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Abstract

Diese Dissertation leistet einen wichtigen Beitrag zur Analyse des Sekundirstoffspek-
trums in Plantago lanceolata L. Die neu entwickelte und validierte HPLC-DAD-Fin-
gerprintmethode ermoglicht erstmals eine simultane HPLC-DAD-Analytik mehrerer
ausgewdhlter Iridoidgglykoside (IGs) und Phenylethanoide (PEs) in den frischen Blittern
von P. lanceolata. Sie kann iiberdies auch zur Qualitétssicherung und in der Routine-
analytik von Spitzwegerichprodukten in diversen Matrizes angewendet werden. Des
Weiteren konnte eindeutig gezeigt werden, dass sich das giinstigere (HP)TLC-Verfahren
nicht zum Screening der ausgewidhlten Analyten in der Pflanze eignet. Der Einfluss
vegetativer Faktoren auf die IG- und PE-Gehalte von P. lanceolata konnte anhand der
neuen HPLC-Methode analysiert werden, um einen optimalen Erntezeitpunkt zur phar-
mazeutischen Nutzung der Pflanze zu definieren. Aufgrund zu geringer Anzahl an Proben
und nicht-representativer Probennahmen bieten die erhobenen Resultate jedoch lediglich
erste Anhaltspunkte beziiglich vegetativer Effekte auf das Sekundérstoffspektrum und
bediirfen einer Verifizierung in zukiinftigen Studien. Dariiber hinaus konnten wihrend
der Uberpriifung der Literaturangaben auf Richtigkeit beziiglich der Genuitiit bestimmter
postulierter Verbindungen, vielversprechende Hinweise auf neue Isomere in P. lanceolata
gewonnen werden, welche z.T. auch fiir andere Pflanzen bisher noch nicht beschrieben
wurden. Zudem konnten wesentliche Mengen der Hauptiridoidglykoside Aucubin und
Catalpol isoliert und charakterisiert werden, welche im Rahmen dieser Arbeit als Refe-

renzsubstanzen zur analytischen Methodenentwicklung und -validierung dienten.

The dissertation contributes significantly to analytical research on the secondary mea-
bolite profile in Plantago lanceolata L. A newly developed and validated HPLC-DAD
fingerprint method enabled simultaneous HPLC-DAD analysis of several selected irdoid
glycosides (IGs) and phenyl ethanoids (PEs) in the fresh leaves of P. lanceolata for the
first time. The new HPLC method can be used for quality assurance and routine analyses
of products derived from ribwort plantain from diverse matrices. Moreover, it could be
demonstrated that the more economical (HP)TLC process is not suitable for screening the
chosen analytes in the plant. The influence of vegetative factors on the IG and PE contents
of P. lanceolata has been successfully analyzed to define an optimal time of harvesting for
the pharmaceutical use of the plant. In view of an insufficient sample size and sampling
process, however, the related results offer merely initial indications referring to vegeta-
tive effects on the secondary metabolite pattern requiring further verification in future
studies. Furthermore, while examining the correctness of the literature on the genuinity
of particular postulated compounds, potential hints on new isomers of P. lanceolata have
been discovered, some of which have not been described for other plants yet, either. In
addition, considerable amounts of the main IGs aucubin and catalpol have been isolated
and characterized, which were used as reference substances for method development and

validation during this work.
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1. EINLEITUNG: ALLGEMEINES ZUR PFLANZE UND EINORDNUNG DER ARBEIT IN DEN
WISSENSCHAFTLICHEN KONTEXT 1

Kapitel 1

Einleitung: Allgemeines zur Pflanze
und Einordnung der Arbeit in den
wissenschaftlichen Kontext

Die Wahl des Spitzwegerichs (Plantago lanceolata L.) durch den interdisziplinidren
Studienkreis Entwicklungsgeschichte der Arzneipflanzen am Institut fiir Geschichte der
Medizin der Universitit Wiirzburg zur Arzneipflanze des Jahres 2014 verdeutlicht das er-
hohte wissenschaftliche Interesse an dieser Pflanze [1]. Als Grundlage fiir erstrebenswerte
pharmakologische und klinische Untersuchungen [1, 2] galt es, im Rahmen dieser Arbeit
einen Beitrag zur phytochemischen Analytik zu leisten. Im Fokus standen die im Spitz-
wegerich enthaltenen, pharmakologisch aktiven Substanzklassen der Phenylethanoide
(PEs) und Iridoidglykoside (IGs).

1.1 Plantago lanceolata L.

1.1.1 Etymologie und Botanik

Spitzwegerich (Plantago lanceolata L.) zahlt zur Familie der Wegerichgewéchse (Plan-
taginaceae) [3]. Aus dem Altdeutschen hergeleitet, bedeutet die Bezeichnung Wegerich
so viel wie ,,Konig am Wegrand*, zusammengesetzt aus ,,wega‘ (Weg) und ,,rih* (K6-
nig/Herr/Herrscher). Der Wortstamm ,,planta® (FuBBsohle) fiir den Gattungsnamen stammt
aus dem Lateinischen. Er bezieht sich darauf, dass insbesondere die Sporen des verwand-
ten Breitwegerichs leicht an den FuB3sohlen der Menschen kleben blieben und sich auf
diese Weise anthropogen verteilten. [1, 4, 5, 6]

Namensgebend und charakteristisch fiir den Spitzwegerich sind iiberdies die vergleichbar
mit einer Lanze (lateinisch: ,,lanceo®) bzw. kleinen Lanze (lateinisch: ,,Janceolatus®)
spitzzulaufenden, lanzettenformigen Blitter [1, 4, 6].

Die spitzzulaufenden, bis 25 cm langen und 7-20 mm breiten, lanzettenférmigen Blitter

sind grundstdndig in einer Rosette angeordneten und weisen 3-7 parallel verlaufende
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Blattnerven auf. Sie sind hédufig aber nicht zwangsldufig behaart. Die Blattrinder sind
ungeteilt bzw. undeutlich gezihnt. Die Pflanze besitzt keinen Stidngel. Die fiinf- bis
siebenfurchigen Bliitenschifte, die bis zu 50 cm lang aus der bodenstindigen Rosette
emporwachsen konnen, miinden in braunliche Bliiten mit walzen- oder kugelformigen
Ahren. Diese tragen hervorstehende, gelblich-wei3e Staubblitter. [3, 7, 8]

Die Bliitezeit der mehrjihrigen, krautigen Pflanze wird von April bis September datiert
[9], kann jedoch in Abhéngigkeit der Umgebungsbedingungen sowie der genetischen
Veranlagungen davon abweichen [10]. Das stark verzweigte Wurzelsystem kann bis zu
60 cm in die Tiefe wachsen [8]. P. lanceolata priferiert trockene, kalkarme Boden [6].
Durch die Fihigkeit Diirre und Kilte gut zu iiberstehen [10], wéchst er vorwiegend auf
kargen Boden, trockenen Wiesen, Feldern und Wegrénder bis hin zu Bauschuttflichen [6,
11]. P. lanceolata bevorzugt eine kiihl-gemiBigte Umgebung und ist hauptsichlich in der
nordlichen Hemisphire, v.a. in Mittel- und Nordasien sowie ganz Europa und Nordafrika
beheimatet [6]. Inzwischen scheint sich die Pflanze aber auch an andere, nicht-moderate
Biotope angepasst zu haben und besiedelt deshalb auch feuchtere Gebiete bis hin zu
mediterranen Zonen [10].

Es wird davon ausgegangen, dass es sich bei P. lanceolata um einen Archdophyt, also um
einen nicht-heimischen Alteinwanderer, mit Ursprung in Asien handelt. Die Pflanze soll
bereits in der Steinzeit mit Getreide von Asien nach Mitteleuropa verschleppt worden
sein, von wo sie sich weiter ausbreitete [12].

Die Anbautraditionen von P. lanceolata variieren in den Verbreitungsgebieten. So wurde
beispielsweise in Deutschland die Pflanze deutlich frither in Kultur genommen als in
GroBbritannien. [10]

Traditionell wird die Pflanze fiir den pharmazeutischen Gebrauch in der Bliitezeit geerntet
[7]. Die zur pharmazeutischen Anwendung eingesetzte Droge stammt vorwiegend aus
Kulturen osteuropéischer Linder [3], wobei zur Zeit neben lokalen Herkiinften vor allem
die spétblithende, blattreiche tschechische Sorte ,,Libor* kultiviert wird [6], die mitunter
auch fiir die vorliegende Arbeit herangezogen wurde. Thre Bliitezeit erstreckt sich von Juni

bzw. Juli bis September, wie eigene Beobachtungen im Rahmen dieser Arbeit zeigten.
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1.1.2 Inhaltsstoffe

Fiir P. lanceolata werden anorganische sowie organische Inhaltsstoffe in der Literatur
beschrieben, unter ihnen diverse sekundire Pflanzenstoffe aus unterschiedlichen Stoff-

gruppen (Tabelle 1.1).

Tabelle 1.1: Zusammenstellung der bisher fiir P. lanceolata postulierten Inhaltsstoffe
unter Angabe der iiblichen Gehalte in der getrockneten Pflanze und Zuordnung in die
entsprechenden Stoffklassen.

Gehalt? iibergeordnete Stoffklasse  Inhaltsstoff

3-8%"[6] Phenylethanoide [3, 6, 14] Cistanosid F [15]
Forsythosid B [16]
Isoverbascosid [15, 16]
Lavandulifoliosid [15, 16, 17]
Martynosid [16]
Plantainosid D [16]
Plantamajosid [15, 17]
Verbascosid [15, 16, 17, 18, 19]

¢ Flavonoide [3, 6, 14] Amentoflavon [20]
Ampelopsin-3’-glukosid [16]
Apigenin [20]
Apigenin-7-0-glukosid [3, 20]
Apiin [20]

Chrysoeriol [20]

Hyperosid [20]
Kéampferol-3-0-glukosid [20]
Luteolin [20]
Luteolin-7-0-glukosid [20]
Naringenin [20]

Ombuosid [16]

Quercetin [20]
Quercetin-3-0-glukosid [20]
Quercitrin [20]

Rutin [20]

Vitexin [20]

ca. 6% [3, 6] Gerbstoffe [3, 6, 14] a

4 bezogen auf die Droge

b Berechnung bezieht sich auf o-Dihydroxyzimtsiurederivate

¢ nicht angegeben

4 berechnet aus 0,077% «-Tocopherol und 0,56% [-Carotin [13]

¢ Synonyme Bezeichnung: Schleimstoffe, Mucopolysaccharide
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Gehalt? iibergeordnete Stoffklasse Inhaltsstoff

Phenolcarbonsduren [6, Chlorogensédure [20]

14]
p-Cumarséure [20]
2,5-Dihydroxybenzoeséure [20]
Ferulasaure [20]
Gallussadure [20]
Gentisinsdure [14]
p-Hydroxybenzoesaure [20]
Kaffeesdure [20]
Protocatechusiure [20]
Sinapinsédure [20]
Syringasiure [20]
Vanillinsaure [20]
Zimtsdure [20]

Cumarinderivate [14] Aesculetin [20, 21]
Scopoletin [20]

¢ Xanthophyllabbauprodukte Loliolid [14]
[14]

2-3% [6] Iridoidglykoside [6, 14] Alpinosid [16]
Arborescosidsiure [16]
Asperulosid [3, 17, 22, 23, 24, 25]
Aucubin [3, 17, 18, 19, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31]
6-epi-Aucubin [32]
Catalpol [3, 17, 18, 19, 23, 24, 25,
28, 29, 30, 31]
Deacetylasperulosidsduremethyl-
ester [17, 23]
Dihydroaucubin [23]
Dihydrocatalpol [23]
Gardosid [30]
Geniposidsdure [16, 25]
Globularin [17, 23, 25]
8-epi-Logansiure [30]

4 bezogen auf die Droge

b Berechnung bezieht sich auf o-Dihydroxyzimtsiurederivate
¢ nicht angegeben

4 perechnet aus 0,077% «-Tocopherol und 0,56% {3-Carotin [13]

¢ Synonyme Bezeichnung: Schleimstoffe, Mucopolysaccharide
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Gehalt? iibergeordnete Stoffklasse Inhaltsstoff

Shanzisid [16]
Verbenalin [24]

Saponine [3, 6]

0,21% [13] Carotinoide?[13] B-Carotin [13]
Lutein [13]

0,1% [13] Tocopherole [13] «-Tocopherol [13]
1,7% [13] Fettsduren [13] v.a. C18:3n-3, C18:2n-6 und C16:0
[13]

2 [3]-6% [6] Polysaccharide® [6, 14] u.a. mit folgenden Zuckereinhei-
ten: Rhamnogalacturonan [3, 6, 14],
Rhamnoarabinogalactan [14], Arabi-

nogalactan [3, 6, 14], Glucomannan

[3, 6, 14]
1% [3] € anorganische Sduren [6] Kieselsidure [3, 6]
¢ Mineralstoffe [6, 14] Zink [6, 14]

Kalium [6, 14]

4 bezogen auf die Droge

b Berechnung bezieht sich auf o-Dihydroxyzimtsiurederivate

¢ nicht angegeben

4 berechnet aus 0,077% «-Tocopherol und 0,56% -Carotin [13]
¢ Synonyme Bezeichnung: Schleimstoffe, Mucopolysaccharide

Als organische Verbindungen sind im Spitzwegerich diverse phenolische Verbindungen
enthalten, die den Stoffgruppen der Phenylethanoide (PEs), Flavonoide, Phenolcarbon-
sduren und Gerbstoffen zugeordnet werden kénnen.

