waagen Sartorius, Gottingen
Extend ED 2245

Wasseraufarbeitung | MembraPure MembraPure, Hennigsab

3.6 Verwendete Methoden

3.6.1 Makroskopische Beschreibung

Um die pflanzliche Drogen makroskopisch zibeschreibenwurden 100g von jeweils flinf
Drogenmusten auf einer weil3en Unterlage ausgebreitet und die einzelnen Bestandteile
analysiert Die Komponenten wurh nach Aussehen, Farbeangeund charakteristischen

Eigenschaften untersucht und mit der CarbUVIS Fotodokumetation fotografiert.

3.6.2 Mikroskopische Beschreibung
Die Durchfiihrung der Mikroskopischen Beschreibdeg Drogenpulversrfolgte nach Ph.

Eur 7.0/28.23[52]

Die Droge wurde pulverisiergesiebt (Sieb mit 355 oder 5@Mn Maschenweite [53]) und
mit Chloralhydrat6sung R aufgehellt. AlharakteristischerMerkmale, die im Mikroskop
BX14 sichtbar waren, wurden beschrieben und mit Hilfe des Objeldmiters
WF10xMicrovermessen. Zur besseren ldentifizierung von verholzten Fragmenten wlerde
U-Pot Polfilter verwendet.Zur Dokumentation wurde die beschriebenen Strukturen

fotografiert.



Material und Methoderes

3.6.3 Dunnschichtchromatographie (DC und HPTLC)
Die Durchfuhrung der Dischichtchromatographie erfoéghach Ph. Eur 7.0/2.27 [54]

3.6.3.1 Durchfiihrung:

Die Losungen wurden mittels Linomat 5 auf B€Kieselgel 60 J&4 Aluminiumplatten oder

auf HPTLC Kieselgel 68/lasplatteraufgespriht und danach getrocknet. Die Entwicklung
erfolgte entweder in der automatischen &vicklungskammer ADC 2 (2A0cm) oder in
einer Doppeltrog bzw. Flachbodenkammefl@x 10cm, 20x 10cm, 20x 20 cm) mit 20min
Kammersattigung. Die FlielBmittelsysteme werden im Gliederungspunkt Methawten
Rahme derbearbeiteten PflanzeKsiehe4.2.1, 5.2.1und 6.2.1) mit Angabe der Laufstrecke
und der entsprechenden Detektion/Derivatisierung genannt. Dokumentiert wurden die

Chromatogramme bei der entsprechenden Wellenlange durch den Reprostar 2.
3.6.3.2 Derivatisierungsreagenzien
3.6.3.2.1 AcetanhydridSchwefelsaurereagenz

3.6.3.2.1.1 Herstellung

5 ml Acetanhydrid wurden mit Bl Schwefelsdue gemischt und zur0Ethanol gegeben.

3.6.3.2.1.2 Derivatisierung
Die Plate wurde bespriht und bei WeildliclftWR)ausgevertet. Danach 3nin bei 100°C

erhitzt und erneut bei Wei3licht ausgwertet.
3.6.3.2.2 Anisaldehydreagenz

3.6.3.2.2.1 Herstellung
0,5ml AnisaldehydR wurde mt 10ml Essigsdre 99% R 85ml Methanol R und 5ml

Schwefelsaur®in derangegebenen Reihenfolgmter Eiskihlungemischt

3.6.3.2.2.2 Derivatisierung
Die Plattewurde in dieL6sung fur5 s eingetauchtbzw. bespriht und anschlielZemdn auf

der Heizplatte bei 100C erwarmtDie Auswertung erfolgte bei 366n bzw. Weililich{WR)
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3.6.3.2.3 Naturstoff-/Macrogolreagenzach Neu

3.6.3.2.3.1 Herstellung
Tauchlosundpzw. Spruhlésung | (Natutsffreagenz)

0,59 bzw. 1,@ Diphenylboryloxyethyhain Rwurden in100 miMethanolRgel6st.
Tauchlésundpzw. Sprihlésung (Macrogolreagenz)
2,59 bzw. 5,@ Macrogol 40(Rwurden in 100ml MethanolRgeldst.

3.6.3.2.3.2 Derivatisierung

Taucherbzw. Sprihen

Die Platte wurde 5min lang auf 100°C erhitzt. Die noch warme Platteurde in
Tauchlosund getaucht bzw mit Spruhlosund bespriht, Imin bei 100 °C zwischen
getrocknetund anghlie3end in Tauchlosuriggetaucht bw. mit Sprihlésundl besprinht.

Die Auswertungprfolgte unter ultraviolettem Licht bei 366 1m.
3.6.3.2.4 Vanillimeagenz ChR010

3.6.3.2.4.1 Herstellung

2,59 VanillinRwurden in 50 ml Schwefelsaur&gelost.

3.6.3.2.4.2 Derivatisierung
Die Plattewurde bespruht, 3nin auf 100 °C erhitzt und bei Weil3licht ausgewertet.

3.6.4 Reinheitsbestimmunen

3.6.4.1 Bestimmung des Trocknungsverlustes
Die Bestimmungles Trocknungsverlustesfolgte nachPh. Eur 7.0/2.2.32 Trocknungsverlust
[55].

Zur Bstimmung des Trocknungswasteswurde ein Wageglas 12 bei 100105 °C getrocknet
und nach Abkuldn im Exskkator das genaue Gewicht bestimmt. 1,80des pulverisierten
und gesiebten (Sieb mit 33&w 500um Maschenweite) Drogenmatersivurde in das Glas
eingewogen und B bei 100105 °C im Trockenschrank getrocknet. Der Trocknungsverlust ist

der in Prozent angegebene Massenverlustrf).
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3.6.4.2 Bestimmung der Asche
Die Bestimmung der Asche erfaigtachPh. Eur 7.0/2.4.16Asche[56].

1,00g (bzw. 0,5@ bei Artemisiae scopariae herbdgr pulverisiertenund gesiebten (Sieb
mit 355 bzw. 500um Maschenweite) Drogen wurdeim einen,zuvor bei 600°C 2h lang

ausgegluhten Quarztiegel eingewogerund bei 60Gt25 °C im Muffelofen bis zur
Massenkonsistenz geglihAnschlieRend wurde der Tielgen Exsikkator erkalten gelassen

und ausgewogen.

3.6.4.3 Bestimmung der Salzsaureunldslichen Asche

Die Bestimmung der Salzsaureunltslichen Asche erfolgte rich Eur 7.0/2.8.1
Salzsaureunldslichische57].

Als Ausgangsmaterial zur Durchfihrung der Salzsalgsichen Asche wurde der
Ruckstand aus der Aschebestimmung verwendetm Ascherickstandurden 15ml HO
und 10ml Safksdure 36% hinzugegeben, I08in schwach zum Siedeerhitzt und filtriert.
Danachwurde der Bodensatz miH,O so lange gewaschen bis dastrat neutralwar. Nach
vorsichtigem Uberfiihren in eém Quarztiegel wurde dieser b6D0+25 °C im Muffelofen

bis zur Massenkonsistenz gegliht.
3.6.5 Gehaltshestimmungen

3.6.5.1 Gehaltshestimmung mit HPLC

Die Probewurde, wie in derflr 4.2.2 (Artemisiae scopariae herhd.2.2 (Saposhnikoviae
divaricatae radixund 6.2.2(Siegesbeckiae harbbgschriebeen Methode,eingewogen und
extrahiert 10pl (Saposhnikoviae divaricatae md Siegesbeckiae herba) bzw |25
(Artemisiae scopariae herba) d&estlosungn wurden in die HPLC (Elite Carom Merck
Hitach) injiziert chromatographiertund bei der beschriebenen Wellenlange ausgewertet
Zu Berechnung des Gehaltes an Markersubstander Probe wurde eine Kalibrierldsung

hergestellt, wie beschrieben verdinnt und chromatographiert.

3.6.5.2 Gehaltsbestimmungit HPTLC/Desitometrie

Die Probe wurde, wie in deunter 5.2.1 (Saposhnikoviae divaricataadix) oder 6.2.1
(Siegesbeckiae herba) beschriebenen Methode, eingewogen und extrahiert. Ferner wurde
eine Kalibrielbsung,wie in 5.7.2.4oder 6.7.2.4beschriebenhergestellt und verdinnt. Die

Testlésung und die Kalibrierstandards wumgdewie beschriebenauf die HPTL@latte
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aufgespriiht und chromatographiert Bei der Gehaltsbestimmung von Kirenol in
Saposhnikoviae divaatae radix wurde die Platte nach Entwicklung Anisaldehydreagenz
derivatisiert um die Signalintensitadt zu erhéhen. Dazu wardlie Platte mittels einer
Tauchkammer in die Derivatisierungslésung getaucht und daBawim auf 100°C erhitzt.

Zur Vermessog wurde die Platte in den TLC Scanner 3 Uberfuhrt und die Absorption der
Kalibrierstandards und der Testlosung bei der beschriebenen Wellenlange bestimmt. Durch
die Kalibrierfunktion, die fir jede Platte einzeln bestimmt wurde, konnte der Gehalt an

Markersubtanz in der Probe berechnet werden.

3.6.6 Genetische Untersuchung der verschiederetemisiaspec.Herkiinfte
Die Isolierung der DNA, Amplifizierung und Auswertd@egPCR Ergebnissairden von Frau
Annika Orland im Rahmen ihrer Dissertation am Bundesinsfifut Arzneimittel und

Medizinprodukte, Bonn durchgefihrt.

3.6.6.1 DNA Isolierung und Amplifizierung

Mit Hilfe eines PSP® Spin Stool DNA Kit wdideDNA nach Herstellerprotokoll aus 50 mg
des zuvor in einer Kugelmihle zerkleinerten Drogenmetriels isoliert. Fig d
Polymerasekettenreaktion (PCR) wurden universelle pflanzenspezifischelTS Primer
verwendet. Als Forwar@rimer wurde5' GAACCTGCGGAAGGATCATTG 3lsuReverse
Primer5' GCTTAAACTCAGCGGGTAGMev8hdet um die ITS1, 5.8 S rDNA und die ITS2
Sequenz @ amplifizieren.Die PCR wurde in 2B, bestehend ausPCR Puffer, 08 DNA
Templat, 0,5ul von jedem Primemund 0,25ul DNAPolymerase durchgefiihrt. Die DNA
Verlangerung erfolgte in einem Biometiidhermocycler mitvorangehender Denaturierung
bei 95°Cflr 2 min, gefolgt von 35 Zyklen je 30bei 94°C, 20s bei 60°C und 3& bei 72°C.

Am Ende wurde die Temperatur bei 72 fur 4min gehalten.

3.6.6.2 Probenaufarbeitung und Sequenzierung
Diese Probenaufarbeitung und Sequenzierung wurden @&TC Biotech AG qfstanz
Deutschlanyldurchgefinhrt.

Alle Produkte der Nukleotidsequenzierumklusive der entsalzten PCR Amplifikate wurden
mittels einesQIAquick Gel Extraction Kahtsprechenddem Herstellerprotokolls gewonnen
Da die Qualitat der erhaltenen Produkteiltveise nicht ausreichend war, wurden die
Amplifikate gebunden un® dzNO Kt dzNB | rhiSpreR Rystenin koinpeteReE. coli

XL1 bludgransformiert. Die transformierten Bakterienzellen wurdeauf LB Agar Ampicilkin



Material und Methoderr9

Platten Ubertragen und selektierte Kolonien wurden tGber Nacht beéiGRultiviert. Danach

wurde die PhsmidDNAnach Herstellerprotokoll isoliert.

3.6.6.3 Auswertung
Mit Hilfe einer BLAS{Bast Local Alignment Search Tool) Analyggden Regionen mit
hoher Ahnlichkeit zwischen den gewonnenen DEéquenzen und deNCBiDatenbank

(National Center for Biotechnolgghttp://www.ncbi.nlm.nih.goy) ermittelt.

3.6.7 Gaschromatographische Untersucheng

3.6.7.1 Gehaltsbestimmundes Atherischen Ols
Die Gehaltsbestimmung degtherischen Ok wurde nach Ph. Eur 7.0/28 [58]
durchgefuhrt.

Um die organische Phase (7@ p-Xylol) mitH,O zu sattigen wurde eine 30 minttige
Vordestillation durchgefiihrtbei derdie Geschwindigkeit von 2 bisnd pro mineingestellt
wurde. Jeweils 5@ der Artemisia scopariae herba und 2pder Saposhnikoviae vhricatae
radix Proben wurden mit der im Arzneibuch beschriebenen Wasserdampf
destillationspparatur, 3h destilliert. Nach 30min Abkuhlzeit wurde das Volumen der

organischen Phase abgelesen und der Gelradtherischem Oin ml/kg errechnet.

3.6.7.2 GGFIDUntersuchung

Das erhaltene atherischeOl wurde durchWasserdampfdestillation(3.6.7.]) gewonnen,
wobei p-Xyloldurch Hexan ersetzt wurd&lach Spulen der Destillationsapparatur wurde die
organische Rase mit Hexamzu 5,0ml verdunntund jeweils ul in die GGHP 5890 series)ll
injiziert. Zur gaschromatographischen Trennung wurei@ 30 m MacrogotSaule (Suglwax
10, Innendurchmesser 0,28m) und Helium als Tragergas verwendete Detektion erfolgte

mittels FID.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tabelle9: Parameter zur gaschromatographischen Trennwigy &dtherischen Olevon Artemisiae scopariae herba und
Saposhnikoviae divaricatae radix

Saposhnikoviae divaricatae

Parameter Artemisiae scopariae herba
radix[59]
Flussate 0,7ml/min 1,0ml/min
Injektortemperatur 250°C 250°C
Detektortemperatur 260°C 260°C

50°C fir 2min, dann 18C°C
60 °C fur 5min, dann 250C mit 10°C/min, 1min auf 180°C

Temperaturprogramm mit 4 °C/min, Ausglihen bei halten, dann 280C mit 6
250°C fur 7,5min °C/min, Ausglihen bei 28%C
fir 20min

3.6.7.3 GGMSiIdentifizierung

Die Arbeiten zuddentifizierung desitherischenOls wurdenin Zusammenarbeit mit dem

Department for Pharmacognosy an démnadolu Universitat, Eskisehir (Prof. Dr. Fatih

Demirci, Prof. Dr. Bettl Demirdijirkei durchgefihrt.

Das zur Identifizierung verwendetétherische Ol wurde wie unter 3.6.7.2 beschrieben,
gewonnen. Die Analyse wurde mit Helium als Tragergas8 il/min) und einer
Macrogolsiule Innowax+SC (6én x 0,25mm, 0,25um) durchgefuhrt. Der Split betrug 40:1.
Die Temperatur wurde wie if60] beschrieben fur 10nin auf 60°C gehalten, dann auf 220
°C mit 4 °Cimin erh6ht und diese Temperatuwdhrend 10min konstant gehalten.
Anschlie@nd wurde die Temperatur auf 240 °C erhéht (1 °Cinin), um die Saule
auszugluhen. Nach der chromatographischen Trennung wurden die Bestaraltelseits
mittels eines Agilent 5975 @@SD Systems identifiziednd parallel mit einem Agilent
6890N G&-ID $stem (Detektortemperatur: 300°C) die relative Flache bestimmtDie
Injektortemperaturbeim GGEMS betrug 250°C und @ Massenspektren wurden bei ¥
zwischen nz 35 bis 450untersucht. Die erhaltenen Spektren wurden miVerten
verschiedenemDatenbankenverglichen:Wiley GC/MQ.ibrary a 8 a CA Y RS NJ o
Library of Essential Oil Constituentém die Relativen Retentionsindizes (RRI berechnen

wurden nAlkaneals Referenzpunkte benutzt.

[ A6 NJ
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Tabelle10: Verwendete Proben zur GRS Identifizierungvon Artemisiee scopariae herba

Probe Einwaage [g] Volumen an Atherischem Ol [ml

Arobemed 24,79 <0,01
Chengdu 2009 29,88 <0,01
Harbin 25,80 <0,01

Herbasinica 31,08 0,02

LfL 14 25,70 0,01

LfL 15 23,87 0,03

LfL 16 31,61 0,04

LfL 17 30,97 0,02

LfL 18 26,19 0,02

LfL 19 30,36 0,02

LfL 20 25,78 0,01
LfL 21 28,94 <0,01
Lian 27,35 <0,01
Pharmachin 25,49 <0,01
Phytax 28,16 < 0,01
Shanghai 2001 24,53 < 0,01
Shanghai 2005 24,56 <0,01
Yong Quan 26,35 <0,01

3.6.8 TLGMSKopplung

Nad der chromatographische Trennung wurde die zu analysierendenBande ohne
Derivatisierung mittels deSLGEMS Interface direkt von der Plattdurch einenovalen
Elutionskopf (&2 mm) und einer HPLPumpe FElielmittel MeOH H,O 80:20+ 10 mM
Ammoniumformia} abgesaugt Das Masseapektrum wurde mit einemThermoQuest

Finnigan TSQ 70@APGMS) vermessen.
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3.6.9 Isolierung und ldentifizierung desharakterisischen Flavonoids aus Artemisgascopariae

herba aus deutschem Anbau

3.6.9.1 Extraktherstellung

946,69 Pflanzenmaterial aus deutschem Wau (Tabelle 11) wurden in eine
Erlenmeyrkolben eingewogen und mit 2|3MeOHfur 30min im Ultraschallbad extrahiert.
Das Filtrat wurde danach zur Trockene ettgmpft und nach Auswaage (5&#bei 4°C im

Kidhfraum gelagert.

Tabellel1: Verwendetes Pflanzenmaterial zur Extraktherstellung mit Einwaage

Probenbezeichnung Einwaage [g]
LfL 11 10,2
LfL 12 19,0
LfL 13 16,5
LfL 14 79,0
LfL 15 169,0
LfL 16 232,4
LfL 17 190,7
LfL 31 81,7
LfL 122 78,1
LfL 124 70,0

3.6.9.2Isolierung

2,169 des Extraktes wurden iMeOH gelost und mit4,30g Kieselgeb0 zur Trockene
eingedampft.Der Extrakwurde aufeine Flashsaulémanuell gepackt mit 99 Kieselgel 60
aufgebracht und 3®nin mit Ethylacetat, Aceton, H,O (6:1:0,3; obere Phase) bei eme
Flussratevon 30ml/min mittels Flashchromatographie aufgetrennDie Fraktiaen wurden

mit einem automatischn Fraktionssammler gesammelt, wolsdne Fraktior20 ml enthielt.

Zur Kontrolle wurden pl der jeweligen Fraktion auf eine © Kieselgel 60.& Platte

aufgetragen und 7Tm mit Ethylacetat AmeisensaureH,O (40:5:5) entwickelt. Nach
Derivatisierung mit Naturstoffreagen® wurde die zu isolierende Substanz bei~R,56

identifiziert und die Fraktionen 14-31 vereinigt. Die Ausbeute der Fraktion nach

Flaschchromatographieetrug nachGefriertrocknung 37,7éng.

Um die Fraktiorweiter aufzutrennenwurde eine weitere Saulenchromatographie naiém
gleichenFlieBmittel (Ethylacetat, AcetonH,O (6:1:0,3; obee Phasé) durchgefuhrt. Dazu
wurde die aus der Flashchromatographie gewonnene Frakiin®00ul des FlieRmittels

gelést und auf eine offenesule (=90 cm, @=2cm, gepackt mit 4@ Kieselgel 60
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aufgetragen. Die FlieRgeschwindigkeit wurde zuvorlghiml/min eingestellt. Bei Glas-I
wurden 10ml, 89 5ml und ab Glas 24 jeweilsn2 manuell gesammeltGlaser51-66
wurden nach D&Kontrolle vereinigt und gefriergetrocknet. Die Ausbeute der offenen
Saulenchromatographibetrug 6,45mg. Da in derSammelfaktion noch Chlorophyl(rot
fluoreszierende Bande bei 3@®n nahe der Fliel3mittelfrontgnthalten war wurde sie in
10 ml MeOH H,O1:1 geldst und dreimal mit 1@ CHG aufgeschiittelt. DisMeOH Wasser
Phase wurde eingedampft und gefrietgocknet. 5,0 mg der unbekannten Substanz

wurden isoliert.

3.6.9.3 NMRSpektroskopie

5,0mg des erhlienen Isolats wurde in ca. OrBl MeOH-d, gelést und a einemAvance 400
Spektrometemittels *H- und *GNMR vermessen. Die Signale wurdena@as Losungsmittel
bezogen, mitTopSpin 2.1 ausgewertet und mit Literaturdat¢®l], hinsichtlich Lage,
Multiplizitat und Kopplungskonstante (J), verglichen Desweitern wurde ein
zweidimensionalesH, 'H-NOESY Spektrumemessenum die genaueVerkniipfungsstelle

des Zuckerrestezsu ermiteln.

3.6.9.4 Massenspektrometrie

Das Massenspektrum des isolierten Flavonoids wurde in der Zentralen Analytik der der
Universitat Regensbungittels eines 6540 (UHD) Accurditass QTOF L@®1S Systems (ESI

MS) im Positivmodusrmittelt (HPLES&ule: Agilent ZORBAXlipse Plus C18 %@,1mm,

5um, FlieBmittel A:H,0+0,1% Ameisensaure, BRCN+0,1% AmeisensauyeFlul3rate:

0,6 ml/min, linearer Gradient: 5% B in 4nin).

3.6.10 Validierung dePriifung auf Identitamit Hilfe derDinnschichtchromatographie
Das Protokll zur Validierung der Prifung auf Identitdt mit Hilfe der

Dunnschichtchromatographie wurdech[51] erstellt.
3.6.10.1 Methodenbeschreibung

3.6.10.1.ITestlésung
Herstellung der zu verwendenden Testlosengnit Angabe der Menge an Droge, der

Extraktionsart und der Extrakinsdauer
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3.6.10.1.Referenzsubstanzlésungen
Herstellung derverwendeten Referenzlésungemit Angabe der Einwaage und des

Losungsmittels

3.6.10.1.Perivatisierungsreagenzien

Herstellung der verwendeten Derivatisierungsreagenzien

3.6.10.1.45tationdre Phase
Verwendetestationare Phaseind GrofRe deDQHPTLEPlatten

3.6.10.1.%Probenauftragung
Beschreibung des Auftragevolumens, Bandenbreite und Entfernung vom untereruRand
von den Seitenrandern der@HPTLPlatte

3.6.10.1.6T'emperatur und Luftfeuchtigkeit

Feuchtigkeitsund Temperaturdokumentation

3.6.10.1. Thromatogaphie

Beschreibung des verwendeten Kammertyps (Doppeltrogkammer oderelderkammer),
der Sattigung (mit/ohne Filterpapier, Zeitfles FlieBmittels mit Angabe der einzelnen
Komponenten in Volumenanteilen, der Entwicklungsstrecke ab der Auftragungszdraeun

Trocknungszeit (Kalbder Warmluft)

3.6.10.1.8erivatisierung

Verwendung der Derivatisierungsreagene

3.6.10.1.Dokumentation
Angabe der zu dokumentierenden Chromatogramme (vartaler Derivatisierung: bei

254nm, 366 nm oder Tageslicht)

3.6.10.1.10 Abbildungder Chromatograme
Bilder der Chromatogramme beden in 3.6.10.1.9 beschriebenen Wellenldangen mit

zugehoriger Bahnzuordnung

3.6.10.1.11 Auswertung der Ergebnisse
Vergleich der Testlosung mit den Referenzlésungen und Beschreibung degpfimgeler

Testlésung unter Angabe vop-Werten der Markersubstanzen
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3.6.10.2 Validierung
3.6.10.2.MMaterialien

3.6.10.2.1.1Chemikalien und Losungsmittel

Verwendete Chemikalien und Losemittel mit Angabe der Reinheit und des Herstellers

3.6.10.2.1.2Pflanzenproben

Verwendete Pflanzenproben mammpflanzemit Angabe des Anbieters

3.6.10.2.1.3Referenzstandards

Verwendete Referenzsulmizenmit Angabe der Reinheit und des Anbieters

3.6.10.2.1.4Platten

Verwendete Plattes mit Angalsker Grof3eund des Anbieters

3.6.10.2.1.5Gerate

Verwendete @rate mit Angabe des Herstellers

3.6.10.2.1.6Software

Verwendete Softwarenit Angabe des Herstellers
3.6.10.2.Stabilitat

3.6.10.2.2.1Stabilitat der Analyten wéahrend der Chromatographie

Eine authentische Probe wird wie unter Purk6.10.1beschrieben extrahierund [x] > {
werden punktférmig an deunteren Plattenecke einer 1010 cm Platte (10mm von jedem
Ende) appliziert Die Platte wird entwickelt und getrocknet wie unt@unkt 3.6.10.1.7
beschrieben. Nach der ersten EmtWlung wird die Platte um 90° nacbedreht und
nochmals wie unter Punk®.6.101.7 beschrieben mit frischem FlieBmittel entwickelt. Die
Platte wird derivatisier{wenn notwendigund dokumentiert wie unter Puni3.6.10.1.8und
3.6.10.1.9 beschrieben. Wenn alle sichtbaren Zonen auf der Diagonale, die den
Auftragepunkt und die zwei Flie@mittelfronten verbindet, liegen, ist die Probe wahrend der

Chromatographie stabil.
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3.6.10.2.2.2St@bilitat der Analyten in Losung und auf der Platte

Eine authentische Probe wird wie unter Purk6.10.1beschrieben extrahiertWie unter
Punkt 3.6.10.1.5 beschrieben, werden [¥}I dieser Losung | eine 10x10cm Platte
aufgetragen. Die Platte mit der aufgetragenen Loswumgl mit Alufolie umwickelt und die
Losung wird an einem kihlen Ort aufbewahNach & wird eine weitere Probe der
authentischen Drogenprobe extrahiert (wie unter Purk6.10.1beschrieben).2 weitere
Banden je [xjl von der frisch hergestellten Lésumgerdenauf die beiseite gestellte Platte
aufgetragenund eire vierte Bande mit[x] pl der vor 3h hergestellten Losung aufgetragen.
Die Platte wirdvie unter Punk3.6.10.1.7is3.6.10.1.%eschrieben behandelt.

Auftrageschema

(A) Probe, aufgetragent8vor der Chromatographie

(B) frische Probe

(C) frische Ribe

(D) Probe, 3 (in Lésung) vor der Chromatographie extrahiert

Der Test auf Stabilitat in Losung und auf der Platte wird akzeptiert, vegecim keine

signifikanten Uterschiede bezlglich der Bandenintensitéarbe und der RWerte ergeben.

3.6.10.2.2.3Stabilitdtder Ergebnisse

Eine authentische Probe wird wie untéunkt3.6.10.1beschrieben extrahiert undie unter

den Punkten 3.6.10.1.5 bis 3.6.10.1.8 beschrieben chromatographiert. Nach der
DokumentationentsprechendPunkt3.6.10.1.9wird die Plattel h beobachtet kweils nach

1, 5, 10, 15, 3060min wird ein Bild der Plattedokumeniert. Die Bilder werden optisch
verglichen. Der Test auf Stabilitdt der Ergebnisse wird akzeptiert, wenn sich keine
signifikanten Anderungen in Lage, Intensitat undbEader Banden innerhalb von 6@in

zeigen.
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3.6.10.2.F5pezifitat

3.6.10.2.3.1ldentifizierung von[x] Proben drch Vergleichvon authentischen Drogg@roben mit
Referenzsubstanzen
Eine Testlobsung wirdvie unter Punkt3.6.10.1 und de Referenzlésungenwie unter
3.6.10.1.2 beschrieben hergestellt Alle Losungen wden auf eine Platte aufgetragen,
chromatographiert und dokumentiert wie in den Punkte®6.10.1.5 bis 3.6.10.1.9
aufgefiihrt Die Ergebnisse der Chromatographie werden mit dBaten aus Punkt
3.6.10.1.10verglichen Der Test auf Identifizierung von [x] Proben durch Vergleich von
authentischen Drogenproben mit Referenzsubstanzen wird akaepitvenn die Banden der
Referenzsubstanzen mit denen im Fingerprint der Testldsung in Lage, Intensitat und Farbe

Ubereinstimmen.

3.6.10.2.3.2Detektion von Verfalschungen

Zur Ermittlung vonVerfalschungefVerwechslungenwird das Drogenmaterial wie unter
Punkt3.6.10.1beschriebenextrahiert Die Lésungen der authentischen Drogenproben und
die Referenzlésungwerden wie unter Punkt3.6.10.1.2 beschrieben hergestellt. Alle
Losungen werden wie unter PunBt6.10.1.5beschrieben auf eine Platte aufgetragen. Die
Chromatographie erfolgt wie unter Pungt6.10.1.7beschrieben, die Derivatisierung erfolgt
wie unter Punkt3.6.10.1.8beschrieben, die Dokumentation erfolgtach Punkt3.6.10.1.9
Die Ergebnisse der Chromatographie werden mit denen aus F6Kt0.1.10verglichen
Der Test auf Verfalschung wird akzept wenn sich der Fingerprint der
Verfalschung/Verwechslunigeziiglich Lage, Intensitat und Farfignifikant unterschiedlich

zum Fingerprint der authentischen Drogerhalt

3.6.10.2.ANiederholprazision

Mindestensdrei Proben der authentischen Drogeverden eirzelndreimal an einem Tagie

unter Punkt3.6.10.1beschridoen extrahiert. Auf drei 28 10 cm Platten werden jgx] pl der
Extrakte wie unter den Punken 3.6.10.1.5bis 3.6.10.1.9beschrieben aufgetragemnd
chromatographiert. Es wird dieselbe Kammer verwendet, aber mit frischem Fliel3mittel und
frischem Filterpapier. Die Ergebnisse innerhalb jeder Platte und von Plattati Werden
ausgewertet. Die Durchschnitig-Werte der Markersubstanzemwerden fur jede Bahn und

jede Platte bestimmtDer Test auf Wiederholprazision wird akzeptiert, wenn alle Banden der
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jeweiligen drei Platten in Lage, Intensitat und Farbe Ubereimem Die RWerte der

Markersubstanzen dirfen sich nicht mehr als 0,@pERheiten unterscheiden.

3.6.10.2.9_aborprazision

Das unterPunkt 3.6.10.2.4 beschriebene Experiment wirdn zwei weiteren Tagen mit
jeweils einerPlatte und frisch hergestellten Testlosungenederholt. Die DurchschnitiB-
Werte der Markersubstanzerwerden fir jede Bahn und jede Platte bestimmt und die
Abweichungen von Platte zu Platte werden ausgewelar Test auf Laborprazision wird
akzeptiert wenn alle Banden der jeweiligen drei Platten in Lage, Intensitdt und Farbe
Ubereinstimmen. Die RWerte der festgelegten Markersubstanzen durfen sich nicht mehr

als 0,06 REinheiten unterscheiden.
3.6.10.2.@Robustheit

3.6.10.2.6.1Kammertyp/ Plattentyp

Das Experimentwird wie unter Punkt 3.6.10.2.4 beschrieben mit authentischem
Drogenmaterial und den Referenzlésungiurchgefihrt. Eine Flachbodenkammer mit einer
Alu- DG Platte und eine Doppeltrogkammer werden verglich®er Test auf Robustheit
bezlglich aufKammer/Plattentypwird akzeptiert, wenn alle BandeBC und der HPTLC
Platte in Lage, Intensitat und Farbe Ubereinstimmen. DigNBrte der festgelegten

Markersubstanzen dirfen sich nicht mehr als 0,p&Rheiten unterscheiden.

3.6.10.2.6.2Entwicklungsdianz

Das Experiment wird wie unter Punk8.6.10.2.4 beschrieben mit authentischem
Drogenmaterial und den Referenzlésungen durchgetiibre Entwicklungsstrecke wird auf
[X] mm erniedrigt undoder auf [x] mm erhoht.Der Test wid akzeptiert, wenn alle Banden
DCund der HPTLC Platte in Lage, Intensitat und Farbe Ubereinstimmen=Dierte der

festgelegten Markersubstanzen dirfen sich nicht mehr als O rieiten unterscheiden.
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3.6.11 Validierungvon Gehaltsbestimmungn mit Hilfe der Flissigkeitehromatographie
Das Protokoll zur Validierung der Gehaltsbestimmung mit Hilfe der

Flussigkeitschromatographie wurde nd6i2], [44] erstellt.
3.6.11.1 Methodenbeschreibung

3.6.11.1.ITestlésung
Herstellung der zu verwendenden Testlosungen mit Angabe der &lemg Droge, der

Extraktionsart und der Extraktionsdauer

3.6.11.1.Referenzsubstanzldsungen
Herstellung der verwendeten Referenzlésungen mit Angabe der Einwaage und des

Ldsungsmittels

3.6.11.1.3tationare Phase
Verwendete stationare Phase mit Angabe der Saulenlange, Durchméssagrofie und

Vorsaule

3.6.11.1.4robernjektion
[x] m der Untersuchungslésungerund Kalibrierldsungen. Die Konzentrationen der

Kalibrierlosungen werden unter Punkt6.11.2.4.IMessbereich (Rang&stgelegt

3.6.11.1.8Chromatographie

Gerat: LaChrom Elite: DAD-2455, Autosampler-2200, Pumpe €130, Saulenofen-2350,
EZChrontlite (alle Instrumente von Merck Hitachyerwendetes FlieBmittelsystemi: H,O

[falls notwendig mit Zusatz], B: Organische Losungsmittel [falls notwendig mit Zusatz],

Gradient, Flussrate, Detektionswellenlange, Temperatur des Saulenofens

3.6.11.1.@okumentation

Chromatogramnbei UV[x] nm

3.6.11.1.7Abbildungdes Chromatogramms

Abbildung eines typischen Chromatogramms einer authentischen Droge

3.6.11.1.8uswertung des Ergebnisses

Zur Quantifizierug verwendeter Peak mit Angabe der Retentionszeit
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3.6.11.1.Methodeneignungstest

Auflésung des zquantifizierenden Peaks und devorherigen oder folgendem Peak
3.6.11.2 Validieung
3.6.11.2.Materialien

3.6.11.2.1.1Chemikalien und Losungsmittel
Verwendete Chemikalien mit Angabe des Herstelleid der Reinheit

3.6.11.2.1.2Pflanzenprobemnind Referenzen
Verwendete Pflanzenpram mit Angabe der Stammpflanzeind falls vorhandendes

Anbieters undder Referenzen mit Hersteller und Reinheit

3.6.11.2.1.3Gerate

Verwendete Gerate mit Angabe des Herstellers

3.6.11.2.1.4Software

Verwendete Sfiware mit Angabe der Version

3.6.11.2.2Stabilitat des Analyten in Lésung

Eine authentische Drogenprobe wird na8l6.11.1.1extrahiert und [xJul wie in 3.6.11.1.5
chromatographiert. Dieselbe Probe wird (ibeeinen Zeitraum vonmindestens &
kontinuierlich eingespritzt und die Peakflache der Markersubstanz bestimmt. Der Test auf

Stabilitat wird akzeptiert wenn die rdige Standardabweichung untefbliegt.