Auf die Stoffgruppe der PEs, welche in dieser Arbeit im Mittelpunkt steht, wird in diesem
Kapitel nicht eingangen, da sie sehr ausfiihrlich in Kapitel 1.1.2.3 behandelt wird. Glei-
ches gilt fiir die Iridoidglykoside (IGs), die neben den PEs eine zentrale Rolle in dieser
Arbeit einnehmen (Kapitel 1.1.2.1).

Es konnten weiter diverse Flavonoide in P. lanceolata nachgewiesen werden, wobei die
vormals hauptsichlich bekannten Apigenin- und Luteolinglykoside [14] inzwischen durch
einige weitere erginzt werden konnten: Amentoflavon [20], Ampelopsin-3'-glukosid [16],
Apigeninin [20], Apigenin-7-O-glukosid [20], Apiin [20], Chrysoeriol [20], Hyperosid
[20], Kédmpferol-3-O-glukosid [20], Luteolin [20], Luteolin-7-O-glukosid [20], Narin-
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genin [20], Ombuosid [16], Quercetin [20], Quercetin-3-0-glukosid [20], Quercitrin [20],
Rutin [20], Vitexin [20].

Die Existenz von Gerbstoffen in P. lanceolata wird postuliert, ohne dabei konkrete Ein-
zelsubstanzen zu nennen. Gleiches gilt fiir die Gruppe der Saponine. [33]

Als Cumarine bzw. Cumarinderivate konnten Aesculetin [20, 21] und Scopoletin [20] in
der Pflanze erfolgreich nachgewiesen werden.

Uberdies wird das Vorkommen des Xanthophyllabbauprodukts Loliolid im Kraut be-
schrieben [33].

Als lipophile Inhaltsstoffe des Spitzwegerichs, die in der Literatur nur geringfiigig Be-
achtung finden, konnten die Carotinoide Lutein und (3-Carotin, «-Tocopherol sowie
diverse Fettsduren identifiziert werden. Elgersma et al. [13] ermittelten u.a. ein komplet-
tes Fettsdureverteilungsmuster fiir P. lanceolata, dessen ausfiihrliche Darstellung den
Rahmen sprengen wiirde. Zusammengefasst sei, dass mehrfach ungesittigte Fettsduren
mit 69,34% den Lowenanteil darstellen. Weiter sind die am hédufigsten vertretenen Fett-
sduren die dreifach ungesittigte Linolensdure mit 41,51%, gefolgt von der zweifach
ungesittigten Linolsdure mit 21,62% und der geséttigten Palmitinsdure mit 17,77% am
Gesamtfettanteil. [13]

Diverse Polysaccharide, bestehend aus unterschiedlichen Zuckerbausteinen, wie Rhamno-
galacturanen, Rhamnoarabinogalactanen, Arabinogalactanen und Glucomannanen, zihlen
dariiber hinaus zu den Inhaltsstoffen der Pflanze [33].

Als anorganische Komponenten konnten fiir Spitzwegerich Kieselsdure sowie verschiede-
ne Mineralstoffe detektiert werden, wobei der Anteil an Zink und Kalium besonders hoch
ist [33].

Zu den Gehaltsangaben der Inhaltsstoffe in der Literatur ist hervorzuheben, dass sie meist
als Intervall angegeben werden (Tabelle 1.1), da die Gehalte der Inhaltsstoffe natiirli-
cherweise deutlichen Schwankungen unterliegen. Verantwortlich dafiir kénnen diverse
Faktoren sein, wie z.B. ontogenetische, diurnale, 6kologische oder genetische Aspekte
[33, 34], wie in Kapitel 1.2 ausfiihrlich erldutert wird.
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1.1.2.1 TIridoidglykoside

Iridoidglykoside (IGs) zihlen zu den Iridoiden, die der Klasse der Monoterpene un-
tergeordnet sind. Diese wiederum gehoren der Naturstoffgruppe der Terpenoide bzw.
Isoprenoide an. [33]

Obwohl die ersten 1Gs bereits in der ersten Halfte des 19. Jh. als spezielle D-Glukoside in
der Literatur beschrieben wurden, wie beispielsweise das Verbenalin, welches 1828 aus
Cornus florida L. unter dem Namen Cornin isoliert wurde [35], waren bis Mitte des 20. Jh.
kaum korrekte Summenformeln noch das korrekte Strukturskelett dieser Verbindungen
bekannt [26, 27, 36, 37]. Fiir Aucubin z.B. wurde Mitte der 1900er Jahre statt eines Cyclo-
penta[c]|pyranglykosids ein [3-Oxofuranglykosid als Grundgeriist angenommen [27, 37].
Erst in der zweiten Hélfte des 20. Jh. sind in der Literatur die heute giiltigen Strukturen
der IGs beschrieben worden [38]. Als eigenstdndige Stoffklasse wurden IGs erst um 1966
anerkannt [39], wobei bereits zu Beginn der 1900er Jahre diese speziellen glykosidischen
Substanzen als Vertreter einer potentiellen neuen Naturstoffgruppe gemutmaft wurden
[26, 36].

Namensgebend fiir die Stoffklasse der Iridoide war letztendlich die Entdeckung dieses
Strukturtyps in Ameisenarten der Gattung Iridomyrmex, die Iridodial (C;gH60;), den
einfachsten Grundkorper der Iridoide, in ihrem Abwehrsekret fiihren. Charakteristisches
Modul fiir Iridoide ist ihr Cyclopenta[c]pyran-Grundgeriist. Weiter verfiigen sie iiber
mindestens zwei Sauerstoffgruppen im Molekiil. Die monoterpentypischen zweifach
enthaltenen Cs-Isopreneinheiten im Molekiil sind nicht immer direkt in der Molekiil-
struktur zu erkennen, da durch Folgereaktionen Modifizierungen stattfinden, Kohlenstofte
eliminiert oder funktionelle Gruppen hinzugefiigt werden konnen. Iridoide selbst werden
in drei Untergruppen eingeteilt: IGs, nicht-glykosidische Iridoide und Secoiridoide. IGs
unterscheiden sich von nicht-glykosidischen Iridoiden durch die O-glykosidische Bin-
dung mit einem Glykosyl, in der Regel Glukose, an Position 1 des Aglykons, wodurch
ihre Hydrophilie sowie ihr Wassergiingigkeit deutlich erhoht werden. Bis dato sind in
der Literatur ausschlieBlich IGs mit Glukose als Zuckereinheit bekannt. Das typische
IG-Grundgeriist ist in Abbildung 1.1 dargestellt. [33]

10 OGle B-D-Glucose (Glc)

Abbildung 1.1: Grundgeriist der IGs.
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Durch oxidative Decarboxylierung kdnnen Co-Iridoidskelette glykosidischer und nicht-
glykosidischer Iridoide um C-Einheiten gekiirzt werden (Abbildung 1.2) [33].

COOH
= oxidative Decarboxylierung SN
HO = HO
0 \ 5
HO OH €Oz HO OH
Cq-Iridoid Cg-Iridoid

Abbildung 1.2: Oxidative Decarboxylierung der Cj¢- zu Co-Grundkorpern der IGs.

Neben hédufig vorkommenden Co- und C1g-Geriisten sind auch Cg-Iridoide bekannt [33].
Secoiridoide unterscheiden sich von den ersten beiden Untergruppen durch die Offfnung
des Cyclopentanrings im Cyclopenta[c]pyran-Geriists des Cjo-Korpers, wobei je eine
endstidndige Alkohol- sowie Aldehydeinheit gebildet werden. Unter Wasserabgabe kann
das entstandene Ethanyl weiter zu einem Allyl umgewandelt werden. [33]
Biosynthetisch konnen Iridoide auf zwei Wegen entstehen: a) klassisch, b) alternativ. Im
klassischen, zuerst entdeckten Acetat-Mevalonat-Weg (Ac-MVA-Weg), der im Zytoplas-
ma stattfindet, entsteht aus zwei Acetyl-CoA-Molekiilen, iiber die Zwischenstufen des
3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA) und des MVAs, Isopentenyldiphosphat
(IPP), welches enzymatisch zu Dimethylallyldiphosphat (DMAPP) isomerisiert werden
kann, und vice versa. IPP und DMAPP stellen die beiden aktiven Schliisselverbindungen
bei der Iridoidbiosynthese dar. Ein IPP-Molekiil und ein DM APP-Molekiil reagieren in
einer Kopf-Schwanz-Reaktion zu einem aktiven, azyklischen Geranyldiphosphat (GDP)-
Molekiil, welches durch Ringschluss das typische Iridoidgrundgeriist (C;o-Korper) formt.
Aus dem alternativen Biosynthesemechanismus in den Plastiden, konnen aus Pyruvat
und D-Glycerinaldehyd-3-phosphat (GAP) iiber die Zwischenprodukte 1-Desoxy-D-xy-
lose-5-phosphat (DXP) und 2C-Methylerythriol-4-phosphat (MEP) ebenfalls die beiden
Schliisselverbindungen IPP und DMAPP erzeugt werden. Der alternative Biosyntheseweg
ist auch als Nicht-Mevalonat-Weg, DXP/MEP-Weg, GAP-Pyruvat-Weg oder 1-Desoxy-
D-Xylose (DOX)-Weg bekannt. [33]

Chemisch-physikalisch betrachtet sind IGs relativ kleine organischen Molekiile, die auf-
grund der Glykosylkomponente relativ hydrophil und polar und damit gut in Wasser und
Ethanol und quasi nicht in unpolaren Losungsmitteln 16slich sind [33].

Seit den frithen 1900ern ist, insbesondere fiir Aucubin, eine hohe Empfindlichkeit ge-
geniiber Sauren und (3-Glukosidasen bekannt, wobei es jeweils zur Deglykosylierung
kommt. Das freigesetzte Aglykon reagiert daraufthin rasch und irreversibel zu unloslichen,
schwarzen Polymerisaten. [26, 27, 33, 36, 37]

Dieses Verhalten hat einen entscheidenden Einfluss auf die Bedingungen ihrer Extraktion
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und Isolierung sowie ihrer Analytik. Erginzend zu morphologischen Merkmalen dienen
charakteristische Iridoidglykosidmuster zur chemotaxonomischen Einordnung von Pflan-
zen im Allgemeinen [40] sowie von unterschiedlichen Arten der Gattung Plantago im
Speziellen [17, 25, 32].