3.6.11.2.F5pezifitat

Eine authentische Drogenprobe wird na8l6.11.1.1extrahiert und k] pl wie in3.6.11.1.5
chromatographiert Die Auflosung und die Peaksymmetrmeurden nach Ph. Eur.@/ 2.2.46
[63] bestimmt Fur die Markersubstanz und dem vorherigerdutem darauffolgenden Peak
berechnet.Der Test auf Spezifitat wirakzeptiert, wenn die Auflésunigindestens 1,0 und

die Peaksymmetrie zwischen 0,8 und 1,2 liegt.
3.6.11.2.4&alibrierung

3.6.11.2.4.1Messbereich (Range)
Zur Quantifizierungder Markersubstanz in punbekannten Gkalts muss der Messbereich

festgelegt werdenDazu werden alle vorhandenen Probere inden Punken 3.6.11.1.1bis
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3.6.11.1.5chromatographiert. AuBerdem wdreine Referenzlésung bekannter Konzentration
nach 3.6.11.1.2hergestellt, verdinnt und ebenfalls wie beschrieben chromatographiert.
Unter der Annahme, dasslie Konzentation der Markersubstanz und degemessenen
Detektorsignal proporbnal sind, wird der Mittelwert des Signals aller vorhandenen Proben
errechnet und als Mittelpunkt der Kalibriergeraden definieAls Messbereich werden
Mitte £+50% (50-150%) festgesetzt. Es werden-75 Kalibrierlosungen wschiedener
Konzentrationen in @uidistantem Abstand hergestelltFalls eine Probenldosung nicht im

Messbereich liegt muss die Kalibrierung angepasst werden.

3.6.11.2.4.2Kalibriergerade

Aus den Vorversucha&perimenten unter Punkt 3.6.11.2.4.1 Vorversuch werdn die
Konzentrationen fir digx] Konzentrationen der Kalibriergerade berechnet und aus einer
Stammldsung dienabhangigerVerdinnungen fur die Losungen der Kalibriergerpaeeils
funfmal hergestellt. Die mmzelnen Konzentrationen werdenie unter Punkt3.6.11.1.4und

3.6.11.1.5chromatographiert und ausgewertet.

3.6.11.2.9 ineare Regression

Fur dieErstellung der Kalibriergeradeerden die gemessenen Werte in Abhangigkeit der
Konzentration @r Kalibrierlésung verwendeEs wird eine Gerade berechnet, bei der die
Summe aller Abweichungsquadrate der Messwerte iRichtung den niedrigsten Wert

annimmt. Diese Gerade wird durch folgende Gleichung beschrieben:

Formell

y=m*x+b

y abhéangige GrolRe, Messwert, z.B. Peakflache o. Peakhthe
X unabhangige Grol3e, Konzentration der Referenzsubstanz
m Steigung der Geraden

b Ordinatenabschnitt

Fur die Berechnung der Kalibriergerade werden die Parameter m und b mit folgenden

Glechungen berechnet:
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Formel2
) &3 i* .. X @
a (Xi*yi)' éa Y a —U
e N v
me (& %)
X.
e X.Z_ i
a X N

Der Wert im Zahler wird zusammengefasst ais\@ert:

Formel3

) 85y * § x 0
Qy=a (x*V)- g%a

Der Wert im Nenner wird zusammengefasst als\@ert:

Formel4

.2 @x)
= x2- =1
QXX a. 1 N
Fir die Berechnung der Quadratsummen wird der WeyteQtsprechend berechnet:

Formel5

e 2 (a. yi)2
ny =ay - N

Gleichung (1.4) wird vereinfacht zu:

Formel6
m= Qu
QXX

Der Ordinatenabschnitt b berechnet sich mit Gleichung

Formel7

Die Mittelwertegl und X sind die Arbeitsbereichsmittein Signal und Konzentrations

/M engenrichtung
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3.6.11.2.5.1Reststandardabweichung
Die Reststandardabweichung, gjibt die Anpassungsjzision der Ausgleichgerade an

Berechnet wird die Reststandardabweichugoé der Gleichug:

Formel10

\/a [Yi - (m* X; +b)]2

S =

Y N- 2

Yi = Signalwert (Absorptign

X; = KonzentrationgMengenwert

m = Steigung der Ausgleichsgeraden

3.6.11.2.5.2Verfahensstandardabweichung
Die Verfahrensstandardabweichung, srgibt sich ausReststandardabweichung, and der

Steigung m der Kalibriergeraden (Bimglichkeit E)

Formelll

S, = !
0 = —
< m

3.6.11.2.5.3Relative Verfahrensstandardaieichung

Die relative Verfahrensstandardabweichung v bezieht sich ausgehend von der

Verfahrensstandardabweichung auf die Mitte demzentrationsbereichg.
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Formel12

_5,*100%
X

VXO

3.6.11.2.8QuadratischeRegression

Fur die Berechnung der Kalibtkerve werden die gemessenen Werte in Abhangigkeit der
Konzentration/Menge der Kalibrierlosung verwendgts wird eingpolynomische Funktion
ermittelt, in dem der niedrigste Wert de8umme aller Abweichungsquadeader Messwerte

in ¥-Richtungbestimmt wird DieseFunktionwird durch folgende Gleichung beschrieben:

Formel13

y=n*x* +m* x+b

Formell4
. 2
. @x)
Qxx a Xi N
Formell5
" . ax*ay
Qxy = a. (Xl yi)_ (—)
N
Formell6
., BAX*AXQ
QXS - a. Xi - ée N 8
Formell7
é . 2\2 6
— 1 U4 ae(a X ) 0
QX4 =ax - & N o
C -
Formell8

o =n s 2

. aa_g yi*a X
Qe =a K y)- & a
¢

O:00

N



Material und Methodert5

Die Berechnung des Wertes n

Fomel 19

_ Qxy * QX3 - szy * Qxx
(QX3 )2 - Qxx * QX4

Die Berechnung des Wertes:m

Formel20

Qxy - n* st
QXX

Die Berechnungon h

Formel21

(a Y- m*Q X - n*é.xiz)
N

b=

3.6.11.2.6.1Reststandardabweiaing
Die Reststandardabweichung, gibt die Anpassungsprazision der Funktion Berechnet

wird die Reststandardabweichungnsit der Gleichug:

Formel22

_ é.YiZ'b*a Yi - m*é.(xi*yi)_ n*é(xiz*yi)
S = N- 3

3.6.11.2.6.2Verfahrensstandardabweichung

Die Empfindlichkeit bedhnet sich au§angentensteigung an die quadratische Funktion
Formel23

E=m+2%n*x

Die Verfahrensstandardabweichungwird mit Hilfe folgender Gleichung errechnet

Formel24

Sy

Svo :E
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3.6.11.2.6.3relative Verfahrensstandardabweichung V

Die relative VerfahrensstandardabweichungWwird durchnachFormell2berechnet.

3.6.11.2.6.4Anpassungstest nach Mandel
Falls sich bei deNerfahrensstandardabweichung fur die glratische Regression ein
kleinerer Wertals bei der linearen Regression ergsat, ist ein Anpassungstest nach Mandel

durchzufihren.

Nullhypothese Hy= Es zeigt sich kein&/arianzinhomogenitat bei Vergleich der
Reststandardabweichungen von quatisaher und linearer Regression. Der Unterschied der

Varianzen ist alspufalliger Natur (B 99%). Es liegt ein linearer Zusammenhang vor.
AlternativhypotheseH;: Es liegt ein quadratischer Zusammenhang vor.

Die Restvarianzdifferens? flr den Apassungstest nach Mandefrechnet sich wie folgt:

Formel25
Ds; = [(NL - 2)* SEL]' [(NQ - 3)* S§Q]

N Anzahl der Punkte der Kalibrung

L Reststandardabweichung dinearen Regression

Q Reststandardabweichung dquadratischerRegression

Die berechnete Restvarianzdifferens? mit der quadratischen RestvariarﬁiQ zu der

Prufgro3ePGfur einenFTest zusammengefasst:

Formel26
DSZ
PG=—>
S

yQ

Fur die Berechnung der Freitsgrade(f,/f, fir die FTabelle)stehen folgende Gleichungen

zur Verfugung:

Formel27

Df =(N, - 2)- (Ng - 3)
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fur n ‘€rgibt sich immer der Wert 1
Formel28
f, = Df
Formel29

f,=Ng- 3

Die PrufgroRe(PGQ muss fur die Annahme der Nullhypothes® kleiner sein als der

tabellierte Wert aus def~Tabelle sein.

Ist die NullhypotheseH, abzulehnen muss eine erneute Kalibrierung elgen! Die
Konzentrationen(Levels) der Standards werden halbiert, eine entsprechende Anpassung der
Probenkonzentrationen ist ebenfalls vorzunehmen. Diespréchenden Prifungen sind ab
Punkt 3.6.11.2.4.1MeRRbereich (Range¥ind mit verringerten Mengen/Konzentrationen

durchzufihren.

3.6.11.2.Kalibrierfunktion

Erstellen der Kalibrierfunktion und den berechneten Paramebeund m

3.6.11.2.8estimmtheitsmalf}?

Das Bestimmtheitsmaf? beschreibt die Gesamtstreuung der Regressionsgerade.

Formel30
2 T . - ~2
o & Ak-xr-y) 8
Ea -0 8- 08
r Korrelationskoeffizient
Xi Konzentrationswert

Vi Signalwert

y Mittelwert der Messpunkte

X Mittelwert der Konzentrationswerte
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3.6.11.2.9Niederholprazision

Beschreibung des Experiments:

Die Testlosungwird wie unter Punkt3.6.11.1.1 an einem Tag funfmal unabhangig
voneinander hergestelltund wie unter Punkt3.6.11.1.4 und 3.6.11.1.5 beschrieben
chromatographiert. Die Auswertung erfolghach Punkt 3.6.11.1.8 Der Test auf

Wiederholprazision wird akzeptiert, wenn der Variationskoeffizigaainker 5% liegt.

Formel31
v, =2
X
S Standardabweichung
X relativer Mittelwert der Konzentrationswerte

Vk Variatiorskoeffizient

3.6.11.2.10 Laborprazision

Die Testlosung wird an vier weiteren Tagen hintereinander wie unter P8rgkil.1.1
hergestellt und wie unter Punk?.6.11.1.4und 3.6.11.1.5beschrieben chromatographiert.
Die Auswertung erfolgt nach PunRt6.11.1.8 Der Test auf Laborprazision wird akzeptiert,

wenn der VariationskoeffizientMnter 5% liegt.

3.6.11.2.11 Probenauswertung
Mit den Kalibrierfunktionenwird die Konzentration delMarkersubstanzn denunbekannten
Probenberechnet. Die Kalibrierfunktionnter Punkt3.6.11.2.4.2vird nachx umgestellt und

die Konzentration wird berechnet.
Formel32

g-¥b
m

-

£ berechneteKonzentrationder Markersubstanz

-

¥ gemessenes Signaér Markersubstanz

Der prozentuale Gehalt détroben wird wie folgt berechnet
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Formel33

G[%]=% * KF
G[%] Gehaltder Markersubstanz in der Probe
KF  Korrekturfaktor

Berechnung von KF

Formel34

< Fmg/ ml] * [ Extraktiorsvolumelj mi] * 100
- 1000* Einwaagég]

3.6.11.2.12 Prognoseintervall

Der Gesamtfehleaus Kalibrierung und Messung deloBen wird statistisch bewertetDer

agl KNSd 2SNI RSNJ tNRo6oS (1lyy Rdz2NOKdaR&S aSa
Kalibrigung und die Messung mit Fehlern behaftet sind. Aus dem Fortpflanzungsgesetz
SNEAOG &aAOKX RIF&da RAS aglzweNygerbalagten$cgt, dieywie S D S N
folgt berechnet wird:

Formel35

Yuo = (M*Xx+b)° Sy*t*\/ﬁ”—"*

Sy Reststandardabweichung
t t-Faktor der zweiseitigen Tabelle nfitN-2 und P=95%

N Anzahl der Kalibrierlosungen

.

Anzahlder Parallelbestimmungen

PFIc

Arbeitsbereichsmitte

Q«  Quadratsumme (Formel4)
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¥
et

Signalwert

F Y
b

M Konzentrationenhlengen

Xy Xa

B h

Abbildungl: Graphen fiir die Bestimmung des Prognoseintervalls

X, oberer Grenzwert drch den Schnittpunkt mit dem unteren Prognoseband

X, unterer Grenzwert durch den Schnittpunkt mit dem oberen Prognoseband

x Konzentraion/Menge der Probe

Aus derAbbildung 1 erschlief3t sich de Vertrauensbereich/Prognoseintervall (VB) einer
Probe:

Formel36

VB=x, - =& X,

LYGSNBIFEf Ay RSNJI AaAOK RSN !ylLfeaSysgSNI agiNJ
Formel37

£° VB

Die oberen und urd@ren Werte fiur die Prognoseintervalle berechnen sich mit folgender
Formel:
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Formel38

- _¥Eb,s*t 1 1 (Fy)’
%o = m m \/N+N<|:-+m2*QXX

3.6.11.2.13 Robustheit

Eswird ein Extrakt hergestellt wie i8.6.11.1.1beschriebenDie Methode wid wie unter
Punkt3.6.11.1.4und 3.6.11.1.5beschriebenedoch mit veranderter Saulenofentemperatur
chromatographiert. Die Temperatur wird a{{] °C erhdht bzw. aufx] °C erniedrig Die

Flache der Probe aus diesem Versuch und die Flache einer Probe, die nach 3.5
chromatographiert wird, werden verglichen. Der Test wird akzeptiert, wenn der

Variationskoeffizient Yunter 5% liegt.

3.6.11.2.14 Wiederfindungsrate

Zu einer definierten Menge an pausierter Droge wird ca. 10% der Markersubstaimzu
gegeben Die Drogewird dann wie unter PunkB.6.11.1.1hergestellt und wie unter Punkt
3.6.11.1.4und 3.6.11.1.5chromatographiert erhalten. Die Wiederfindung berechnet sich

aus den berechnetekVert (B und den gemessenéiert (§

Formel39

Wiederfindungsrate= %* 100%

Der Test wird akzeptiert, wenn die Wiederfuntysrate bei 90.10% liegt.

3.6.11.2.15 Nachweisgrenze:

Die Berechnung der Nachweisgrenze erfolgt mit folgender Formel

Formel40
*
33 S,
m

LOD=

LOD Nachweisgrenzd (mit of Detection
S Reststandardabweichung der Kalibriergeraden

m Stagung der Kalibriergeraden
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3.6.11.2.16 Quantifizierungsgrenze:

Die Berechnung der Quantifizierungsgrenze erfolgt mit folgender Formel

Formel41

10*s
LOQ= J
m

LOQ Quantifizierungsgrenze imit of Quantificatioh
S Reststandardaweichung der Kalibrigeraden
m Steigung der Kalibriergeraden

3.6.12 Validierung der Gehaltsbestimmung mit Hilfe der
Dunnschichtchromatographi&ensitometrie
Das Protokoll zur Validierung der Gehaltsbestimmung mit Hilfe der

Dunnschichtchromatographie/Densitometrwurde nacti62], [44] erstellt.
3.6.12.1 Methodenbeschreibung

3.6.12.1.1Herstellen der Testlésung
Herstellung der zu verwendenden Testlosungen mit Angabe der Menge an Droge, der

Extraktionsart und der Extraktionsdauer

3.6.12.1.2Herstellen der Referenzlosungen
Herstellung der verendeten Referenzlésungen mit Angabe der Einwaage und des

Lésungsmittels

3.6.12.1.3Herstellen der Derivatisierungsreagenzien

Herstellung derverwendetenDerivatisierungsreagenzien

3.6.12.1.4Stationdre Phase
Verwendete &tionare Phase und Grof3e de€CIHPTL®latten

3.6.12.1.%Probenauftagung
Beschreibung des Auftragevolumens, Bandenbreite und Entfernung vom unterenuRaéand

von den Seitenrandern der@HPTLPlatte
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3.6.12.1.6'emperatur und Luftfeuchtigkeit

Beleg fur die Temperatur und die Luftfeuchte im Labor.

3.6.12.1. Thromatographie

Beschreibung des weendeten Kammertyps (Doppeltrogkammer oder Flamilerkammer),

der Sattigung (mit/ohne Filterpapier, Zeit), des FlieBmittels mit Angabe der einzelnen
Komponenten in Volumenanteilen, der Entwicklungsstrecke ab der Auftragungszone und der

Trocknungszeit (Kaloder Warmluft)

3.6.12.1.8Derivatisierung

Verwendung der Derivatisierungsreagenzien

3.6.12.1.9Dokumentation
Angabe der zu dokumentierenden Chromatogramme (vacrhaler Derivatisierung: bei

254nm, 366nm oder Tageslicht)

3.6.12.1.10 Bilder des Chromatogramms und des Densitogramms
Bider des Chromatogrammsbei der in 3.6.12.1.9 beschriebeen Wellenlangen mit

zugehorigeBahnzuordnung und Densitogramm

3.6.12.1.11 Auswertung der Ergebnisse

R-Werte der zu quantifizierenden Substanz

3.6.12.1.12 Methodeneignungstest

Trennung der Bande der Markersubstaram restlichen Fingerprint
3.6.12.1.13 Materialien

3.6.12.1.13.1 Chemikalien und Losungsmittel

Verwendete Chemikalien

3.6.12.1.13.2 Pflanzenprobemnind Refereraubstanzen
Verwendete Pflanzenproben mit Stammpflanaed falls vorhanden,Referenzsubstanzen

mit Angabe des Anbieters

3.6.12.1.13.3 Platten

Verwendete Platten
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3.6.12.1.13.4 Gerate

Verwendete Geréte

3.6.12.1.13.5 Software

Verwendete Software mit Version

3.6.12.1.13.6 Geréateeinstellung

Parameter fir die Auftragung (Linomat 5) und den Scanner (TLC Scanner 3)
3.6.12.2 Validierung
3.6.12.2.1Stabilitat

3.6.12.2.1.1Stabilitdt der Analyternvdhrend der Chromatographie

Eine authentische Probe wird wie unter Pur%6.12.1.1bS 8 OKNA S0 Sy SEG NI KA S
werden punktférmig an dem unteren Plattenecke einend® cm Platte (1Gnm von jedem

Ende) appliziert. DidPlatte wird entwickelt und getrocknet wie untéPunkt 3.6.12.1.7
beschrieben. Nach der ersten Entwicklung wird die Platte um 90° nach gedreht und
nochmals wie unter Punk3.6.12.1.7beschrieben mitfrischem Flie3mittel entwickelt. Die

Platte wird derivatisiert (wenn notwendig) und dokumentiert wie unter Putikt12.1.8und

3.6.12.19 beschrieben. Wenn alle sichtbaren Zonen auf der Diagondie, den
Auftragepunkt und die zwei FlieBmittelfronten verbindet, liegen, ist die Probe wahrend der

Chromatographie stabil.

3.6.12.2.1.2 Stabilitat der Analyten in L6sung und auf der Platte

Eine authentische Probe wird wie unter Puidk6.12.1.1beschrieben extrahiert. Wie unter
Punkt 3.6.12.1.5 beschrieben, werden [¥}| dieser Losung auf eine XI10cm Platte
aufgetragen. Die Platte mit der aufgetragenen Losung wird mit Alufolie umwickelt und die
Losung wird a einen kihlen Ort aufbewahrt. Nach IBwird eine weitere Probe der
authentischen Drogenprobe extrahiert (wie unter PuiBk6.12.1.1beschreben). 2 weitere
Bancen je [x]ul von der frisch hergestellten Losung werden auf dieséie gestellte Platte
aufgetragen und eire vierte Bande mit [xjul der vor 3h hergestellten Losung aufgetragen.
Die Platte wird wie unteden Punken 3.6.12.1.7is3.6.12.1.%eschrieben behandelt.
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Auftrageschema:

(A) Probe, aufgetragent8vor der Chromatographie

(B) frische Probe

(C) frische Probe

(D) Probe, 3 (in Lésung) vor der Chromatographie extrahiert

Die Banden werden optisch und mit Hilfe der Densitogramme verglicber Test auf
Stabilitat in Losung und auf der Platte wird akzeptiert, wenn sich keine signifikanten
Unterschede bezuglich der Bandemensitat, Farbe und der RVNerte ergeben. Des
Weiteren durfen sich dieFlachen der gemessenen Markersubstanzen wenger 5%

unterscheiden.

3.6.12.2.1.3Stabilitat der Derivatisierung/ Ergebnisse

Eine authentische Probe wird wie unt®unkt3.6.12.1.1beschrieben extrahiert und wie
unter den Punkten3.6.12.1.5bis 3.6.12.1.8 beschrieben chromatographiert. Nach der
Dokumentation nach Punk?.6.12.1.9wird die Platteeine Stunde beobachtet und jeweils
nach 1, 5, 10, 15, 30, 0in ein Bildder Platte dokumentiert. Die Bilder werden optisch und
mit Hilfe der Densitogramme verglichen. Der Test auf Stabilitat der Ergebnisse wird
akzeptiert, wenn sich keine signifikantednderungen in Lage, Intensitéind Farbe der
Bandenergebenund sich die EBlchen der gemessenen Marsubstanzen innerhalb von

30 min weniger al% unterscheiden.
3.6.12.2.5pezifitat

3.6.12.2.2.1ldentifizierung vor{x] Froben durch vergleichen von authentischen Rrggrobenmit
Referenzsubstanzen

Eine Testlosung wird wie unter Purk6.12.1.1beschrieben und die Referenzlésungen wie

unter 3.6.12.1.2dargelegthergestellt. Alle Losungen werden auf eine Platte aufgetragen,

chromatographiert und dokumentiert wiein den Punkten 3.6.12.1.5 bis 3.6.12.1.9

beschreben. Die Ergebnissger Chromatographie werden mit denen aus PuBlg.12.1.10

verglicher. Der Test auf Identifizierung von [x] Proben durch Vergleich von authentischen

Drogenproben mit Referenzsubstanzen wird akzeptiert, wenn die Banden der



Material und Methoderb6

Referenzsubstanzen mit denen im Fingerprint der Testlosung in Lage, Intensitat und Farbe

Ubereinstimmaen.

3.6.12.2.Detektion von Verfalschungen

Zur Ermittlung vonVerfalschungefVerwechslungen wird das Drogenaterial wie unter
Punkt3.6.12.1.1beschrieberextrahiert Die Losungen der authentischen Drogenproben und
die Referenzlosungwerden wie unter Punkt3.6.12.1.2 beschrieben hergestellt. Alle
Losungen werden wie unter PunBt6.12.1.5beschrieben auf eine Platte aufgetragen. Die
Chromatographie erfolgt wie unter Pun&t6.12.1.7beschrieben, die Derivatisierung erfolgt
wie unter Punkt3.6.12.1.8beschrieben, die Dokumentation erfolgch Punkt3.6.12.1.9
Die Ergebnisse der Chromatographie @er mit denen aus Punki.6.12.1.10verglichen
Der Test auf Verfalschung wirdkzeptiert, wenn der Fingerprint der Verfalschung/
Verwechslung signifikant unterschiedlich zum Fingerprint bezidlade, Intensitat und

Farbe demuthentischen Droge ist.
3.6.12.2.4&alibrierung

3.6.12.2.4.1Messbereich (Range)

Zur Quantifizierungder Markersubstanz in [x] lnekannten Gehalts muss der Messbereich
festgelegt werdenDazu werden alle vorhandenen Probeach PunkB.6.12.1.1extrahiert,
eine Referenzlosung bekannter Konzentration nadhl12.1.2hergestellt undverdinnt Die
Testlosung wird mit den verschiedenen Verdinnungen auf eine HPIaL€ aufgetragen
(3.6.12.1.5 und chromatographiert nach PunkB.6.12.1.7 Nach Annahme, dass die
Konzentration der Markersubstanz und das gemessenen Detektorsignal proportional sind,
wird der Mittelwert des Signals aller vorhandenen Proben errechnet uniigislpunkt der
Kalbriergeraden definiert. Als Mebsreich werden Mittet 50% (50-150%) festgesetzt. Es
werden 510 Kalibrierlésungen verschiedener Konzentrationeraguidistantem Abstand
hergestellt. Falls eine Probenldsung nicht im Messbereich, liegiss die Kalibrierung

angepasst werden.

3.6.12.2.9 ineare Regression

Fur dieErstellung der Kalibriergeradeerden die gemessenen Werte in Abhangigkeit der
Konzentration der Kalibrierldsung verwendé&s wird eine Gerade berechnet, bei der die
Summe aller Abweichusquadrate der Messwerte in-Richtung den niedrigsten Wert

annimmt. Diese Geradeird durch dieFormell bis Formel9 beschrieben
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3.6.12.2.5.1Reststandardabweichung

DieReststandardabwehung gwird mit Formel10 beschrieben

3.6.12.2.5.2Verfahrensstandardabweichursgy,

Die Verfahrensstandardabweichungysvird mit Formell1 berechnet

3.6.12.2.5.3relative Verfahrensstandardabwéieng o

Die relative Verfahrensstandardabweichung &frechnet sich nackormel12

3.6.12.2.8Quadratische Regression

Fur die Berechnung der Kalibtkerve werden die gemessenen Werte in Abhangigkeit der
Konzentration/Menge der Kalibrieoing verwendetEs wird einepolynomische Funktion
ermittelt, in dem der niedrigste Wert de8umme aller Abweichungsquadrate der Messwerte
in Y-Richtung bestimmt wird Diese Funktion wird durch Formel 13 bis Formel 21

beschrieben

3.6.12.2.6.1Reststandardabweichuray

DieBerechnung deReststandardabweichung erfolgt mit Formel22.

3.6.12.2.6.2Verfahrensstandardabweichursgy,
Die Empfindlichkeiund die Verfahrensstandardabweichung@verden mit Formel23 und

Formel24 berechnet.

3.6.12.2.6.3Relative Verfahrensstandardabweichullg

Die relative Verfahrensstandardabweichung &frechnet sicnach Formel12

3.6.12.2.Kalibrierfunktion

Erstellen der Kalibrierfunktion und den berechneten Parametem und x
y=n*x* +m* x+b

3.6.12.2.8BestimmtheitsmaR?r
Das BestimmtheitsmaB? beschreibt die Gesamtstreuung der Regressgerade. Die

Berechnung wird mit Gleichundr¢rmel30) vorgenommen:

3.6.12.2.9Niederholprazision
FunfTestlosungereiner Probe werden nacB.6.12.1.1unabhangig voneinanddrergestellt.

Auf funf 20x 10cm Platen werden jeweils ein@destdsung und die Kalibrierungsstandards
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(5-10 Levels) aufgetrager{3.6.12.1.5. Die Platten werden wie unter Punkid.6.12.1.7
beschrieben chromatographierfalls nétigderivatisiert nach3.6.12.1.8und mit denselben
Gerateeinstellungen wie unter Puni&6.12.1.13.6vermessen. Es wird dieselbe Kammer
verwendet, aber mit frischem FlieBmittel und frischem Filterpap@ie Platten werden
dokumentiert wie unter Punk8.6.12.1.9und 3.6.12.1.11beschriebenFir jede Platte wird

der Gehalt der Markersubstanz durch die Kalibrierlosungen auf derselben Platte berechnet.
Die Ergebnisse von Platte zu Platte werden ausgewertet und der Teatiedérholprazision

wird akzeptiert wennder Variationskoeffizient MFormel31) unter 10% liegt

3.6.12.2.10 Laborprazision

Das unter PunkB.6.12.2.9beschriebene Experiment wird jeweils einmal an vieiteren
Tagen wiederholt. Fur jede Platte wird der Gehalt der Markersubstanz durch die
Kalibrierlosungen auf derselben Platte berechnet. Die Ergebnisse von Platte zw/elakbe
ausgewertet und der Test aufWiederholprézision wird akzeptierf wenn der

Variationskoeffizient }/(Formel31) unter 10% liegt.

3.6.12.2.11 Probenauswertung
Mit den Kalibrierfunktionerwird die Konzentration der Markersubstanz in datbekannten
Probenberechnet. Die Kalibrierfunktioonter Punkt3.6.12.2.7wird nachx umgestellt und

die Konzentration wird berechnet.

Formel42

g - m° Jm? - 4n(b- ¥
2n

£ berechnete Menge/Konzentration der Substanz X

-

¥ gemessenes Signal der Substanz X

Der prozentuale Gehalt der Proben witdchFormel33 und Formel34 berechnet.

3.6.12.2.12 Prognoseintervih
Der Gesamtfehleaus Kalibrierung und Messung der Probeind statistisch bewertetDer
agl KNBd 2SNII RSN t NPoS | abgegchaRtdmeiddada Ri@ S a Sa

Kalibrerung und die Messung mit Fehlern behaftet sind. Aus dem Fortpflanzungsgesetz
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ergh 00 aAOKX RIFaad RAS agl KNBG dzyoS{lFyydS DSNI I
folgt berechnet wird:

Formel43

W 2
1,1,x%

Yo = X° sy*t*\/N i 0

S Reststandardabweichung

t t-Faktor der zweiseitigen Tabelle fwtN-2 und P=95%

N Anzahl der Kalibrierlésungen

.

Anzahl der Parallelbestimmungen

X Arbeitsbereichsmitte
Q«x  Quadratsummex (Formell4)
Die Berechnung des Prognoseintervalls erfolgtfoitmel35 bis Formel38.

3.6.12.2.13 Robusthek Entwicklungsdistanz

Das unter Punkt 3.6.12.2.9 beschriebene Experiment wirdmit Anderung der
Entwicklungsdistanz wiedeolt. Die Entwicklungsstrecke wird um 5 mm erniedrigt und um 5
mm erhoéht Der Test aufRobustheitwird akzeptiert wenn der Variationskoeffizient

(Formel31) unter 10% liegt.

3.6.12.2.14 Wiederfindungsrate

Zu einer definierten Menge anufverisierter Droge wid ca. 10% der Markersubstanz
zugegeben. Die Droge wird wie unter Purk6.12.1.1hergestellt und wie unter Punkt
3.6.12.1.5und 3.6.12.1.7chromaographiert Die Wiederfindung berechnet sichit Formel
39. Der Test wird akzeptiert, wenn die Wiederfindungsrate bei 90% liegt.

3.6.12.2.15 Nachweisgrenze:

Die Berechnung der Nachweisgrenze etfohgg Formel40

3.6.12.2.16 Quantifizierungsgrenze:

Die Berechnung der Nachweisgrenze etfohgg Formel41
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4 Haariges BesenbeifulRkraut

4.1 Einleitung

ArtemisiaL ist die grofdte und am weitesten verbreiteteattung des Tribus Anthemideae
sowe der Familie der Asteraceaaind umfasst mehr als 400 Spexz [64], die hohen
Okonomischen Wert sowohl als Nahrungsmittel, Futtermittel, Arzrlanzen und
Zierpflanzerhaben[65]. Aufgrurd genetischer und morphologischer Unterschiede kann die
Gattung Artemisia in 5 verschiedenen Sectionen oder Untergattungen eingeteilt werden:
Absinthiumbc, ArtemisiaL. (=AbrotanumBessERDracunculusessgrSeriphidiumBESSERN
Tridentatae(RYDBMCARTHER([65]. Viele Spezies der Gattungrtemisia sind reich an
dtherischem Ol und werden Z. wegen ihrer antibakteriellen und antioxidativen
Eigenschaften pharmazeutisch verwend@6]. Das Inhaltsstoffspektrum reicht von
Flavonoiden, Cumaren, Mona und Sesquiterpene, &feoylchinasauren bis zu Acetylenen
und Sterolen [67]. Im aktuellen ChinesischenArzneibuch werden Artemisaannual.,
Artemisaargyi LEVL ETVANT, ArtemisacapillarisTHUNB und ArtemisascopariawALDSTET KIT

als Arnzeidrogergelistet [68], jedoch wurde bislangnur Artemisiaescopariae herba zur
Implementierungin das Deutschéozw. Europaische Arzneibuch ausgewaf@f]. Sowohl
Artemisacapillaris THUNB als auch Artemisascoparia WALDST ET KIT kdénnen als
Stammpflanzen fur Artemisiae scopariae herba verwensletden, sind botanisch jedoch
schwierigzu unterscheidenLaut Bestimmungsschlissel der Flora of Chi0aist Artemisia
scoparial-, 2- oder mehrjahrig, besitzt eine deutliche Hauptwurzel und liffedenférmige
oder lineallanzettliche Blatter Artemisia capillaridiingegen ist ein mehrjahges Kraut oder
Halbstrauch mit mehreren Hauptwurzel und linealischen BlatteAbb{ldung 2). Bei
Vorliegen der Krautdroge scheint eine Unterscheidung zwischen den beiden Stammpflanzen

demnachkaummaoglich zu sein.
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Abbildung 2: lllustration der beiden Stammpflanzen von Artemisiae scopariae hertia9: Artemisia capillarisTHUNB 1:
Unteririscher Teil, 2: Oberirdischer Teil, 3: Blatt, 4: Kopfcher?: Hiillblatter, 8: Weibliche Einzdilite, 9: Zwittrige
Einzelblite 10-18: Artemisia scopariaWaLDST EKIT. 10: Unteririscher Teil, 11: Oberirdischer Teil, 12: Blatt, 13: Képfchen,
14-16: Hullblatter, 17: Weiblhe Einzelbliite, 18: Zwittrig&inzelblite[71]
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SowohlArtemisia capillarisalso auchArtemisia scopariayehdren zur Sectioracunculus
und zechnen sich durch das eRlen von den fur Artemisia typischen [2Z]
Sesquiterpenlactonen ayé4]. Ferner finden sich verschiedene Cumarine wie Scoparon und
Scopoletin73], Mono- und Dicaffeoydhinasauren (Chlorogensaui@y], Flavonoiglykoside
(Rutin)[75] und methoxylierte Flavonoid@rcapillif [76]. Im&therischenOl beider Pflanzen

finden sichdartiber hinausviono-und Sesquiterpene sowie Acetylene (Capil[&].

OH

HO.

OH \
HO
OH OH R2 O (6]
Chlorogensaure R=0OCH R=OH  Scopoletin
R=0CH R=0CH Scoparon

OCH,

= 3
Z

Capillen Arcapillin
Abbildung3: Inhaltsstoffe von Artemisiae scopariae herba

In der TCMPraxiswird Artemisiae scopar@herbabei Gelbsucht und Leberentziindungen
[78] verwendet wobei keine oxischa Inhaltsstoffe bekannt sind. Aul3erdem zeigte el
einmalige und wiederholte Gabe von I¥002, einer chinesischen Rezeptur digemisia

capillarisbeinhaltet, keine akuten Nebenwirkungen in Rat{&8].

Pharmakologische Untersuchungedes Drogenextrakteslegen nah dass einerseits
choleretiscle [80], aber andererseits auch amflammatoriscte Wirkungen vorhanden sind

[81], was die traditionelle Anwendungnterstreicht
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Die klinische Wirksamkeit von Artemisiae scoparia herba Dekditente bei infektioser
Hepatitis undHypercholesterolamibdelegt weden. Dartiber hinaus konntdie Wirkungdes

atherischenOls bei duRRerlichen Pilzerkrankungen nachgewiesemen[16].

Des Weiterersind auch andere Anwendungsgebiete denklar antidiabetische[82], anti
nociceptive und antipyretische [83], sowe thrombozytenaggregationshemmende
Eigenschaften undktivitdt gegen HIV Replikation in Lymphozyf@4] untersucht wurden
Die Suche nacpharmakologisch wksamen Verbindurgn in Artemisiae scopariae herba
fuhrte zu vielen interessanten SekundarstoffenLiu und ¥ identifizierten p-Hydroxy
acetophenon als choleretisch wirksame Substi8&. Aus diesem Grund wird sie neben
Chlorogensaure alanalytischer Marker im Monographieentwurf des HKCMMS verwendet.
Die antinflammatorische[86], [87], antiartherosklerotische[88] und antihepatotoxische
Wirkung [89] des Cumarins Scoparomird mehrfach in der Literatur beschriebeduch
Caffeoylchinasaurescheinen pharmakologisch aktau sein, da sie in der Lage simlie
Lipidperxidase in Rattenund MauseMikrosomen zu hemmen und somitSchadigungen in

Lebergefal3en verhindern konnérd.



4.2 Methoden

4.2.1 Dunnschichtchromatographie

Tabellel2: Methoden zur diinnschichtchromatographischen Untersuchung von Artemisiae scopariae herba
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Methode Herstellung Tesbsung Herstellung FlieRBmittel Entwicklungs| Applikations
Referenzlésung -strecke - volumen

Flavonoidglykoside | 1,09 gepulverte Droge (500) wurde n - Ethylacetat, 6cm 10ul

10ml MeOH versetzt, 30min im Ameisensaure,

Ultraschallbad extrahiert, zentrifugie Essigsaure;,0

oder gefiltert. Der Uberstand wurdals (30:2:2:4)

Testldsung verwendet.
Sesquiterpenlactone | 1,09 pulverisierte Droge (500) werder| 2 mg Phoroglucin, DichlormethanAceton | 8 cm 2,5 bzw gul

DAB9

2-3 min mit Dichlormethan geschiittelt
filtriert und das Filtrat auf die Halfte

eingeengt

Resorcin, Methylrot
und 50ml Thujon
wurden in 10ml

MeOHgelo6st.

(90:10)
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Sesquiterpenlactone
Ph.Eur7.1

2,09 pulverisiert Droge (500) wurden
mit 50 ml siedendent,0 Uibergossen,
geschuttelt und abkdien lassen.
Danach wurde die Lésung mind
Pb(OAG)(100g/1) versetzt, filtriert und
Kolben und Ruckstand mit 200 H,O
gewaschen. Das Filtrat wurde mit 60
Dichlormethan ausgeschittelt .Die
organische Phase wurde mit 60
getrocknet, filtriert undeingedampft.
Der Ruckstand wurde in Orbl Ethanol

(96%) aufgenommen.

2mg Resorcin un
Methylrot wurden in

10 ml MeOHgelost.

Aceton, Essigsaure,
Toluol,Dichlormethan

(10:10:30:50)

6cm

5 bzw. 1Qul

Atherisches Ol

Destilliertesitherisches Ol

CHd

6cm

Mianyinchen ChR010

0,59 gepulverte Droge (500) wurde m
20 ml MeOH50% versetzt, 3énin im
Ultraschallbad extrahiert und
anschlie3end zentrifugiert oder
gefiltert. Der Uberstand wurde als

Testlosung verwendet.

1 mg Chlorogenséure
wurdenin 10 ml

MeOHgelo6st

Ethylacetat,
Ameisensauret,O
(7:2,5:2,5), obere

Phase

6cm

2 bzw. 5ul
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Huayinchen ChP010 | 0,49 gepulverte Droge (500) wurde nj 4 mg Scoparon Petrolether(6090°C), |6cm 5ul
10ml MeOH versetzt, 30min im| wurden in 10ml Ethylacetat Aceton
Ultraschallbad extrahiert, anschlielRey MeOHgelost (6:3:0,5)
das LoOsemittel abrotiert und in 1l
MeOHaufgenommen.
Chlorogensaure 2,09 pulverisierte Droge (500) wurdern 1 mg Chlorogenséaurg Ameisensauret,O, 6cm 4 ul
Ph.EurArnicae flos mit 10 ml MeOHfur 5min auf dem wurde in 10ml Ethylmethylketon,
Wasserbad von 60 °C ét und nach | MeOHgeldst. Ethylacetat
dem Abkuhlen filtriert. (10:10:30:50)
Chlorogensaure 2,09 pulverisierte Droge (500) wurder 1 mg Chlorogensaurg Ameisensaure, Eisessi 6 cm 4 ul
Ph.EurCynarae mit 20 ml Ethanol60% versetzt, A wurde in 10ml HO, Ethylacetat
folium unter gelegentlichem Schiitteln stehey MeOHgelost (11:11:27:100)
gelassen und filtriert
Chlorogensaure 1,09 gepulverte (500) Bbe wurden 1 mg Chlorogensaurg AmeisensaureMeOH | 6cm 4ul

Ph.EurUrticae folium

mit 10 ml MeOHversetzt, im
Ultraschallbad fur 1Bnin extrahert
filtriert, eingedampft und in 2nl MeOH

aufgenommen.

wurde in 10ml

MeOHI gelost

H,O, Ethylacetat
(2,5:4:4:50)
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Neu entwickelte 0,1g gepulverte (500) Probe wurdg 1 mg Chlorogenséaure Ameisensaure Eisessi{ 6 cm 4 ul
Methode mit 10ml MeOH 50% versetzt, in und 2,5mg Rutin H,O, Ethylacetat

Ultraschallbad fur 3@nin extrahiert| wurden in jewes (11:12:27:100)

und anschlieBend zentrifugiert od¢ 10 ml MeOHgel6st.

gefiltert. Der Uberstand wurde a

Testlosung verwendet.
HKCMMS 1,09 gepulverte (500) Probe wurden | 1,0mg Butylacetat, 6cm 1 bzw. 2ul

Monographieentwurf

mit 25 ml MeOHversetzt, im
Ultraschallbad flr 3tnin extrahiert

und anschlielBend gefiltert.

Chloogensaure
wurden in 1Iml

MeOHgelost.

AmeisensaureH,O
(28:13:10), obere

Phase




4.2.2 Flussigkeitschromatographie

Tabellel13:Methoden zur flissigkedgchromatographischen Untersuchung vakrtemisiae sopariae herba
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Methode Herstellung Testlésung FlieBmittel, Flussrate Séaule, Detektion| Injektions
Temperatur volumen
Methode nach ChP 1,09 pulverisierte (500) Droge wurden | A: ACN, EPQ, 0,05% (10:90) RR18, 327nm 10ul
2010 mit 50 ml MeOH50% im Ultraschallbad ) 250x 4,6
B :ACN, D (95:5), B0 min:
30 min extrahiert, filtriert und auf 56nl ) 5um, 25 °C
100% A, 3810 min 10080% , 40
mit MeOH50% aufgefullt. 5nl der . .
45 min 80:0%, 4550 min 0%, 50
Lésung wurden entnommen und mit _ _
60 min 0-100% A 1,0ml/min
MeOH50% auf 25nl aufgefullt
Methode nach 0,59 pulverisierte (500) Droge wurdg A: BPQ 85%,H,0(0,5:99,5) B: | RR18, 250 x | 330nm | 25l
Ph.Eur7.3-Cynarae mit 50mlI MeOH50% 1h unter Ruckflusg HPQ, 85%, ACN (0,5:99,5); 0 | 4,6 5um,
folium bei 70 °C extrahiert, filtriert und ay 1 min: 92% A, 20 min 9275% , 40 °C

100 ml mit H,O aufgefullt.

20-33min 75%, 38B5min 75
0%, 3540 min 0% A, 450 min
0-92% A1,2ml/min
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HKCMMS

Monographieentwurf

0,1g pulverisierte (500) Droge wurde
mit 25ml MeOH 50% 30min im
Ultraschallbad extrahiert, filtriert und at
25 ml mit MeOH50% aufgefiillt.

A: BPQ 85%,H,00,1%

B:MeOH 0-10min: 75% A, 10
30 min 7555%, 3660 min 55% A

1,0ml/min

RR18, 250 x
4,0 5um,

25 °C

275nm

10 pl
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4.3 Makroskopische Beschileung
Die Ph. EurPrifung aufldentitat A erschien schwierig, da votlen meistenimporteuren
keine Angabe hinsichtlich der Stammpflanzedes Drogenmaterialsrespektive des

Erntezeitpunktegiemacht wurde.

Die Kraudroge war grin bis graugrin mit kurzn, dimen ca. 1,8,0cm langem,
langsgefurchtenStangelDieaus China importiert®roge war verknault mit weil3 behaarten
Blattern und Stangahteilen (Abbildung 5 und 6. Manche Proben waren sehr klein
geschnitten(Abbildung4), es fanden sich auch Stangel mit Wurzelanteil@kbbildung7),
was aufeine im Herbst geerntete Droghinweist Die Blatter waren eiférmig,-3 cm lang

und einfach oder dreizahlig gefiedert.

Die in Bayern angebaute Droge zeigine deutlichere Grinfarbung als alleportierten
Muster undbesaleinewesentlich geringere Behaaru@bbildung8). Zudemunterschialen
sich die Drogen in ddéBlattform. W&hrend die chinesische Drogébrmige Blatter aufwies
zeigtedie Drogebayerischer Herkunfeher eine lanzettlicheder lineare Form (Abbildung
9).
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Abbildung 4: Import aus China (Cheng, vermutlich N
Mianyinchen Abbildung5: Import aus China (Chengdu), Detail
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Abbildung8: DeutscheAnbaudroge Abbildung9: DeutscheAnbaudroge, Detail
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4.4 Mikroskopische Beschreibung

Die pulverisierte Droge wde gesiebt (Sieb mit 50@m Maschenweite,[53]) und mit
ChloralhydratL6osung R aufgehellt. Im graugrinen Pulver fanden sich anomocytische
Stomata Abbildungl0, [90]) und Epidermiszellen mit wellig gekrimmten Adinalwanden

und einen Langsdurchmesseon 3G 100um. Gelegentlich waren Asteraceddriisenhaare

mit ovalen aus 2 Driisenzellen aufgebauten Driisen sichtbar, die mit gelbem Ol gefiillt waren
(Abbildung11). Am haufigten waren THaare, die auginem Stiel und einem Querbalken
bestanden Abbildung12). Der Querbalken der -Haare verlief gerade oderwar an der
Ubergangsstelle zur Basisf&mig geknickt. Die beiden Ast@aren unterschiedich lang

(Gesamtlange von 660000um) und sal3en meist auf einer, teilweise auch auf zwei

Stielzellen

Abbildung 11: Stangel mit Drisenhaar, 200fache
VergréRerung

Abbildung 122 T-Haare mit einer Stielzelle, 1Gfache
VergréRerung
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4.5 Dunnschichtchromatographische Untersuchung

4.5.1 Untersuchung verschiener Fingerprintsler vorhandenen Inhaltsstoffe

Angesichts des Fehlemsner Prifung auf Identitat C mittels Diunnschichtchromatographie
aufweistim ChP 2005 [91wurden anhand der Inhaltstoffspektrevon Artemisia scoparia
und Artemisia capillariwerschedene Fingerprintanalysiert Da es sich um einiérautdroge
handelt und in der LiteraturFlavonoide dokumentiert sind76], [92], wurde das
Flavonoidspektrum untersucht. Des Weiteren wumdsuf Sesquiterpene, entsprechend der
Monographie vonArtemisia alsinthiumim DAB9 und Ph. Eur 7,lund das &theriscre Ol
Spektrumgetestet

4.5.1.1 Flavonoidglykoside

DasHPTL&ingerprint der Flavonoidglykoside naktethode Tabelle12 Flavonoidglykoside
und Derivatisierungmit Natursoff-/ Macrogolreagenzeigte einen deutlichen Unterschied
zwischen der in China under in DeutschlandangebautenDroge. Im Drogenmaterial aus
deutschem Anbau Abbildung 13, Bahn 4, &) war eine orange fluoresziemde

Flavonoidbande beid& 0,5 sichtbar, die in den tbrigen Drogenmustern nicht zu erkennen

war.

Abbildung 13: Fingerprint FlavonoidglykosideBahn1-3, 5, 1013: Artemisiae scopariae herba Extrakt aehinesischem
Import jeweils 10ul; Bahn4, 6-9: Artemisiae scopariae herba Extrakt adeutschem Anbayeweils 10 pl; Bahn14, 15
Extrakte der VerwechslungA. absinthium A. annug jeweils10 ul; FM: Ethylacetat, Ameisensaure, Essigsaure, Wasser
(30:2:2:4) Entwicklungsstreck 6¢cm, Derivatisiert mit Natirstoff-/ Macrogol-Reagenz, 366m

Die orange Farbe und Lage der Bande lies auf ein Flavonoidmonoglyk@3jidnit o W= n W
Dihydroxystrukturdes BRings[94] schlieRen. Um weiter Informationen Uber die Struktur
dieser fraglicherSubstanzu bekommen, wurden die Proben aus deutscher Herkunft erneut

chromatographiert,und durch dasTLGMS Interfacemittels APGIMS vermessen. Es ergab
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sich eine Masse vofM+H'] 449,10m/z. Zur weiterenUntersuchung wurde das Flavonoid

isoliert und de Struktur mittels HRMS und NMR aufgeklard (L1).

4.5.1.2 Sesquiterpenlactone

Bisher wurden noch keine Sesquiterpenlactone in der Sediicacunculus[64], zu der
Artemisia scopariaund Artemisia capillarisgehdren, gefunden, aber d diese Stoffklasse
haufig in der Gattung Artemisiau findenist [72], [95 wurde derSesquiterperFingerprint
analog der DAB [96] und der Ph.Eur 7.1[97] Monographie Artemisiae absinthii herba

getestet.

Die Uberpriifung der DAB Monognaie (Tabelle12, Sesquiterpalactone DAB9) ergab, dass
sich weder Absinthin (Bahn Brtemisia absinthiumblaubraune Bande beidX0,25) noch
Artabsin (Bahn 3Artemisia absinthium eine blave Bande direkt urgér Methylrot bei

R-=0,52) in Artemisiae scopariae herlb@ach Derivatisierung mitAnisaldehydeagenz

sichtbarwaren (Abbildungl4).

Abbildung14: Fingerprint Sesquiterpenlacton®AB Bahn 1 6. Artemisiae scopariae herba Extrakt adeutschem Anbau
5 bzw. 2,5ul; Bahn 2, 7: Artemisiae scopariae herba Extrakt alsnesischem Import 5 bzw. 28; Bahn 3, 4: Extrakte
der VerwechslungA. absinthium A. annua jeweils 5ul; Bahn 5: Refeznzlosung PhloroglucinResorcin, Methylrot,
Thujon 10ul; FM: Dichlormethan, Aceton (90:10)Entwicklungsstrecke 8m, Derivatisiert mit Anisaldehyakagenz,
Weilicht

Durch die Aufarbeitung des Extrakt@sabellel2, Sesquiterpelactone PhEur7.) nachder
Artemisiae absinthii herba Monographie im Ph. Eur 7.1 verringerte sich die Bandenanzahl im
HPTL& hromatogramm(Abbildung15), da Begleitoffe durch Pb(OAg)ausgefallt wurden.
Dennoch zeigte sich ifingerprint von Artemisiae scopariae herba beider Herkinéeh
Derivatisierung mitAcetanhydridSchwefésdurereagenzweder eine blaue Artabsinbande
oberhalb des Methylrots (Bahn Bytemisia absinthiumR:-=0,62) noch die braunliche Zone

des Absinthingberhalb der Resorcinbande (BahmA3temisia absinthiumR-=0,48).
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Abbildung15: Fingerprint Sesquiterpenlactone Ph. Eur 7.Bahn 1, 6: Artemisiae scopariae herba Ekiraus deutschem
Anbau 10 bzw. %ul; Bahn 2, 7: Aemisiae scopariae herba Extraktus chinesischem Import 10 bzw. 5 Bahn 3, 4:
Extrakte derVerwechslungA. absinthium A. annua jeweils 10 yl; Bahn5: Referanzlésung Resorcin, Methylrot 10l; FM:

Aceton, Essigsaure, Toluol, DCM (10:10:30;®¥)twicklngsstrecke m, Derivatisiert mit Acetanhydrie€Schwefelsaure

Reagenz, Weil3licht

Keine der beidenMethoden zur Identitatsbestimmung von Artemisia absinthii mit
Sesquiterpenlactonen almdglicheMarkersubstanzerkonnte fur die DAB Monographie fur
Artemisia scopariae herba verwendet werden da keine charakterischen Zonen im

Chromatogramm zu erkennemaren

4.5.1.3 Atherisches Ol

Als weitere Inhaltsstoffgruppe in Artemisiae scopariae herba id dtherische Ol [98]
beschrieben. DagtherischeOl wurdedurch Desllation gewonnen,nach MethodeTabelle
12 (Atherisches QI chromatographiert und mit Anisaldehyehgenz derivatisiert.Das
Chromatogramn{Abbildungl6) zeigtebei 366nm und bei Weilllichtleutliche Unterschiede
an Bandenanzahl und IntensitAahrend das Pflanzenmaterial aus China (Bati®)leine
zusatzliche braune Bande beip+0,21 im Weilllicht zeigt war bei dem bayerischen
Material (Bahn 1114) eine wel fluoreszieende Bande bei 366m R-=0,58 sichtbar Um
die Unterschiede zu charakterisierenurden die einzelnen Komponenten deégherischen

Olsmittels GEGFID vermessen und @dS identifiziert 4.10).
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Abbildung 16: Fingerprint &therisches Ol Bahn 110: Atherisches Ol von femisiae scopariae herbaus chinesisobm
Import jeweils 5pl; Bahn 1114: Atherisches Ol von Aemisiae scopariae herbaus deutschem Anbau jeweils |8; FM:
Chlorofam, Entwicklungsstrecke 6m, Derivatisiet mit Anisaldehydeagenz, 366 im und Weillicht

Auf Grund desunterschiedlichenFingerprins des dtherischen Ols konntelieses nicht zur
Prufung der Identitat fur die DAB Monographie von Artemisiae scopariae heraendet

werden.

4.5.2 Evaluatiorder neuen Monographie ChP 2010

In der 2010erschienenen Auflage des ChP wird erstmals in der Monographie fur Artemisiae
scopariae herba eine Identifizierung mit Dinnschichtchromatographiehgefihrt Zwei
verschiedenen Marketbstanzen werden verwendet um einerseits die Identitat und den

Erntezeitpunkt der Droge zu bestimmen.

4.5.2.1 Mianyindhen (Frihjahrsdroge)

Chlorogensaure wird als analytischer Marker benutmm die Frihjahrsdroge zu
Identifizieren. Bei R=0,2 (Tabelle 12, Mianyinchen ChR010 zeige sich bei beiden
Artemisiae scopariae herba Proben adesn verschiedenen HerklUnftebei 366nm nach
Derivatisierung milNaturstoff/ Macrogolreageneine deutlich scharfe, blau fluoreszierende
Chlorogensaur&ande Abbildungl?).
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Abbildung17: ChP 2010Mianyinchern Bahn 1, 2: Extrakteer Verwechslungn A. absinthiumund A. annug jeweils 2l;
Bahn 3, 5: Artemisiae scopariae herba Extrakt aus cldisehem Import jeweils 2 bzw. fil; Bahn 4, 6: Artemisiae
scopariae herba Extrakt aus chisischem Import jeweils 2 bzw. fl; Bahn 7: Refrenzsubstanz Chlorogensaurep® FM:
Ethylacetat, Ameisensaure, Wassg({7:2.5:2.5) obere Phasg Entwicklungsstreckes cm, Derivatisiert mit Natirstoff-/
MacrogotReagenz, 366m

Das FlieBmittelsystem schiemicht fir die DAB Monographie geeignet, da die
Reproduzierbarkeit bei zweiphasigen Systemen gering ist. Dégrdfregab es im Ph. Eur
7.0-7.7 verschiedene Monogrdpen, bei denen Chlorogensaureur Identifizierungals
analytischer Marker mit verschiedenen FlieBmitteln verwendet wurde. Auf Grund der
Harmonisierungder Arzneiblchemwurden die Ph. EurFlieBmittelsystemevon Arnicae flos
[99], Cynarae folium[100] und Uticae folium [101] zur Identifizierung von Artemisiae

scopariae herba evaluiert.

4.5.2.2 HuayinchenYinchenhadHerbstdroge)

Die Identitat der blitenreichen Herbstdroge Huayinchen wird mit Hilfe der Markersubstanz
Scoparon ermittelt, welche beigR 0,18 (Tabelle12, Huayinchen ChP010 unter 366nm

eine schare blau fluoreszierende Bamdzeigte Abbildung 18). Jedoch konnte das
CumarinderivatScoparonn keiner der untersuchten Handelsprabeachgewiesen werden.
Dies deutete daraufhin, dass bei den Handelsdrogke Frihjahsware vorlag Eine
Unterscheidung der Erntezeitpunkte schien fir ddAB Monographie von Artemisiae
scopariae herba nicht sinnvoll, weshalb Chlorogenséure als analytisclaekeM zu

Identifizierung weitehin verwendet wurde.
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Abbildung 18: CHP 2016HuayinchenYinchenhag Bahn 13: ReferezsubstanzScoparonl, 2,5, 5ul; Bahn4-7, 1114
Artemisiae scopariae herba Extrakt aus chinesischem Impewtgils 5 l; Bahn8-10: Artemisiae scopariae herba Extrakt
aus chinesischem Import jeweils pl; FM: Petrolether (60-90 °Q, Ethylacetat, Acetor(6:3:0,5, Entwicklungsstrecke 6m,
366nm

4.5.3 Chlorogenséure als analytischer Marker

Die Evaluierungat Monographie im ChP 201@on Artemisiae scopariae herba ergab, dass
Chlorogensaure eimgeeigneteranalytischer Marker zudinnschichtchromatographischen
Indentitatsbestimmung darstellt Da bereits Monographienmit Chlorogensaure als
Markersubstanz zur Identitatspfungim Ph. Eur enthaltesind, wurde ihre Anwendbarkeit

fur Artemisiae scopariae herba untersucht.

4.5.3.1 FlieBmittelsysteme in der Ph. Eur

Dazu wurden die beiden Verwechslungéatémisia absinthiunund Artemisia annua und
jeweils eine Handelsprobbeider Herkiinften analog derentsprechenden Mongraphien
von Arnicae flos [99], Cynarae folium[100] und Urticae folium [101] extrahiert
chromatographiert und mitNaturstoff-/ Macrogolreagenz derivatisiert. Chlorogensaure
ergab mit dem FlielBmittelsystemntspreched Arnicae flos Abbildung19 A) und Cynarae
folium (Abbildung19 B) eine blau fluoreszierende Bande bei einep\Rrt von ca. (b,
wobei das FlieBmittelystem bestehend aus AmeisensaurekssigsaureH,O, Ethylacetat
(12:11:27:100 scharfere Banden zeigte. Im Gegensatz damr die Markersubstanz
Chlorogensaurém Chromatogramn{Abbildung19 C)der Urticae folium Monographie bei
einem R-Wert von 0,25 sichtbar. Dddie3mittelsystem von Cynarae folium zeigte die beste

Trennung von Chlorogenséaure zu dertliesen Banden des Fingerprints. \iEsrde daherfir



Haariges Besenbeiful3kra8m

die DAB Monographie von Artemisiae scopariae herba verwendet. Die Extraktionsmethode

wurde jedoch geandert, danit MeOH50%intensivere Bandeerzielt werden konnten.

Abbildung 19: Chlorogensaure im Ph. EuBahn 1,2: Extrakte der Verwechsluren A. absinthiumund A. annua jeweils
4 ul; Bahn 3 Artemisiae scopariae herba Extrakiua chinesischem Impord pl; Bahn 4: Artemisiae scopariae herd
Extrakt aus deutschem Anbau 4; Bahn 5: Referenzldsunghlorogensaure 4ul; FM: A Ameisensaure, Wasser,
Ethylmethylketon, Ethylacetat(10:10:30:50, B Ameisensaure, Essigsaure, Wasser, HEttgtat (11:11:27:100), C
Ameisenséure, Wasser, Methanol, Ethylacetat (2,5: 4: 4: Bd}wicklungsstrecke 8m, Derivatisiert mit Naturstoff-
/Macrogolreagenz, 366 im
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4.5.3.2 Validierung

Um zu gewahrleisten, dass die zur Identifizierung von Artemisiae scopagédsa h
entwickelte Methode (Tabelle12, Neu entwickelte Methodg reproduzerbare Ergebnisse
liefert, wurde sieanhand des/alidierungsprotokadi (3.6.10 hinsichtlich Stabilitat, Spezi,

Prazision und Robustheit validiert.

4.5.3.2.1 Stabilitat der Testlésung wahrend der Chromatographie

o
(=
=
4
10
2
=
w
o

1. Entwicklung
—_—

Abbildung20: 2D-Chromatogramm va Artemisiae scopariae herh@ ul Testlésung, FM: Ameisenséaure, Eisessig, Wasser,
Ethylaceat (11:11:27:100), Entwicklungdrecke 6cm, Derivatisiert mit Naurstoff-/ Macrogol-Reagenz, 366m

Eine authentischéHdandelspobe wurde extrahiert und2 > fder Testldsungunktférmig an
dem rechten unteren Plattenecke einer 1010cm Platte (Icm von jedem Ende)
aufgetragen. Die Plattavurde entwickelt und getrocknet. Nach der ersten Entwicklung
wurde die Platteum 90° gedrehtihochmals mit frischem Fli@fittel entwickelt danach
derivatisiert und dokumentiert. Wahrend der Chromatographieergaten sich keine
Veranderung des Extraktesla alle Bestandteile auf der Winkelhalbierenden lagen
(Abbildung 20). Somitwaren die Analyten desExtraktes wahrend der Chromatographie

stabil
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4.5.3.2.2 Stabilitat der Testlésung in Losung und auf der Platte

Eine authentischélandelslroge wurde extrahiert und 4l auf die HPTL:-Elatte aufgetragen.
Danach wurde die Platte in Alufolie eingewickelt und mit deestisung 3h bei
Raumtemperatur gelagertDieselbe Droge wurde nochmals extrahiert und ebenfalls auf
dieselbe Platte aufgetragen. Nach der Chromatographie und der Derivatisierung zeigten sich

keine Veranderungen in Lage und Intensitat BasdenmustergAbbildung21).

Abbildung21: Stabilitéat auf der Platte und in Lésun@ahn 1: Artenisiae scopariae herba ExtraktiBauf der Platte, Bahn
2, 3: frischer Artengiae scopariae herba Extrakt, Bahn 4rtédmisiae scopariae herba Extrakt B in Losung jeweils fl,
FM: Ameisensaure, Eisessig, Wasser, Ethylacetat (1271100), Entwicklungsstrecked@n, Derivatisiert mit Natirstoff-/
MacrogolReagenz, 366m

4.5.3.2.3 Stabilitat der Derivatisierung

Um die Stabilitatder Derivatisierung zu beurteilenrwurde die HPTLC direkt nach der
Derivatisieung, nach 5, 10, 15, 30 und 60n dokumentiert. Die Ergebnisse vear stabil, da
sich auch nach 6@in (Abbildung22) keine Unterschiede bezuglich deage und Intensitat

der Banden zeigten.
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Abbildung22: Stabilitdt der Derivatisierunghach t=5 und 60min; Bahn 1, 2: Referenzsubstanz€&lorogensaure, Rutin
jeweils 4ul; Bahn 3, 5, 9: Artemisiae scopariae herba Extrakis dinesischem Import jeweils 8l; Bahn 4, 6, 10:
Artemisiae scopariae herba Extrakt awchinesischem Import jeweils dl; Bahn 7, 8: Artemisiae scopariae herba Extrakt
aus deutscher Herkunft 3 bzw dl; Bahn 11, 12, 13:¥Fakte der Verwechslungn/Verfalschungn A. absinthium A.
annua und Origanum vulgare jeweils 4pl, FM: Ameisensdure, Eisessig, Wasser, Ethylacetat (1271100),
Entwicklungsstrecke 6m, Derivatisiert mit Natirstoff-/ Macrogol-Reagenz, 366m

4.5.3.2.4 Spezifitat

45.3.2.4.1 Identifizierung von Artersiae scopariae herba Proben durch Vergleiofit
authentischen Drogenprobamd Referenzsubstanzen

Mehrere Muster von Artemisiae scopariae herba aus deutschen und chinesischen

Herkiinften wurden extrahiert und mit den Referenziésungen chromatographiert. Die

entwickelte Methode ergab fur alle Proben einen ahnlichen Fingerprint nach Derivatisierung

mit Naturstoffreagenz mit guter Auflosung zwischen Chlorogensharé®=0,46 und den

restlichenSubstanzen der Testlésunigediglichdie Probendeutscher Herkunfizeigten eine

zusatzliche blau fluoreszierende Banddljildung23) bei R=0,72.
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Abbildung23: Spezifitdt Bahn 1, 2: Referenzsubstanz@mlorogenséaure, Rutin jeweilsd; Bahn3, 4, 5, 6, 10, 1112, 13
Artemisiae scopariae herba Extrakt aichinesischem Import jeweils dl; Bahn7, 8, 9 Artemisiae scopariae herba Extrakt

aus deutscher Herkunft, jeweils 4pl; FM: Ameisensaure, Eisessig, Wasser, Ethylacetat (11:1109j;
Entwicklungstrecke 6cm, Derivatisiert mit Natrstoff-/ Macrogol-Reagenz, 366m

4.5.3.2.4.2 Detektion von Verfalschungen

Die n der Materia Medicaflir Artemisiae scopariae herbf4] gelistete Verwechslung
Origanumvulgare sowie die im europaischen Handel vorkommendAmemisiaArten
Artemisiaabsinthiumund Artemisiaannua (moégliche Verfalschunyy wurden analog zu den
Artemisiae scopariae Proben extrahiert und chromatographiert. Die Methode war spezifisch
fur Artemisiae scopariae hiea, da weder die Verwechslumgpch die Verfalschuren eine

blau 1fuoreszierende Bande bei UV 36 nach Derivatisierungmit Naturstoff/
Macrogolreagenauf Hohe der Chlorogensaure aufwaes(Abbildung24). Dariiber hinaus
war bei derVerwechslungler Droge eine starkaip leuchtende Bande beiR0,46sichtbar,

die im Fingerprint des Haarigen Besenbeiful3krautes nicht vorhanden war.
Origanumvulgare chinesisch Niu Zhi, kann auch als Tu Yin Chen bezeidi@ktwerden

und besitzt das gblite VerwechslungspotentiaEs kann mit der entwickelten Methode

eindeutig von Artemisiae scopariae herba unterschieden werden.
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Abbildung24: Detektion von VerfalschungerBahn 1, 2: Referenzsubstanz€&lorogensaure, Rutin jeweils 4; Bahn 3,

4: Artemiskae scopariae herba Extrakt aus chsischem Import jeweils 3 bzw. @l; Bahn 5, 6: Artemisiae scopariae herba
Extrakt aus deutscher Herkunft, jeweils 3 bzwipul; Bahn 7, 8, 9, 10, 11, 12: Extrakte der Verwechsknig
Verfalschungn A. absinthium A. annuaund Origanum vulgare jeweils 3 bzw. 4ul; FM: Ameisensaure, Eisessig, Wasser,
Ethylacetat(11:11:27:100), Entwicklungsstreckedn, Derivatisiert mit Naturstofff Macrogol-Reagenz, 366m

4.5.3.2.5 Wiederholprazision

Die Proben aus den zwei verschiedenen Herkimfteirdendreimal eingewogen, extrahiert
und mit jeweils frischem FlielBmittethromatographiert. Nach der Derivagsung und
Dokumentation bei 366m (Abbildung25) wurde der mittlere RWert des analytischen
Markers Chlorogensaarermittelt. Die neu entwickelte Methode zeigtelreimal an einem
Tag(Tabelle14) homogene Werte, die um weniger als 0,03B®heiten schwankie Die
Lage und Intensitat aller Banden im Fingerprimtaren identisch. Der Test auf

Wiederholpréazision wurde akzeptiert.