1.1.2.2 Iridoidglykoside in P. lanceolata

Fiir P. lanceolata werden aktuell 15 IGs postuliert: Alpinosid [16], Arborescosidsdure
[16], Asperulosid [3, 17, 22, 23, 24, 25], Aucubin [3, 17, 18, 19, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31], 6-epi-Aucubin [32], Catalpol [3, 17, 18, 19, 23, 24, 25, 28, 29, 30, 31],
Deacetylasperulosidsduremethylester [17, 23], Dihydroaucubin [23], Dihydrocatalpol
[23], Gardosid [30], Geniposidsdure [16, 25], Globularin [17, 23, 25], 8-epi-Logansiure
[30], Shanzisid [16], Verbenalin [24], deren Gesamtgehalt in der Krautdroge 2-3% betrigt
[6]. Die dazugehorigen Strukturformeln werden in Abbildung 1.3 prisentiert.

Fiir P. lanceolata vor allem bekannt sind die beiden Hauptiridoidglykoside Aucubin
und Catalpol, die in vielen Literaturstellen fiir die Pflanze beschrieben werden [3, 11,
33]. Biosynthetisch wird Catalpol durch nachtriagliches Einfiigen einer Epoxidgruppe
zwischen den C-7 und C-8 unter Eliminierung der C=C-Doppelbindung zwischen den C-7
und C-8 aus Aucubin gebildet [33]. Die enge strukturelle Verbundenheit geht iiberdies
auch aus dem Trivialnamen 7,8-Epoxyaucubin fiir Catalpol hervor.

Weiterhin werden fiir die Pflanze die IGs Globularin, Asperulosid und Deacetylasperu-
losidsduremethylester iibereinstimmend in der Literatur postuliert [33]. Die restlichen
aufgelisteten IGs konnten nur von einer bzw. maximal zwei Literaturstellen als Inhaltss-
toff fiir P. lanceolata angegeben werden. IThr Vorkommen gilt es noch in weiteren Studien
zu verifizieren.

Da Aucubin und Catalpol die Hauptvertreter der IGs im Spitzwegerich darstellen, sind
sie im Wesentlichen Gegenstand von phytochemischen Untersuchungen.

Um in der Literatur identische Verbindungen mit unterschiedlichem Namen eindeutig zu-
ordnen zu konnen, werden die Trivialnamen der postulierten IGs sowie die dazugehorigen

IUPAC-Nomenklaturen an dieser Stelle zusammengefasst (Tabelle 1.2).
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0]
COOH COOH
H
AN
(0] o o)
AcO 0Glc HO OGlc Aco OGlc
Alpinosid Arborescosidsaure Asperulosid
HO
HO H 2 H HO H
A N
HO Gle HO Gle HO 0Glc
Aucubin 6-epi-Aucubin Catalpol
HO y COOCH; HO H HO H
0}
HO Ocle HO Glc HO 0OGlc
Deacetylasperulosidsauremethylester Dihydroaucubin Dihydrocatalpol
COQOH COOH
HO H
X
R 0Glc
Gardosid Geniposidsaure Globularin
HO COOH o COOCH,3

HyC OGlc 0Glc H,C [

8-epi-Logansaure Shanzisid Verbenalin

Zimtsaure Essigsaure (Ac) p-D-Glucose (Glc)

Abbildung 1.3: Strukturformeln der fiir P. lanceolata postulierten IGs.



Tabelle 1.2: Zusammenstellung der [IUPAC-Bezeichnungen und Trivialnamen der fiir P. lanceolata postulierten IGs laut Scifinder Datenbank inklusive der

dazugehorigen Summenformeln.

IUPAC-Bezeichnung Summenformel Trivialname? weitere Trivialnamen
(1S,4aS)-7-[(Acetyloxy)methyl]-1-(3-D-glucopyranosyloxy)- C;gH24O13 Alpinosid b
2a,4a,5,6-tetrahydrocyclopenta[c]pyran-4-carbonséure

(1S,4aS)-1-(p-D-glucopyranosyloxy)-1,4a,5,6-tetrahydro-7-- C;¢H2201¢ Arborescosidsdure Deacetylalpinosidsidure
(hydroxymethyl)cyclopenta[c]pyran-4-carbonsdure

1H-2,6-Dioxacyclopent[cd]inden-1-one, 4-[(acetyloxy)me- C;gH»01; Asperulosid b
thyl]-5-(3-D-glucopyranosyloxy)-2a,4a,5,7b-tetrahydro-,

(2aS,4a8S,58S,7bS)-

[3-D-Glucopyranosid, (1S,4aR,5S,7aS)-1,4a,5,7a-tetrahydro-5- C5H2,09 Aucubin Acubin, Aucubosid, Rhimantin,
hydroxy-7-(hydroxymethyl)cyclopenta[c]pyran-1-yl Rhinantin [3, 37]
(1S,4aR,5R,7aS)-1,4a,5,7a-Tetrahydro-5-hydroxy-7-(hy- C15H2,09 6-epi-Aucubin b
droxymethyl)cyclopenta[c]pyran-1-yl 3-D-glucopyranosid

[3-D-Glucopyranosid, (1aS,1bS,2S,5aR,6S,6aS)-- C;5H2019 Catalpol 7,8-Epoxyaucubin, Cata-
la,1b,2,5a,6,6a-hexahydro-6-hydroxy-1a-(hydroxymethyl)- pol, Catalpinosid, De(p-
oxireno[4,5]cyclopental 1,2-c]pyran-2-yl hydroxybenzoyl)catalposid
Cyclopenta[c]pyran-4-carbonséure, 1-(3-D-glucopyranosyl- Ci7H2401; Deacetylasperulosidsidure- 6-x-Hydroxygeniposid

oxy)-1,4a,5,7a-tetrahydro-5-hydroxy-7-(hydroxymethyl)-, me-
thylester, (1S,4aS,5S,7aS)-

methylester

2 Trivialname, der in dieser Arbeit genutzt wird

b kein weiterer Trivialname bekannt

LXAINON NHHII'TLAVHOSNASSIM

NHA NI LIHFIV d9d ONOANAIONIE ANN HZNVTAd 407 SANTHINADTTV ONALIHINIA T

I



IUPAC-Bezeichnung Summenformel Trivialname? weitere Trivialnamen
[3-D-Glucopyranosid, 1,3,4,4a,5,7a-hexahydro-5-hy- C;5H2409 Dihydroaucubin 3,4-Dihydroaucubin
droxy-7-(hydroxymethyl)cyclopenta[c]pyran-1-yl, [1S-

(T, d4ac, S0, 7ac0)]

[3-D-Glucopyranosid,  octahydro-6-hydroxy-1a-(hydroxy- C;s5H4019 Dihydrocatalpol Catalposid, De(hydroxybenzoyl)-
methyl)oxireno[4,5] cyclopenta[1,2-c]pyran-2-yl, [1aS-(lacx- dihydro- (7CL8CI)
,1bf3,2[3,5a3,63,6ac0)]

(1S,4a8S,6S,7aS)-1-(3-D-Glucopyranosyloxy)-1,4a,5,6,7,7a-  C16H2019 Gardosid b
hexahydro-6-hydroxy-7-methylencyclopenta[c]pyran-4-car-

bonséure

(1S,4a8S,7aS)-1-(3-D-Glucopyranosyloxy)-1,4a,5,7a-tetra- Ci16H22019 Geniposidsédure b
hydro-7-(hydroxymethyl)cyclopenta[c]pyran-4-carbonsiure

[3-D-Glucopyranosid, (1aS,1bS,2S5,5aR,6S,6aS)-1a,1b,2,5a,- Cy4H;301; Globularin Globularosid
6,6a-hexahydro-6-hydroxy-1a-[[[(2E)-1-0x0-3-phenyl-2-pro-

pen-1-ylJoxy]methyl]oxireno[4,5]cyclopenta[ 1,2-c]pyran-2--

yl

(1S,4a8S,6S,7S,7aS)-1-(3-D-glucopyranosyloxy)-1,4a,5,6,7,- C16H24019 8-epi-Logansiure b

7a-hexahydro-6-hydroxy-7-methylcyclopenta[c]pyran-4-car-

bonsdure

2 Trivialname, der in dieser Arbeit genutzt wird

b kein weiterer Trivialname bekannt

LXAINON NHHOI'TLAVHOSNHSSIM
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cl



IUPAC-Bezeichnung Summenformel Trivialname® weitere Trivialnamen
(1S,4aS,5R,7S,7aS)-1-(3-D-glucopyranosyloxy)-1,4a,5,6,7,- C1sH2401 Shanzisid b
7a-hexahydro-5,7-dihydroxy-7-methylcyclopenta[c]pyran-4-

carbonséure

Cyclopenta[c]pyran-4-carbonsdure, 1-(3-D-glucopyranosyl- C;7H24019 Verbenalin 5-Deoxyhastatoside, Cor-
oxy)-1,4a,5,6,7,7a-hexahydro-7-methyl-5-oxo-, methylester, nin(glykosid), NSC 118055,

(1S,4a8S,7S,7aR)-

Verbenalosid

2 Trivialname, der in dieser Arbeit genutzt wird

b kein weiterer Trivialname bekannt
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1.1.2.3 Phenylethanoide

PEs zihlen zu den phenolischen Sekundirstoffwechselprodukten von Pflanzen und Mi-
kroorganismen. Thre charakteristische Einheit besteht aus einem Benzolring (Cg-Korper),
der mit einer Ethanyleinheit (C,-Korper) iiber eine einfache C-C-Bindung verkniipft ist.
Biosynthetisch werden die Cg-C,-Korper aus Cg-C3-Korpern durch produziert. Cg-Cs-
Korper werden in diesem Zusammenhang auch als Phenylpropane bezeichnet und sowohl
von den Pflanzen als auch den Mikroorganismen iiber den Shikimatweg biosyntheti-
siert. Dabei wird als Zwischenprodukt Prephensiure gebildet, die weiter zur Aminosédure
L-Phenylalanin und anschliefend zur Zimtsidure (Cg-C3-Korper) umgewandelt wird. Zu-
sédtzliche Gruppen am Benzolring erzeugen dabei Substanzen, wie z.B. Tyrosin oder
DOPA, die iiber ein bzw. zwei Hydroxygruppen am Benzolring verfiigen, und zur Cu-
marsiure bzw. Kaffeesdure umgesetzt werden. Ein prominenter Vertreter der PEs ist das
Verbascosid, anhand dessen Strukturformel der strukturelle Aufbau von PEs verdeutlicht
werden soll (Abbildung 1.4). [33]

o-Dihydroxyzimtsaureeinheit:

3,4-Dihydroxyzimtsdure = Kaffeesaure

Phenylethaneinheit:

HO on \ 3,4-Dihydroxyphenylethanol

OH

|
CH;3 OH
OH

OH
Glykosideinheit:

a-L-Rhamnose 1'-O-3 B-D-Glucose

Abbildung 1.4: Struktureller Aufbau von PEs am Beispiel von Verbascosid [41]. Das
Strukturskelett der PEs beinhaltet eine (3-D-Glukose, welche im Allgemeinen mit ei-
ner Phenylethaneinheit, einer o-Dihydroxyzimtsdureeinheit und einem weiteren Zucker
verkniipft ist. Die einzelnen Einheiten kdnnen auch an anderen Positionen der Glukose
gebunden sein oder ganz fehlen. AuBBerdem konnen zusitzliche funktionelle Gruppen
oder Molekiileinheiten enthalten sein.
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PEs setzen sich aus einer 3-D-Glukose, welche an Position 1 mit einer Phenylethaneinheit
(z.B. 3,4-Dihydroxyphenylethanol) und an Position 3 mit einer oder mehreren weiteren
Zuckereinheiten (z.B. -L-Rhamnose) verkniipft ist, zusammen. Position 4 oder 6 der
Glukose ist im Allgemeinen mit einem o-Dihydroxyzimtsdurederivat (z.B. Kaffeesdure)
verestert. Die Verkniipfungsstellen der einzelnen Konstituenten untereinander konnen
variieren, wodurch sich eine Reihe an Konstitutionsisomeren ergeben konnen. [33]
Dariiber hinaus sind auch methoxylierte Phenylethanoide bzw. -propanoide bekannt [42].
Die Glukose kann als elementarer Grundbaustein aller PEs betrachtet werden. Deswegen
wird er untypischerweise bei der Numerierung des PE-Molekiils in dieser Arbeit mit C1-6
anstatt der iiblichen priméren glykosylbezifferung C1’-6 betitelt. Der zweite anhingende
Zucker beginnt fiir die in dieser Arbeit dargestellten PEs dementsprechend mit C1” an-
stelle von C1”, usw. Dies wurde aus praktischen Griinden im Zuge einer iibersichtlichen
Darstellung der in P. lanceolata befindlichen PE-Strukturen gewihlt und lehnt sich an
die in der Literatur angewendeten Bezifferung von Di- und Polysacchariden an [33, S.
332-385].