Abbildung25: Wiederholprazision Platte Artemisia_20110603_0Bahn 1, 2: Referenzsubstanzen Chlorogiamnme, Rutin
jeweils 4pl; Bahn 3, 5, 9: Artemisiae scopariae herba Extrakis athinesschem Import jeweils 3ul; Bahn 4, 6, 10:
Artemisiae scopariae herba Extrakt awchinesischem Import jeweils dl; Bahn 7, 8: Artemisiae scopariae herba Extrakt
aus deutscher Herkunft 3 bzw dl; Bahn 11, 12, 13: Extrakte d&ferwechslungn/Verfalschungn A. absirthium, A.
annua und Origanum vulgare jeweils 4ul, FM: Ameisenséure, Eisessig, Wasser, Ethylacetat (1271100),
Entwicklungsstrecke 6m, Derivatisiert mit Naturstofff Macrogol-Reagenz, 366m
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Tabelle 14: Ergebnisseder Wiederholprazisionder Priifung auf Identitdtvon Artemisiae scopariae herba durch HPTLC
Fingerprint

R- Artemisia_20110603_01| Artemisia_20110603_02| Artemisia_20110603_03| nR-
Chlorogensaure 0,46 0,45 0,44 0,02
Rutin 0,35 0,33 0,34 0,02

4.5.3.2.6 Laborprazision

Bei der Uberprufung der Laborprazision werden die verschiedenen Probemirein
aufeinanderfolgen Tageunabh&ngig voneinander eingewogen, extrahiert und mit frischem
FlieBmttel entwickelt. Der Test auf Laborprazision wurde akzeptiert, deh snach
Derivatisierung bei 366m keine Anderung der Intensitit und Lage der

ChlorogensaurebandeAbbildung 26) ergab, die mehr als 0,05~Rinheiten Tabelle 15)

betrug.

Abbildung 26: Laborprézision Platte Artemisia_20110607_01Bahn 1, 2: ReferenzsubstanzePhlorogensaure, Rutin
jeweils 4pl; Bahn 3, 5, 9: Artemisiae scopariae herba Extrakt aus chinkeiscimport jeweils 3ul; Bahn 4, 6, 10:
Artemisiae scopariae herba Extrakt awchinesischem Import jeweils dl; Bahn 7, 8: Artemisiae scopariae herba Extra
aus deutscher Herkunft 3 bzwul; Bahn 11, 12, 13: Extrakte d&ferwechslungn/Verfalschungn A. absinthium, A.

annua und Origanum vulgare jeweils 4ul, FM: Ameisenséure, Eisessig, Wasser, Ethylacetat (1271100),

Entwicklungsstrecke 6m, Derivatisiert mit Natirstoff-/ Macrogol-Reagenz, 366m

Tabelle 15: Ergebnisse deiLaborprazsion der Prufung auf ldentitdtvon Artemisiae scopariae herbaurch HPTLC
Fingerprint

R- Artemisia_20110603_01| Artemisia_20110606_01| Artemisia_201100607_0] nR:

Chlorogenséure 0,46 0,47 0,46 0,01

Rutin 0,35 0,35 0,33 0,02
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4.5.3.2.7 Robustheit

4.5.3.2.7.1 Verschiedeer Kammet/ Platten-Typ

Um die Robustheit der Methode zu testen wurde die HPHla@e durch eineDC Platte
ersetzt, die in einer Flachbodenkammer analog zur Monographie von Cyfuditaa [100]

bis zu einer Laufstrecke von &f entwickelt (Abbildung27) und mit Natustoffreagenz
derivatisiert Die Lage der Banden und die Farbintensitat wurden mit der ersten Platte der
Wiederholpréazision Artemisia_20110603_Q1verglichen(Tabelle 16). Die RWerte der
analytischen Marker Chlorogenséure und Rutin zeigten eine Abweichung von weniger als

0,06 R-Einheiten. e Methode kann sowohl mit HPTLC als auch miGBlatten in

verschiedenen Kammern durchgefuhrt werden.

Abbildung27: Robusheit Kammer/DGPlatte; Bahn 1, 2: Referenzsubstanz&ilorogenséure, Rutin jeweils|8; Bahn 3,
5, 9: Artemisiae scopariae herba Extrakichinesischem Import jeweils {l; Bahn 4, 6, 10: Artemisiae scopariae herba
Extrakt aus chinesischem Import jewils 8ul; Bahn 7, 8: Artemisiae scopariae herBxtraktaus deutscher Herkunft 7 bzw
8ul; Bahn 11, 12, 13: Extrakte d&ferwechslungn/VerfalschungenA. absinthium A. annuaund Origanum vulgare
jeweils 8ul, FM: Ameisensaure, Eisessig, Wasser, Ethyktc@il:11:27:100), Entwicklungsstrecke &, Derivatisiert mit
Naturstoff-/ MacrogotReagenz, 366m
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Tabellel6: Ergebnisse der Robustheitspriifung mit verschiedenem Kammad Plattentyp

R- Flachbodenkammer ADC 2 NR:
DGPlatte HPTLPlatte

Chlorogensaure 0,51 0,46 0,06

Rutin 0,40 0,35 0,05

4.5.3.2.7.2 Verschieden&ntwicklungsdistanz

Die Entwicklungsdistanazvurde auf 5cm verringert und auf ém erhdht um maoglicle
Fehlerquellen bei der Durchflihrurmy evaluieren Beide ChromatogrammeAbbildung28)
wurden mit der ersten Platte der Wiederholpréazisiohrtemisia 20110603_01)peziglich
Lage und Intensitat des Fingerprints verglich€ablle1l7). Die RWerte der analytischen

Marker Chlorogenséure und Rutin zeigten eine Abweichung von weniger als 8,06 R

Einheiten.

Abbildung28: Robustheit EntwicklungsdistanBahn 1, 2: Referenzsubstanzen ChlorogensaBuatjnjeweils 4pl; Bahn 3,

5, 9: Artemisiae scopariae herba Extraktsghinesischem Import jeweils |3l; Bahn 4, 6, 10: Artemisiae scopariae herba
Extrakt ats chinesischem Import jeweils dl; Bahn 7, 8: Artemisiae scopariae herba Extrakt aus deutscherkihft 3 bzw
4ul; Bahn 11, 12, 13: Extrakte d&ferwechslungn/ Verfalschungn A. absinthium A. annuaund Origanum vulgare
jeweils 4pl, FM: Ameisensaure, Eisessig, Wasser, Ethylacetat (11:11:27:100), Entwicklungsstsetizev. 7cm,
Derivatisiert mit Naturstoff-/ Macrogol-Reagenz, 366m
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Tabellel7: Ergebnisse der Robustheitsuntersuchung mit verschiedenen Entwicklungsdistanzen

R 50mm 60 mm 70mm NR:
Chlorogensaure 0,45 0,46 0,47 0,02
Rutin 0,33 0,35 0,34 0,02

4.5.4 Chromatograhische Unterscheidung(Fingerprint)der verschiedenen Erntezeitpunkieon
Artemisiae scopariae herba
In der Monographie von Artemisiae scopariderba des ChP 201[¥8] werden zwei
Erntezeitpunkte der Droge unterschiedeniMianyincherit beschreibt die im hjahr
geerntete Droge bei der Chlorogensaure als analytischer Markerwendet wird. Im
Gegensatadazu dient Scoparon als Markéir die im Herbst gesammeltemlitenreiche
Krautdoge a | dzI & Aol RYifigfienhad Der Gehalt an Scoparorarkn demnach als
Unterscheidungsmerkmdiir die verschiedenen Erntezeitpunkte verwendet werden. Wie
Abbildung 18 zeigt, handek es sich bei d& im Handel erhaltlichenPflanzenmaterial
wahrscheinlich um die Fruhjahrsdrag#a keinScoparam im Fingerprint erkennbar wabies
stimmt mit den Zusatzinformation in Materia Medid@8] a L y  { Kn$onthitkey BidR
capillaris seedling, in the fourttmonth, an herb. If cut in the fifth month, they are only fit for
T A NB difh, welche af denerhohten Gebrauch der Frithjahrsdroge hinweisim das
Vorkommen von Scoparon in der Herbstdrogeanalysierenwurden van der bayerischen
Landesanstalt fir Landwirtschafirtemisia scopariaPflanzen verschiedener genetischer
Herkinfte {Tabelle 5) tGber einen langeren Zeitraunfl-3. Schnitt bei ca. 6680cm
Pflanzenhohg kultiviert und geerntet. Auffallendvar, dass die ProbkfL 125 fast nur aus
Blutenmaterial und nicht hauptsachlich aus Blatt und Stangelfragmenten besiaasl.
Probenmaterial wurde nach Methode Tabelle 12, Huayinchen  ChP010
dunnschiclichromatographischauf die Markersubstanz Scoparon analysiédblgildung29).
Lediglich die Probe LfL 125 (Bahn 8) zeigte élau fluoreszierende Scopar@ande bei
R-=0,21, waseine hohere Konzentrton an Scoparon irder blutenreichen Herbstdroge
bestétigte. Die Bestimmung des Scoparongehaltes schien jedoch fur die Erstellung einer
Monographie vorArtemisiaescopariae heba fur das DAB nicht sinnvoll, das im Handel

befindlicheDrogemmaterialhauptséchlich aus im Frihjapeernteter Droge bestand.
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Abbildung29: Chromatographische Unterscheidung verschiedener ErntezeitpunBehn 1, 2, 34, 5, 6, 7, 8: Artemisiae
scopariae herba Extrakt audeutschemAnbau LfL 30, 31, 32, 122, 123, 124, 1j2%eils 5 pl; Bahn9: Referenzsubstanz
Scoparorb pm; FM: Petrolether (60-90 °Q, Ethylacetat, Acetor(6:3:0,5, Entwicklungsstreck& cm, 366nm
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4.6 Ranheitsuntersuchungen

4.6.1 Trocknungsverlust

Die Bestimmung des Trocknungsverlustes erfolgte entsprechend der Allgemeinen Methode
des Ph Eur7.0/2.2.32 [55]. Dazuwurde de pulverisierte Droge500) 2h im Trockenschrank

bei 105 °C getrocknet und danach gewng

Tabelle18: Ergebnisse der Trocknungsverlusten Artemisiae scopariae herba Proben

Arobemed ChinaMedica Herbasinica LfL 2006
Tara Einwaagg Tara Einwaagg Tara Einwaagq Tara Einwaage
1. Einwaag¢ 61,4981 | 1,0083 | 63,5544 | 1,065 | 54,0090 | 1,0021 | 31,3282 | 1,0051
2. Einwaage 62,6320 | 1,0094 | 56,0987 | 1,0057 | 61,5990 | 0,9999 | 63,4047 | 1,0020
3. Einwaagq 56,0127 | 1,0067 | 61,5982 | 1,0033 | 54,6285 | 1,0013 | 63,4023 | 1,0001
Auswaage| Differenz| Auswaage| Differenz| Auswaage| Differenz| Auswaage| Differenz
1. Einwaagq 62,4050 | 0,9069 | 64,4593 | 0,9049 | 54,9235 | 0,9145 | 32,2163 | 0,8881
2. Einwaagg 63,5460 | 0,9140 | 57,0037 | 0,9050 | 62,5114 | 0,9124 | 64,2899 | 0,8852
3. Einwaagq 56,9249 | 0,9122 | 62,5052 | 0,9070 | 55,5429 | 0,9144 | 64,2899 | 0,8876
1. Einwaagg Trock.verlust | 10,06 | Trock.verlust| 10,00 | Trock.verlust 8,74 | Trock.verlust| 11,64
2. Einwaaggé 9,45 10,01 8,75 11,66
3. Einwaagg 9,39 9,60 8,68 11,25
Mittelwert 9,63 | Mittelwert 9,87 | Mittelwert 8,72 | Mittelwert | 11,52
%STABW| 3,84 | %STABW| 240 | %STABW| 045 | %STABW| 2,01
LfL11 LfL12 LfL13 Lian
Tara Einwaagg Tara Einwaagg Tara Einwaagq Tara Einwaage
1. Einwaag¢ 55,8046 | 1,0054 | 34,2996 | 1,0048 | 60,9208 | 1,0089 | 57,6103 | 1,0078

N

. Einwaag¢ 34,3004 | 1,0036 | 31,3300 | 1,0043 | 54,6289 | 1,0037 | 60,9208 | 1,0056
. Einwaag¢ 56,1614 | 1,041 | 34,3003 | 1,0040 | 31,3279 | 1,0076 | 56,0972 | 1,0001

w

Auswaage| Differenz| Auswaage| Differenz| Auswaage| Differenz| Auswaage| Differenz

1. Einwaagq 56,7128 | 0,9082 | 35,2002 | 0,9006 | 61,8285 | 0,9077 | 58,5189 | 0,9086
2. Einwaagq 35,2047 | 0,9043 | 32,2340 | 0,9040 | 55,5327 | 0,9038 | 61,8303 | 0,9095
3. Einwaagq 57,0691 | 0,9077 | 35,2022 | 0,9019 | 32,2373 | 0,9094 | 57,0070 | 0,9098
1. Einwaagg Trock.verlust| 9,67 | Trock.verlust| 10,37 |Trock.verlust| 10,03 |Trock.verlust| 9,84
2. Einwaaggé 9,89 9,99 9,95 9,56
3. Einwaaggs 9,60 10,17 9,75 9,03

Mittelwert 9,72 Mittelwert 10,18 | Mittelwert 9,91 Mittelwert 9,48

%STABW| 1,58 %STABW| 1,88 %STABW| 1,49 %STABW| 4,36
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Pharmachin Phytax Yong

Tara Einwaage Tara Einwaage Tara Einwaage

1. Einwaag¢ 56,1650 1,0060 56,0967 1,0026 63,4049 1,0047
. Ehwaage, 56,0130 1,0039 57,6043 1,0054 56,1648 1,0034
. Einwaag¢ 57,6043 1,0075 60,9225 1,0072 62,6327 0,9994

w N

Auswaage | Differenz| Auswaage | Differenz| Auswaage | Differenz

1. Einwaage 57,0871 0,9221 57,0162 0,9195 64,3131 0,9082
2. Einwaage 56,9318 0,9188 58,5260 0,9217 57,0725 0,9077
3. Einwaagg 58,5286 0,9243 61,8436 0,9211 63,5385 0,9058
1. Einwaag¢ Trock.verlus{ 8,34 | Trock.verlus{ 8,29 | Trock.verlus{ 9,60
2. Einwaagge 8,48 8,33 9,54
3. Einwaagg 8,26 8,55 9,37

Mittelwert 8,36 Mittelwert 8,39 Mittelwert 9,50
%-STABW 1,32 %-STABW 1,68 %-STABW 1,30

Die Ergebnisse des Trocknungsverlustes der einzelnen Dnugéer verschiedener Anbieter
zeigtenkeine groReren Abweichungdabelle18). Der prozentuale Massenverlust begu
8,36:10,18%, wobei die 200geerntete Droge(LfL 2006)wegen ihres Alters nicht idie

Berechnung einbezogemurde.

Anhand der vorliegenden Ergebnisse wurde dig zu erstellendeMonographieArtemisiae

scopariae herb®ABein maxmaler Trocknungsverltison 126vorgeschlagen.

4.6.2 Asche
Die Bestimmung deAscheerfolgte entsprechend der Allgemeinen Methodewus Ph. Eur
7.002.4.16 [56]. DadasDrogenmaterial wegender Behaarung sehr volinds war, wurden

nur 0,5g anstatt 1,0y der pulverisierten Droge (500h einen Quarztiegekingewogen.
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Tabelle19: Ergebnisseler Aschebestimmungon Artemisiae scopariae herba Proben

Arobemed ChinaMedica Herbasinica LfL 2006
Tara |Einwaag Tara |Einwaagd Tara |Einwaaggd Tara |Einwaage
1. Einwaagq 28,8427 | 0,5045 | 21,5455 | 0,5063 | 21,8615 | 0,5031 | 22,6949 | 0,5064
2. Einwaag¢ 21,5477 | 0,5014 | 25,3640 | 0,5034 | 20,9459 | 0,5000 | 25,5884 | 0,5011
3. Einwaagq 20,9583 | 0,5049 | 21,0800 | 0,5046 | 28,8588 | 0,5017 | 21,8809 | 0,5096
Auswaage Differenz| Auswaage Differenz| Auswaage Differenz | Auswaage Differenz
1. Einwaag¢ 28,9030 | 0,0603 | 21,5815 | 0,0360 | 21,9314 | 0,0699 | 22,7387 | 0,0438
2. Einwaag¢ 21,6077 | 0,0600 | 25,4005 | 0,0365 | 21,0125 | 0,0666 | 25,6316 | 0,0432
3. Einwaagq 21,0190 | 0,0607 | 21,1164 | 0,0364 | 28,9281 | 0,0693 | 21,9265 | 0,0456
1. Einwage| %Asche| 11,95 | %Asche 7,11 %Asche | 13,89 | %Asche 8,65
2. Einwaaggd 11,97 7,25 13,32 8,62
3. Einwaagg 12,02 7,21 13,81 8,95
Mittelwert | 11,98 | Mittelwert 7,19 | Mittelwert | 13,68 | Mittelwert 8,74
%STABW 0,31 | %STABW 1,01 | %STABW 2,27 | %STABW 2,07
LfL11 LfL12 LfL13 Lian
Tara | Einwaag Tara |Einwaagg Tara |Einwaagqd Tara |Einwaage
1. Einwaag¢ 19,6779 | 0,5015 | 21,2133 | 0,5064 | 25,3634 | 0,5053 | 21,3787 | 0,5088
2. Einwaag¢ 21,5946 | 0,5034 | 21,3775 | 0,5021 | 21,8724 | 0,5033 | 21,0693 | 0,5014
3. Einwaagq 25,5967 | 0,5028 | 22,7106 | 0,4965 | 21,3876 | 0,5013 | 21,6011 | 0,5020
Auswaage Differenz| Auswaage Differenz| Auswaage Differenz| Auswaage Differenz
1. Einwaag¢ 19,7131 | 0,0352 | 21,2499 | 0,0366 | 25,3942 | 0,0308 | 21,4391 | 0,0604
2. Einwaag¢ 21,6311 | 0,0365 | 21,4146 | 0,0371 | 21,9030 | 0,0306 | 21,1288 | 0,0595
3. Einwaagq 25,6337 | 0,0370 | 22,7448 | 0,0342 | 21,4185 | 0,0309 | 21,6605 | 0,0594
1. Einwaage %-Asche 7,02 %Asche 7,23 %Asche 6,10 %Asche | 11,87
2. Einwaagge 7,25 7,39 6,08 11,87
3. Einwaaggs 7,36 6,89 6,16 11,83
Mittelwert 7,21 | Mittelwert| 7,17 | Mittelwert 6,11 | Mittelwert | 11,86
%STABW 2,41 %STABW 3,57 %STABW 0,73 %STABW 0,18
Pharmachin Phytax Yong
Tara | Einwaag Tara |Einwaaggd Tara |Einwaage
1. Einwaage 27,8244 | 0,4999 | 21,5898 | 0,5064 | 20,9366 | 0,5008
2. Einwaag¢ 28,8511 | 0,4961 | 22,7007 | 0,5062 | 22,0789 | 0,5099
3. Einwaagq 21,5562 | 0,5072 | 22,0863 | 0,5001 | 25,3728 | 0,4999
Auswaage Differenz| Auswaage Differenz| Auswaage Differenz
1. Einwaag¢ 27,9115 | 0,0871 | 21,6420 | 0,0522 | 20,9889 | 0,0523
2. Einwaage 28,9364 | 0,0853 | 22,7525 | 0,0518 | 22,1299 | 0,0510
3. Einwaagq 21,6460 | 0,0898 | 22,1387 | 0,0524 | 25,4259 | 0,0531
1. Einwaag¢ %Asche | 17,42 | %Asche | 10,31 | %Asche| 10,44
2. Einwaagge 17,19 10,23 10,00
3. Einwaagg 17,71 10,48 10,62
Mittelwert | 17,44 | Mittelwert | 10,34 | Mittelwert | 10,36
%STABW 1,47 | %STABW 1,21 | %STABW 3,08
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Die Ergebnisse der Aschebestimmung der verschiedenen Handelsmuster zeigten deutliche
Unterschiede. Der niedrigste Wert von 6,11% wubdeeiner Probe aus deutschem Anbau

(LfL 13)ermittelt. Zudem zeigte eine Probe aus chisebem Import Pharmachin) einen
extrem hohen Ascheart von 17,44%, der den durchschnittlichen Aschegehalt nicht

wiederspiegelt Auf Grund der vorliegenden Ergebnissarde ein Wert von maximal 24 fur

das DABorgeschlagen.

4.6.3 Salzsaureunldsliche Asche

Die Bstimmung der alzsaureunloslichen Asche erfolgt entsprechend der Allgemeinen

Methoden des Ph Eur 7/@.8.1 [57].

Tabelle20:Ergebnisse deradzsaureunldslichen Aschebestimmueagvon Artemisiae scopariae herba Proben

Arobemed Chha-Medica Herbasinica LfL 2006
Tara | Einwaag Tara |Einwaagg Tara |Einwaagq Tara |Einwaage
1. Einwaag¢ 20,4199 | 0,5045 | 29,8080 | 0,5063 | 27,6402 | 0,5031 | 20,3148 | 0,5064
2. Einwaag¢ 20,4338 | 0,5014 | 21,3388 | 0,5034 | 29,1330 | 0,5000 | 20,6593 | 0,5011
3. Einwaagq 19,1635 | 0,5049 | 29,8073 | 0,5046 | 20,5011 | 0,5017 | 20,6591 | 0,5096
Auswaage Differenz| Auswaage Differenz| Auswaage Differenz| Auswaage Differenz
1. Einwaagq 20,4299 | 0,0100 | 29,8088 | 0,0008 | 27,6511 | 0,0109 | 20,3156 | 0,0008
2. Einwaag¢ 20,4421 | 0,0083 | 21,3395 | 0,0007 | 29,1432 | 0,0102 | 20,6598 | 0,0005
3. Einwaagq 19,1728 | 0,0093 | 29,8079 | 0,0006 | 20,5111 | 0,0100 | 20,6597 | 0,0006
1. Einwaagd %-Asche 1,98 %Asche 0,16 %Asche 2,17 %Asche 0,16
2. Einwaaggé 1,66 0,14 2,04 0,10
3. Einwaaggs 1,84 0,12 1,99 0,12
Mittelwert 1,83 |Mittelwert| 0,14 | Mittelwert 2,07 | Mittelwert 0,13
%STABW 8,98 | %STABW 14,06 | %STABW 4,34 | %STABW 23,81
LfL11 LfL12 LfL13 Lian
Tara | Einwaag Tara |Einwaagq Tara |Einwaagg Tara |Einwaage
1. Einwaag¢ 23,9588 | 0,5015 | 20,0626 | 0,5064 | 21,2824 | 0,5053 | 21,2682 | 0,508
2. Einwaag¢ 20,3160 | 0,5034 | 21,2214 | 0,5021 | 20,5010 | 0,5033 | 29,8068 | 0,5014
3. Einwaagq 26,4340 | 0,5028 | 21,3389 | 0,4965 | 29,1332 | 0,5013 | 20,6539 | 0,5020
Auswaage Differenz| Auswaage Differenz| Auswaage Differenz| Auswaage Differenz
1. Einwaagq 23,9591 | 0,0003 | 20,0635 | 0,0009 | 21,2831 | 0,0007 | 21,2706 | 0,0024
2. Einwaag¢ 20,3164 | 0,0004 | 21,2221 | 0,0007 | 20,5017 | 0,0007 | 29,8091 | 0,0023
3. Einwaagq 26,4344 | 0,0004 | 21,3395 | 0,0006 | 29,1340 | 0,0008 | 20,6559 | 0,0020
1. Einwaage %-Asche 0,06 %Asche 0,18 %-Asche 0,14 %-Asche 0,47
2. Einwaage 0,08 0,14 0,14 0,46
3. Einwaagg 0,08 0,12 0,16 0,40
Mittelwert | 0,07 | Mittelwert | 0,15 |Mittelwert| 0,15 |Mittelwert| 0,44
%STABW 1558 | %STABW 19,87 | %STABW 8,23 | %STABW 8,83
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Pharmachin Phytax Yong
Tara | Einwaag Tara |Einwaagg Tara |Einwaage
1. Einwaag¢ 20,0332 | 0,4999 | 26,2860 | 0,5064 | 19,6800 | 0,5008
2. Einwaag¢ 20,6533 | 0,4961 | 21,5306 | 0,5062 | 19,1620 | 0,5099
3. Einwaagq 21,5308 | 0,5072 | 21,2217 | 0,5001 | 20,3158 | 0,4999
Auswaage Differenz| Auswaage Differenz| Auswaage Differenz
1. Einwaag¢ 20,0683 | 0,0351 | 26,2880 | 0,0020 | 19,6951 | 0,0151
2. Einwaag¢ 20,6910 | 0,0377 | 21,5322 | 0,0016 | 19,1789 | 0,0169
3. Einwaagq 21,5696 | 0,0388 | 21,2234 | 0,0017 | 20,3355 | 0,0197
1. Einwaagq %-Asche 7,02 %Asche 0,39 %Asche 3,02
2. Einwaagge 7,60 0,32 3,31
3. Einwaagg 7,65 0,34 3,94
Mittelwert 7,42 | Mittelwert 0,35 | Mittelwert 3,42
%STABW 4,70 | %STABW 11,55 | %STABW 13,80

Die Proben aus deutschem Anbau zeigtémen deutlich geringereAscheiickstand. Da die
Proben weniger behaanvaren, ist davon auszugehen, sk sich wenigeFlugsand in der
Drogebefand und dies den niedrigeralzsdureunldslicherscheiickstand von 0,00,15%
erklart Den hochsten Wert von 7,42% wies erneut die Probe der FRimarmachin auf.
Auffallig ist auch die grof3e prozentuale Standardeioctwung von 4,323,81% welche auf
die statische Aufladung @s Rickstandes nach dem Gluheartckzufiihren istAuf Grund
der Egebnissewurde ein Wert von maximal % salzsaureunldslicher Asche fir das DAB

vorgeschlagen.
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4.7 Gehaltsbestimmung mittels HPLC

4.7.1 CHorogensaureEvaluatiorvon GehaltsbestimmungenachChP und Ph. Eur

Zur Gehaltsbestimmung von Chlorogenséure in Artemisiae scopariae herba wurden die
Methoden im ChP 2010 fiMianyinchen[78] und Cynarae folium im Ph. Eur 7.B00|
getestet.Abbildung30 A zeigt das Chromatogramm, dasch MethodeTabellel3 (Methode

nach ChR010 durchgefuhrt wurde. Da im ChP 2010 keine Angabken FluR3rateund
Saulentemperatur festgelégsind, wurde eine FluRBrate von,dml/min und 25 °C
Séaulentemperatur zur Chromatographie verwendet. Die Markersubstanz Chlorogenséaure
wurde bei R=6,9min eluiert und zeigte einen unsymmetrischen breiten Peak, der fur die
Quantifizierung ungeeignet walDie Methode des Ph. Eur 7.3 ergab hingegen esutrarfen
symmetrischen Peak bei 89,3min (Abbildung30 B) sowie eine gute Auflésung zwischen
Chlorogensaure und derdarauffolgendem Peak undwurde zur Gehaltsbestimmung von

Chbrogensaure in Artemisiae scopariae herba verwendet.
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Abbildung 30: HPL&hromatogramm eines Artemisiae scopariae herba trektes aus chinesischem Import
ChromatogrammA: 10pul, 327nm, 1,0ml/min, 25°C, A: ACN, 4RQ, 0,05% (10:90), BACN, HO (955); 0-30 min: 100% A,
30-40min 100-80%, 4645 min 80-0%, 4550 min 0%, 5660 min 0-100% A Chromatogramm B: 2fl, 330nm, 1,2ml/ min,
40°C,A: HPQ, 85%, HO (0,5:99,5), B: #PQ, 85%, ACN (0,5:99,5):1 min: 92% A, 220 min 92-75% , 2683 min 75%, 33
35min 75-0%,35-40min 0% A, 4660 min 0-92% A

4.7.2 Validierung

Die Methode zur Gehaltsbestimmung Cynarae folium Ph. Euat#(el3, Methode nach
Cynaraefolium Ph.Eur7.3) wird hinsichtlich StabilitgtPrazision, Robustheit und Richtigkeit
mittels des Validierungsprotokolls3.6.10) auf die Tauglichkeit zur Bestimmung von

Chlorogensaure in Artemisiae scopariae herba untersucht.
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4.7.2.1 Stabilitat des Extraktes

Der Extrakt aus untschiedlichenHerkinften von China undBayern wurde achal
nacheinander in die HPLC injiziert und chromatographiert. Bikaltenen Flachen der
Markersubstanz ~ Chlorogensaure  wlen  verglichen und ergaben  einen
Variationskoeffizienten von unter 5%. Der Bktrwar wahrend der Lagerung vorh640min

stabil.

Tabelle21: Ergebnisse der Stabilitat des Extraktes

Droge aus chinesischem Anba| Droge aus bayerischem Anba

Zeit min] Messung Flache [mAU] Messung Flache [mAU]
0-50 1 4402726 1 22226955
50-100 2 4419436 2 22149569
100-150 3 4408455 3 22248769
150-200 4 4402899 4 22162411
200-250 5 4405667 5 22263040
250-300 6 4418101 6 22229458
300-350 7 4414531 7 22238008
350400 8 4415217 8 22153883
1 c K MW 4410879 MW 222090112

Stabw 67689 Stabw 46020
Vk 0,15 Vi 0,21

4.7.2.2 Spezifitat

Die Methode war fir Bestimmung von Chlorogensaure in Artemisiae scopariae herba
spezifisch, da der Peak der Markersubstanz in allen Proben vorhgAtberidung31 A) war

und eine Auflésung von dber 2,00 zum nachfolgenden Reddte Abbildung31l B). Des
Weiterenbewies dieReinheitdes Chlorogensaurepeaks von 1,0, dass keine Substanzen mit

ahnlichem Absorptiosmaimum loeluiert wurden.
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Abbildung 31: HPLESpezifitdt HPLE@Chromatogramm eines Artemisiae scopariae herba Extrakiess chinesischem
Import, 25ul, 330nm, 1,2ml/min, 40°CA: HPQ, 85%, HO (0,5:99%5), B: HPQ, 85%, ACN0,5:99,5);0-1 min: 92% A, 1
20min 92-75% , 2683 min 75%, 3335 min 75-0%,35-40 min 0% A, 4660 min 0-92% A; Chromatogramm A: Ubersicht des
Fingerprints; Chromatogramm B: Detalil
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4.7.2.3 Kalibrierung

4.7.2.3.1 Messbereiches

Um den Gehalt an Chlorogensaure in Artemisieepariae herba zu bestimmgmusste der
Messbereich der Kalibrierung evaluiert werden. Dazu war@eProben ausgewéhlt und
jeweils nach Methodd& abellel3 (Cynarae folium PHeu 7.3) extrahiert, chromatographiert
und das erhaltene Detektorsignal dokumentieftapelle22). Eine Referenzsubstanzlésung

wurde verdunnt und ebenfalls chromatographiefiapelle23).

Tabelle22: Wertetabelle zuden Vorversuchen der verwendeten Proben

Probe Detektorsignal Chlorogenséure [mALl
Arobemed 8288720
Herbasinica 440513
LfL 13 222070®
Pharmahin 614236
Phytax 791490®
Yong 321175

Tabelle23: Wertetabelle zu den Vorvergchen der verschiedene@hlorogersiurekonzentrationen

Konzentrationen Detektorsignal [mAU]:
(Chlorogensaure) [mg/ml

0,00352 843720

0,04400 10229515
0,05867 13973836
0,08800 20924784
0,11000 25777731
0,13538 34610265

Anders als bei den chinesisehBroben, die ein Detektorsignal vergleichbarer Flache zeigten,
war das Signal der Probe aus deutschem Anbau mehr als doppelt so hoch. Um valide
Ergebnisse fur das Material beider Herkiinfte zu gewdahrleisten, wurde die Validierung mit

jeweils einer chinesthen und einer deutschen Probe durchgefiihrt.

Aus der Regressionsgerade der Vorversuaigsich ein linearer Zusammenhang zwischen
der vermessenen Konzentration und dem erhaltenen Detektorsigtidi(dung32) ableiten
Der Mittelwert der Detektorsignale der Handelsprobamrde als Mitte der Kalibriergerade

definiert.
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Vorkalibrierung Chlororgensdure
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Abbildung32: Kalibriergerade der Vorversuche zur Festlegung des Messbereichs

Der Messbereich wurde zwisen den Konzentratione 0,0032 mg/ml und 0,11mg/ml

festgelegt.

Als Konzentrationen der einlmen Kalibierlésungen (Level-6) wurden folgende

Konzentrationen festgelegt:

Konzentration 1 (Level 1): 0,00338mg/ml
Konzentration 2 (Level 2): 0,02816mg/ml
Konzentration 3 (Level 3): 0,04224mg/ml
Konzentration 4 (Level 4): 0,05632mg/ml
Konzentration 5 (Level 5): 0,08448mg/ml
Konzentration 6 (Level 6): 0,10560mg/ml

4.7.2.3.2 Kalibrierfunktion
Die Kalibriergeradewurde wie unter 4.7.2.3.1 beschrieben aus jeweils irer frisch
hergestellten Stammldsung dreimal hintereinander hergesteili nachTabellel3 (Cynarae

folium) chromatographiert.
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Tabelle24: Wertetabelle fur die Kalibrierung von Chlogensaure in Artemisiae scopariae herba

Level 1 2 3 4 5 6
Konzentration | 000338 0,02816 0,04224 0,05632 0,08448 0,10560
[mg/ml]
1. Messung | 816443 7432429 10157226 14096637 20534848 26372679
[mAU]
2. Messung | 888719 6978473 10222117 13681218 2067596 25780137
[mAU]
3.Messung | 822123 7697858 10936407 13938956 21494969 26397889
[mAU]
MW Flache 842428 7369587 10438583 13905604 20901926 26183568
[mAU]
Stabw 40189 363787 432347 209708 518414 349609
Vi 4,77 4,94 4,14 1,51 2,48 1,34

4.7.2.3.2.1 LineareRegression

Eine Kalibrierfunktion wurde aus den Mittelwerten der Vermessung der Kalibrierl@sung
durch Ineare Regression erstellt. Dazu wurden die Formeln unter P@&tl1.2.5
verwendet um die Parameter m (Steigung der Gerade), b (Achsehaitt) und das

BestimmtheitsmaR4zu beechnen.

Kalibrierung Chlorogensaure
30000000 =546 345 699,43327x + 127.821,25349
2o

25000000 R o097 //’
3’ 20000000
<
£
< 15000000
=
£ ./0’
= 10000000 /

5000000 /
0 T T T T T T 1
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12
c(Chlorogensdure) [mg/ml]

Abbildung33: Kalibrierfunktion mit linearer Regression von Chlorogenséure

Die Reststandardabweichung wurde drmell10 berechnet und betrugl178976,77

Die Verfahrensstandardabweichung, berechnet neohmell1, war 0,0007
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Daraus ergab sich erelative Verfahrensstandardabweichumgn 1,36%Formel12)

4.7.2.3.2.2 Quadratische Regression
Eine Kalibrierfunktion wurde aus den Mittelwerten der Vermessung der Kalibrierlosungen

durch Quadratische Regression erstellt. Dazu wurden die Formeln unter Buhki.2.6

verwendet um die Parametr m, n, bund dasBestimmtheitsmaf3?zu berechnen.

Kalibrierung Chlorogensaure

30000000 y=-5.247.913,35828x2+246.928.722,77675x+117.743,59586

25000000 R?=0,99970 »
20000000 /
15000000
10000000 ./.,
5000000
0 / , , | | | |

0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12

c(Chlorogensaure) [mg/ml]

Flache [mAU]

Abbildung34: Kalibrierfunktion mit quadratischer Regression von Chlorogensaure

Die Reststandardabweichung wurde mdrmel22 berechnet und betrug?06512,81
Die Verfahrensstandardabweichung, berechnet neohmel23 und Formel24, war 00,0008
Daraus ergab sich erelative Verfahrensstandardabweichgmon 1,576 Formel12)

4.7.2.3.2.3 Anpassung nach Mandel
Ein Anpassungstest nach Mandel fur die Kalibriergerade entfiel, da die relative
Verfahrensstandardabweichung der linearen Regression kleiner war das der

guadratisclen.

4.7.2.4 Wiederholpréision

Zur Untersuchung der Wiederholprazision wurde jeweile éimobe aus chinesischeamd

eine aus deutschem Anbau fiinfmal an einem Tag unabhangig voneinander eingewogen und
nach Tabelle 13 (Cynaae folium extrahiert und chromatographiert.Die prozentuelle
Standardabweichung der Proben lag bei 2zw. 1,4% (Tabelle25), somit unter 5%

wodurch die Untersuchung der Wiederholprazision akzeptiert werden konnte.
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Tabelle25: Egebnisse defWiederholprazision

Probe aus chinesischem Import
Messung 1 2 3 4 5
Einwaage [g] 0,50514 0,49831 0,50192 0,50798 0,49828
Flache [mAU] 4473543 4459641 4413375 4696274 4515186
Gehalt [%] 0,34922 0,35288 0,34660 0,36507 0,35743
MW Gehalt 0,35424
Stabw 0,00817
Vi 2,31
Probe aus deutschem Anbau
Messung 1 2 3 4 5
Einwaage [g] 0,5085 0,51462 0,50084 0,49966 0,50415
Flache [mAU] | 22912922 23186544 22300826 21856290 22134194
Gehalt [%] 1,81893 1,81888 1,79713 1,76526 1,77192
MW Gehalt 1,79442
Stabw 0,02531
Vi 1,41

4.7.2.5 Laborprazision

Eine Probeder beiden Herkunftsinder wurde an vier weiteren Tagen unabhangig
voneinander eingewogen, extrahiert und chromatographiert nakdbelle 13 (Cynarae
folium). Da der VariationskoeffizientT@belle 26) unter 5% lag konnte der Test auf

Laborprazision akzeptiert werden.

Tabelle26: Ergebnisse der Laborprigmn

Probe aus chinesischem Import
Messung 1 2 3 4 5
Einwaage [g] 0,50441 0,5193 0,50895 0,54775 0,49828
Flache [mAU] 4497906 4877579 4499795 5306306 4515186
Gehalt [%] 0,35169 0,37129 0,34870 0,38377 0,35743
MW Gehalt 0,36094
Stabw 0,015&
Vi 4,38
Probe aus deutschem Anbau
Messung 1 2 3 4 5
Einwaage [g] 0,50695 0,49612 0,50112 0,5001 0,5085
Flache [mAU] | 22432775 21801055 21889857 22549263 22912922
Gehalt [%] 1,78604 1,77334 1,76284 1,81996 1,81893
MW Gehalt 1,79222
Stabw 0,02618
Vi 1,46
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4.7.2.6 Probenauswertung und Prognoseintervall
Der Gehalt an Chlorogensaure den sechsverschiedenen Proben konnte durch die

Kalibriergerade abgeschatzt werden. Dazu wurden alle Proben dreimal an

aufeinanderfolgenden Tagen extrahiert, chrawgraphiert nach MethodeTabelle 13
(Cynarae foliurph und die Konzentration an Chlorogensdumurch Umstellen der

Kalibriergerade nach x, berechnet.

Tabelle27: Ergebnisse der Probenausvtang der Artemisiae scopariae herba Proben

Arobemed | Herbasinica LfL13 Pharmahin Phytax Yong

MW Gehalt [%] | 0,66205 0,34695 1,79067 0,48800 0,63196 | 0,25050
Stabw 0,03 0,01 0,02 0,01 0,02 0,01
Vi 4,90 1,97 1,31 2,73 3,35 4,31

5 S Mdhted 2 SNII eRi&NadochNBvischen zwei Hyperbelastablgildungl) um die

Kalibriergerade, da sich Fehler aus der Kalibriergerade und der Messung aufsumiasen.
Intervall (Tabelle 28), in dem sich die Konzentiah an Chlorogensaure in Artemisiae

scopariae herba befindetvurde nachFormel38 berechnet.

Tabelle28: Prognaeintervall der vermessenen Arteisiae scopariae herba Proben

Arobeamed | Herbasinica LfL Phamachin Phytax Yong
Prognoseintervall| 0,03313 0,01736 0,08963 0,02442 0,03161 | 0,01252
[mg/ml] +0,00132 | +0,00150 | +0,00150| +0,00141 | +0,00133| +0,00157

4.7.2.7 Robustheit

Jeweils eine Probe der beiden Herkinfte wurdei 35 °C, 40 °C und 45°C
Saulenofentemperatur ach MethodeTabelle13 (Cynarae foliurp chromatographiert. Die
Temperatur wurde erhdht bzw. erniedrigt um die Robustheit der Methode zu untersuchen.
Der Variationskoeffizient der gemessenen Flachen lag unter 5%, die Methodesviathast

angesehen.

Tabelle29: Ergebnisse der Robustheitsuntersuchung von Artemisiae scopariae herba

Probe aus chinesischem Import| Probe aus deutschem Anbau
Flache bei 40C [mAU] 4402726 22226955
Flache bei 43C [mAU] 4397370 22135118
Flache bei 383C [mAU] 4406905 22268371
MW [mAU] 44023334 22210148
Stabw 4780 68198
Vk 0,11 0,31
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4.7.2.8 Wiederfindung

Zu 0,50 pulveisierte Droge (500) wurden 11l einer1,689@ ug/ml (Droge aus China)
bzw. 9,1666{g/ml (Droge aus Bayern)ahigen Chlorogensaureldsung, was ca. 10%
Aufstockung entsprach, pipgert und wie unterTabellel3 (Cynarae foliurpextrahiert und
chromatographiert. Die Wiederfindung wurde naEbrmel 39 berechnet Tabelle30) und

lag in den vorgegeben Grenzen vordEb%.

Tabelle30: Ergebnisse der Wiederfindungsuntersuchung von Chlorogenséure in Artemisiae scopariae, l@&tlfzrobe
aus chinesischenmport; D=Probe aus deutschem Anbau

Einwaage Zugabe| Errechnete | Gefundene | \viederfindung| Wiederfindung
[q] [mg] | Konzentration| Konzentration [%] Mittelwert [%]
[mg/ml] [mg/ml]
1. MessundC | 0,50248 | 0,00169 0,01914 0,01903 99,43
2. Messung § 0,50132 | 0,00169 0,01910 0,01872 98,04 97,92
3. MessungC | 0,49753 | 0,00169 0,01896 0,01826 96,30
1. Messung | 0,50556 | 0,00917 0,09232 0,09258 100,29
2. Messund® | 0,50021 | 0,00917 0,09136 0,09024 98,78 98,98
3. Messund | 0,50018 | 0,00917 0,09135 0,08941 97,87

4.7.2.9 Nachweisgrenze

Nachweisgrenze fir Chlorogensaure (berechnet riamimel40): 2,40 pg/ml

4.7.2.10 Quantifizierungsgrenze

Quantifizierungsgrenze fur Chlorogenséaure (berechnet facmel41): 7,27 pg/ml

4.8 ChromatographischéJnterscheidung vorArtemisia capillarisSTHUNBund
Artemisia scopam WALDSTET KIT

Im Entwurf der Monographie fir Artemisia scopariae herba fur die Hongkong Chinese
Materia Medica StandarddHKCMMS)Y ol 6wird eine O>-Methode vorgeschlagemmit der
die Identitat der Probe und deBtammpflanze Uberprift werden kanZusatzlich isein

HPL&Fingerprint der beiden Stammpflanzen abgebildetyomit Unterschiede im

Naturstoffmusterder beiden Pflanzenerkennbar warenUm das P8nzenmaterialmit der
Stammpflanzezu vergleichen,wurden 3 Handedproben, die alsArtemisia scopariaind 5

Proben die als Artemisia capillaris deklariert waren mit den genannten

Fingerprintmethoden analysiert.
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4.8.1 HPTLC
Alle 8 Artemisiae scopariae herba Peobwurden nach Methodelabelle12 (HKCMMS

Monographieentwurf mit HPTLC untersuchAlle Proben zeigten die blau fluoreszierende
Bande der ChlorogensaurAlgildung35) bei R=0,28.

Abbildung 35: HPTLQJnterscheidungA. capillarisA. scoparig Bahn 1: Rierenzsubstanz Chlorogensaurepl, Bahn 24:
Artemisia scopariaExtrakte ausChina und Deutschland jeweils |#; Bahn 59: Artemisia capillaris Extrakte ausChina
jeweils 2ul; FM:Butylacetat, Ameisenséure, Wass8:13:10)obere PhasgEntwicklungsstrecke: @m, 366nm

Entsprechend ém Monographieentwurf des HKCMMS zeigt sich Aescopariafolgende
Bandenabfolge: Chlorogenséaure beivan ca. 0,3, dartibeeine blau fluoreszierende Bande

bei ca.R-=0,5. BeiA. capillarisist eine zuséatzliche blau fluoreszierende Zone bei ca.
R-=0,65 zu beobachten_ediglich die ProbeA. scoparisaus Harbin undA. capillarisder

Firma Herbasinicazeigten eine schwachblaue Zone bei R0,71, die nur nachstarker
Aufhellung des Chromatogramms zu erkennen waren. Die Aussagekraft des HPTLC
Fingerprintsder HKCMMSst daher zu bezweifeln.

4.8.2 HPLC

Um den Fingerprint mittalHPLCGu analysiererwurden die 8 Proben nach Methodebelle

13 (HKCMM$SMonographieentwurf aufgearbeitet und chromatographiert.Da im
Monographievorschlager HKCMMS&eine Angaben zur Saulentemperatur gemacht werden,
wurde bei Raumtemperatur von 25 °C gearbeitet Im entsprechenden
Vergleichschromatogrammach HKCMM8on A. capillarissind 4 charaléristische Peaks zu
erkennen: Chlorogensaure bei (®RL8min, 4-Hydroxyacetophenon (die zweite

Markersubstanz im HKCMMS) beFR3 min, zwei weiterer Peaksbei R=34 urd 36min.
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A.scopariaist durch nur 3 Peaks zu tenscheiden: Chlorogenséaure;Hydoxyacetophenon

und eine unbekanntePeak bei R=36 min.

A 15 = DAD-CH1 275 nm 15
| artemisia_ HKCMMS_AcHerbasinica_20121203 3
14 14
13 13
12 12
11 11
10 10
9 9
8 8
)
E
7 7
6 6
5 5
|
4 4
3 3
2 2
1 J 1
[¢] [¢]
00 25 50 7,5 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 22,5 25,0 27,5 30,0 32,5 35,0 37,5 40,0 42,5 45,0 47,5 50,0
Minutes
B 70 —— DAD-CH1 275 nm 70
artemisia_ HKCMMS_AsLfL_20121203
65 65
60 60
55 55
50 50
45 45
40 40
)
35 35 <
30 30
25 25
20 20
15 15
10 ' A 10
5 5

[0} [0}
00 25 50 7,5 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 22,5 25,0 27,5 30,0 32,5 35,0 37,5 40,0 42,5 45,0 47,5 50,0
Minutes

Abbildung 36: HPLQUnterscheidungA. capillarisA. scoparia 10pul, 275nm, 1,0ml/ min, 25 °C,A: H,0, HPQ, 0,1%, B
Methanol; 0-10 min: 75% A, 1B0min 7555% , 3050min 55% A, Chromatogramm AArtemisia capillaris aus
chinesischer Herkunft; Chromatogramm Brtemisia scopariaausdeutscherHerkunft

Die ChromatogrammeApbildung36) der 8 Handelsproben zeéan deutlich mehr Peaks im
Fingerprint, alsn der Monographie beschrieben. Dartiber hinaus war die Retentsingan
Chlorogensaure um ca.r8in kirzer. Dererstellte Fingerprint ist nicht mit den Abbilchgen

im HKCMMS Monographievorschlag zu vergleichen und kann nicht zur Unterscheidung der

beiden Stammpflanzen verwendet werden.
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4.9 Analyse des genetischen Fingerprintsn Artemisiae scopariae herba
verschiedener Herkiinfte

Da sich die Artemisiae scopariae ribi@ Proben aus vershiedenen geographischen
Anbaugebieta in der Morphologie 4.3) und den Inhaltsstofferd(5) unterschie@n, wurden

die Proben anhand ihres genetmn Fingerprints von Frau Annika Orland (BfArM, Bonn)
untersucht.Dazu wurde di¢TSSequenZInternal Transcribed Spacer) aus dem getrockneten
Pflanzenmaterial isoliert, vervielfaltigt und miteinander und mit verschiedenen ITS
Sequenzen der NCBI Datenbargglichen. Der Abgleich der Proben Arobemed und LfL 11
ergab, dass sich dig@SSequenzen lediglich in einer Base unterschei@gdrbildung 37) und
hdchswahrscheinlich zur selbe8pezieszuzuordnen sindUm die g¢naue Gattung und Art
der Proben zu ermittel wurden die gewonnen Seguzen mittels NCBBLAST Suchmit
anderen, in der Datenbank vorhandeneBasensequenzenyerglichen. Die héchste
Ubereinstimmung zeigte sich mit der Sequenz Artemisia sp20DB vouchercdt52 18S
ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA
gene and internal transcribed spacer 2, complete sequeand; 26Sibosomal RNA gene,
partial sequenceAbbildung39), die keiner Spezies zugeordnet idin der Datenbank fand
sich auch eine Sequenz von Artemist@pariamit einem hohenMax-ldent Werten deren

Vergleichmit Artemisa speinen Unterschied von lediglich 3 Basémbljildung40) ergab.
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Global DNA alignment. Reference molecule: 7197817 seq, Region 1-630
Sequences: 4. Scoring matrix: Linear (Mismatch 2, OpenGap 4, ExtGap 1)

Sequence View: Similarity Format, Color areas of high matches at same base postion

7197817, seq 1 ancactyagtgteyttagyatonagcqCtoytttyatceteteyacyCtetyCCyatytyCyttoyCteyagtecttttyyacctogtytyaatyteyte
7201785, seq 1 ---actgagtytegttagyatcaagcyetoytttyatcetetoyacyCtetyeCyatytycytteyctogagtecttttyyacctogtytyaatyteyte
7124703, seq 1 -CnactgagtyteyttagyatoangcctoytttyatcetotogacyCtetyeCyatytyCyttcyCteyagtecttttyyacctogtytyaatyteyte
7124702, seq 1 --cnetgnytytegttagyatoangcyotoytttyatceteoyacyCtetyeCyatytyCyttoyCteyagtecttttyyacctoytytyaatyteyte

7197817, seq 101 ggcgeaataacaacccccggeacaatytytyccaagyaaaactaaactoaagaaggetegtttegtytagcecegttegegytycyeteatyygacycyy
7201785, seq 98 ggcgcaataacaacccccggcacaatgtytyccaagyaaaactaaactcaagaaggctegtttogtytageccegttegegytycgeteatygyacycyy
7124703, seq 100 ggcgeaataacaacccccggeacaatytytyccaagyaaaactaaactcaagaaggetegtttegtytageecegttegegytycycteatyggacycyy
7124702, seq 99 ggcgcaataacaacccccggeacaatytytyccaagyaaaactaaactcaagaagyctegttegtytagecceyticgcygtycycteatyyyacycyy

7197817, seq 201 cttctttataatcacaaacgactctegycaacqgyatateteggetoacycatcyatyaagaacytagraaaatycyatacttyytytyaattycagaate
7201785, seq 198 cttetttataatcacaaacgacteteggeaacygatatctegycteacycateyatyaagaacytageaaaatycgatacttyytytyaattycagaate
7124703, seq 200 cttctttataatcacaaacgactcteggcaacqyatatetegyeteacgcategatyaagaacytageaaaatycgatacttygtytyaattycagaate
7124702, seq 199 cttetttataatcacaaacyactctogyeaacyyatatetogyeteacycatcyatyaagaacytageassatycgatacttyytytyaattycagaate

7197817, seq 301 ccgtgaaccatcgagtttttyaacgcaagttycycccyaagecttttygecyagygcacytetycctyygeyteacycategcytegecccccacaaatt
7201785, seq 298 ccgtgaaccatcgagtttttgaacgcaagttycgcccyaagecttttygecyagygcacytetycctyygcgteacycatcygcgtegecccccacaaatt
7124703, seq 300 ccgtgaaccatcgagtttttyaacgcaagttgcgcccyaagecttttygccyagygcacytetycctyygcyteacycateygcytegecccocacaaatt
7124702, seq 299 ccgtgaaccatcgagtttttgaacgcaagttycgcccgaagectittggecyagggcacytotycctyygegteacygcategegtegecccccacaaatt

7197817, seq 401 cteegtcaggggagettytytitegyygycygatactygtetecegtycteatygcycygttygccyaaatagyagtecctogatygacycacyaacta
7201785.3eq 398 ctecgtcaggggagettytytttogygggcyyatactygtoteccytycteatyyegcyyttygccyaaatagyagtocctinmtyyacgcacyaacta
7124703, seq 400 ctcegtcaggygagettytytttegyyyycygatactygteteccytycteatygcgeygttygccyaaatagyagtecctcygatygacycacyaacta
7124702.5eq 399 ctecgteagygyagettytytttogygyycyyatactygteteccytycteatygeycyyttyyccyaaatagyagteccttoyatyyacycacyaacta

7197817.seq 501 gtggtygtcgtasasaccetogtcttttytttogtyccgttagtogoyagyyaagetottoaaaaaccecaacgeytegtotettgacyyeyettogace
7201785.3eq 498 QLQUCQULCOtAAAAACCCENNCEELLYLLECaty
7124703.3eq 500 gtggtggtcgtasasaccetogtcttttytttogtyccgttagtogoyagyyaagetettoaaaaaccecaacgeytegteccttyacyyeyettogace
7124702, seq 499 gtggtggtcgtaaaaaccetegtettttgtitegtyccyttagtogoyaggyaagetettcaaaaaccecaacyeytegtotettyacygcgcttegace

7197817, seq 601 gegaccccaggtoagycyggactacceyct
7201785, seq 534
7124703, seq 600 gegaccccaggtcaggegygactaccec--
7124702, seq 599 gegaccccaggteaggegygactaccey--

Info A\ A_Seq A Map /

Abbildung 37: Sequenzabgleich der ITegion der Probervon Artemisiae scopari@ herba der Firma Arobemed
(7197817.seq und 712470%q) und aus deutschem Anbau (L) mit dem PGProgramm SECentrdlegende: a: Adenin,
c¢: Cytosin, gGuanin, t: Thynin, n: any base (konnte durch die Sequenzierung nicht genauer bestimmt werdekgine
Sequenzierung
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uences produc cant alignments:

B303.1 Artemisia sp. CD-2009 voucher cdT52 185 ribosomal RNA gene, parti; 1144 1144 9% 0.0 9%
29883.1  Artemisia klementzae ITS1, 5.85 rRNA gene and ITS2, isolate HALS04 1045 1085 % 0.0 %
[23860.1  Artemisia commutata ITS1, 5.85 rRNA gene and ITS2, isolate M170 {1 1045 1085 B 0.0 9%
1998%6.1  Artemisia monostachya ITS1, 5.85 rRNA gene and ITS2, isolate N#13 1085 1085 % 0.0 7%
29864.1  Artemisia dolosa ITS1, 5.85 rRNA gene and ITS2, isolate W63 (HAL) 1079 wore % 0.0 9%
[298%6.1  Artemisia canadensis 1TS1, 585 rRMNA gene and ITS2, isolate 7086 (L 1079 79 e 0.0 9%
99916.1  Artemisia sphasrocephala 1TS1, 5.85 rRNA gene and ITS2, isolate N& 1079 079 4% 0.0 %
988631 | Artemisia depauperata ITS1, 5.85 rRNA gene and ITS2, isolate HALSS 1061 1061 2% 0.0 9%
288%4.1  Artemisia borealis subsp. richardsoniana ITS1, 5.85 rRNA gene and IT 1046 1046 % 0.0 9%
482001 | Artemisia japonica isolate ar3 185 ribosomal RNA gene, partial sequer 1133 1133 99% 0.0 9%
29907.1  Artemisia pubescens ITS1, 5.85 rRNA gene and ITS2, isolate 34/3 1079 1079 WY 0.0 99,
29852.1 | Artemisia borealis ITS1, 5.85 rRNA gene and ITS2, isolate 145/83 1075 1o7s 4% 0.0 9%

Abbildung 38: Sequenzabgleich der IT&equenz von Artemisiae scopariae herba der Firma Arobemed mit Datam
NCBI BLAST

Legend for links 10 other resources mmmlmmwmlmmm

es ant ots:
oSl Artemisia sp. CO-2009 voucher cATS52 18S rbosomal RNA gene, partiy  Al4s 1144 9% [ 3]
AMIBNSAL  Artemisia dolosa ITSL, §.85 MANA gene and ITS2, molate V63 (HAL) U5 1001 . 00
AMIESAL  Artemisia canadensis 1TS1, 5.65 rRNA gene and 1752, nolate 7086 (L 201 1081 wa 00
AMII9%I8L  Artemisia sphaerocephala 1TS1, 5.85 rRNA gene and ITS2, solate Ne 1081 1081 e 0L
AMIGESS2.L  Artemisia Hlement2ae [TS1, 5.85 rRNA gene and ITS2, isclate HALSO4 1083 1005 % 0R
AMII9000L  Artemisia commutata ITS1, 5,85 rRNA gene and 1752, isolate MAT0 (I 002 1009 A% 00
AMIZGNIEL  Artemisia monostachya ITSI, 5.85 RNA gene and ITS2, isolate N#13 L0493 1009 % [ X
AMMIGISIL  Artemisia boreals ITS1, 5.65 rRNA gene and 1TS2, solate 145/8) 0z 1077 Y 00
AMII230L  Artemisia bargusinensis [TS), 5.85 rRNA gene and ITS2, Isolate N#2 1023 1078 % 00

Abbildung 39: Sequenzabgleich der ITSequenz vorArtemisiae scoparia herba ausdeutschem Anbaul(fL 1) mit
Daten von NCBI BLAST
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Score sort v| || 4| |60% 'I u|==| & .?I
B Homology Block: Percent Matches 99 Score 632 Length 638

Sequence View: Similarity Format, Color areas of high matches at same base position

Artemisia sp 22 tcgaaccctgcaaagcagaacgacccgtgaacgcgtaaaaacaactgagtgtcgttaggatcaagecgoctogtttgateoct
Artemisia sc 1 tcgaaccctgcaaagcagaacgacccgtgaacgcgtaaaaacaactgagtgtcgttaggatcaagogetogtttgatect

Artemisia sp 102 ctcgacgetotgoccgatgtygcgticgctogagtecttitggacctegtytyaatgtegtoggcgcaataacaacccecyy
Artemisia sc 81 ctcgacgetotgccgatgtygcgticgctogagtocttctggacctogtytyaatgtogtogygcgcaataacaaccoooyy

Artemisia sp 182 cacaatgtgtgccaaggaaaactaaactcaagaaggctcgtttcgtgtagccccgttcgocggtgcgctecatygggacygcyy
Artemisia sc 161 cacaatgtgtgccaaggaaaactaaactcaagaaggctecgtttegtygtagecccgticgocggtycgctecatyggacygoygy

Artemisia sp 262 cttctttataatcacaaacgactctcggoaacggatatctocggotecacgcatcgatgaagaacgtagcaaaatgcgatac
Artemisia sc 241 cttctttataatcacaaacgactctcggcaacggatatctoggoctecacgcatcgatgaagaacgtagcacaatgegatac

Artemisia sp 342 ttggtgtgaattgcagaatcoccgtgaaccatcgagtttttgaacgcaagttgcgoccgaagecttttggocgagggeacy
Artemisia sc 321 ttggtgtgaattgcagaatcccgtgaaccatcgagtttttgaacgcaagttgcgoeccgaagecttttggccgagggcacy

Artemisia sp 422 tctgectgggcgtoacgcatogegtogocccccacaaattotocgtoaggggagottytytitoggyggcygatactygt
Artemisia sc 401 tctgectgggogtoacgcatogogtogoccoccacaa-ttotocgtoaggggagettytytitogyyyycygatactygt

Artemisia sp 502 ctccogtgctoatggcgoggttyggccgaaataggagtecccttcgatggacygcacgaactagtygtygtcgtaaaaaccet
Artemisia sc 480 ctceoegtgotoatggocgcggttygccyaaataggagteccticgatggacgcacgaactagtygtggtogtaaaaaccct

Artemisia sp 5582 cgtcttttgtttogtgccgttagtcgcgagygaagetecttcaaaaaccecaacygogtegtetottgacggecgettoga
Artemisia sc 560 cgtcttttgtttcgtgccgttagtogcgagygaagctettcaaaaaccccaacycgtegtoctottgacygogettega

Abbildung 40: Sequenzabgleich der ITSequenzvon Artemisia scoparia TS und Artemisia sp. CD20@Sequenzen aus
NCBI BLAST, Sequenzabgleich mit dem Programm SECentral)

Der PCR Fingerprint mehrefgtemisiaescoparia herba Proben ergab Sequenzen mit hoher
Homologie, die fast all&rtemisia scparia zugeordnet werden kdnnen. Einzig die Probe der
Firma Pharmachin besaR eine héhere Ubereinstimmung mit der Sequeratemisia

japonica(Tabelle31).
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Tabelle 31: Ergebnisse des PCR denprintings, I PCRProdukt in der gewiinschten GréRe,” Bequencingergebnisse
entsprechenA. scoparia

Sample PCRResultate | NCBBLAST Resultafe

Arobemed + +

Chengdu 2009

Harbin

Herbasinica

LfL 14

LfL 15

LfL 16

LfL 17

LfL18

LfL 19

LfL 20

|+ |+ ||+ |+ +

LfL 21

Lian +

Pharmachin ('A. japonica)

Phytax +

Shanghai 2001

Shanghai 2005

i+ F |||+ ||+ |||+ ]+ +

+
+
Yong Quan +

4.10 Gaschromatographische UntersuchudgséatherischenOls von Artemisiae
scopariae herba

4.10.1 Gehaltsbestimmnog des Atherischen Ols

Aus 50,0 g Drogenmateriaurden durch Wasserdampfdedtation 0,01ml (chinesischer

Import) und 0,1Iml (bayerischer AnbaudtherischesOl gewonnenBeide Ole warervon

intensivem Geruch undelblicher Farbe. Auffallend war deehrfach niedrigere Gehalt an
Atherischem Ol im Probenmaterial aus chinesischer HerkDaf.ChP 201Gchreibtin der
Monographie von Artemisiae scopariae hefah yS ¢ NRB Ol ydzy3 Ay RSNJ {2
ddzy a0 @2 NE ¢ S talekissheRBeniedigei kafind | y

Tabelle32: Gehalt anétherischem Ol in Artemisiae scopariae herba verschiedener Herkiinfte

Probe Einwaage [g]| Atherisches Ol [ml] Gehalt arétherischem Ol [ml/kg]

Arobemed 50,0 0,01 0,20

LfL 11 50,0 0,11 2,20
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4.10.2 GGFD Untersuchung

50,0 g wurdenerneut mit Wasserdampdestilliert wobei jedoch Hexan als organische Phase
verwendet wurde.1 pl des gewonnen Ols wurdegashromatographiert und ausgewertet
(Tabelle33). EinFIDKorrekturfaktor konnte nichtbestimmtwerden, da die genauen Massen
der einzelnen Komponenten nicht bekannt warerim Vergleich der GCGFID
Chromatogrammeder beiden Proben(Abbildung 41) zeigen sich Unterschiede in der
Zusammensetzungitherischen Ols. Die Hauptkomponente(46%) des &therischen Ols
bayerischer Herkunft bei ;R 38,394min zeigte im Ol der importierten Ware nur einen
kleinen Peak (2%) bei;R37,883 Vermutlich handelt es sich dabei um Capillen
aromdisches Acetylen welches in verschiedenen-NB& Untersuchungen voirtemisia
scopariaund Artemisia capillari@ls Hauptkomponente zwischen 3383] und 53,1%460]
oder als Nbenkomponente zwischen 1,4[A04] und 8,6%[105 gefundenwurde. Zur
weiteren Untersuchungdes atherischen Ols vofirtemisia scopariaus Bayern und China

wurden frisch destillierte Probemittels GEMS charakterisiert.

Tabelle33: Egebnisseder GGFID Analyse de&herischen O$ von Artemisiaescopariae heba

Retentionszeit pnin] | Peakflache | Prozentanteil
Droge aus chinesischem Import (Arobemed)
9,594 1,43973 x1d Losemittelpeak
9,760 540362 16,18
32,144 307705 9,21
35,529 210207 6,29
37,883 67991 2,04
51,204 566430 16,90
1,44307 x10 Gesamtflache
Droge ausdayerischem Anba(LfL 1)}
8,627 1,06153x18 Ldsemittelpeak
8,846 469574 2,24
26,996 823689 3,93
35,664 1590122 7,58
38,394 9662319 46,05
51,221 649118 3,09
1,08251 x19 Gesamtflache
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Abbildung41: GGFIDChromatogramm der Probe ausayerischem Anbau (LfL 11)
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4.10.3 GGMS Identifizierungler Bestandteile des Atherischen Ols

Um die aus den GEID Versuch gewonnenen Ergebnisse zu peégisiwurden 10 Proben
aus chinesischem und 8 Probews deutschen Anbau de§igrt und mittels GGFID die
relativen Flachen der Peaks ermitteferner konnten die Inhaltsstoffe des Ols durch\&&
identifiziert werden. Die Anteile der enthaltenen Komponentemespektive derrelative
Gehalt variieren einerseits zwischen den beidéferkiinften, aber auch in einem
Herkunftsland zwischen den einzelnen Prol§€abelle34). Das bayerische Material zeichnet
sich unter anderem durch das Vorhandensein von moncyclischen Monoterpenet)wie
Terpinen (China:;, Deutschland: 0,28%ind o-Terpinen(China: 0,19%)eutschland: 0,9%0)
aus dasdort in hohem Mal3e zu finden ist. Auch bei der Klasse der Sesquiterperienzeig
sich deutliche Unterschiedewischen den geographischen HerkiinftenWahrend der
BisabolarTyp vermehrt bei der bayerischen Ware zu finden (@hina: 3Deutschland: 10)
sprach ein hoher Cadidnainteil fir eine chinesische Prol{€hina: 15, Deutschland:.&n
Gegensatz dazu waren amche Verbindungen, wie B. (B-Nerolidol (0,6-2,3%) oder
Capillen(10,1-46,6%)in allen Probemit unterschiedlichem Gehaltorhanden Auffalligist
auch der Anteil der Fettsauren und deren Esterdtimerischen Ol. Diehinesischen Drogen

beinhalten bis zu 37,6%almitinsduredie bayerische hingegen nur bis zu 10,7%.