In der Literatur werden Verbindungen, die keine charakteristische Phenylethan- (C;)
bzw. Phenylpropan-(C3) Gruppe mehr besitzen, bei ansonsten identischem strukturellem
Aufbau, und damit gleichem Biosyntheseweg, weiterhin als Phenylethanoide bzw. Phe-
nylpropanoide gefiihrt. Uberdies werden im pharmazeutischen Jargon die Vertreter der
Phenylethanoide und -propanoide auch als o-Dihydroxyzimtsidurederivate bezeichnet [33,
43].

Der Fokus dieser Arbeit liegt auf den ,,echten* PEs. Chemisch-physikalisch betrachtet,
sind PEs mittelgroBe, polare bis mittelpolare Naturstoffe. Im Allgemeinen lassen sie sich
gut in Ethanol und Ethylacetat 16sen, wobei ihre Hydrophilie, Polaritit und Loslichkeit
stark von der Art, Anzahl und Verteilung der Zucker und der unpolaren Konstituenten
abhingt. [33]

Aufgrund ihres oxidationsempfindlichen Charakters konnen PEs als Leitsubstanzen zur

Sicherung der Qualitit getrockneter Pflanzen (Drogen) eingesetzt werden [33].
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1.1.2.4 Phenylethanoide in P. lanceolata

Fiir P. lanceolata werden nach aktuellem Wissensstand acht PEs postuliert [11, 33]:
das Hauptphenylethanoid Verbascosid [15, 16, 17, 18, 19], sein Konstitutionsisomer
Isoverbascosid [15, 16], sein zweites Konstitutionsisomer Forsythosid B [16], Planta-
majosid [15, 17], Plantainosid D [16], Martynosid [16], Lavandulifoliosid [15, 16, 17]
und Cistanosid F [15], deren Gesamtgehalt im getrockneten Kraut, berechnet als o-Dihy-
droxyzimtsdurederivate, 3-8% betrigt [6].

Dabei ist anzumerken, dass Verbascosid nur in den Bléttern des Spitzwegerichs das
Hauptphenylethanoid darstellt. In den Wurzeln tiberwiegt altersunabhingig mit doppelt
so hohen Mengen das PE Plantamajosid. [44]

In den meisten Literaturstellen wird Isoverbascosid als einziges Konsitutionsisomer des
Hauptphenylethanoids Verbascosids in P. lanceolata deklariert [6, 14, 15]. Das zweite
Konstitutionsisomer Forsythosid B hingegen wird einzig von Zhou etal. [16] fiir die
Pflanze postuliert. Ebenso werden die PEs Martynosid [16], Plantainosid D [16] und
Cistanosid F [15] jeweils nur von einer Literaturstelle als Inhaltsstoff des Spitzwegerichs
beschrieben. Die mangelhafte Datenlage hierzu fordert eine intensivere Beschéftigung
mit diesen Verbindungen. Die jeweiligen chemischen Strukturen der fiir P. lanceolata pos-
tulierten PEs sind der nachfolgenden Abbildung 1.5 sowie der dazugehorigen Tabelle 1.3
zu entnehmen, wobei ein Abgleich diverser Literaturstellen mit den Strukturvorschldgen
gemif Scifinder vorgenommen wurde. Soweit hier nicht explizit diskutiert, stimmen die

Angaben der Scifinderstrukturdatenbank mit denen in der einschldgigen Literatur iiberein.

Tabelle 1.3: Strukturformeln der fiir P. lanceolata postulierten PEs. Die vorgenommene
Einteilung der in P. lanceolata enthaltenen PEs in diverse Typen basiert auf den unter-
schiedlichen Resten R3 und R4 an den Positionen 4 und 6 im Molekiil (siche Abbildung
1.5).

PE-Typ Substanzname R, R, R; Ry
Typ-A (Verbascosid- Verbascosid DHPE Rha? KS H
Typ)
Cistanosid F H Rha? KS H
Lavandulifoliosid DHPE Ara+Rha® KS H
Plantmajosid DHPE GlIc® KS H
Martynosid MeHPE Rha? MeKS H
Forsythosid B DHPE Rha? KS Api!
Typ-B (Isoverbascosid- Isoverbascosid DHPE Rha? H KS
Typ)
Plantainosid D DHPE Glc* H KS

4 (O-glykosidische Bindung: Rha 1 — 3 Glc
b O-glykosidische Bindung: Ara 1” — 2’ Rha, Rha 1" — 3 Glc
¢ O-glykosidische Bindung: Glc 1’ — 3 Glc
4" O-glykosidische Bindung: Api 1’ — 3 Glc
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OR4

OH OH

p-D-Apiose (Api) a-L-Arabinose (Ara)

HyCO

3-Hydroxy 4-methoxyphenyl-1-ethan-2"-ol
(WMeHPE)

HyCO

HO
34 -Dihydroxyphenyl-1-prop-1-ensaure 3-Wethoxy, d-hydrosyphenyl-1-prop-1-ensadre,
Trivialname; Kaffeesaure (KS) Trivialname: Ferulasaure (MekS)

Abbildung 1.5: Substitutionsmuster der fiir P. lanceolata postulierten PEs (siehe Tabelle
1.3).

Erwihnenswert zu den Strukturformeln ist an dieser Stelle aulerdem, dass aktuell eine
kontroverse Datenlage zur E-/Z-Isomerie des Lavandulifoliosids in P. lanceolata in der
Literatur im Vergleich zur Scifinderdatenbank vorherrscht. So wird bei Scifinder aus-
schlieBlich die Z-Form beschrieben, wohingegen Basaran et al. [45] eine E-Konfiguration

postulieren. Murai et al. [15] legen sich bei der Strukturformel fiir Lavandulifoliosid nicht
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auf eine Konfiguration fest, indem sie eine Strukturformelschreibweise wihlen, bei der
keine E-/Z-Isomerie im Kaffeesaurerest ersichtlich wird. Chemisch gesehen, verfiigt die
Z-Form iber eine geringere sterische Hinderung, ist damit energetisch giinstiger und
somit die wahrscheinlichere raumliche Ausrichtung. Diese These wird zudem dadurch
gestlitzt, dass fiir alle anderen PEs E-konfigurierte Kaffeesduregeriiste beschrieben sind
[42, 46]. Folglich wird in dieser Arbeit die E-konfigurierte Form des Lavandulifoliosids
vertreten.

Alle fiir P. lanceolata postulierten PEs, mit Ausnahme von Martynosid und Cistano-
sid F verfiigen tiber eine 3,4-Dihydroxyphenylethanyl-Teilstruktur. Diese ist an C-1 der
zentralen Glukose gebunden. Martynosid besitzt stattdessen eine 3-Hydroxy-4-methoxy-
phenylethanyl-Struktur, wohingegen die namensgebende Struktureinheit bei Cistanosid F
vollig fehlt. Per Definition handelt es sich bei Cistanosid F demnach nicht um ein ,,ech-
tes* PE, jedoch wird die Verbindung in der Literatur, aufgrund der iibereinstimmenden
Biosynthese, trotzdem als solches bezeichnet.

Die o-Dihydroxyzimtsidureeinheit ist bei den vorliegenden PEs entweder an Position 4
oder an Position 6 der zentralen Glukose lokalisiert, weswegen in dieser Arbeit die PEs in
zwei Typen A und B (Verbascosid- und Isoverbascosidtyp) unterschieden werden. Dabei
konnen Isoverbascosid und Plantainosid D der Isoverbascosidgruppe zugeordnet werden.
Die restlichen PEs gehoren der Verbascosidvariante an. Einen Spezialfall stellt auch hier
wieder das Martynosid dar, welches eine Ferulasidure enthilt.

Die letzte fiir PEs charakteristische Einheit stellt eine additive Zuckerkomponente dar.
Diese ist bei allen fiir P. lanceolata postulierten PEs an Position 3 der zentralen Gluko-
se verkniipft. Davon ausgenommen ist Forsythosid B, welches ein Monosaccharid an
Position 6 enthilt. Dabei werden meist «x-L-Rhamnosen eingebaut. Weitere enthaltene
Zucker sind 3-D-Apiose (Forsythosid B), 3-D-Glukose (Plantainosid D, Plantamajosid)
sowie ein Disaccharid aus «-L-Arabinose und «-L-Rhamnose (Lavandulifoliosid). Die
fiir P. lanceolata postulierten PEs werden in der Literatur unter weiteren Trivialnamen
gefiihrt (Tabelle 1.4).



Tabelle 1.4: Zusammenstellung der IUPAC-Bezeichnungen und Trivialnamen der fiir P. lanceolata postulierten PEs laut Scifinder Datenbank inklusive der

dazugehorigen Summenformeln.

IUPAC-Bezeichnung

Summenformel

Trivialname?

weitere Trivialnamen

D-Glukose, 3-0O-(6-deoxy-o-L-mannopyranosyl)-, 4-
[(2textitE)-3-(3,4-dihydroxyphenyl)-2-propenoat]
[3-D-Glucopyranosid, 2-(3,4-dihydroxyphenyl)ethyl
O-D-apio-3-D-furanosyl-(1—6)-O-[6-deoxy-o--
L-mannopyranosyl)-(1—4)]-, 4-[(2textitE)-3-(3,4-
dihydroxyphenyl)-2-propenoat]
[3-D-Glucopyranosid, 2-(3,4-dihydroxyphenyl)ethyl
3-0-(6-deoxy-o-L-mannopyranosyl)-, 6-[(2textitE)-
3-(3,4-dihydroxyphenyl)-2-propenoat]
[3-D-Glucopyranosid, 2-(3,4-dihydroxyphenyl)ethyl
O-«-L-arabinopyranosyl-(1—2)-O-6-deoxy-o-L-
mannopyranosyl-(1—3)-, 4-[(2Z2)-3-(3,4-dihydroxy-
phenyl)-2-propenoat]

[3-D-Glucopyranosid, 2-(3,4-dihydroxyphenyl)ethyl
3-0-(6-deoxy-a-L-mannopyranosyl)-, 4-[ (2textitE)-
3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-2-propenoat]
[3-D-Glucopyranosid, 2-(3,4-dihydroxyphenyl)ethyl
3-0-f3-D-Glucopyranosyl-,  6-[(2textitE)-3-(3,4-
dihydroxyphenyl)-2-propenoat]
[3-D-Glucopyranosid, 2-(3,4-dihydroxyphenyl)ethyl
3-0--D-glucopyranosyl-, 4-[(2textitE)-3-(3,4-dihy-
droxyphenyl)-2-propenoat]

[3-D-Glucopyranosid, 2-(3,4-dihydroxyphenyl)ethyl
3-0-(6-deoxy-a-L-mannopyranosyl)-, 4-[ (2textitE)-
3-(3,4-dihydroxyphenyl)-2-propenoat]

Cr1Hp8013

C34H44019

C29H36015

C34H44019

C31H40015

C29H36016

C29H36016

C29H36015

Cistanosid F

Forsythosid B

Isoverbascosid

Lavandulifoliosid

Martynosid

Plantainosid D

Plantamajosid

Verbascosid

Lingupurosid E

b

Isoacteosid

Calcedariosid D, Isoplantamajosid

Plantamosid, Purpureasid A

Acteosid, Distinctive Active Powder SL Specia, Distinctive
Phytostem Lilac, Kusaginin, NSC 603831, O ’-Desarabino-
syllavandulifolioside A, Russetinol, Stereospermin, TJC
160, trans-Acteosid, trans-Verbascosid

2 Trivialname, der in dieser Arbeit genutzt wird
b nicht bekannt
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1.1.3 Pharmazeutische Anwendung

Wegerichgewichse, frither als Breitwege oder Wegerich bezeichnet und die Arten P,
major, P. media und P. lanceolata umfassend [26], zdhlen zu den &ltesten bekannten
Nahrungsmitteln und Heilpflanzen [5].