CH, CH,
HO  CH, CHs CHs
H20Q</\)\/\/K
H3C CHj3 H3C CHj \ / / CHjy
U-Terpinen o-Terpinen (B-Nerolidol

Abbildung42: Inhaltsstoffe desitherischen Ols von Artemisiae scopariae herba

Die komplexe Zusammenseting des étherischen Olswurde mittels SPSS statistisch

untersuch, um Unterschiede zwischen den beiden Herklnften aufzuzdigabele 35).
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Tabelle34: Bestandteiledes dtherischen Ols vonArtemisiae sopariae herba nach GRIS Identifizierung, Angabe der relativen Flachen nach-BD Analyse [%], RRI in Bezug auklkane, 1
10= Proben aus chinesischem Anbau (Arobemed, Chengdu, Harbin, Pharmachin, Shanghai 2005, Lian, Phytax, Yong Quan, SHané¢haagifica), 1118= Proben aus deutschem Anbau
(LfL 14, LfL 15, LfL 16, LfL 17, LfL 18, LfL 19, LfL 20, LfL 21)

RRI Bestandteil |1 ]2 ]3] 4] 5|6 7]8]9]1w0]fJ12[12]13]14]15] 16] 17] 18
Monoterpene
acyclsch
1174 Myrcen - - - - - - - - - - 05110, 04|10 |19 02| 18 -
1553 Linalool - 0,3 - - - 05/103|02]18]| 041903 - - - - - - -
monocyclsch
1188 U-Terpinen - - - - - - - - - - - 0303|0301 |01]|03 -
1203 Limonen 06 - 03| 08 - - - - - 0104|1308 13|07 |06 ]| 05| 04
1255 gTerpinen - - - - 0,2 - - - - - 0910|0909 |07|02] 09|02
1280 p-Cymen - - - 0,3 tr - - - - - 351102 84 1118 75| 14 | 56 | 13
1571 trans-p-Menth-2-en-1-ol - - - - - - - - - - 05 - - - - - - B
1611 Terpinen4-ol - - - - - - - - 10 - 2,2 - 06 | 0,7 | 06 - 03| 01
1638 cisp-Menth-2-en-1-ol - - - - - - - - - - 05 - - - - - - -
1638 b-Cyclocitral - - - - - - - - - 1021 - - - - - - - -
1639 | trans-p-Mentha2,8-dien-1-ol - - - - - - - - 038 - - - - - - - - R
1662 Pulegon - - - - - - - - - 04 - - - - - - - B
1706 UTerpineol - - - - - 10| - - (11| - o3| - - - - - - B
2029 Perillallohol - - - - - - 12 | 13| 16 - 11 - - - - - - -
Bicyclsch
1032 UPinen - - - - - - - - - - - tr 1 03,0503 |04|03]| 04
1118 b-Pinen 05 - 05| 07|01 - - - - oL tr | 13]08|18|09|11|09]|05
1532 Camphor - - - | 06| - 04 | - - - - - - - - - - - -
1591 Bornylacetat - - - 04 - 09 - - - - - - - - - - - -
1719 Borneol - - - - - 05 - - 1,0 - - - - - - - - -
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Sesquiterpene
acyclsch

1668 Z-b-Farnesen - 19 - - - 04 | 11| 02 - 041 06 - - - 05 - 0,6 -
1695 Eb-Farnesen - - - - - - - - - - - - - - - - 03 -
2050 ENerolidol 14,06 09| 09|06|08| 0906100814 |15|16 |18 |17 |23 ]| 10| 15

monocyclsch

BisabolarTyp
1669 Sesquisabinen - 0,3 - - - - - - - - tr - - - - - - -
1704 gQurcumen - - - - - - - - - - 16 | 10 09| 06 | 05 - 06 -
1726 U-Zingiberen - - - - - - - - - - - - - - - - 038 -
1755 b-Qurcumen - - - - - - - - - - 04 - - - - - - -
1786 ar-Qurcumen 12 (3409|0916 |23 |25|12 30| 12})50|31|29|24|61|33]| 77|29
2170 b-Bisobolol - - - - 0,7 - - - - - 08 (09|11 | 08 - - - -
2191 Zingiberenol - - - - - - - - - - - - - - - - 05 -
2214 ar-Turmerol - - - - - - - - - - 0,7 - 0510409071 101 10
2232 U-Bisobolol - - - - - - - - - - - - - - 0,7 - 0,7 -
2247 transrUBergamotoI - - - - - - - - - 04 - 06 | 04 | 04 - 0,6 - -

Germacranrlyp
1726 GermacrerD 1210|1809 |26 |16 | 06 | 08 - 18 - - - - - 10 - 05
1755 Bicyclogermacran - - 0,7 - - - - - - - - - 0,2 - - 0,3 - -
2130 Salviadienol 12/ 06|10| 16|06 |20| 2007 |08 | 04 - - - - - 14 108 | 13

ElemanTyp
1600 b-Bemen | -] -1 -1-1-1Jo4]o3] -] -]o3 -] -] -1]-1-1]o6] - |04

HumulanTyp
1687 U-Humulen - 02 - - - - - - - 103fo7| - |04]04|04]| - |04 -
2081 Humulenepoxidl 15/ 08| 14| 19 - 1114|1506 |14 14 |12 14|10 21| 09| 25| 1,2
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polycyclsch
Caryophyllardlyp
1612 b-Caryophyllen 10(13 20|10 (17|13 |02 |11 |14 | 2135|1211 |07 |12 |13 | 12| 07
2001 Isocaryophllenxid - - - - - - - - - - - - 0,2 tr 0,7 - 04 -
2008 Caryophylleoxid 149 8,7 |110|189| 56 | 64 | 133|141 | 45 | 133} 63 | 66 | 70 | 58 | 10,7 | 108|110 | 110
2324 Caryophylladienol Il 22 | 11 - 20 - 12|12 | 11 - 091 12 - 04 | 04 - 0,6 - -
2389 Caryophyllenol | - 0.8 - 14 - 13|15 | 14 - 06110 - - - - - - -
2392 Caryophyllenol 1l 311201 23|36 |14 | 22|22 |25|21|301]13 - 08| 05|10 21| 12 -
Eudesnan-Typ
1742 b-Zlinen - - - 05 - - - - 23 - - - - - - - - -
1744 Uelinen - - - - - - - - - - - - - - - 0,2 - -
2278 Torilenol 20, 09|14 | 27|11 | 20| 15| 11 - 25 - - - - - 201 06 | 12
2369| Eudesmad(15)7-dienl-b-ol | 25 | 11| 17 | 29| 14| 29|18 | 15| 17| 30 - - - - 0922|0917
CadinanTyp
1639 Cadina3,5-dien - - - - - - - - - 0,2 - - - - - - - -
1704 gMuurolen 06 | 05 - 04| 05| 06| 05 - - 05 - - - - - - - -
1740 U-Muurolen 04 | 04 - - 09| 10| 06 - - 04 - - - - - 0,6 - -
1773 t-Cadiren 1004 04|06 (07]10| 05|04 | 08| 097] tr - - - - 0,7 | tr 05
1776 gCadinen 05| 0,2 - 0,3 - 0,7103|01|04 ]| 04 - - - - - - - -
1807 UCadinen - - - - 04 - - - - 0,1 - - - - - - - -
1849 Calamenen 0,3 - - tr - 0,3 tr - 06 | 0,2 - - - - - - - -
1900 Epicubebol - - - - - 04 | 03 - - 0,3 - - - - - - - -
1941 U-Calacoren 0,3 - - - - 06 | 0,3 - - 0,3 - - - - - - - -
1957 Cubebol 05 - - - - 04 | 03| 0,2 - 0,3 - - - - - 1,2 - -
2080 Qubenol - - - - - - - - - 04 - - - - - - - -
2088 1-epi-Qubebol 05 - - - - - - - - 0,6 - - - - - - - -
2187 T- Cadinol 12 - - 09| 0408|0706 - 10 - - - - - 0,7 - -
2209 T-Muurolol 15 - - - - 11| 06 | 04 - 10 - - - - - 04 - -
2255 U-Cadinol 231 08|16 |21 |19 | 25|14 | 11 - 2,6 - - - - - 0,6 - tr




Haariges Besenbeiful3kralit9

AcoranTyp

1867 10-epi-ltalicengher - - - - - - - - - - 10 - 0,3 - - 03| 05 -

1892 Italianether - 0,3 - - - - - - - - 15 tr 05 | 0,3 - 0,2 tr -
DaucanTyp

1945 1,5-Bpoxysalvia¥(14)en - - - - - - 0,2 - - 0,2 - - - - - 0,6 - 05

2037 Salviald(14)en-1-one 16 |1 09|12 26|13 (18|16 | 12|19 | 17 - - - - - 18 | 0,7 | 21
GuajanTyp

2057 Ledol - - - - - - - - - 0,1 - - - - - 0,3 - -

2098 Gobulol tr - - - - 0,7 - - - - - - - - - - - -

2103 Guajol - - 08 - - - - - - - - - - - - - - -

2104 Viridifloral - - - - - - - - - 0,3 - - - - - - - -

2144 Spathulenol 72 | 3,7 1108| 94 | 35| 6,7 | 70| 38| 40| 7,7 }163| 176|121 |124| 89 |170| 85 | 110
PicrotoxanTyp

2210 Gopaborneol -1l -/-1-7-1-J/-Jo6/-f-p-f]-]-f]-]-J]-]-7-
DrimanTyp

2219 Patchoulialkhol -1 -1 -1-71-71-1T-171-TJTwll-1-1-1-1-71-1-1-
IsocomenTyp

1550 Ulsocomen | - |os|os|oa|o04]07]06|07] - Jos) -] -] -|-1]-1]1-1+-1-
Diterpen

2622 Phytol | 2209 ]25] - |13|15] 06| 04| - |02 r |03 ]| 04]04|03]|06]08] 13

Andere polyyclische €rpene

1497 U-Copaen - 0,2 - - 04 | 03 - - 02 | 03 - - - - - - - -

1597 b-Copaen - - - - - 04 | 01 - - 03 - - - - - - - -

1589 b-Yangen - - - - - 0,7 02| 01 - 04 - - - - - - - -

Andere aromatische Bestandteile

1541 Benzaldehyd - - - - - 03 - - 13 - - - - - - - - -

1671 Acetophenon - - - - - - - - - - 0,4 - - - - - - -

2264 Capillen 175|208 213|230 (280|131 | 256|434 |371|101)|370|441|466|465|403|211|351|416

2287 J-Asaron - - - - 09 - - - - - - - - - - - - -
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2361 b-Asaron - - - - 1,0 - - - 3,9 - - - - - - - - -
2554 E-3-Butylidienphthalat - - - - 11 - - - - - - - - - - - - -
Andere cyclische Bestandteile
1429 Perillen - - - - - - - - - - - - - - - - los | -
1958 (B-b-lonon 12/ 03|12|02|04|0907 |11 |17 |11303|012|02|02|13|02] 16| 21
1969 cisdlasmon - - - - - - - - - - 04 - 03| 0,2 - - - -
2179| 3,4-dimethyl5-pentyliden - - - - - - - - - 04 - - - - - - - -
2(5H}Furanon
Andere aliphatische Bestandteile
1222 2-Hexanol - - - - - 0,3 - - - - - - - - R - - R
1225 (9-3-Hexenal - - - - - - - - 5,6 - - - - - - - - -
1507 (EB-2,4-Heptadieral - - - - - - - - 04 - - - - - - - - -
1540 Modhephan - 0,2 - - - 04 | 03| 04 - 0,2 - - - - - - - -
1868 (B)-Geranylaceton - - - 0,8 - 05 | 0,3 - tr 04 - - - - - 0,3 - -
1893 Geranylisovalerat - - - - - - - - - - 0,3 - - 0,2 - - - -
1871 Nerylvalerat - - - - - - - - - - - - - 02 R - - R
2131 Hexahydrofarnesgiceton 24 116 |11 |16 |21 |42 |18 | 06 | 44 | 341 08 - 03] 03|06|07]12]| 09
2242 Methylhexadecanoat 10 - - - - - - - - 05 - - - - - - - -
2300 Tricosan - - - - - - - 0,9 - - - - - - - - - R
Fettsduren und Methylester
2509 Metyllinoleat - - - - - - - - - 03 - - - - - - - R
2298 Caprinsaure - - - - 0,6 - - - - - - - - - - - - -
2503 Laurinséaure 12 - - - 09| 09| 04| 04 - - - - - - - - - -
2670 Myristinsaure 131201413 (30| 25|16 | 14 - - - - - - - - - -
2583 Methylinolenat 15 - - - - - - - - 05 - - - - - - - B
2822 Pentadecansaure - 11 - - - - 0,3 - - - - - - - - - - -
2931 Palmitinsaure 145|376 244 | 83 | 299|161 (173|180 |31 | 5715 |16 | 17| 10| 30| 6,0 | 38 | 107
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Tabele 35 Bestandteile des &therischen Ols von Artemisiae scopariae herba mit statistisch signifikantem (p=0.05)
Unterschieden zwischen den beiden Herkunftslandern (*nur in einer Probe enthalten), ChinalN Proben aus

chinesischen Import; Deutschland: N=8 Proken aus deutschem Anbau

RRI Bestandteil China [%] Deutschland%]
1032 UPinen - 0,28+0,18
1118 b-Pinen 0,19+0,27 0,91+053
1174 Myrcen - 0,85+0,71
1188 UTerpinen - 0,18+0,14
1203 Limonen 0,18+0,29 0,75+0,37
1255 o Terpinen 0,2* 0,71+0,33
1280 p-Cymen 0,3* 6,21+ 394
1497 U-Copaen 0,14+ 0,16 -
1540 Modhephan 0,15+0,17 -
1550 Ulsocomen 0,45+ 0,26 -
1687 UHumulen 0,05+0,11 0,29+0,26
1704 2-Muurolen 0,36+0,25 -
1704 2-Curcumen - 0,65+0,53
1726 Germacrene D 1,23+0,74 0,19+0,37
1773 U-Cadinen 0,67+0,25 0,15+0,28
1776 o-Cadinen 0,29+0.22 -
1786 ar-Curcumen 182+091 4,18+1,89
2037 Salvial4(14)en-1-on 1,58+0,48 0,58+0,89
2050 (B)-Nerolidol 0,85+0,24 160+0,37
2131 Hexahydrofarnesylaceton 232+1.28 0,60+0,39
2144 Spathulenol 6,38+257 12,98+ 3,59
2187 T-Cadinol 0,56+0,44 0,7*
2209 T-Muurolol 0,46+ 0,56 0,4*
2214 ar-Turmerol - 0,65+0,34
2255 UCadinol 1,63+0,82 0,6*
2264 Caillen 2399+10.22 39,04+8,35
2278 Torilenol 1,52+0,81 0,48+0,76
2369 BEudesma4(15)7-dien-1b-ol 2,05+0,71 0,71+0,.87
2389 Caryophyllenol | 0,70+ 0,66 1,0*
2392 Caryophyllenol Il 244 +£0,63 0,86+0,70
2503 Laurinsaure 0,38+0,46 -
2670 Myristinsaure 1,45+0,95 -
2931 Palmitinsaure 1649+1119 3,66+ 3,28

Als Hauptbestandteildesatherischen Olson Artemisiae scopariae herba beider Herkiinfte
konnten Caryophyllenoxid (8,B1,1%), Spathulenol (6,43,0%), Capillen (24%9,0%)sowie

Palmitinsaure (3,/16,5%) identifiziert werden.
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Caryophyllenoxid Spathulenol Capillen
o)

HscWOH

Palmitinsaure
Abbildung43: Hauptinhaltsstoffedesatherischen Ols vorrtemisiae scopariae herba

Die signifikanten Unterschiede zwischen der Krautdrage bayerischem und chinesischem
Anbau sind in allen Terpenklassen sichtbar, doch bailslgden Substanzen Capillen und
Palmitinsaure am ausgepragtestedapillenist im atherischenOl ausbeiden Anbaugebieten
der Hauptinhaltsstoffdoch ist der Gehalt im Durchschnitt beim deutschen Pflanzenmaterial
1,6x hoher als im chinesischen. Im Gegéngtazu zeigt die aus China stammende Ware
einen 4,5fach hoheren Gehalt an Palmitinsdur®ies konntemit der unterschiedliche
Dichte derBehaarungzusammenhangenEventuell schitzen die weil3 flaumigen Haane

ein hohere Anteil an lipophileren Substamzdie chinesische Pflanze vanstrocknund106]

durch starkere Windexposition.

4.11 Isolierungund ldentifizierungeinescharakteristischerFlavonoids aus
Artemisiae scopariae herba aus bayerischem Anbau

Dasisolierte Substanbesal eine Masse vom/z [M+H] 449,1073g/mol, gemessen im
positiv. Modus HFESIMS. Um die Struktur aufzuklaren wurde ein *H und *GNMR
gemessenDie erhaltenen Spektre(Abbildung44) wurden anhand der Lage der Signale, der
Multiplizitat und des Kopplungskstante ausgewertetTabelle36). Das Protonenspektrum
zeigte charakteristische Signale eines Flavonolgeristes und eines Hexosei@stes.
Vergleich mitLiteraturdaten [61] ergab eine Ubereinstimmung mB-O-(" -.-Rhamnosy}-
quercetin (QuercitrinAbbildung45).
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H-2'H-6' H-5' H-4'+ H-5"

H-8 H-6

& 4 e [ppm]
Abbildung 44: Ausschnitt des gemessene]lH-NMR-Spektrums (40MHz, CROD 99,8%, Verschiebung in ppm bezogen
auf TMS 295,3K)

Tabelle36: *H- und > GNMR Daten (400MHz, 295,3K, COD99,8%) Chemische Verschiebung in ppm bezogen auf TMS
als interner Standard

C | Shiftd 4[ppm] (Multiplizitat) | Kopplungskonstantd[Hz] | Shifti ¢ [ppm]
2 159,3
3 136,4
4 179,7
5 163,3
6 6,20 (d) 2,1 99,9
7 165,8
8 6,36 (d) 2,1 94,8
9 158,6
10 105,9
M 122,9
H 7,33 (d) 2,0 117,0
0 ( 146,5
n g 149,9
p q 6,90 (d) 8,2 116,4
c 7,30 (dd) 2,1;8,2 123,0
M ¢ 5,34 (d) M X pKoufiguration) 103,6
H 4,21 (dd) 1,7 ;33 72,1
0 ( 3,74 (dd) 34;9.2 72,2
n ¢ 73,3
p ¢ 3,4 (m) - 72,0
c 0,93 (d) 6,0 17,7

Abbildung45: Strukturformel von Quercitrin [30-(" -.-RhamnosyRquercetin]
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Um die genaue Verknipfuestelle des Zuckers hestimmenwurde ein 2B'H*H-NOESY
Spektrum gemessef\bbildung46). DieSignale desRing (HH WE W day RO | Tefd 3G Sy
deutliche Korrelationmit den Protonen des RhamnosylrestsHHPHb WWEW W geWR 0O E
was auf eine rdumliche Nahe der beiden &tmen und somit auf die Glykossrung in

Position 3 hinwist.

H-6'
H-2'| H-5' H-8; H-6

F1 o]

L
32

)] -3

R e S S S e S S S E
78 76 74 72 7.0 68 F2 [ppm]

Abbildung 46: Ausschnitt aus demlH,lH-NOES>5pektrum von Quercitrin(400MHz, 295,3K, CQYOD, Verschiebung in
ppm bezogen auf TMSIdentifizierung der Verknupfungsstelle des Zuckerrestes
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4.12 Diskussion der Ergebnisdéaariges Besenbeiful3kraut

Die morphologische Untersuchung.3) verschie@&ner Proben von Artemisiae scopariae
herba die auf dem Markerhéltlichwaren, zeigtenvesentlicheUnterschiede zwischen der
in Bayern kultivierta Krautdroge und der aus China importierten Wakas bayerische
Pflanzenmateriabesal’ eineintensivere Grunfarbung, gringere Behaarung und eine eher
linealische Blattform.Im Gegensatz dazu war die chinesische Drbghgrin, weil3lich
behaart und wieiformiglanzttliche Blatter auf. Um zu Uberprifen, ob alle verwendeten
Artemisiae scopariaeherba Proben den beiden galassenen StammpflanzeAr{emisia
capillaris THUNB und Artemisia scopariawALDST ET KITentsprachen wurden sie auf
VergleichbarkeitgenetischerMerkmale untersucht. Dazu wurde der Internal Transcribed
SpacerTSaus verschieden chinesischen und detiesn Proben isoliert, amplifiziert und mit
Datenbankergebnissen verglichéh9). Die ITSRegionist ein Teil der nukéren ribosomalen
DNA und wird haufigzur Ermittlung vonVerwandtschaftsgraderverschie@ner Spezes
verwendet Durch die geringe Anzahl an Basenpaaren bei Angiospemieiijaufigkeit der
Region im Genomnd die Verwendung einesniversellen Primers kann die IR&gionsehr
gut amplifiziertwerden und wird deshalbh&ufig bei taxonomischen Frageslungen[107]

und zur Identifizierung von pflanzlichen Drogenmatdiéi8] verwendet

Bei allen Artemisiae scopariae herba Proben konnte ein-FRG&ukt der gewlinschten
Grole erzielt werden und auf3drei Probender Firma Pharmachin, der Sequenz van
scoparia zugeordnetwerden. Die Probeales LieferantenPharmachin zeigte eine hdhere
Ubereinstimmung zur Arfrtemisia japonicarHUNB, welche zur SectioBDracunculuszahlt

und die am néachsten verwandte Art A1 capillarisund A. scopariadarstellt [109]. Das
bayerische Drogenmaterialeist demnach trotz gleichem Genotyp einen zum chinesischen
Material unterschiedlichen Ph&notyguf, was aufeine phanotypischePlastizitaf110] von A.
scopariaund A. capillarisschlie3enlasst Unterschiedliche abiotische Umeltfaktoren, das
Fehlen oder Vorhandensein von Herbivoren, Parasiten und benachbarter Pflanzen kann
Auswirkungen auf die Pflanzengréf3e, Ausprdgung verschiedener Pflanzenorgane und
Inhaltsstoffzusammensetzung hab¢hll]. Fir exotische Pflanzen, die neuebkensraume
erschlieensind diese Phanome beschriebfril?2]. Nautiyal[113] publizierte bereits 1992

den Einfluss der Anbauhohe (560 bzw. 3600m) auf die Blattlange und;breite von
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Artemisia soparia. Zudemzeigten sichn derselberArtemisia vulgaris. PopulationKanadas
Unterschiede in der Wachstumshohe, Verzweigung und Blattffirid]. Die Drogeaus
bayerischen Herklnften kanstemnach zur Erstellung der DAB Monographie fur Artemisiae

scopariae herba verwendet werden.

Um die Methode zur Indentitdbedimmung C von Artemisiaescopariaeherba mittels
Dunnschichtchromatographie zu  etablieren, wurden verschiedene Fingerprint
untersuchungender in der Pflanze vorhandenen Inhaltsstoffgruppen durchgefuhrt. Das
Flavonoidglykosidmuster 4(5.1.) machte einen Unterschied zwischen den beiden
Anbauortendeutlich. Die bayerische Probéesal? einezusatzliche orange fluoreszierende
Bande bei R=0,5 nach Derivatisierung mit Naturstoffreagenz Nach Isolierung mit
verschiedaen chromatographischen Techniken konnte 8ieuktur des Flavonoidglykosids
als Quercitrin (3-O-(U-L-Rhamnosyhjuercetin) aufgeklart werden 4.11). Die 30-(UL-
RhamnosytSubstitution des Quercetins konnte rfiArtemisia scoparianeu beschrieben
werden, da bis jetzt nur eine-@(UL-Rhamnosyl)76] und eine 30-(b-dD-Glucofuranosij
Struktur [75] bekannt war.Wie erwartet verlief ¢e Uberprufung auf Sesquiterpenlactone in
Artemisiae scopariae herbahne Erfolg(4.5.1.2 da sich, wie von Geismani®4] 1970
beschrieben, die Section Dracunculus durch das Fehlenvon Sesquiterpenlactonen

auszeichnet.

Diese Divergenz im Inhaltstoffspektrunzeigte sich auch iméatherischen @ Das
Bandenmuster imHPTL&hromatogramm ergab einenterschiedlicheZusammensetzung
des dtherischen (3 (4.5.1.3. Eine unterschiedliche Zusammensetzung des Ols je nach
Anbauort ist in der Literatur bekanntDer Hautinhaltsstoffdes atherischen Ols/on
A.scopariaaus Indien wurde alo-Terpinen andb-Myrcen [115], [116], [117], [1184
beschrieben wohingegen verschiedene Chemotypen @iamphe [119], UThujon [120]
oder Capillen121] in Irangefundenwurden. Im Vergleich zu den japanischéncapillaris
Proben, die einen homogenen Gehalt bis zu 80[2%2%], [123] enthielten, konnte in
chinesischerA. capillarisund A. scopariaProben nur maximal 8,63%n Capillergefunden
werden [124]. In einigen chinesischenProben war kein Capillen, dafir Fettsauren wie
Palmitinsaure undZ)-U-Bisaboleepoxid ingroRen Mengervorhanden[125], [126], [12T.
Der gemessene Gehalt an Capillenétherischen Ol kdnnte moglicherweisaich mit der

Extraktionsar zusammenhangerDemirci et al. @Gnnten zeigen, dass die Verbindung im mit
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Wasserdampf dedlierten Ol, jedoch nicht mit Headspa@PME nachweisbawar [60.
Daruber hinaukonnen der verwendetePflanzentei[103] und der Erntezeitpunkt [18 fur

die gefundene Capillenmengatscheidendsein

Um die durch DGUntersuchungen erlangtenResultate zur Zusammensetzungles
dherischen Ols zu verifizierenvurden zehn Proben aus chinesischem Import uraht
Proben aus bayerischem Anbau destilliert und perFEC und G®MS untersuchtsowie die
Inhaltsstoffe charakterisiert4(10.3. Die acht Proben aus Bayermnterschieden sich im
Anbauort. LfL 14 wurde in Straubing und das restlichen Material in Ingolstadt 2009
angebaut. Aul3erdem wurden die Proben aus drei versceigeh Saatherkinften kultiviert:
BLBRO1: LfL 14,17, BLBR: 19, 21 und BLB®3: 18, 20. Zum Anbauort und Saatmaterial der
chinesischen Droge konnten keirlaformationen von Seiten der Importeure erhalten
werden Der Vergleich der beiden Herkunftslander zeigte Unterschiede in einer Gruppe, aber
auch zwischen dendiden LandernUm die komplexen Ergebnisse statistisch auszuwerten
wurden zwei Gruppen gebildet (China vs. Deutschland) und die einzelnen Substanzen
miteinander durcht-Test fur unabhangige StichprobeR=<95%) verglichen. Signifikante
Unterschiede ergaén sicheinerseitsbei den monocyclischen Monoterpenen, wieBz.J-

und o Terpinen, Limonen ung-Cymenund Sesquiterpeng vom Bisabolantypafund ar-
Curcumen) welche vermehrtim deutschen Materialauftraten, und andererseits bei
Cadinantyp Sesquiterpenen-iuurolen, i und o-Cadinen,T- und U-Cadinol, T-Muurolol)

sowie den Fettsduren (Laurin Myristin und Palmitinsdurg, die Uberwiegend in der
chinesischen Droge zu finden waren. Da das deutsche Pflanzenmaterial nachweislich aus
verschie@nem Saatgutstammte kdnnen genetische Unterschiede zwischen den beiden
Herkunfslanden als Grundfir das unterschiedlichelnhaltsstoffmuster ausgeschlossen
werden. Okologische EinfluRfaktoren auf den Sekundarstoffwechsel giddch bei der

GattungArtemisiabekannt und gut untersuchii29], [130.

Wahrend die Monographie von Artesiae scopariae herba im CBPO5 noch keine
Indentitatsbestimmung mittels Dunnschichtchromatographie beinhaltete, war sie in der
neusten VersiorChP2010 in Frihjahrs(Mianyinchen) und Herbstdroge (Huayinchen) mit
unterschiedlichen Referenzsubstanzen ggdgrt. Die Evaluierung deoMianyincheri
Vorschrift ergab, dass Chlorogensaure dazu geeignet Ardéemisiae scopariae herba von

den Verfalschungen bzw. Verwechslung@miganumvulgare Artemisiaabsinthium und
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Artemisiaannua zu unterscheiden.Dariiber hnaus war die Markersubstanz in allen
vorhandenen Proben enthalten, lediglich das FlieBmittelsystem musste wegen seiner nicht
miteinander mischbaren Komponenten Uberarbeitet werddrb.2.]). Im Vergleich dazu war

die Methode zu ldentifizierung vonoHuayinchex nicht geeignet, da die Markersubstanz
Scoparon in keiner Handelsprobe enthalten {&ab6.2.9. Vonder Bayerischen Landesanstalt

fur Landwirtschaft konnteeine authentische Herbstdrogerhalten werden. Dazu wurden
Artemisia scopariaPflanzen biszum Herbst des laufenden Jahregultiviert und dann
geerntet. Wie der NameHuayinchedvermuten lasst(Hua bedeutet auf Rinesisch Bliutg

ist der Blutenanteil der Herbstdroge deutlich erh6ht. DieBd_fL 125 zeichnete sich durch
den hochsten Antié an Bliten aus und besall imCiChromatogramm eine deutliche
ScoparorBande. Obwohl die Probe LfL 124 auch bis zum Herbst kultiviert wurde, lag der
Blutenanteil deutlichgeringer und eine blaufluoreszierexde Bande des Scoparons konnte
ebenfalls nicht detektiert werdem(5.4). Aufgrund dieser Ergebnisse wurde Chlorogensaure
als analytischer Marker zur ldentitatsbestimmung von Artemisiae scopariae herba gewahlt
und die Anwendbdeit der im PhEur2012 existierenden Monographien mit
Chlorogensaure als Marker (Arnicae flos, Cynarae folium, Urticae folium) untersucht
(4.5.3.). Das FlieBmittelsystender Droge Cynarae folium(Ph.Eur) zeigte die beste
Trennung der Chlorogensaui#ande zum Rest deBingerprins, aul3erdem schien die
Ubertragung der ©- als auch der HPLK@ethode auf Artemisiaescopariae herba aufgrund

der ahnlichen Beschaffenheit des Drogenpudvabglich. Nach Validiang zeigte sich, dass
das Fliemittelsystemin der Cynarae folium Monographie des Bur2012 prazise, robuste

und valideErgebnissdieferte und die Unterscheidung von Artemisiae scopariae herba und

dessenVerfalschungind Verwechslungen erméglichte.

Zur Gehaltsbestimmung vorrtemisiae scopariae herba wurde analog der €6F0
oMianyinchermx Monographie[78] und der PhEur2012 Monographievon Cynarae folium
[100] Chlorogenséure als analytischer Marker bestinin?). Die ChRR010Methode schien
fir eine DABMonographie nicht geeignet da der Peak der Referenzsudrst breit und
unsymmetrisch warDie Ph.Eur2012 Methodevon Cynarae foliunzeichnete siclhingegen
durch eine gute Auflosung und Peakmmetrie aus Aufgrund der untersdbdlichen
Behaarung und somit Siebbarkeit der Krautdroge wurde die Methode mit einer chinasische
(Herkunft: HerbasinicaJund einer bayerische Probe (LfL13) validiert. Bei beiden Proben

ergabdie HPLQMethode reproduziebare, robuste und valid&rgebniss. Der prozentuale
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Gehalt an Chlorogenséauder vermessenen Artemisiae scopariae herba Proben lag zwischen
0,251,79%. Der hochste Anteil an Chlorogensdure war bei der deutschen Probe
nachweisbarwas wahrscheinlich auf die geringere Behaarung zuritckzertist. Nach dem
Zerkleinern und Sieben der Droge sind hier promehtmehr Blatt und Sténgelanteile

enthalten.

Fur die DABJonographie von Artemisiae scopariae herba wurde ein Mindestgehalt an
Chlorogensaure von 0,2% festgeleftark et al.[131] beschreben eine Schwankung an
Chlorogensaure von 0,1B19% je ach Anbauort und Erntezeitwedhalb der in der
ChP2010 geforderte Mindestgehalt von 0,5% fiur die Fruhjahrsdroge auf 0,2% reduziert

wurde.

Versuche die Stammpflanzeder verwendeten Drogenmusternhand der BC und HPLC
Fingerprinmethode entsprechend dem HKCMM@onographieentwurfzu bestimmen(4.8),
scheiterten.Weder de blau fluoreszierende Baedm DGChromatogramm oberhalb von
Chlorogensaureoch der HPLEingerprintwaren aufgrund fehlender#ngaben und HPLC
Parametereindeutig Die Zuordnung zu einer bestimmten Stammpflanaanksomit nur
aufgrund von Angabendes Importeurs erfolgen, was allerdings nicht bei allen Proben
gegeben warTabelle5). Ob es sich beArtemisia capillarizind Artemisiascopariaum zwei
verschiedene Arten, oder Synonyme handelt kann zu diesem Zeitpunkt nicht eindeutig
geklart werden.In der Flora ofChina[70] und der Flora of Pakistdi32] sind beide Arten
genanr und Unterschalungsmerkmale beschrieben mit der die geschnittene Droge jedoch
nicht zu unterscheiden sind. Diese taxonomische Einteilung der beiden Arten wird allerdings
nicht in allen Florenwerken angewendet. So werden in der Flowering plants of Repal
scopariaund A. capillarisals Synonym verwendgtl33]. Da eine genaue taxonomische
Einordnung beider Pflanzen zu diesem Zeitpunkt nicht moglich ist, werden beide als

Stammpflanze flr Artemisiae scopariae henbaer DABMonographie zugelassen.
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5 Saposhnikoviawurzel

5.1 Einleitung

Saposhnikoviadivaricata (TURC) ScHiscHKist die einzige Art der Gattun@aposhnikovia
ScHIscHkund gehort zur Familie der Apiaceen, wobeich Ledebouriellalivaricata (TURC2
HIROE oder Ledebouriellseseloides(TURC) WOLFF als Synonym verwendet werden
Beheimatet istSaposhnikoviascHiscHkm Nordosten Chinas sowie in Korea, der Mongolei
und in Sibirien.Laut Besimmungsschlissel der Flora of CHiI®4] sind die Gattung
SaposhnikoviacHiscHrind Daucus. botanisd nur durch Fehlen bzw. Vorhanden sein von
Stacheln am Stéangel zu unterscheideeshalbDaucus carota. auch als Verfalschung von

Saposhnikoviae radix in der Materia Medica genannt wird.

Die direkte Ubersetzung des chinesischen NamensDiege Saposhrkoviae diaricatae

NI RAE oCl ySdzirsSyras onS§msSdai S aof{ OKdzii 3838y 24
YN} dzias éFa SAySy RANB] (S yaufweli[16¢3Als lindddddion vy ¢ Sy R
werden in der Materia Medicf135] und dem ChR010[136] Erkaltung Kopfschmerzen,
Schiuttelfrostund rheumatoide Arthritis genannt, welche zu den Windsymptomen gezahlt
werden.Die Wurzeldroge gehort zu den prominentesten Drogen TCM da sie ein grol3es

Wirkprofil gegen inflammatorischiérkrankungerpesitzt[137].

Als hhaltstoffe finden sichéatherisches Ol mit Polyacetylenewie Falcarinol, 0,7%
Gesamtcumarine, 1,0% Gesamtchromofid8] und Polysaccharid¢l35]. Die Cumarine
gliedern sich in lineare Dihydrofuranamarine (Deltoin, Nodakenetin), lineare
Furanocumarine @&gapten), Pyranocumarine (Anomalin) und einfachere Cumarine wie
Ostenol und Fraxidin. Bei den Chromonen wurden ebenfalls 2 verschiedene iSgpert
lineare DihydrofuranochromongCimifugin, PrimO-glucosylcimifugin, B
Methylvisamminol, 40-b-D-Glucosyh-O-methylvisamminol) und lineare

Dihydropyranochromone (Hamaud¢l)39], [140].
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Abbildung47: lllustration von Saposhnikovia divaricatg§rurc? ScHiscHk1: Seitenansicht des Stangels und der Wurzel, 2,
Ast mt Blatt, 3: Seitenansicht der blihenden und fruchtenden oberirdischen Teile, 4: Vorblatt, 5: Blite, 6: Kronbla
FruchtDoppelachéne, 8: géhéne, 9: Querschnitt durch einachane[141]
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Der analgetische Effekt von Saposhnikoviae digtaeradix wurdem Tiermodelbewiesen
Die Cumarine, Chromone und deren Glucosidairden als wirksamkeitsbestimmend
identifiziert [142]. PrimO-glucosylcimifugin und 40-b-D-Glucosys-O-methylvisamminol
zeigten sowohl analgetischeund antipyretischeals auchantiinflammatorischeAktivitat in
verschiedenen Rattenmodellefi43], [144. Siewerden daher als aktive Substaen zur
Behandlung vonErkaltung, Kopfschmerzen untheumatoide Arthritis postuliert Der
klinische Effekt von Saposhnikoviae divaricatae radix konetloch bis jetzt nur als
Bestandteil einer Reeptur gegen Schmerzen im untereRickenbereich nachgewiesen
werden[16].

Die immunmodulatorische Eigenschaftenr daurenPolysacchade Saposhnikovan A und C
auf das retikuloendothelialeSystem kénnterzur Wirksamkeitbei Erkaltungsekrankungen

beitragen, wurden jedoch nicht weiter untersudi#5).

Falcarinol einer derHauptbestandte# des dtherischen Ols/on Sapshnikoviae divaricatae
radix [146], wurde ebenfalls pharmaitogischuntersucht und zeigte einélemmung der
Thromboxan BBildungin Blutplattchen[147] sowie von Tumorzellwachstufti48]. Dartber
hinauswurde zudem die Hemmung von induzierbai® Synthasedurch Polyacetylenen
darunter auch Falcarinol und ied strukturverwanden Verbindungen Falcarinon und
Falcarindiol, ausSaposhnikoviae divaricatefurRc2 scHicHK und Panax quinquefolium.

beschrieben.



5.2 Methoden

5.2.1 Dunnschichtchromatograpéi

Tabelle37: Methoden zur diinnschichtchromatographischéintersuchung vorSaposhnikoviae divaricatae radix

SaposhnikoviawurzeB5

Methode Herstellung Testlésung Herstellung FlieBmittel Entwicklungs | Applikations
Referenzldsung strecke volumen

Atherisches Ol Destiliertes dtherisches Ol - Dichlormethan | 6.cm 5ul
Chromonglgoside: 1,09 gepulverte Droge (355) wurde mit | 1 mgPC und Ing | CHG, MeOH 6cm 7ul

20 ml Aceton versetzt, 2in im MV in jeweils (4:1)
ChP 2010

Ultraschallbad extrahiert, filtriert und bis | 10 ml MeOH

zur Trockene eingedampft. Danach wurde

der Uberstand in Inl Ethanol

aufgenommen.
Chromongleoside: Neu | 1,09 gepulverte Droge (355) wurde mit | 1 mg PC und ing | Dichlormethan, | 6.cm 7ul

entwickelte Methode 10 ml MeOHversetzt, 30min im MV in jeweils

Identitat Ultraschallbad extrahiert und anschliel3en| 10 ml MeOH
zentrifugiert oder gefiltert. Der Uberstand

wurde als Testldsung verwendet.

MeOH ACN
(4:2:1)




SaposhnikoviawurzeB6

Chiomonglwoside: Neu
entwickelte Methode

Gehaltsbestimmung

0,500g9 pulverisierte Droge (35%)urden
mit 10,0ml MeOHversetzt. Die Mischung
wurde 30min lang im Wasserbad von 70
unter Ruckflusskihlung erhitzt. Die Lésun
wurde in einen 10nl-Messkolberfiltriert

und mitMeOHzu 10,0ml aufgefullt.

PC und M\siehe

Kalibriergerade

Dichlormethan,
MeOH ACN
(4:2:1)

6cm
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5.2.2 Flussigkeitschromatographie

Tabelle38: Methoden zurflissigkeitschromatographischebntersuchung von Saposhnikoviae divaricatae radix

Methode Herstellung Testlésung FlieBmittel, Flussrate | Saule, Detektion| Injektions
Temperatur volumen

Methode nach | 0,259 pulverisierte (355) Droge wurden mit 0 A: H,0O, B.MeOH RR18,250x D | 254nm | 2yl

ChP 2010 MeOHunter Reflux fir 2 extrahiert, filtriert und auf S5um, 25 °C

60% A, isokratisch,
10 ml mit MeOHaufgefullt _
1,0ml/min

Methode nach | 0,5g pulverisierte (355) Droge wurden mit &0 | A:H,O, B.MeOH RR18, 250 x 4,0| 300 nm 10ul

Xin et al[149] MeOHfur 30min unterRickflus$ei 70 °C extrahiert , 5um, 35 °C
0-5min: 6065% A, 5

filtriert und auf 10ml mit MeOHaufgefillt. _
20 min 4535% A,

1,0ml/min

Neu entwickelte | 0,5g pulverisierte (355) Droge wurden mit @0 | A:H,O, B.MeOH RR18, 250 x 4,0 300 nm 10ul

Methode MeOHfir 30min unterRuckflusdei 70 °C extrahiert _ 5um, 35 °C
0-5min: 60-65% A, 5

filtriert und auf 10ml mit MeOHaufgefillt. _
20min 4535%

1,0ml/min
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5.3 MakroskopischeBeschreibung

Die geschnitteneWurzel zeigt einerissigehell- bis dunkelbraurRnde Abbildung49). Der
Holzteilist blassgell{fAbbildung50). Die raue graubraune Oberflacheeistlangsverlaufende
Furchenmanchequer gestelltsowielang gestreckte Poren und erhabene Wurzelnarben auf.
AmWourzelstocksinddeutlich ausgepréagte, konzentrische Ringe erkenndai denen haufig
haarformige, dunkelbraune Blattscheidenrestézen (Abbildung 50, Abbildung 51). Die
chinesische Ware besteht audunkelbraun@, quergeschnittenen Wurzelsticke die
zwischen 0,3,0cm langund 0,53,0cm breit sind Die in Deutschland angebaut&/are
weist eine deutlich hellee Farbung und ldgere Wurzelstiickevon 1,010,0cm auf
(Abbildung52).
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5.4 MikroskopischeBeschreibung

Die pulversierte Drogewurde gesiebt (Sieb mit 355um Maschenweite [53]) und mit
Chloralhydrat6sungR aufgehellt. Das hellbraune Pulvereist Korkfragmente Abbildung
53) und OlgangeAbbildung54) mit Durchmeser von 1760 um, gefillt mit gelbem Ol, auf.
AuRerdemfindensich NetztracheidenAbbildung55) mit einemDurchmesser von 185 um,

die haufig von Faserbiindeln begleit@hd Teilweise inden sich gelbe langgestckte oder

rechteckige Sklereiden mit maRig verdickter Zellwand.

Abbildung 54 Olgange mit gelbem OI, 16@che
VergréRerung

Abbildung55: Leitgewebe, 20€ache Vergrolierung
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5.5 Dunnschichtchromatographische Untersuchusg

5.5.1 Untersuchung verschiedener Fingerprints

Um eine dunnschichtchromatographische ldentitatsmethode fir Saposhnikoviae divaricatae
radix zu etabliers, wurde das Spektrum deHauptinhaltsstoffe gtherisches Ol mit

Polyacetylena und Cumarina [135]) mittels DG-Fingerprinting untersucht.

5.5.1.1 Atherisches ©Nachweis voRanaxynol

Um den Fingerprint des Atherischen Olsuntersuchenwurde das destilliertétherischeQl
nach MethodeTabelle37 (AtherischesOl) chromatographiert und mitAnisaldehydreagenz
derivatisiert. Die braune BandéAbbildung56) unter 366nm bei R=0,35 schieneine der
Hauptkomponente destherischen Ols von Saposhnikoviae divaricatae radix zywsagauf
die SubstanzPanaxynol[146] hindeutete. Panaxynql oder Falcarinol genannt, ist ein
Bestandteil desitherischen Ols vieler Apiaceadh50], so auch der Wurzel derwilden
Mohre Daucus carotae radixund konnte somit nicht zur Unterscheidung von

Saposhnikoviae divaricatae radix und deren Verfalschungen (Carum carvi radix, Daucus

carotae radix und Seseli mairei rafii85]) als Markersubstanz verwendeerden.

Abbildung 56: Fingerpimt-atherischesOl; Bahn 13, 6, 7- Atherisches Ol destilliert aus Saposhnikoviae divaricatae radix
Proben chinesischer Import, fl; Bahn 4, 5: Atherisches Ol destilliert aus Saposhnikoviae ritatae radix Proben
bayerischer Anbau 2006 bzw. 2010, us FM: Dichormethan, Entwicklungsstrecke ém, derivatisiert mit
Anisaldehydreagenz366nm

Um zuevaluieren ob es sich bei der braunen Bande um Falcarinol handddiglaut Deng et
al.[151] aud zur Qualitatskontrolleind Markersubstanz fiir den AnbaudsanshuSichuan,
Yunnan oder Neimengerwendet werden kannwobei Neimeng den hdchsten Gehalt
aufweist und als beste Droge angesehen wimdrde die Zone mittels TEES Interface von

der Platte &gesaugt und vermesseh.8.2.



Saposhnikoviawurzeh1

5.5.1.2 ChP 2010Chromonglooside als Markersubstanzen

In der Monographie vonSaposhnikovia divaricatam ChP2010 [136] werden 2
Chromonglgoside Prim-O-GlucosylcimifugirPCdzy” R-b-taGRicosy5-O-methylvisamminol

MV) als Markersubstanz verwendefur Uberprifung wurder® Proben aus chinesischem
Import, eine Probe aus bayerischer Herkunft als auch die 3 Verfalschungen der Droge nach

Methode Tabelle37 (Chromongleoside ChP 20J)Cextrahiert, chromatographiert und bei

366nm ausgewertet.

Abbildung 57: FingerprintChromonglweoside ChP 2010Bahn 1: ReferenzsubstanzeMV, PC, jeweils jl; Bahn 26, 8:
Saposhnikowae divaricatae radix Extrakt aus chinesischem Imporgyl7Bahn 7: Saposhnikoviae divaricatae radix Extrakt
aus deutschem Anbau, fl, Bahn 911: Extrakte der Verfalschungen: Kimmelwurzel, Wurzel der wilden Moéhre, Seseli
mairei radix, 7ul; FM: Chloroform Methanol (4:1), Entwicklungsstrecke:dn, 366nm

Die beiden Referenzsubstanzen (Bahn 1) RE R0) und MV (R=0,32) ergabenscharfe

blau fluoreszierende BanderAljbildung57), die gut voneinander getrennt und in allen
Hardelsproben, aber nicht in den Verfalschungen vorhanden wabes Pflanzenmaterial

aus China (Bahn-@ 8)ergab ein ahnliches Bandenspektrum, lediglich das Material aus
Bayern besall eine zusatzliche blau fluoreszierende Bande peD,BO analog der
VerfalschungDaucus carotdBahn 10). Um auszuschlie3en, dass es sich um eine generelle
Untermischung der wilden Méhre bei den Proben aus deutschem Anbau handelt, wurden
weitere Proben untersucht5(9.1). Diebeiden Chromongloside PQund MV sindnach ChP
2010als Markersubstanz verwendbar, jedoch muss dag aufgefihrtechloroformhaltige

FlieBmittel auf Grund seindroxizitat{152] optimiert werden.

5.5.1.3 FlieBmitteloptimierungler DGTrennung
Verschiedene Versuche zum Ersatz @G im FlieBmittelsystem des ChP2010 ergaben
eine gute Trennung der beiden Markersubstanzen Rahmendes Fingerprird von

Saposhnikoviae divaricatae radix und Daucus carotadix bei Verwendung von
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Dichlormethan MeOH ACN(4:2:1). AuRerdem konnte die awéndige Extraktiommethode
der ChP 2010 Monographie (Ultraschallbad, zur Trockene eindampfen, auflésen) durch einen

einzigen Extraktionsschritt (Ultraschallbad) ersetzt werde@.und MV zeigten mit den neu

entwickelten FlieBmittelsystem jeweils eine bldudreszierende Bande bei RB,41 bzw
0,51 Abbildung58).

Abbildung58: FingerprintChromonglwoside FlieRmitteloptimierung Bahn 1: Referenzsubstanzen: MV, PC, jeweild; 7
Bahn 26, 8: Saposhniviae divaricatae radix Extrakt aushinesischem Import, 7, Bahn 7: Saposhnikoviae divaricatae
radix Extrakt aus deutschenAnbau, 7ul, Bahn 911: Extrakte der Verfalschungen: Kimmelwurzel, Wurzel der wilden
Mohre, Seseli mairei radix, {dl; FM: Dichlomethan, Methanol, Acetonitril (4:2:1), Entwicklungsstreckecf, 366nm
5.5.1.4 Validierung

Um zu sicher zu stellen, dass das neu entwickelte FlieBmittelsysteabelie 37
Chromonglicoside: Neu entwickelte Method&lentitat) fir Saposhnikoviadivaricatae radix
valide Ergebnisse lieferte wurde di¥>Identitditsmethodenach dem Validierungsprotokoll

3.6.10validiert.
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5.5.1.4.1 Stabilitat der Testldsung wahrend der Chromatographie

o
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1. Entwicklung
-«

Abbildung59: 2D-Chromatogramm va Saposhnikoviae divaricatae radi® pl Testldsung, FMDichlormethan, Methanol,
Acetonitril (4:2:1), Entwicklungstrecke 6cm, 366nm

Eine authentischeHandelspobe aus chinesischer Herkuniturde extrahiert und 2> tder
Testlosungounktférmig an dem rechteminteren Plattenecke einer 1010cm Platte (Icm

von jedem Ende) aufgetragen. Die Platterde entwickelt und getrocknet. Nach der ersten
Entwicklungwurde die Platteum 90° gedrehtnochmals mit frischem Fliefittel entwickelt

und bei 366hm dokumentiert. Alle Banden des Fingerprints waren auf der Diagonale
zwischen dem Auftragepunkt und dem Schnittpunkt der beiden FlielBmittelfronten zu finden
(Abbildung59). Somit waren die Analytened Extraktes wahrend der Chromatographie
stabil.

5.5.1.4.2 Stabilitat der Testldsung in Lésung und auf der Platte

Eine authentische Handelsdroge wurde extrahiert uf¢bul auf die HPTLElatte
aufgetragen. Danach wurde die Platte in Alufolie eingewickelt und miTdstlosung B3 bei
Raumtemperatur gelagert. Dieselbe Droge wurde nochmals extrahiert und ebenfalls auf
dieselbe Platte aufgetragen. Nach der Chromatographie zeigten b®c866nm keine

Veranderungen in Lage und Intensitat desgerprintAbbildung60).
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Abbildung60: Stabilitat auf der Platte und in Lésunddahn 1:Saposhnikoviae divaricatae radExtrakt 3h auf der Platte,
Bahn 2, 3: frischeiSaposhnikoviae divaricatae radikxtrakt, Bahn 4:Saposhnikoviae divaricatae radiExtrakt 3h in
Loésung jeweils,5ul, FM: Dichlormethan, Methanol, Acetonitri(4:2:1), Entwicklungsstrecke 6m, 366nm

5.5.1.4.3 Stabilitat derErgebnisse

Um die Stabilitat deErgebnisseu beurteilenwurde die HPTLC direkt naclerdEntwicklung
nach 5, 10, 15, 30 und 60in dokumentiert. Die Ergebnisse waren stabil, da sich auch nach
60 min (Abbildung61) keine Unterschiede beziglich der Lage und Intensitat der Banden
zeigten.Oberhalb der MV Bande (Bali) bei R=0,6 war eine zweite blau fluoreszierende
Bande erkennbar. Die Bande entstand nicht durch Artefaktbildung evéhrder
Chromatographie, waslurch ein 2BChromatogramm der Reinsubstaii2hytolah PC1)
ausgeschlossen wurd&ventuell handelt es i dabei um eine Verunreinigung durch den
Extraktionspraess aus dem Drogenmateridh dieselbe Bandauch in den Handelsdrogen
(Bahn 18) vorhanden ist.Die Riuckfrage bei Phytolabrgab, dass die Referenz bei der
internen Analyse im Zuge der Qualitatskatie weder im HPL-Chromatogramm noch im

'H und **GNMR zusatzliche Signale zeidttn zu evaluieren, ob die blaue Bande oberhalb
der MV Bande im HPTi@hromatogramm immer zu finden ist, wurde weitere Probe der
Referenz MV bei einem weiteren Anbiet@fm Oskar TropitzschE.K, PC2) erworben Die
neue Refeenzprobeder Firma Cfneeigte jedoch eine andere Verunreinigung, eine blau
fluoreszierende Bande mit demselben-\Wert wie PC.Zur weiteren Validierung der
Identitdts und Gehaltsbestimmung wurde dealb diekommerzielle Referenmbstanz der

Firma Phytolab (Reinheit 96%) verwendet.



Saposhnikoviawurzeks

Abbildung61: Stabilitét der Derivatisierung nach £ 60 min; Bahnl-4, 7, 8 Saposhnikoviae divaricatae radixtrakt aus
chinesischem Impdrjeweils 7,5pl; Bahn6, 8 : Saposhnikoviae divaricatae radix ageutscher Herkunft Anbau 20086,
2010 7,5ul; Bahn9, 10 Referenzsubstanzen: PC und M)éweils 7,5ul, FM: Dichlormethan, Methanol, Acetonitril
(4:2:1), Entwicklungsstrecke 6m, 366nm

5.5.1.4.4 Yezifitat

5.5.1.4.4.1 HPTL@dentifizierung vorSaposhnikoviae divaricatae rad®xoben durch Vergleich mit
authentischen Drogenproben und Referenzsubstanzen

Mehrere Muster vonSaposhnikoviae divaricatae radaus deutschen und chinesischen

Herkinften wurden extrahi¢rund zusammemmit den Referenzlésungen chromatographiert.

Die entwickelte Methode ergab fiir alle Proben einen ahnlichen Fingerpen866nm mit

guter Auflésung zwischeden beiden Markersubstanzen PC und M® R-=0,39 bzw.

R-=0,49und den restlichen Substanzeder TestlosungAbbildung62).

Abbildung62: Spezifitdt Bahn 14, 7, 8: Saposhnikoviae divaricatae radix Extrakt aus chinesischem Import jeweilsl;7,5
Bahn 6, 8: Saposhnikoviae diveatae radix aus deutschemerkunft, Anbau 2006 2010 7,5u; Bahn 9, 10:
Referenzsubstanzen: PC und MV, jeweils [{l5FM: Dichlormethan, Methanol, Acetonitril(4:2:1), Entwicklungsstrecke
6.cm, 366nm
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5.5.1.4.4.2 Detektion von Verféalschungen

Die Wurzeln vonCarum arvi, Daucus carotaVerfalschugen [1354) und Seseli mairei
(lokaleVarietat, die in Yunnan alternativ 8aposhnikovia divaricatzeerwendet wird [1358
wurden analog zu den Handelsproben extrahiert und chromatographieet.Methode war
spezifisch furSaposhnikoviagivaricataeradix da weder dieVerfalschunghoch dielokale
Varietatdie blau fluoreszierende Bande bei UV 366 auf Hohevon PC und M¥ufwiesen
(Abbildung63). Daruiber hinaus zeigte Daucus carosaix eine blaufluoreszierende Bande

bei RF0,55, die im Fingerprint der Saposhnikoviae divaricatae radix Proben nicht

vorhanden war. Eine Unterscheidung zwischen Saposhnikoviae divaricatae radix und dessen

Verfalschungen ist mit dem Flie3mittelsystem somit mdglich.

Abbildung 63: Detektion von VerfalschungenBahn 1, 2: Referenzsubstanzé?C, MVjeweils 7,5ul; Bahn 3-7, 9
Saposhnikoviae divaricatae radiExtrakt aus chinesischem Import jeweilg5pl; Bahn 8: Saposhnikoviae divaricatae
radix Extrakt aus deutscher Herkunft, jeweil8,5ul; Bahn10-12: Extrakte der Verwechslung/ Verfélschur@arum carvi
Wurzel Daucus carotaWurzel Seseli mairei Wurzeljeweils 7,5ul; FM: Dichlormethan, Methanol, Acetonitril(4:2:1),
Entwicklungsstrecké& cm, 366 nm
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5.5.1.4.5 Wiederholprazision

Die Proben aus den zwei verschiedenen Herkiinften wurden dreimal eingewogen, extrahiert
und mit jeweils frischem Flie3mittel chromatographiékbbildung64). Der mittlere R=Wert

der Markeraubstanzen PC und MV wurde bei 366m ermittelt. Die neu entwickelte
Methode zeigte dreimal an einem Tagapelle39) homogene Werte, die um weniger als

0,03 R-Einheiten schwankite Die Lageaund Intensitat aller Bandemm Fingerprint waren

identisch. Der Test auf Wiederholprazision wurde akzeptiert.

Abbildung 64: Wiederholprazision PlatteéSaposhnikovia_20120214 0Bahn 14, 7, 8: Saposhnikoviae divaricatae radix
Extrakt aus chinesischem Jport jeweils 7,5ul; Bahn 6, 8: Saposhnikoviae divaricatae radix aus deutscher Herkunft,
Anbau 2006, 20107,5ul; Bahn 9, 10: Referenzsubstanzen: PC und MV, jeweilqulf ,BM: Dichlormethan, Methanol,
Acetonitril (4:2:1), Entwicklungsstrecke @&m, 366nm

Tabelle 39: Ergebnisse der Wiederholprazision der Prifung auf Identitat vBaposhnikoviae divaricatae radidurch
HPTL&ingerprint

R- 2012021401 20120214 02 20120214 03 NR:
PC 0,41 0,39 0,40 0,02
MV 0,51 0,50 0,51 0,01

5.5.1.4.6 Laborprazision

Bei der Uberprufung der Laborprazision werden die verschiedenen Proben an drei
aufeinanderfolgen Tagen unabhangig voneinander eingewogen, extrahiert und mit frischem
Fliemittel entwickel Der Test auf Laborprazision wurde akzeptiert, da sich beinB66
keine Anderung der Intensitat und Lage d@anden von PC und M¥bbildung65) ergab,

die mehr als 0,05#Einheiten Tabelle40) betrug
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Abbildung 65: Laborprézision, PlatteSaposhnikovia_20120214_0Bahn 14, 7, 8: Saposhnikoviae divaricatae radix
Extrakt aus chinesischem Import jeweils 4§ Bahn 6, 8: Saposhnikoviae divaricatae radix aus deutscher gtk
Anbau 2006, 2010 7l; Bahn 9, 10: Referenzsubstanzen: PC und MV, jeweilqulf ,BM: Dichlormethan, Methanol,
Acetonitril (4:2:1), Entwicklungsstrecke &m, 366nm

Tabelle40: Ergebnisse der Laborprigmon der Prifung aufdentitdt von Saposhnikoviae divaricatae radijburch HPTLC
Fingerprint

R- 20120213 01 20120214 01 20120215_03 NR:
PC 0,39 0,41 0,38 0,03
MV 0,50 0,51 0,49 0,03

5.5.1.4.7 Robustheit

5.5.1.4.7.1 Verschiedener Kamméplatten-Typ

HPTL@latten wurden durchDGPlatten ersetzt, die in einer Flachbodenkamnigs zu einer
Laufstrecke von 16m entwickelt Abbildung66) und bei 366hm ausgewertetwurden. Die

Lage der Banden und die Farbintensitat wurden mit der ersten Platte der Wiederholpréazision
(Saposhnikovia20120214 O} verglichen Tabelle41). Die RWerte derReferenzsubstanzen

PC md MV zeigten eine Abweichung von weniger als 0,@&ERheiten.Damit kann &
Methode sowohl mit HPTLC als auch miGBlatten in unterschiedlichen Kammern

durchgefiihrt werden.
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Abbildung 66: Robustheit Kammer/Dlatte; Bam 1-4, 7, 8: Saposhnikoviae divaricatae radix Extrakt aus chinesischem
Import jeweils 10ul; Bahn 6, 8: Saposhnikoviae divaricatae radix aus deutscher Herkunft, Anbau 2006, 2QipB#hn

9, 10: Referenzsubstanzen: PC und MV, jeweils ulOFM: Dichlormehan, Methanol, Acetonitril (4:2:1),
Entwicklungsstrecke 10m, 366nm

Tabelle41: Ergebnisse der Robustheitspriifung mit verschiedenem Kanyoad Plattentyp

Re Flachbodenkammer ADC 2 NnR:
DGPlatte HPTL®latte

PC 0,40 0,41 0,01

MV 0,49 0,51 0,03

5.5.1.4.7.2 Verschiedenen Entwicklungsdistanz

Die Entwicklungsdistanz wurde aufc® verringert und auf ém erhéht, um mdgliche
Fehlerquellen bei der Durchflihrung zu evaluieren. Beide Chromatogrambiglqung67)
wurden mit der ersten Platte der WiederholprazisioBaposhnikovid20120214 0} auf
Lage und Intensitat des Fingerprints verglich€abelle42). Die RWerte derReferenzen PC

und MVzeigten eine Alveichung vorweniger al€,06 R-Einheiten.
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Abbildung67: Robustheit EntwicklungsdistanBahn 14, 7, 8: Saposhnikoviae divaricatae radix Extrakt aus chinesischem
Import jeweils 7,5ul; Bahn 6, 8: Saposhnikoviae divaricatesdix aus deutscher Herkunft, Anbau 2006, 2010 il5Bahn

9, 10: Referenzsubstanzen: PC und MV, jeweils {f,5FM: Dichlormethan, Methanol, Acetonitril (4:2:1),
Entwicklungsstrecke 5 bzwam, 366nm

Tabelle42: Ergebnisse delRobustheitsuntersuchung mit verschiedenen Entwicklungsdistanzen

R 5cm 6cm 7cm NR-

PC 0,42 0,41 0,47 0,06

MV 0,52 0,51 0,57 0,06
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5.6 Reinheitsuntersuchungen

5.6.1 Trocknungsverlust
Die Bestimmung des Trocknungsverlustes erfolgte entsprechend der Allgemeinen Methoden
des Ph Eur. 7/R.2.32 [55]. Dazuwurde die pulverisierte Droge (355)2im Trockenschrank

bei 105 °C getrocknet und danach gewogen.

Tabelle43: Ergebnisse der Trocknungsverlusten Saposhnikoviae divaricatae radix

Arobemed Baicheng Caelo Chinamedica
Tara Einwaagg Tara Einwaagg Tara Einwaagq Tara Einwaage

1. Einwaag¢ 55,9643 | 1,0030 | 53,8383 | 1,0053 | 62,7270 | 1,0044 | 34,2985 | 1,0078
2. Einwaag¢ 56,9424 | 1,0063 | 52,8864 | 1,0011 | 56,8760 | 1,0008 | 60,9164 | 1,0030
3. Einwaagq 57,4310 | 1,0021 | 62,5654 | 0,9981 | 56,8756 | 1,0010 | 56,9411 | 1,0046

Auswaage| Differenz| Auswaae | Differenz| Auswaage| Differenz| Auswaage| Differenz
1. Einwaagg 56,8795 | 0,9152 | 54,7556 | 0,9173 | 63,6524 | 0,9254 | 35,2310 | 0,9325
2. Einwaage 57,8650 | 0,9226 | 53,7995 | 0,9131 | 57,7994 | 0,9234 | 61,8463 | 0,9299
3. Einwaagq 58,3519 | 0,9209 | 63,4813 | 0,9159 | 57,8040 | 0,9284 | 57,8740 | 0,9329
1. Einwaagg Trock.verlust 8,75 | Trock.verlust 8,75 | Trock.verlust 7,87 | Trock.verlust 7,47
2. Einwaagg 8,32 8,79 7,73 7,29
3. Einwaagg 8,10 8,24 7,25 7,14

Mittelwert 8,39 | Mittelwert 8,59 | Mittelwert 7,62 | Mittelwert 7,30

%STABW| 3,95 %STABW| 3,61 %STABW| 4,23 %STABW| 2,30

Herbasinica LfL 10 Sinophyto
Tara Einwaage Tara Einwaage Tara Einwaage

1. Einwaage 32,7274 1,0031 58,5048 1,0005 61,4952 1,0045
2. Einwaagq 56,1595 1,0035 31,7328 1,0018 61,9899 1,0037
3. Einwaagq 32,7263 1,0013 55,9629 1,0006 61,9782 1,0027

Auswaage | Differenz| Auswaage | Differenz| Auswaage | Differenz
1. Einwaagg¢ 33,6545 0,9271 59,4119 0,9071 62,4096 0,9144
2. Einwaage 57,0847 0,9252 32,6443 0,9115 62,9066 0,9167
3. Einwaagg 33,6552 0,9289 56,8737 0,9108 62,8985 0,9203
1. Einwaagq Trock.verlus{ 7,58 | Trock.verlus{ 9,34 |Trock.verlus{ 0,9144
2. Einwaagge 7,80 9,01 0,9167
3. Einwaagge 7,23 8,97 0,9203

Mittelwert 7,54 Mittelwert 9,11 Mittelwert 8,97

%STABW | 3,82 %STABW | 2,17 %STABW | 8,67

Die Ergebnissder einzelnen Drogenmuster verschiedener Anbieter zeigten keine grof3eren
Abweichungen Tabelle 43). Der Trocknungsverlustbetrug 7,309,11% Anhand der
Ergebnisse wurdelf die zu erstellendeMonographieSaposhrkoviae divaricatae radifir

das DABanalog des ChP 20Xn maimaler Trocknungsverlust von %) vorgeschlagen.



Saposhnikoviawurzéeb?2

5.6.2 Asche
Die Bestimmung der Asche erfolgte entsprechend der Allgemeinen MethddsPh. Eur
7.002.4.16 [56]. 1,0g der pulverisierten Droge (8 wurden in einen Quarztiegel

eingewogen und bei 60TC bis zur Massenkonsistenz gegliht.

Tabelle44: Ergebnisse deAschebestimmungn von Saposhnikoviae divaricatae radix

Arobemed ChinaMedica Herbasinica LfL 2006
Tara |Einwaae Tara |Einwaagd Tara |Einwaaggd Tara |Einwaage
1. Einwaagg 21,76777| 0,99821| 20,60350| 1,00740| 22,85239| 1,02202| 23,25878| 1,01103
. Einwaage¢ 27,43736| 1,00559 | 27,38070| 1,00876| 27,66279| 0,96771| 28,52496| 1,00466
. Einwaage 21,53291| 0,99602 | 23,96340| 0,99648 | 22,53214 | 1,00373| 20,10668| 1,01801
Auswaage Differenz| Auswaage Differenz| Auswaage Differenz| Auswaage Differenz

w N

1. Einwaagg 21,83233| 0,06456 | 20,65156| 0,04806 | 22,89913| 0,04674 | 23,31350| 0,05472
2. Einwaaggq 27,50275| 0,06539 | 27,43027| 0,04957 | 27,70770| 0,04491| 28,58048| 0,05552
3. Einwaagq 21,59691| 0,06400| 24,01219| 0,04879 | 22,57774| 0,04560| 20,16123| 0,05456
1. Einwaage %Asche 6,47 %Asche 4,77 %Asche 4,57 %Asche 5,41
2. Einwaagge 6,50 4,91 4,64 5,53
3. Einwaaggé 6,43 4,90 4,54 5,36
Mittelwert 6,47 | Mittelwert | 4,86 | Mittelwert 4,59 | Mittelwert 5,43
%STABW 0,60 | %STABW 1,61 | %STABW 1,09 | %STABW 1,57
Pharmachin
Tara | Einwaag
1. Einwaagq 21,60804| 0,99274

N

. Einwaag¢ 20,49085| 0,99065
. Einwaag¢ 20,46057| 1,03603
Auswaage Differenz
. Einwaagq 21,65435| 0,04631
. Einwaage¢ 20,53732| 0,04647
. Einwaage¢ 20,50845| 0,04788
. Einwaagd %Asche 4,66
. Einwaaggd 4,69
. Einwaaggé 4,62
Mittelwert | 4,66
%STABW 0,75

w

WNEFPWNPRP

Die Ergebnisse der Asdiestimmungender einzelnenProben zeigtenkeine grofl3eren
Abweichungen oder Verfarbung des AscheriickstandBge erhaltenen Werte lagen
zwischen 4,5%,47%6 und damitin dem vom ChP 2010 vorgeschlagenen Rahmen von
maximal 6,5%. Daher wirdirff die entsprechende Monographie Saposhnikoviae divaricatae

radixfir das DA ein maximale Ascheavert von 6,5 Y%empfohlen
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5.6.3 Salzsaureunldsliche Asche
Die Bestnmung der salzsaureunloslichen Asche erfolgt entsprechend der Allgemeinen

Methoden des Ph Eur 728.1[57].