Ihr Gebrauch geht zuriick bis in die Jungsteinzeit, wie Funde von Samenresten in jung-
steinzeitlichen Pfahlbauten in der Schweiz belegen. Es wird davon ausgegangen, dass
damals die Samen der Pflanze als fettreiches Nahrungsmittel konsumiert wurden und sich
durch die posititve Wirkung der Pflanze die Nutzung als Heilmittel ergab. [5]

Seitdem werden Wegerich-Arten zur Heilung diverser Leiden eingesetzt, wie z.B. als
Reinigungs-, Blutgerinnungs- und Wundheilungmittel sowie bei Blasenschwiche, Le-
berleiden, Durchfall, Sodbrennen, Asthma, Husten, Spulwiirmer, Fieber, Gicht, Rheuma,
Augenentziindungen und Insektenstiche angewendet. Dabei werden sowohl die ober- als
auch die unterirdischen Bestandteile der Pflanze medizinisch angewendet. [3, 5, 6, 7, 26,
47, 48]

Von den drei Arten P. major, P. media und P. lanceolata werden heutzutage im europii-
schen Raum nur die getrockneten Blitter des Spitzwegerichs pharmazeutisch genutzt [49].
Diese sind als Teedroge frei verkiduflich erhiltlich. Zum arzneilichen Gebrauch werden
sie meist zu wissrigen oder wissrig-ethanolischen Extrakten verarbeitet [50]. Zu den
zugelassenen und belegten Indikationen zéhlen inzwischen vor allem Entziindungen im
Mund- und Rachenraum sowie Katarrhe und Husten [8]. Das HMPC, ein Fachgremium
der EMA, regelt dabei den traditionellen Gebrauch bei Schleimhautreizungen im Mund-
und Rachenraum sowie darauf beruhendem trockenen Reizhusten. Die Verwendung bei
Katarrhen der oberen Luftwege sowie kurzzeitigen leichten Entziindungen der Mund-
und Rachenschleimhaut ist durch die ESCOP dokumentiert. Auerdem ist die innere
Anwendung bei Katarrhen der Atemwege und entziindlichen Verianderungen der Mund-
und Rachenschleimhaut sowie die topische Anwendung bei entziindlichen Hautverédnde-
rungen durch die Kommission E beschrieben. [11]

Sowohl Extrakte der Pflanze als auch der einzelnen Inhaltsstoffe wurden zur Bestimmung
der pharmakologischen Wirkung in in vitro- und in vivo-Studien untersucht, wie im
Sachstandsbericht von 2010 des HMPC ausfiihrlich behandelt. Die pharmazeutischen
Eigenschaften werden dabei vor allem den IGs, hier besonders dem Aucubin und Catalpol,
den schleimbildenden Polysacchariden und den phenolischen Naturstoffen, zu denen
Flavonoide, allen voran Apigenin und Luteolin, PEs, hauptsidchlich Verbascosid und
Plantamajosid, phenolische Carbonsiduren und Gerbstoffe gehéren, zugeschrieben. [2]
Tabelle 1.5 gibt einen Uberblick iiber die in der Literatur beschriebenen Bioaktivititen

des Spitzwegerichs bzw. seiner Inhaltsstoffe.
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Tabelle 1.5: Zusammenstellung der bis dato bekannten Bioaktivititen des Spitzwegerichs
bzw. seiner Inhaltsstoffe.

Bioaktivitit relevante/r Einzelsubstanz, Stoffklasse bzw.
Extrakt

a

anti-helminthisch

anti-bakteriell Plantamajosid® [51], Aucubin bzw. Aucubi-
genin °

anti-biotisch a

anti-diabetisch PEs® ¢ [52]

anti-glykosilierend (Maillard- PEs® [42]

Reaktion)

anti-hdmorrhagisch/prokoagulent Verbenalin® ¢ [53]

anti-inflammatorisch IGs® [54], PEs® [15, 55], Extrakt der Blitter®

[56], Extrakt des Krauts? [20], Extrakt der
Samen® [16]
anti-obesitativ Extrakt der Blitter® [57]
anti-oxidativ IGs® [58], Flavonoide® [59], PEs® [42, 59],
Extrakt der Blitter [21, 59], Extrakt des Krauts®
[20], Extrakt der Samen® [16]

anti-toxisch a

anti-tumorogen

anti-tussiv Extrakt des Krauts! [60]
anti-viral a
blutdrucksenkend PEs® [46]

immunstimulierend/-modulierend a

hepatoprotektiv a

hepatotoxisch a

spasmolytisch a

uteruskontrahierend Verbenalin® 4 [53]
wundheilend/epithelisierend Extrakt der Blitter® ¢ ¢ [61, 62]
zytotoxisch Extrakt der Blitter® [63]

4 Primdrliteratur nicht zugénglich, Quelle: European Medicines Agency [2]
b Primérliteratur nicht zuginglich, Quelle: Sticher etal. [33]

¢ in vivo

4 ex vivo

¢ in vitro

I Klinische Studie
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Laut European Medicines Agency [2] konnte eine anti-oxidative Aktivitit von Spitzwege-
richextrakten, der Einzelsubstanz Verbascosid sowie den Stoffgruppen der Flavonoide
und Polysaccharide nachgewiesen werden. Weiter konnten anti-virale Eigenschaften
von einem Extrakt (Tee, Einzelfallstudie), den Einzelsubstanzen Aucubin bzw. Aucu-
bigenin, Catalpol, Verbascosid, Kaffee- und Chlorogensiure je in in vitro-Testungen
beobachtet werden. Fiir Aucubin, Catalpol, Catalpolperacetat, Verbascosid, Plantamajo-
sid und Luteolin sowie fiir Extrakte konnte eine spasmolytische Wirkung anhand von ex
vivo-Experimenten gemessen werden, wobei die Aktivitéit der untersuchten Extrakte mit
Atropin und Papaverin vergleichbar war. Des Weiteren konnte in Extrakten in vitro und in
vivo sowie durch die Einzelsubstanz Aucubin und der Stoffgruppe der Polysaccharide
je in in vitro-Assays epithelisierende bzw. wundheilende Effekte beobachtet werden.
Spitzwegerichextrakte zeigten dariiber hinaus prokoagulante bzw. antihimorrhagische
(in vitro und in vivo) sowie anti-helminthische (ex vivo) Eigenschaften. Zytotoxische
Effekte konnten fiir einen Extrakt, die Einzelsubstanz Luteolin sowie fiir Flavonoide und
Saponine, jeweils in in vitro-Untersuchungen bestimmt werden. [2]

Kontrovers diskutiert werden aktuell anti-inflammatorische, anti-bakterielle, hepatopro-
tektive, hepatotoxische sowie anti-toxische Aktivitiat von Extrakten, wobei mehreren
positiven Aussagen lediglich eine negative Studie gegeniibersteht. In vitro und in vivo-
Experimenten mit Spitzwegerichextrakten mit z.T dhnlich starkem anti-inflammatorischem
Effekt wie mit Natrium-Diclofenac, Hydrocortison und Phenylbutazon stehen die ne-
gativen Ergebnisse von Vigo etal. [56] beziiglich der fehlenden Aktivitit von Aucubin,
Catalpol, Verbascosid und Plantamajosid auf COX-1, COX-2 und das PGE,-Level in vitro
und in vivo entgegen [2]. Die in der Literatur stark postulierte anti-bakterielle Aktivitit
des Extraktes sowie der Einzelsubstanzen Aucubin bzw. Aucubigenin und Verbascosid
und der Stoffgruppe der Saponine [2, 33] konnte fiir einen ethanolischen Extrakt in in
vitro Agardiffusions- sowie Mikrodilutiontest nicht bestitigt werden [2]. Weiter stehen
hepatoprotektive und hepatotoxische Effekte im Widerspruch zueinander [2]. Zur Verifi-
zierung der Ergebnisse sollten weitere Untersuchungen vorgenommen werden.
Postulierte anti-fungale Aktivitit sowie einen wesentlichen Einfluss auf den muskozilidren
Transport (expektorierende Eigenschaften) werden in der Literatur kontrovers diskutiert
und konnten beispielsweise nicht fiir einen ethanolischen Extrakt iiber Agardiffusions-
sowie Mikrodilutionstests (in vitro) [2] oder fiir einen Extrakt tiber Viskosimetrie mittels
Flimmerepithelpréaparat eines Frosches (in vitro) [64] beobachtet werden. Dabei ist zu
beriicksichtigen, dass fiir beide Wirksamkeitsiiberpriifungen je nur eine Studie dieser
Art durchgefiihrt wurde [2]. Um die entsprechenden Ergebnisse zu iiberpriifen, sollten
weitere Untersuchungen folgen.

Neuen Studien zufolge wirken PEs wie Verbascosid, Isoverbascosid oder Plantamajosid
aullerdem blutdrucksenkend, wobei gezeigt werden konnte, dass der bioaktive Molekiilteil
nicht die Phenylethaneinheit, sondern die Kaffeesiure ist [46].

Weiter wurde in aktuellen in vitro-Untersuchungen inhibierende Effekte von Verbascosid

und Isoverbascosid auf die Bildung von fortgeschrittenen Glykosylierungsendprodukten
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(Advanced Glycation Endproducts, AGEs) beobachtet [42]. AGEs entstehen als Produkte
der Maillard-Reaktion, die in Lebensmitteln aber auch im Menschen stattfinden kann [65,
66]. Sie sollen unter anderem Arteriosklerose, Diabetes sowie diabetesbedingte Leiden
wie Neuropathie im menschlichen Kérper fordern und den Alterungsprozess allgemein
vorantreiben [65, 67, 68]. Eine Verifizierung der inhibierenden Wirkung von Verbascosid
und Isoverbascosid auf die Bildung von AGEs in vivo steht noch aus.

Weiter konnte fiir den Breitwegerich ein anti-arteriosklerotisches Potential in Kaninchen
nachgewiesen werden [69]. Es wird dariiber hinaus angenommen, dass die Wirkung des
Spitzwegerichs auf dem Zusammenspiel mehrerer Einzelstoffe mit ergéinzenden bzw.
verstirkenden Eigenschaften beruht [70]. Das Zusammenwirken mehrerer Inhaltsstoffe
bzw. Stoffgruppen mit unterschiedlichen, ergénzenden Bioaktivititen wird besonders gut
bei der Therapie von Entziindungen im Mund- und Rachenraum sowie damit verbunde-
nem trockenem Husten ersichtlich, fiir die der Spitzwegerich therapeutisch eingesetzt
wird. Schleimbildende Polysaccharide wirken reizmildernd, indem sie bei Kontakt mit
Wasser aufquellen, sich nach oraler Zufuhr schiitzend auf die betroffenen Schleimhiute
legen und somit den Hustenreiz unterdriicken [64]. Die adstringierende Aktivitit der in
Spitzwegerich enthaltenen Gerbstoffe sowie epithelisierende Eigenschaften regen zudem
die Regeneration entziindeter Hautpartien an [6]. Anti-virale und anti-bakterielle Wir-
kungen sorgen auB3erdem dafiir, dass die Wunden nicht zusitzlich von unerwiinschten
Viren bzw. Bakterien infiziert werden [50] und durch die geschidigte Haut systemisch in
den Korper eindringen konnen. Zudem konnten synergistische Effekte hinsichtlich der
anti-oxidativen Aktivitit der phenolischen Stoffgruppen, speziell der PEs und Flavonoide,
fiir P. lanceolata nachgewiesen werden [59].