Tabelled5: Ergebnisse desalzsaureumldslichen Aschebestimmuren von Saposhnikoviae divaricatae radix

Arobemed ChinaMedica Herbasinica LfL 2006
Tara | Einwaag Tara |Einwaagg Tara |Einwaagq Tara |Einwaage
1. Einwaagq 22,29731| 0,99821| 21,71100| 1,00740| 21,28428| 1,02202| 19,53428| 1,01103
. Einvaage| 28,77632| 1,00559 | 20,90899| 1,00876 | 25,82100| 0,96771| 21,29675| 1,00466
. Einwaag¢ 21,39099| 0,99602 | 30,50082| 0,99648 | 27,00708| 1,00373| 26,97210| 1,01801
Auswaage Differenz| Auswaage Differenz| Auswaage Differenz| Auswaage Differenz
. Einwaage 22,31183| 0,01452 | 21,71772| 0,00672 | 21,28888| 0,00460| 19,54659| 0,01231
. Einwaagg¢ 28,78965| 0,01333| 20,91607 | 0,00708 | 25,82500| 0,00400| 21,30900| 0,01225
. Einwaagg¢ 21,40521| 0,01422| 30,50722| 0,00640| 27,01132| 0,00424 | 26,98357| 0,01147
. Einwaage %-Asche 1,45 %-Asche 0,67 %-Asche 0,45 %-Asche 1,22
. Einwaaggé 1,33 0,70 0,41 1,22
. Einwaagg 1,43 0,64 0,42 1,13
Mittelwert 1,40 | Mittelwert 0,67 | Mittelwert 0,43 | Mittelwert 1,19
%STABW 4,85 | %STABW 4,47 | %STABW 4,47 | %STABW 4,46

w N

WNRFRPWNPRP

Pharmachin
Tara | Einwaag
1.Einwaagg 20,41582| 0,99274
. Einwaag¢ 20,03759| 0,99065
. Einwaage¢ 27,03945| 1,03603
Auswaage Differenz
. Einwaag¢ 20,42177| 0,00595
. Einwaag¢ 20,04363| 0,00604
. Einwaage¢ 27,04604| 0,00659
. Einwaage %-Asche 0,60
. Einwaagge 0,61
. Einwaagge 0,64
Mittelwert 0,62
%STABW 3,08

w N

WNRFRPIWNPEP

Ahnlich den Ergbnissen derAschebestimmung, zeigtelie salzsaureunléslicheAscheverte
keine grol3en Schwankungen zwischen déustern dereinzelnenAnbieter. Zudem lag der
gemessene Wert von 0,4B40% im vogegelenen Rahmen des ChP 2010, welches einen
maximalensalzsaureunldslichen Anteil von 1,5% sohlagt Da die gemessenen Efgnisse
dem Wert der bereits existierenden Monographentsprachen, wurde ein maxitea Wert

fur die salzsaureunléslichédschevon 1,5%fur die DABMonographie von Saposhnikoviae

divaricatae radix vorgeschlagen.
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5.7 Gehaltsbestimmungen

5.7.1 HPLC

5.7.1.1 Optimierung

In der neuen Monographie von Sapodtoviae divaricatae radix in CBP10[136] wird der
Gesamtgehalt an PC und MV durch HPLC bestimmt. DisuMg<rfolgt bei 254m, was
nicht den UV Maxima der beiden Substanzen entspricht (P&Gax8805nm, MV
UVinax=295nm gemessnim UV-DAD Spektrunim FlieBmittelMeOH H,O 40:60).Uberdies
ist in der Monographie keine Angabe zur Saulentemperatur zu findeshalb die Messung
bei Raumtemperatur (25 °C) durchgefuhrt wurdBeide Markersubstanzen waren im
Chromatogramm deutlich voneinander getrennt (RG ®0min; MV R=28min) wobei der
MV Peak durch die lange Elutionszeit unsthimd unsymmetrisch wule (Abbildung68).
Um die Trennzeit zu verkirzewurde die Saulentemperatur auf 40 °C erhéht, wodurch
Retentionszeit beider Referenzemter 20 minverktrzt @Abbildung69 A), die Aufldsung von

PC zu den vorangehdan Peaks aber deutlich verschlechtert wurde.

180 180
__ DAD-254 nm
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160] Name 160
Area Percent
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Abbildung 68: Methode ChP 2010 HPLE&Chromatogramm eines Saposhnikoviae divaricatae radix Extraktes aus
chinesischem Import, 21, 254nm, 1,0ml/min, 25 °C, Methanol, kD (40:60), isokratisch

EineLiteraturrecherchéduhrte zu einem vielversprechende Trennsystem nacfiL49] fur die
beiden Markersubstanzen und die restlichen Inhaltsstoffe Baposhnikovia divaricata
Jedochwaren die Peakbeider Referenzen unsymmetrisch und nicht basislinsémsgnt zu

demweiteren Spektrmn (Abbildung69 B).
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Abbildung 69: HPLE&hromatogramm eines Saposhnikoviae divaricatae radix &kes aus chinesischem Import
Chromatogramm A:2 ul, 300nm, 1,0ml/min, 40 °C, Methanol, H0 (40:60) isokratischh Chomatogramm B:10l,
300nm, 1,0ml/min, 35°C,A: H,0, B: Methanol; 0-5 min;: 60-65% A,5-20 min 45-35% A

Um eine Trennunginter 10 minund schafe Peaks mit einer Peaksymmetrie von 1,05 bzw.

1,04 zu erreichenwurde das Trennsystem nagh49] leichtverandert Abbildung70).
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Abbildung 70: Neu entwickelte Methode HPLE hromatogrammeines Saposhnikoviae divaricatae radix Extraktes aus
chinesischem Import, 1@l, 300nm, 1,0ml/min, 35 °C, A: kD, B: Methanol; 0-5 min: 60-45% A, 510 min 45-40% A, 10
15min: 40-0% A, 1520 min: 0% A

5.7.1.2 Validierung

Die Methode zur Gehaltsbestimmungn PCund MV in Saposhnikoviae divaricatae radix
(Tabelle38 Neu entwickelte Methode)vurde hinsichtlich Stabilitat, Prazision, Robustheit

und Richtigkeit mittels des Validierungsprotoko8s5(11) untersucht.
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5.7.1.3 Stabilitat des Extraktes

Ein Extrakt aus chinesischer Herkunft wurde fiinfzehmrmal nacheinander HPLC

chromatographiert. Die Flachen der MarkersubsemzPC und MVergaben einen

Variationskoeffizieten von unter 5%Tabelle46). Der Tet auf Stabilitéat wurde akzeptiert.

Tabelle46: Stabilitat des Extraktes

PC MV

Zeit [min] Messung Flache [mAU] Messung Flache [mAU]
0-35 1 7878518 1 8865277
3570 2 7814095 2 8803164
70-105 3 7978498 3 8981210
105140 4 7896501 4 8892984
140175 5 7791718 5 8788605
175210 6 7907592 6 8912652
210-245 7 7889402 7 8901549
245280 8 7733598 8 8736064
280-315 9 7727716 9 8725502
315350 10 7698190 10 8692717
350-385 11 7747087 11 8746087
385420 12 7680474 12 8678386
420-455 13 7664326 13 8658402
455490 14 7649255 14 8641293
490525 15 7762026 15 8767305
1 8h 45 nin MW 7787933 MW 8786079
Stabw 101647 Stabw 103899

Vi 1,31 Vi 1,18

5.7.1.4 Spezifitat

Die Peaks der Substanzen PC und W&ren bei allen Probemit R =5,4 bzw. 8,Tnin
vorhanden(Abbildung70). Zudem zeigte der Peak der Markersubstanz PC eine Aufldsung
von R=8,6 zu dem nachfolgenden Peak (Cimifugin) bzw. der Peak von MV eine Aufldsung
von R=1,0 zum darauffolgenden Peakie Peakeinheit von 1,00 fir PC und 0,99 fur MV
ergab ferner, dass sich unter dem Peak der Referenzsubstanzen keine Verunreinigung mit

demselben Absorptionskoeffizienten ukgdhaximum befand.
5.7.1.5Kalibrierung

5.7.1.5.1 Messbereiches

Um den Ghalt der beiden ChromongicosidePC undvV in Saposhnikoviae divaricatae radix
zu bestimmen musste der Messbereich der Kalibrierung evaluiert werden. Dazu wurde
sieben Proben ausgewahlt und jeweils nacter Methode Tabelle 38 extrahiert,

chromatographiert und das erhaltene Detektorsignal dokumenti€abglle47). Jeweils e



Losung der

beiden

chromatographiert Tabelle48).

Tabelle47: Vorversucheder verwendeten Proben

Referenzsubsubstanzenwurde

verdinnt

Probe Detektorsignal PC [mAU Detektorsignal MV [mAU
Arobemed 10938238 7272989
Baicheng 7005084 7911885
Caelo 7174239 2934516
Chinamedica 9705266 5083861
Herbasimca 12279784 6186210
LfL 8899281 5415969
Sinophyto 5193766 6222344
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und ebenfalls

Tabelle48: Vorversucheder verschiedenerPC und MVWKonzentrationen

Konzentrationen

Detektorsignal [mAU]

Konzentrationen

Detektorsigmal [mAU]

(PC) [mg/ml (MV) [mg/ml
0,212 14039068 0,11 6520115
0,0212 1481830 0,011 661598
0,00212 146888 0,0011 66056

Aus den Vorversuche ergab sich ein linearer Zusammenhander Regressionsgerade

zwischen der vermessenen Konzentration und dem erhaltenen Detektorsighblldung

71). Der Mittelwert der Detektorsignale ddfroben wurde als Mitte der Kalibriergerade

definiert.

Vorkalibrierung PC

16000000

14000000 ’MGW
12000000 R2=1.00

510000000

<<
£ 8000000

2 000000
o
Hi )
£ 4000000

2000000

0

| |
0 0,05 0,1

¢(PC) [mg/ml]

0,15 0,2 0,25

7000000
6000000

E 1000000
2 3000000
1§ 2000000
('8
1000000

Vorkalibrierung MV

nl 1

2 5000000 R2=1,00

0 T

0 0,05 0,

¢(MV) [mg/ml]

1 0,15

Abbildung71: Kalibriergerade der Vorversuche zur Festlegung des Messberaichd?C und MV

Dea Messbereich wurde zwischen den Konzentratiof®e®212mg/ml und 0,212mg/ml fir

PC und 0,01ing/mlund 0,15mg/ml fir MV festgelegt.

Als Konzentrationen der

Konzentrationen festgelegt:

eialnen Kalibierlosungen (Level-5) wurden folgende
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PC MV
Konzemration 1 (Level 1): 0,0450mg/ml 0,0192mg/ml
Konzentration 2 (Level 2): 0,0900mg/ml 0,0384mg/ml
Konzentration 3 (Level 3): 0,1350mg/ml 0,0768mg/ml
Konzentration 4 (Level 4): 0,1800mg/ml 0,1152mg/ml
Konzentration 5 (Level 5): 0,2250mg/ml 0,1536mg/ml

5.7.1.5.2 Kalibrierfunktion
Die Kalibrierlésungen wurde aus frisch hergestellten Stammldsungen vondP@Van flinf
aufeinanderfolgenden Tagen hergestelind nachTabelle38 (Neu entwickelte Methodg

chromatographiert.



Saposhnikoviawurzeb9

Tabelle49: Kalibrierung vorPC und MV irsaposhnikoviaalivaricataeradix

Level 1 2 3 4 5
c(PC) [mg/ml] 0,0450 0,0900 0,1350 0,1800 0,2250
1. Messung 2950870 5888889 8763788 11620040 14567637
[MmAU]
2. Messung 3006400 6110680 9046048 12014912 14766218
[MmAU]
3. Messung 2806365 5697526 8527696 11202224 14090775
[mAU]
4. Messung 2913911 5945663 8886600 11764647 14262247
[MmAU]
5. Messung 3012595 5899695 8841885 11806321 14554096
[MmAU]

MW Flache 2938028 5908491 8813203 11681629 14448195
Stabw 84138 147674 189989 302961 268769
Vi 2,86 2,50 2,16 2,59 1,86
Level 1 2 3 4 5

c(MV) [mg/ml] 0,0192 0,0384 0,0768 0,1152 0,1536

1. Messung 1229609 2463024 4740478 7134316 9513758
[mAU]

2. Messung 1208955 2426010 4800414 7188235 9545985
[mAU]

3. Messung 1126280 2296302 4511432 6859421 9231294
[mAU]

4. Messung 1173869 2407262 4805439 7209077 9379193
[mAU]

5.Messung 1115318 2237186 4421105 6646860 9076468
[mAU]

MW Flache 1170806 2365957 4655774 7007582 9349340
Stabw 49960 95090 177763 245647 196843

Vi 4,27 4,02 3,82 3,51 2,11

5.7.1.5.2.1 LineareRegression

Eine Kalibrierfunktion wurde aus den Mittelwerten der Vermessung der Kalibrierloésungen
durch lineare Regression erstellt. Dazu wurden die Formeln unter Pd&tll.2.5
verwendet um die Parameter m (Steigung der Gerade), b (Achsenabschnitt) asnd d

BestimmtheitsmafR4zu berechnen.
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Kalibrierung PC Kalibrierung MV
16000000 10000000
14000000 y=63.985.491,37992x + 119.867,78259_& 9000000 y= 60'75O'59:2'9_7;33’;;;0'%3'2“63 ¥
R?=0,99983 =5
8000000
12000000 -
_ / _. 7000000 /.
=2
% 10000000 / E 6000000
= 8000000 < 5000000
2 _ 2 &
& 6000000 S 4000000
= /' o
3000000
4000000 o«
o 2000000 /
2000000 1000000
0 ‘ ‘ . ‘ ‘ 0 : : : :
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20
¢{PC) [mg/ml] c{MV) [mg/ml]

Abbildung72: Kalibrierfunktion mit linearer Regression vdAC und MV
Die Reststatardabweichung wurde miEormel10 berechnet und betrug84692,53 fir PC
und 18460,86ur MV.

Die Verfahrensstandardabweichung, berechnet neohmel11, war0,0013bzw.0,0003

Daraus ergab sich ein relative Verfahrensstandardabweichun@ @&bzw.0,38% Eormel

12).

5.7.1.5.2.2 Quadratische Regression
Eine Kalibrierfunktion wurde aus den Mittelwerten der Vermessung der Kalibrierlosungen
durch quadratische Regression erstellt. Dazu wurden die Formeln unter RR6Kt1.2.6

verwendet um die Parameter m, n, b undsBestimmtheitsmal 3zu berechnen.

Kalibrierung PC Kalibrierung MV
16000000 y=—75 ¢¢ 208,18028x7+ 68.214.827,58860x - 102.172,36336 10000000 - e 954,0595 12+ 60.238.472,37293x + 25605,05384
14000000 R?=1,00000 — 9000000 e R?=0,09998 '
12000000 / 8000000 /
- 7000000
- =
2 10000000 / % 6000000 7
g 8000000 = 5000000 w
& 6000000 & 4000000
4000000 /' © 3000000 /
o 2000000
2000000 1000000 «
0 : : . ‘ ‘ 0 . . : ‘
0,00 0,05 0,10 015 0,20 0,25 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20
¢(PC) [mg/ml] c(MV) [mg/ml]

Abbildung73: Kalbrierfunktion mit quadratischer Regression vdAC und MV
Die Reststandardabweichung wurde ribrmel22 berechnet und betrugl5914,79fir PC
und 946937,2G0r MV.

Die Verfahrensstandardabweichung, berechnet n&onmel23 und Formel24, war 0,0002

bzw.0,0172
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Daraus ergab sich ein relative Verfahrensstandardabweichun@ x@ébzw. 21,2& Eormel

12)

5.7.1.5.2.3 Anpassung nach Mandel

Ein Anpassungstest nach Mandel fiir die quadratische und lineare Regressionskufign ent
fur n-®-b-D-Glucosys-O-methylvisamminal da die Verfahrensstandardabweichung der
linearen Regression kleinavar als cer quadratistien und somit dieiheare Regression

akzeptiertwerden kann.

FurPrimO-Glucosylcimifugimusste einAnpassungstest nach Mand#lrchgefihrt werden.

DSZ
PG= STV =82,96 tabellierter FWert (f; =1, f, =2, P=99%)=98,5

yQ
Die Nullhypothese ist anzehmen, dh. der Unterschied der beiden relativen
Verfahrersstandardabweichungen war nicht signifikant unterschiedlich und eine lineare

Regression fuPrimO-Glucosylcimifuginvurde verwendet.
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5.7.1.6 Wiederholprazision

Zur Untersuchung der Wiederholprazision rde eine Probe aus chinesischem Import
funfmal an einem Tag unabhangig voneinander eingewogen und fablelle 38 (Neu
entwickelte = Methodg extrahiert und chromatographiert. Die  prozentuelle
Standardabweichung deProben lag bei4,56 bzw. 4,14 (Tabelle 50), somit unter 5%

wodurch die Untersuchung der Wiederholprazision akzeptiert werden konnte.

Tabelle50: Egebnisse defWiederholprazision

PC
Messung 1 2 3 4 5
Einwaage [g] 0,4971 0,50574 0,51421 0,50332 0,52772
Flache [mAU] 6859704 6976379 7116412 7150760 6642570
Gehalt [%] 0,21190 0,21188 0,21265 0,21832 0,19317
MW Gehalt 0,20958
Stabw 0,00956
Vi 4,56
MV
Messung 1 2 3 4 5
Einwaage [g] 0,4971 0,50574 0,51421 0,50332 0,52772
Flache [mAU] 7722613 7729622 7904043 7956220 7473877
Gehalt [%] 0,25536 0,25123 0,25267 0,25984 0,23278
MW Gehalt 0,25038
Stabw 0,01037
Vk 4,14
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5.7.1.7 Laborprazision

Die Probeaus chinesischer Herkunfturde an 4 weiteen Tagen unabhangig voneinander
eingewogen, extrahiert und chromatographiert nathbelle38 (Neu entwickelte Methode
Da der VariationskoeffizieniTébelle51) unter 5%lag konnte der Test auf Laborpréazision

akzeptiert werden.

Tabelle51: Ergebnisse der Laborprazision

PC
Messung 1 2 3 4 5
Einwaage [g] 0,50301 0,50505 0,50207 0,52981 0,4971
Flache [mAU] 7005084 7003512 7050898 7878518 6859704
Gehalt [%] 0,21392 0,21301 0,21575 0,23240 0,21190
MW Gehalt 0,21740
Stabw 0,00851
Vk 3,91
MV
Messung 1 2 3 4 5
Einwaage [g] 0,50301 0,50505 0,50207 0,52981 0,4971
Flache [mAU] 7911885 7767510 7567860 8865277 7722613
Gehalt [%] 0,24210 0,25280 0,24776 0,27510 0,25536
MW Gehalt 0,25462
Stabw 0,01252
Vi 4,92

5.7.1.8 Probenauswertung und Prognoseintervall

Um den Gehalt an PC und MV der verschiedene Proben abzuschatzen, wurdedreiiesd

an aufeinanderfolgenden Tagen extrahiert, chronmtphiert nach Tabelle 38 (Neu
entwickelte Methodg und die Konzentration an PC bzw. MV durch Umstellen der

Kalibriergerade nach x berechnet.

Tabelle52: Ergebnisse der ProbenauswertungmSaposhnikoviae divaricatae radRroben

| Arobemed| Baicheng Caelo | Chinamedicd Herbasinicd LfL | Sinophyto
PC
MW Gehalt [%]| 0,32800 | 0,21423| 0,21653| 0,29741 0,37052 | 0,26989| 0,16586
Stabw 0,01 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Vi 3,29 0,65 3,26 3,81 2,18 3,78 4,32
MV
MW Gehalt [%]| 0,23276 | 0,25304 | 0,09505| 0,16694 0,19387 | 0,17474| 0,21033
Stabw 0,01 0,01 0,00 0,01 0,01 0,01 0,00
Vi 4,48 2,13 3,95 3,43 3,83 4,23 2,21
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Kalibriergeradeda sich Fehler aus der Kalibriergerade und der Messung aufsummieren. Das
Intervall (Tabelle53), in dem sich die Konzentration &C und Mdn Saposhnikoviae

divaricatae radidbefindet wurde nachFormel38 berechnet.

Tabelle53: Prognoseintervall der vermessene®aposhnikoviae divaricatae radRroben

Prognose
intervall Arobemed | Baicheng CaelLo | Chinamedica| Herbasinica LfL Sinophyto
[mg/ml]
PC 0,16397+ 0,10710+ | 0,10825+ | 0,14869+ 0,18524 0,13494 | 0,08292
0,00280 0,00279 0,00278 0,00269 0,00305 0,00266 0,00308
MV 0,1150% 0,1251& | 0,0469% | 0,08253 0,084+ 0,0863% | 0,1039&
0,00069 0,00073 0,00068 0,00061 0,00063 0,00061 0,00065

5.7.1.9 Robustheit

EineProbeaus chinesischem Impovturde bei einer Saulenofentemperatur vad6°C, 40°C
und 30°C nachTabelle38 (Neu entwickelte Methodgchromatographiert. Die Temperatur
wurde erhoht bzw. erniedrigt um die Robustheitder Methode zuuntersuchen. Der
Variationskoeffizient degemessenen Flachen lag unter 5%e Methode wird als robust

angesehen.
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Tabelle54: Ergebnisse der Robustheitsuntersuchung v®@aposhnikoviae divaricatae radix

PC MV
Flachebei 40°GmAU]J 5838945 6638868
Flachebei 30°GmAU] 5981409 6599541
Flachebei 35°GmAU] 5607380 6401492
Mittelwert [mAU] 5809245 6546634
Stab 188775 127225

Vk 3,25 1,94

5.7.1.10 Wiederfindung

Zu 0,50y pulverisierte Droge365) wurden 1,0nl einer8,0541g/ml (PQ bzw.7,6608ug/ml

(MV) haltigen Referenzlosung was einer ca. 10% Aufstockung entsprach, piert,

extrahiert und chromatographiert. Die Wiederfindung wurde ndebrmel 39 berechnet

(Tabelle55) und lag in den vorgegeben Grenzen vorl95%.

Tabelle55: Ergebnisse der Wiederfindungsuntersuchung M@ bzw. M\in Saposhnikoviae divaricatae radix

Einwaage| Zugabe| Errechnete | Gefundene | \viederfindung| Wiederfindung
[q] [mg] | Konzentration| Konzentration [%6] Mittelwert [%]
[mg/ml] [mg/ml]
PC
1. Messung 0,4935 | 0,00805 0,11366 0,10931 96,18
2. Messung 0,4920 | 0,00805 0,11331 0,10976 96,87 96,49
3. Messung | 0,4930 | 0,00805 0,11355 0,10949 96,42
MV
1. Messung | 0,4935 | 0,00766 0,13103 0,12920 98,60
2. Messung 0,4920 | 0,00766 0,13063 0,12739 97,51 98,50
3. Messung 0,4930 | 0,00766 0,13091 0,13010 99,38

5.7.1.11 Nachweisgrenze

Nachweisgrenze filPC bzw. M\berechnet nach-ormel40): 4,37 ug/ml bzw. 1,0Qug/ml

5.7.1.12 Quantifizierungsgrenze

Quantifizierungsgrenze fUPC bzw. MMberechnet nachFormel 41): 13,24ug/ml bzw.

3,04ug/ml
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5.7.2 HPTL@ensitometrie

5.7.2.1 Optimierungder HPTLC Methode

Das bei der Idenitatsprifung mittels Dunnschichtchromatographie verwendete Fliel3mittel
(Tabelle37, Chromonglcoside: Neuentwickelte MethodeGehaltsbestimmungzeigte eine
gute Trennung der beiden Markersubstanzanf der Platte und im Densitogramm bei
366nm und wurde fiur die Gehaltsbestimmung mit HPTLC/Densitometrie beibehalten. Die

Verringerung des Auftragevolumens von 7,5 aufil 4ergab deutlich scharfere und

symmetrischere Peaks.

Abbildung 74: HPTLC Chromatogramm naé&¥erivatisierung mitAnisaldehydreagenzBahn 15: Kalibrierldsungen der
Substanzen PC und MV in zunehmender Konzentrati@gmeils 4 pl; Bahn6-10, 12 Saposhnikoviae divaricatae radix
Extrakt aus chinesischer Herkuift 4 pl; Bahn 10: Saposhnikoviae divaricatae radixtrakt aus deutscher Herkunft4 pl,
FM: Dichlormethan, Methanol, Acetonitril (4:2:1), Entwicklungsstreckerfi, Derivatisierung mitAnisaldehydreagenz
366nm

Zudem wurde eirNachweismit Anisaldehydreagnz (Abbildung74) durchgefuhrt was die
Intensitat der Peaks von PC und MV in Degsitoim leicht erhdhte, aber aufgrund des
zusatzlichen Arbeitsschrittes und der damit verbundenen Fehlerquelle nicht angewendet

wurde.
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5.7.2.2 Validierung

5.7.2.2.1 Stabilitat der Testlosung wahrend der Chromatographie

=)
c
=
4
2

2

=

=

Ll

o

1. Entwicklung
<—

Abbildung75: 2D-Chromatogramm va Saposhnikoviae divaricatae radif pl Testldsung, FMDichlormethan, Methanol,
Acetonitril (4:2:1), Entwicklungstrecke 6cm, 366nm

Analog 5.5.1.41 wurde Stabilitdt des Extraktes wahrend der Chromatographie d@ieh
HPTLGach Tabelle37 (Neu entwickelte MethodeGehaltsbestimmunguntersucht wobei

alle Banden des iRgerprints auf der Diagonale zwischen dem Auftragepunkt und dem
Schnittpunkt der beiden FlieBmittelfronten zu findemren (Abbildung75). Somit waren die
Analyten des Extraktes wahrend der Chromatographie stahuisatzlich wurd eine
Stabilitdtsuntersuchung mittels 2BPTLC fir die beiden Referenzsubstanzen durchgefihrt.
Weder PC noch MV zeigten wahrend der Chromatograghne Artefaktbildungund

konnten zur Gehaltsbestimmung verwendet werden.
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5.7.2.2.2 Stabilitat der Testlosung in Lésuond auf der Platte

Abbildung76: Stabilitéat auf der Platte und in Losung@ahn 1: Saposhnikoviae divaricatae radix Extrakt 8uf der Platte,
Bahn 2, 3: frischer Saposhnikoviae divaricatae radix Extrakt, Bahn 4: Sapostisékalivaricatae radix Extrakt B in
Lésung jeweils 4ul, FM: Dichlormethan, Methanol, Acetonitri(4:2:1), Entwicklungsstrecke &n, 366nm

Wie in4.5.3.2.2beschrieben wurden die verschiedenen Extrakte hergestellt, jeweilsadf
die Platte aufgetragen undmit der rach Tabelle 37 (Neu entwickelten Methode-
Gehaltsbestimmung chromatographiert (Abbildung 76). Die Flachen dr beiden
Referenzsustanzen wurden densitometrisch bestimmt und miteinander verglichen. Die
prozentuale Standardabweichurter Messungen betrug fir PC 3,3% und fur MV 4,3%. Die

Extrakte warersomitauf der HPTL-@latte und in Losung stabil.

5.7.2.2.3 Stabilitat der Ergebnisse

Abbildung 77: Stabilitat der Derivatisierung nach+5 min; Bahn 15: Kalibrierldsungen von PC und MV in aufsteigender
Konzentration jeweils 4ul; Bahn 610, 12: Saposhnikoviae divaricatae radix aus chinesischem Anbply Bahn 11:
Saposhnikoviae divaricatae radix aus deutschem Anbal 4M: Dichlormethan, Methanol, Acetonitril (4:2:1),
Entwicklungsstrecke 6m, 366nm

SiebenProben wurden nachrabelle 37 (Neu entwickele MethodeGehaltsbestnmung
extrahiert und chromatographiert. Die Flachen von PC und MV wurden nach

densitometrischer Messung bei 3&én 0, 10, 30 und 6@nin nach der Chromatographie
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verglichen(Tabelle56). Die Ergebnisse waren stabil, da sich anabh 60min (Abbildung 77)
lediglich eine Abweichung von 0;8201% bei PC und 0,&378%bei MVzeigte

Tabelle56: Stabilitat der Ergebnisse der Chromatographie

FlacheAU | Omin | 10min [ 30min | 60min [ MW | Stabw | Vi
PC
Arobemed | 7090,01| 7039,34| 7032,64| 7002,32| 7041,08 36,38 0,52
Baicheng 5097,1 | 5046,42| 5013,33| 5008,48| 5041,33 40,82 0,81
Caelo 5353,19| 5356,53| 5299,47| 5318,33| 5331,88 27,66 0,52
Chinamedica] 6429,9 | 6460,95| 6335,45| 6336,96| 6390,82 64,32 1,01
Herbasinica| 7748,04| 7774,11| 7671,33| 7663 7714,12 55,36 0,72
LfL 6425,05| 6404,18| 6375,23| 6346,38| 6387,71 34,30 0,54
Sinophyto | 4064,82| 4055,19| 4032,34| 3992,7 | 4036,26 32,08 0,79
MV
Flache AU) 0 min 10 min | 30 min | 60 min MW Stabw Vi
Arobemed | 5174,91| 5075,87 | 5105,02| 5160,06| 5128,97 46,44 0,91
Baicheng | 5287,29| 5232,53| 5221,44| 5280,18| 5255,36 33,20 0,63
Caelo 2493,15| 2441,78| 2447,81| 2505,31| 2472,01 31,91 1,29
Chinamedica] 3716,69| 3699,26| 3673,46| 3735,08| 3706,12 26,23 0,71
Herbasinica | 4260,05| 4203,85| 418833 | 4269,19| 4230,36 40,24 0,95
LfL 4367,99| 4206,5 | 4210,9 | 4448,33| 4308,43 119,75 2,78
Sinophyto | 4501,62| 4447,05| 4423 | 4481,08| 4463,19 34,99 0,78

5.7.2.3 Spezifitat
PC und MV warem allen Proben beR-=0,41bzw. 0,52 vorhanden Abbildung78). Beide

Banden waren im Chromatogramm und im DensitogramAbb{ldung 79) deutlich

voneinander getrennt.

Abbildung 78: Spezifitdét Bahn 1: Referenzsubstanzen PC und MM,4Bam 2-6, 8: Saposhnikoviae divaricatae radix
Extaktes aus hinesischem Import, jeweils 4, Bahn 7:Saposhnikoviae divaricatae radix Eaktes aus deutschem
Anbau verunreinigt mit Daucusarotae radix 4ul, Bahn 911: Extrakte deiVerfélschungenCarum carvWurzel, Daucus
carota Wurzel,Seseli maireWurzel; FM: Dichlormethan, Methanol, Acetonitril (4:2:1), Entwicklungsstrecken§ 366nm
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Die blau fluoreszierende Bande-6R0,52) in der Probe aus deutschem Anbau (Bahn 7), die

einer Verunreinigung mitDauas carota zuzuordnen war, konnte im Dersitogramm

(Abbildung79 A) nichtnaclgewiesen werden Beide Peaksler Markersubstanzen zeigten

eine Reinheitvon 0,99 durch den Vergleich d&\-Spekten am Anfang, der Mitteund am

Ende des Peaks.
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Abbildung 79: Densitogrammbei 300nm nach Chromatographie miEM: Dichlormethan, Methanol, Acetonitril(4:2:1),
Entwicklungsstrecke 6m, 4ul, A: Saposhnikoviae divaricatae radigaus bayerischem Abau; B: Saposhnikoviae

divaricatae radix aus chinesischem Import

5.7.2.4 Kalibrierung

5.7.2.4.1 Messbereiches

Zur Gehaltsbestimmunder beiden Chromongtoside in Saposhnikoviae divaricatae radix

mittels HPTLC/Densitometrigurden die Konzentrationeder Kalibrierlésungenralog der

Bestimmung mit FliissigkeitschromatograpHig.2.3.1verwendet. Um zu Uberpriferob

der gewahlte Bereich alle Proben abdeckturden siebenProben wie inNeu entwickele

Methode-Gehaltsbestimmungbeschrieben, mit denfinf Kalibrierstandards chromato

graphiert und bei 30@m densitometrisch ausgewertet.
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Abbildung 80: Messbereich Bahn 15: Kalibrierldsungen von PC und MV in aufsteigender Konzentration jewejs; 4
Bahn 610, 12: Saposhhkoviae divaricatae radix aus chinesischem Anbapl4Bahn 11: Saposhnikoviae divaricatae radix
aus deutschem Anbau gl FM: Dichlormethan, Methanol, Acetonitril (4:2:1), Entwicklungsstreckers, 366nm

Tabelle57: Wertetabellezu den Vorversuchen der verwendeten Proben

Probe Deaektorsignal PC (AU Detektorsignal MV (AU
Arobemed 7022, 4853,22
Baicheng 4896,88 5203,95
Caelo 4890,46 2189,32
Chinamedicg 6073,56 3512,18
Herbasinica 7594,36 4182,06
LfL 5607,97 3743,27
Sinoplyto 4134,08 4574,04

Tabelle58: Wertetabelle zu den Vorversuchen der verschiedenen PC undkdxizentrationen

Konzentrationen Detektorsignal (AU) Konzentrationen Detektorsignal (AU)
(PC) [mg/ml (MV) [mg/m]
0,04914 2372,64 0,019248 906,47
0,09828 4227,04 0,038496 1697,9
0,19656 7417,15 0,076992 3055,18
0,14742 5985,13 0,115488 4343,66
0,2457 8732,16 0,153984 5474,9

Aus der Regressionsgerader Vorversuchezeigte sich eirquadratische Zusanmenhang
zwischen der vermessengfonzentration und dem erhaltenen Detektorsignabbildung
81).



















































































































































































































































































































