Phenolischen Verbindungen werden aufgrund ihrer chemischen Beschaffenheit generell
anti-oxidative Fahigkeiten zugesprochen. Aufgrund ihrer phenolischen Struktur sind sie
in der Lage, freie Radikale sowie Lichtenergie zu quenchen. In Pflanzen dienen diese vor
allem als UV-Schutz. [71, 72]

Beim Menschen steht die Beseitigung von iiberschiissigen Radikalen, wie freie reaktive
Sauerstoffspezies (ROS), auch bezeichnet als oxidativer Stress, im Vordergrund [73].
Die Datenlage zur kontrollierten klinischen Anwendung des Extrakts gegen Husten ist
aktuell noch recht iibersichtlich. In einer Anwendungsstudie wurden 539 Patienten mit
Spitzwegerichkraut-Fluidextrakten (DER 1 : 1, ethanolisch) behandelt Kraft [60]. Die
Probanden litten iiberwiegend an respiratorischen Infekten (32%), akuter Bronchitis
(28%) sowie Reizhusten nach akuten respiratorischen Infekten (18%). Die Hustensympto-
matik bestand bereits vier Tage (Median) vor Untersuchungsbeginn. 75% der Patienten
waren spitestens nach einer Woche hustenfrei, wodurch die antitussive Wirkung des

Spitzwegerichkraut-Fluidextraktes als klinisch erwiesen gilt.
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1.2 Einfliisse auf das Sekundirstoffspektrum

1.2.1 Allgemeine Einfliisse auf das Sekundérstoffspektrum

Gehalte pflanzlicher Inhaltsstoffe kdnnen variieren, wie in Kapitel 1.1.2 dargelegt. All-
gemein konnen dafiir ontogenetische, diurnale, 6kologische sowie genetische Faktoren
verantwortlich gemacht werden, wobei noch nicht ausreichend geklirt ist, inwieweit sich
die einzelnen Parameter gegenseitig beeinflussen [33, 34].

Diurnale Faktoren beziehen sich auf die direkte Beeinflussung des Primér- und vermut-
lich auch Sekundirstoffwechsels der Pflanzen durch den Tag-Nacht-Rhythmus bzw. den
Licht-Dunkel-Wechsel. Dies bedeutet konkret, dass es einen quantitativen und/oder quali-
tativen Unterschied im Inhaltsstoffspektrum geben kann, je nachdem ob morgens, mittags,
abends oder nachts geerntet wurde. [33]

Zu den relevanten ontogenetischen Phasen zidhlen insbesondere Keimung und Bliiten-
bildung, in deren Verlauf markante Anderungen im Sekundirmetabolismus (Aufbau,
Speicherung, Mobilisierung und Abbau der Sekundirstoffe) beobachtet werden konnen.
Ein maximaler Sekundéarstoffgehalt wird hdufig wihrend oder kurz vor dem Bliihen
gemessen. Es konnen ferner saisonale Variationen im Sekundérstoffmuster auftreten. [33]
Als weitere Einflussparameter auf den pflanzlichen Sekundirmetabolismus gelten dkolo-
gische Bedingungen, deren konkrete Auswirkungen auf das Sekundérstoffprofil aufgrund
ihrer Komplexitét noch nicht ausreichend erforscht sind. Sie konnen sowohl qualitati-
ve als auch quantitative Aspekte betreffen. Okologische Parameter werden in lebende
(biotische) und nicht-lebende (abiotische) Faktoren differenziert. Beispiele fiir biotische
Faktoren sind Schidlingsbefall, FraBfeinde sowie vegetationsspezifische Kriterien, z.B.
Artenzahl, Artenkonkurrenz und Moosbedeckung. Zu den abiotischen Aspekten zdhlen
Klimadaten, wie Temperatur, Niederschlag, UV-Einstrahlung und Sonnenscheindauer,
sowie Bodendaten, wie z.B. der pH-Wert, die Phosphat- und Kaliumkonzentration und
das Kohlenstoff/Stickstoff- Verhiltnis von Kohlenstoff zu Stickstoff. Dabei konnen Va-
riationen des Inhaltsstoffspektrums sowohl zwischen verschiedenen Standorten als auch
innerhalb eines engbegrenzten Standortes auftreten. [33]

Grundsitzlich definiert das Genom der Pflanze, welche Substanzen prinzipiell exprimiert
werden konnen. Umweltparameter und Genotyp regulieren gemeinsam die Bildung von
Sekundirmetaboliten, wobei noch nicht hinreichend erforscht wurde, inwieweit sich
okologische und genetische Konstitutionen gegenseitig beeinflussen [33]. Des Weiteren
wird eine Verkniipfung von dkologischen und ontogenetischen Aspekten in der Literatur
beschrieben, welche jedoch zum Teil kontrovers diskutiert werden. So ist zum Beispiel
das Keimungsvermogen abhingig von den jeweiligen Umweltbedingungen [74, 75].
Weiter existieren konkrete Daten iiber den Einfluss von Temperatur, Luftfeuchtigkeit,
Lichtqualitéat, Samenalter etc. auf die Keimungsfahigkeit diverser Plantago-Arten, wobei

die Ergebnisse auch hier z.T. dquivok sind [75].



1. EINLEITUNG: ALLGEMEINES ZUR PFLANZE UND EINORDNUNG DER ARBEIT IN DEN
WISSENSCHAFTLICHEN KONTEXT 25

1.2.2 Ursachen fiir Variationen im IG-Inhaltsstoffspektrum

Abhingigkeiten ontogenetischer, diurnaler, 6kologischer und genetischer Kriterien auf
das IG-Sekundirstoffprofil in P. lanceolata bzw. die IGs Aucubin und Catalpol in anderen
Pflanzen sind in der Literatur mehrfach dokumentiert, wohingegen Einfliisse auf den
Verbascosidgehalt weniger bekannt sind [76]. In manchen Studien wurde, fiir ein tiefer
greifendes Verstidndnis der phytochemischen Zusammenhénge, eine Differenzierung der
Pflanze in ihre einzelnen Organe (Bliite, Stengel, Blatt, Wurzel) vorgenommen [77, 78].
So konnten beispielsweise Marak etal. [77] einen abweichenden IG-Gehalt sowie ein
abweichendes Verteilungsmuster von Aucubin zu Catalpol in den Bliite, Stengel, Blatt
und Wurzel registrieren, wobei in den Bliitenstinden mehr Catalpol als Aucubin gefun-
den wurde und die restlichen Pflanzenteile hingegen mehr oder gleichviel an Aucubin
aufwiesen. Genetische Unterschiede machten sich dabei nur teilweise bemerkbar [77].
Dabei ist prinzipiell festzuhalten, dass die Gehalte von Aucubin und Catalpol sowie
ihr Verhiltnis zueinander im Spitzwegerich z.T. erheblich voneinander abweichen und
dadurch kontroverse Aussagen implizieren konnen [24, 28]. Wihrend z.B. Bowrers und
Collinge [28] in den Blittern von P. lanceolata stets etwa doppelt so viel Aucubin wie
Catalpol detektierten, fanden Jurisic etal. [31] in ihnen durchweg hohere Mengen an
Catalpol vor.

Trotz zahlreicher Literaturdaten zum Einfluss diverser Faktoren auf IG-Gehalte in Pflan-
zen, reichen die einzelnen Informationen nicht aus, um einen fundierten Zusammenhang
zwischen den einzelnen beeinflussenden Ereignissen und jeweiligen Auswirkungen her-
zustellen. Aufgrund der Fiille an Literaturdaten zu IG-Variationen in P. lanceolata bzw.
anderen IG-haltigen Pflanzen, kann die aktuelle Datenlage zu dieser Thematik hier nicht
vollstindig wiedergegeben werden. Stattdessen soll ein breitgeficherter Uberblick an

Informationen zur Beeinflussung der IG-Gehalte in P. lanceolata prisentiert werden.

1.2.2.1 Ontogenetik

Keimung und Pflanzenalter Intensive Untersuchungen zu ontogenetischen Aspekte
1G-haltiger Pflanzen wurden fiir den Zeitpunkt der Keimung bzw. den ersten Wochen
danach unter anderem von Barton [74] fiir P. lanceolata und Alba et al. [79] fiir Verbascum
thapsus L. vorgenommen.

Bei der Erforschung des Pflanzenalters als Einflussfaktor auf das IG-Muster in Spitzwege-
richsamen verschiedener Plantago-Arten konnte z.B. gezeigt werden, dass die Aucubin-,
Catalpol- sowie Gesamtiridoidglykosidgehalte in den ersten sechs Wochen nach der
Keimung mit zunehmendem Pflanzenalter anstiegen, wobei zwischen Keimung und zwei
Wochen alter Pflanze der Gehalt jeweils zunichst abfiel. Zeitgleich sank der Anteil an
Catalpol am Gesamtiridoidglykosidgehalt von zwei bis sechs Wochen, wihrend der von
Aucubin deutlich zunahm. Des Weiteren konnte Barton [74] beobachten, dass spéter
auskeimende Spitzwegerichpflanzen mehr Aucubin in den Blittern beinhalteten als frither
keimende, wobei der Gehalt an Catalpol in der Pflanze nicht merklich durch den Zeitpunkt

der Keimung verédndert wurde. [74]
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In den Blittern von Verbascum thapsus L., welche ebenfalls grundstindig rosettenférmig
angeordnet sind und ebenfalls die IGs Aucbin und Catalpol beinhalten, verhielt es sich
hingegen genau umgekehrt. Junge Blétter wiesen im Vergleich zu dlteren Bléttern einen
zum Teil sechsfach und damit signifikant hoheren Gesamtiridoidglykosidgehalt sowie
einen signifikant hoheren Anteil an Catalpol als an Aucubin auf. Bei den &lteren Pflanzen
war das Verhiltnis von Aucubin zu Catalpol hingegen relativ dhnlich. [79]

Auch wenn es sich hierbei um zwei verschiedene Pflanzenarten und -gattungen (V. thapsus
bzw. P. lanceolata) handelt, ist ein dhnliches Verhalten anzunehmen und ein Vergleich
der beiden Ergebnisse moglich. So kann geschlussfolgert werden, dass die in den Samen
angesammelten IGs in den ersten zwei Wochen verstirkt in die Blitter transportiert
werden, wodurch sich zum einen der Abfall der IG-Gesamtkonzentration sowie die starke
Zunahme am Gesamt-IG-Gehalt in den Blittern in diesem Zeitraum erkldren wiirde. Eine
reziprok ungleiche Anhiufung der IGs Aucubin und Catalpol iiber das Pflanzenalter in
Samen bzw. den Blittern wire ein Zeichen dafiir, dass weiterhin dquivalente Mengen an
beiden IGs biosynthetisiert, jedoch zu unterschiedlichen Orten transportiert und deponiert
werden. Der Zusammenhang zwischen Expression und Verteilung der IGs in diversen
Pflanzenkompartimenten iiber die Zeit ist ein spannender Ansatz fiir zukiinftige Analysen.
Bei Auswertung der Literatur wird deutlich, wie wenig tiber diese Thematik bis dato

bekannt ist.

Vegetation Vegetative Verdnderungen des Aucubin-, Catalpol- und Verbascosidgehalts,
welche auch ein zentrales Thema dieser Arbeit darstellen, wurden von Tamura und Nishi-
be [18] untersucht, wobei zwei Spitzwegerichkultivare jeweils im Zweiwochenrhythmus
von Juni bis einschlieBlich Oktober eines Jahr beprobt wurden [18, 33]. Dabei konnte
gezeigt werden, dass die Gehalte an Aucubin von 2, 1% auf 4,8% (Grassland Lancelot)
bzw. 1,0% auf 2,7% (Ceres Tonic) und Verbascosid von 3,4% auf 7,1% (Grassland
Lancelot) bzw. 1,5% auf 4,1% (Ceres Tonic) iiber die Zeit insgesamt anstiegen, wobei
insbesondere bei Aucubin Anfang August eine starke Schwankung nach unten beobachtet
werden konnte. Der Catalpolgehalt hingegen fluktuierte im Bereich 1-2% fiir Grassland
Lancelot (nicht detektierbar in Ceres Tonic) ohne nennenswerte saisonale Beeinflussung.
Hierbei wurde jedoch nur der Verlauf eines Jahres betrachtet. Da interannuale Abwei-
chungen von IG-Gehalten teilweise gravierend sein kdnnen, wie Qi etal. [78] bei der
IG-Analytik von Gentiopicrosid, Loganinsdure, Swertiamarin und Swerosid in drei auf-
einander folgenden Jahren aufdeckten, bestehen Zweifel an einer allgemeinen Richtigkeit
bzw. Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf andere Jahre der von Tamura und Nishibe [18]
publizierten vegetativen Abhéngigkeiten der Aucubin-, Catalpol- und Verbascosidgehalte

im Spitzwegerich.
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1.2.2.2 Okosystem

Abiotik Signifikante Unterschiede im Gesamt-IG-Gehalt konnten iiberdies zwischen
einzelnen Populationen im Kraut von V. thapsus registriert werden, welche innerhalb eines
Monats des gleichen Jahres gesammelt wurden und u.a. in den abiotischen Parametern
Standort und geographische Hohe sowie den biotischen Faktoren Art und Anzahl an
Nachbarpflanzen voneinander variierten. Trotz stark abweichenden Gesamt-IG-Gehalten
dhnelte das Verhéltnis von Catalpol zu Aucubin hierbei zwischen den einzelnen Po-
pulationen. Intrapopulationdre Differenzen beliefen sich auf < 5% und waren folglich
vernachléssigbar. [79]

Anhand dieses Beispiels wird klar, dass es aufgrund des Geflechts an mannigfaltigen
Einzelparametern, schwierig ist, den Einfluss eines einzelnen Kriteriums auf das Sekun-

darstoffspektrum jeweils separat zu erforschen.

Biotik In der Literatur besonders gut dokumentiert ist die Einflussnahme und Interakti-
on von FraBfeinden wie Insekten oder Weidentiere auf das Sekundérstoffmuster diverser
IG-haltiger Pflanzen, wie dem Spitzwegerich, wobei insbesondere Aucubin und Catalpol
in diesem Kontext im Vordergrund der einschldgigen Literatur stehen [28, 30, 79, 80,
81, 82, 83, 84, 85]. Dabei ist es fast unmoglich diese Effekte, wie z.B. Pflanzenalter
und IG-Gehalt, isoliert von anderen zu ergriinden [79]. So konnte fiir V. thapsus eine
Verbindung zwischen IG-Gehalt und Fra3schadigung demonstriert werden, wobei iltere,
IG-drmere Pflanzen erheblich stirker durch kauende FraB3feinde geschéadigt wurden als
jingere, IG-reichere Exemplare [79]. Dies verdeutlicht die Schutzfunktion von IGs in
Pflanzen gegeniiber Frafifeinden. Weiter konnte in diesem Kontext fiir P. lanceolata
herausgefunden werden, dass in durch Fralfeinde beschidigten Blittern eindeutig mehr
Aucubin und Catalpol (separat und in Summe) produziert wurden, wobei der Anteil an
Catalpol gegeniiber dem von Aucubin klar iiberwog [82]. Eine eindeutige Steigerung der
Biosynthese von Aucubin, Catalpol und Gesamtiridoidglykosiden konnte dabei bereits
nach sechs Tagen beobachtet werden, was auf eine relativ schnelle Anpassung der Pflanze
an die jeweiligen Umgebungsbedingungen hindeutet. Im Versuchsaufbau von Fuchs
und Bowers [82] wurde allerdings nicht abgesichert, ob der Effekt tatsichlich durch die
Schidigung der Blitter hervorgerufen wurde oder auf der Tatsache beruhte, dass neue
Blitter per se quantitativ hohere 1G- sowie hohere Catalpolmengen enthielten. [82]

Zu dem gleichen Ergebnis der vermehrten IG-Bildung in Spitzwegerichblittern als Folge
herbizider Schidigung kamen auch Pankoke und Miiller [85]. Sie sicherten ihre Resultate
ab, indem sie den IG-Gehalt in nachwachsenden Blittern aus herbizider Schidigung
zusitzlich mit dem von ungeschidigten Kontrollpflanzen sowie fachménnisch gestutzten
Blittern verglichen. Dabei kamen sie zu der Erkenntnis, dass keine relevante Anderung
des IG-Gehalts bei fachménnisch gestutzten Blittern auftrat, jedoch eine starke positive
Korrelation zwischen Insektenbefall und IG-Gehalt zu beobachten war. [85]
Insektenbefall kann somit als Grund fiir eine erhohte IG-Produktion gesehen werden,

was die Frage aufwirft, inwieweit herbizide Schidigung bzw. Interaktion wichtig ist, um
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einen bestimmten Gehalt an bioaktiven Inhaltsstoffen in der Pflanze zu generieren bzw.
fiir die pharmazeutische Nutzung zu gewihrleisten. Welche fra3schiddigenden Insekten
(Motten, Schmetterlinge, Kifer, etc.) mit der Pflanze in Kontakt treten, scheint dabei
irrelevant zu sein [28, 80, 84, 85]. Im Vergleich mit anderen Faktoren wie Phinologie [86],
Pflanzenalter [87] oder verfiigbare Nahrung [86] wird dem Einfluss der FraBschidigung
jedoch eine untergeordnete Rolle beigemessen [86, 87]. Im Widerspruch dazu stehen die
Ergebnisse der Studie von Pankoke und Miiller [85], welche einen massiven Anstieg der
IGs Aucubin und Catalpol in P. lanceolata nach Raupenbefall von bis zu 220% bzw. bis
zu 750% im Vergleich zur unbehandelten Pflanze feststellen konnten.

Es wurde weiterhin herausgefunden, dass die Insekten die aufgenommenen IGs selbst zu
Abwehrzwecken speichern und bei Bedarf als Sekret absondern koénnen [80, 84]. Hierbei
scheint es insektenspezifische, selektive Muster der IG-Aufnahme bzw. Sekretbildungen
zu geben [30, 83]. Des Weiteren sind offenbar nicht alle Insekten dazu beféahigt, IGs als
Abwehrsekret einzusetzen [30, 83]. Speicherkapazitit und Sekretion der IGs Aucubin und
Catalpol in den Insekten [30, 84] sowie ein gewisses IG-Metabolisierungsvermogen der
Insekten von z.B. Catalpolderivaten in Catalpol [83] wurden in diesem Zusammenhang
bereits erforscht und bestétigt, sind aktuell jedoch noch nicht vollstdndig aufgeklart.
Ein interessanter Aspekt dabei ist, dass die von IG-sekretierenden Insekten aufgenomme-
nen IGs unter bestimmten Bedingungen auch negative Effekte auf die Wirtstiere selbst
haben konnen [84]. Insbesondere konnte eine signifikante positive Korrelation zwischen
reiner Aucubin- bzw. Catalpolaufnahme und Melaninproduktion in den betroffenen Insek-
ten eruiert werden, welche jedoch nicht bei einer gemischten IG-Kost auftrat [84]. Zudem
zeigten Spitzwegerichextrakte eine toxische Wirkung auf den Fadenwurm Meloidogyne
incognita, wohingegen keine signifikanten Vergiftungserscheinungen an diversen Pilzen
und Bakterien beobachtet werden konnten [88].

Weiter wurden signifikante Variationen des 1G-Inhaltsstoffprofils von P. lanceolata nicht
nur durch Fraflfeinde, wie Insekten und Weidentiere, sondern auch durch fungale Mikro-
organismen herbeigefiihrt [77, 89].

So erhohte der pathogene Pilz Diaporthe adunca den Gesamtgehalt an Aucubin und
Catalpol in den differenzierten Pflanzengeweben Bliite, Stengel, Blatt und Wurzel in
zwei von drei (Bliitenstand) bzw. eins von drei (Stengel, Blatt und Wurzel) Genotypen
signifikant erhohte. Fiir einen der Genotypen konnte hierbei ein deutlicher Anstieg der
IG-Menge bereits sechs Stunden und ein Ausbleiben von Féulnis bis zu acht Tage nach der
Pilzbeimpfung registriert werden. Um weitere einflussreiche Parameter gleichzustellen,
wurden die geernteten drei Genotypen in dieser Studie geklont und anschlieBend auf
die gleiche Weise behandelt. Das Verhiltnis von Aucubin zu Catalpol schien durch die
Pilzbeimpfung im GroBen und Ganzen unangetastet zu bleiben. Eine direkte Proportiona-
litdt zwischen IG-Gehalt und Schutz gegeniiber Feinden konnte allerdings nicht bestétigt
werden. [77]
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1.2.2.3 Genetik

Dariiber hinaus konnten in der Literatur auch genetisch bedingte Unterschiede in den IG-
Mustern zwischen verschiedenen Spitzwegerichfamilien aufgezeigt werden [74], wobei

die Datenlage hierzu weniger gesichert ist.

1.2.2.4 Diurnalitit

Es sind keine konkreten Literaturdaten zu diurnalen Einfliissen auf das IG-Spektrum in

P. lanceolata bekannt.

1.2.2.5 Zusammenfassung

Zusammenfassend bedeutet dies, dass das IG-Sekundirstoffprofil von Pflanzen, wie dem
Spitzwegerich von ontogenetischen, genetischen und 6kologischen Faktoren beeinfluss-
bar ist. Zu potentiellen Einflussursachen liegen Studienergebnisse vor, welche mitunter
dquivok diskutiert werden. Die in dieser Arbeit thematisierte Verdnderung des IG- und
PE-Spektrums wurde bereits in der Literatur untersucht, wobei die allgemeine Giiltigkeit
der dabei gewonnenen Erkenntnisse, aufgrund der nur auf ein Jahr limitierten Proben-
nahme, angezweifelt werden. Gegenwirtig reicht die Informationslage nicht fiir eine
abgesicherte Einstufung der kausalen Zusammenhénge einzelner Einflussparameter auf
Sekundarstoffvariationen aus. Als weitere Parameter fiir schwankende Gehalte an Sekun-
darstoffwechselprodukten sind auB3erdem Prozesse denkbar, die post metentes stattfinden,
wie z.B. das Trocknen der frischen Pflanze zur Droge [18, 34], die Dauer und Art der
Lagerung vor der Analyse [19, 89] sowie die Analysemethode selbst. Dies erschwert

iiberdies die Vergleichbarkeit individueller Studienergebnisse miteinander.
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1.3 Historie der Extraktion und Isolierung von IGs

Ziele dieser Arbeit waren unter anderem die Extraktion und Isolierung der Hauptiridoid-
glykoside Aucubin und Catalpol aus P. lanceolata. Hierbei sollte iiberpriift werden, ob die
in der Literatur postulierten IGs tatsichlich genuin in der Pflanze enthalten sind. Insbe-
sondere sollte untersucht werden, ob es sich bei den zwei methoxylierten IGs Verbenalin
und Deacetylasperulosidsduremethylester um Artefakte handelt, die durch Einsatz von
Methanol gebildet werden. Die Entstehung von Artefakten durch Losungsmittel wurde
bereits in [90] beschrieben. Aus diesem Grund sollte wihrend des gesamten Extraktions-
und Isolierungsprozesses auf Methanol verzichtet werden. In der Literatur konnte kei-
ne geeignete Methode gefunden werden, in der die Extraktion aller prominenter IGs
(Aucubin, Catalpol, Asperulosid, Verbenalin, Globularin und Deacetylasperulosidséu-
remethylester) aus P. lanceolata ohne den Einsatz von Methanol beschrieben ist. Um
erste Anhaltspunkte zur eingesetzten Methoden zu erhalten, wurde die Suche auf andere
IGs und andere Pflanzen ausgeweitet. Dadurch ergab sich eine sehr grole Bandbreite an
Informationen, die als exemplarischer Auszug in Tabelle 1.6 chronologisch aufgelistet

sind.



Tabelle 1.6: Einsatz von Methanol zur Extraktion und Isolierung (z.T. auch Fraktionierung und Probenaufarbeitung) von IGs in der einschldgigen Literatur.

Literatur  IGs Ausgangsmaterial Methanol in Methanol in
Extraktion Isolierung?®
[26] Aucubin P. major, P. media (jeweils Samen) b -
[37] Aucubin P. lanceolata (Samen) -b +
[27] Aucubin Aucuba japonica, Melampyrum arvense, -°© b
Buddleia globosa
Asperulosid Rubia tinctorum, Daphniphyllum macropo- - © b
dum
[22] Aucubinderivat Verbascum sinutaum d d
Aucubin, Catalpol, Harpagid, Ajugol V. thapsus L. = d
Asperulosid P. major, P. lanceolata -d d
[91] Aucubin, Monomelittosid und -derivat diverse 1G-haltige Pflanzen, u.a. P. media + Lo
L. var. urvilleana
[92] Excelsioside (= Secoiridoid) Fraxinus excelsior -
[40] Plantarenalosid, Bartosiosid Plantago subg. Psyllium +
[93] Swertiamarin, Gentioprcrosid Centaurium erythrea, C. turcium

a

z.T. auch Fraktionierung und Probenaufarbeitung

b Ethanol-Wasser-Gemisch

¢ Wasser
d

¢ Ethanol
f Butanol

nicht angegeben

£ nicht durchgefiihrt

LXAINON NHHII'TLAVHOSNASSIM

NHA NI LIHFIV d9d ONOANAIONIE ANN HZNVTAd 407 SANTHINADTTV ONALIHINIA T

I



Literatur  IGs Ausgangsmaterial Methanol in Methanol in
Extraktion Isolierung®
[17] u.a. Aucubin, Catalpol und -derivate, Asperulosid 34 Plantago-Spezies, u.a. P. amplexicaulis - +
und P, cretica, nicht aber P. lanceolata
[25] Aucubin, Catalpol, Globularin, Asperulosid, Deacetylasperulosid- diverse Plantago-Spezies, u.a. P. lanceola- + +
sduremethylester, Geniposidsdure ta, P. media und P. major
[94] Aucubin, Euphrosid, Ixorodosid, Boschnalosid Euphrasia pectinata + +
[18] Aucubin, Catalpol P. lanceolata + +
[77] Aucubin, Catalpol P. lanceolata + +
[95] Catalpolderivate Jamesbrittenia fodina + +
[31] Aucubin, Catalpol diverse Plantago-SpeziesP. lanceolata ¢ -¢
[96] 11 IGs, darunter Aucubin Pedicularis kansuensis forma albiflora b +
[97] Aucubin, -derivate, Catalpolderivate Verbascum lasianthum +
[82] Aucubin, Catalpol P. lanceolata, Schmetterling Junonia coe- +
nia
[98] Asperulosid, -derivat, Monotropein, Scandosidderivat, Daphyllo-  Gallium verum subsp. verum + £
sid, -derivat
[99] diverse, u.a. Sesamosid, Barlerin Lamium + f

a

z.T. auch Fraktionierung und Probenaufarbeitung

b Ethanol-Wasser-Gemisch

¢ Wasser

4 nicht angegeben

¢ Ethanol

f Butanol

2 nicht durchgefiihrt

LXAINON NHHOI'TLAVHOSNHSSIM

NAA NI LIHFIV d9d ONOANAIONIH AN HZNVIdd 40Z SANTHINIDTTV :ONNLIHINIA 1

(43



Literatur  IGs Ausgangsmaterial Methanol in Methanol in
Extraktion Isolierung?®
[100] diverse, u.a. Aucubin, Catalpol und -derivate, Globularin, Asperu- Globularia aphyllanthes + +
losid und -derivate, Besperulosid, Alpinosid
[101] Aucubin, Catalpol Veronica-Spezies + +
[102] Aucubin, Agnusid Vitex agnus-castus + +
[103] Aucubin Melampyrum-Spezies + +
[83] Aucubin, Catalpol, Antirrhinosid Coleoptra curculionidae + +
[58] Agnusid, Negundosid, 6'-p-Hydroxybenzoylmussaenosidicsidure  Vitex trifolia + +
[104] 24 1Gs, u.a. Asperulosid, Asperulosidsidure, Deacteylasperulosid- Paederia scandens -¢ +
saure, Deacteylasperulosidsduremethylester
[105] Agnusid Vitex negundo, V. trifolia + -d
[106] Geniposid, Geniposidderivat, Gardenosid Gardenia jasminoides J. ELLIS &
[107] Aucubin, Catalpol Globularia-Spezies +

a

z.T. auch Fraktionierung und Probenaufarbeitung

b Ethanol-Wasser-Gemisch

¢ Wasser

4 nicht angegeben

¢ Ethanol
f Butanol

€ nicht durchgefiihrt

LXAINON NHHII'TLAVHOSNASSIM

NHA NI LIHFIV d9d ONOANAIONIE ANN HZNVTAd 407 SANTHINADTTV ONALIHINIA T

€¢
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Zum besseren Verstindnis der in der Literatur verwendeten Methoden, erscheint eine
chronologische Einteilung der Extraktionshintergriinde von Bedeutung und soll im Fol-
genden kurz diskutiert werden.

Zwischen 1907-1952 stand die Gewinnung von Reinisolaten zur Bestimmung der korrek-
ten Summenformel und chemischen Konstitution des Isolats sowie der entsprechenden
charakterisierenden Daten wie Losungsverhalten, Drehwert und Schmelzpunkt im Vor-
dergrund. Diese Errungenschaften stellen den Grundstein der heutigen Analytik dar.

Ab 1953 bis heute, als ein gewisses Portfolio an gesammelten Daten bestimmter Verbin-
dungen verfiigbar war, fanden Extraktionen vermehrt zu weiterfiihrenden Analysezwe-
cken statt. Zum Beispiel gewann die Isolierung neuer Verbindungen generell [92, 95]
bzw. in bestimmten Pflanzengattungen [22] sowie chemotaxonomische Untersuchungen
[17], qualitative und quantitative Fingerprintscreenings [106] an Bedeutung. Neben den
traditionellen Ausschiittelmethoden fanden ab dieser Zeit vermehrt chromatographische
Methoden wie MPLC, CPC und HPLC zur Fraktionierung Anwendung [22, 98]. Dies
gelang auch zunehmend mit kleinen Mengen an Ausgangsmaterial und ohne intensive vor-
hergehende Probenaufarbeitung des Rohextraktes [18, 99, 101]. Anfinglich (1907-1952)
wurde in Gegenwart von Calciumcarbonat und dem Losungsmittel Ethanol gearbeitet.
Das leicht basische, puffernde Calciumcarbonat sollte der Zersetzung der sdurelabilen IGs
vorbeugen [26, 27, 37]. Es ist nicht auszuschlieen, dass es mit den zu isolierenden IGs
Komplexe eingeht oder ausfillt. Um unldsliche Prizipitate zu vermeiden, wurde spéter
auf den Einsatz dieses Salzes verzichtet. Die Zugabe von Aktivkohle in wissriger Losung
wurde als Alternative gewahlt (1952 — 1992) [22, 27, 91, 92]. Die polaren Glykoside
sollten zunéchst an die Aktivkohle adsorbieren und spiter mithilfe von Wasser bzw.
Wasser-Ethanol-Gemischen abgeldst werden. Ab etwa 1991 wurde dann das eingesetzte
Ethanol durch Methanol ersetzt [92]. Diese Entscheidung beruhte vermutlich auf der ho-
heren Affinitit des Methanols zu den polaren-mittelpolaren Verbindungen, die sich ohne
Probleme darin 16sen lassen. Es ist dariiber hinaus mit vielen Losungsmittel kompatibel
sowie kostengiinstiger zu erwerben als Ethanol. Seit etwa 1993 ist die Verwendung der
Aktivkohlemethode quasi obsolet. Seit dieser Zeit wurde zur Extraktion, Fraktionierung
und Probenaufarbeitung fast ausschlieBlich auf Methanol gesetzt. Vom Einsatz von Aktiv-
kohle ebenso wie von Methanol sollte in dieser Arbeit abgesehen werden, unter anderem
auch, um das Risiko der Bildung von Methoxyartefakten zu vermeiden. Zu den wenigen
Wissenschaftlern, die aktuell ohne Methanol arbeiten, gehort insbesondere Johanna Suomi
(ehemals Institut fiir Analytische Chemie in Helsinki, Finnland), die eine HWE-Methode
zur Probenaufbereitung fiir MEKC-Analysen entwickelte. Sie erforschte unter anderem,
welche Extraktionsmittel fiir IGs am geeignetsten sind. Dabei setzten sich Verfahren
mit heiBem Wasser gegeniiber Methanol, Butanol oder Propan-2-ol durch, wobei die
Extraktion mit heiBem Wasser die hochste Extraktionskraft und beste Wiederholbarkeit
zeigte und iiberdies noch umweltfreundlich ist [108]. Das Verfahren fand kaum Anklang
in der Literatur mit Ausnahme von Jurisic etal. [31], der ebenfalls mit MEKC arbeitete.

Anzumerken ist hier, dass sowohl Suomi als auch Jurusic dabei ein selbstgebautes und
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nicht kommerziell erwerbbares Gerit einsetzten, dessen Nachbau im Rahmen dieser
Arbeit als zu aufwendig und in keinem Verhéltnis zum Endergebnis betrachtet wurde.
Deswegen wurde in dieser Arbeit nicht auf diese Methode zuriickgegriffen. Ein weiteres,
seltenes Beispiel, bei dem statt Methanol auf ein anderes Losungsmittel ausgewichen
wurde, stellt die Arbeit von Wu etal. [104] dar. In dieser wird das weniger polare Ethanol
verwendet. Allerdings dient die Extraktion hier, analog zu Suomi et al. [108] und Jurisic
etal. [31], nicht zur Isolierung von Reinsubstanzen, sondern zur Probenaufbereitung fiir
analytische Zwecke. Folglich ist diese Methode unzureichend zur vollstindigen Gewin-
nung der Hauptiridoidglykoside aus P. lanceolata.

Bis dato existieren keine umfassend geeigneten Literaturstellen zur Extraktion von IGs
aus P. lanceolata. Auch unter Miteinbezug anderer 1Gs und anderer Pflanzen konnten
keine ausreichend geeigneten Vorlagen zur Extraktion und Isolierung der gewiinschten
IGs aus P. lanceolata ohne Methanol gefunden werden. Als Konsequenz war die Ent-
wicklung einer neuen Isolierungsstrategie im Rahmen dieser Arbeit notwendig, um die

Iridoidglykoside moglichst genuin aus P. lanceolata zu gewinnen.
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1.4 Fingerprintanalytik von IGs mittels (HP)TLC und HPLC

Fingerprint-Screening-Methoden sind ein geeignetes Mittel um in Routinekontrollen
schnell und einfach die Qualitit der zu verarbeitenden Pflanze zu ermitteln und somit
rasch verlissliche Entscheidungen im Verarbeitungsprozess zu treffen. (HP)TLC- und
HPLC-Anwendungen sind dabei inzwischen in den meisten industriellen Betrieben Stan-
dard, weshalb sie auch im Rahmen dieser Arbeit als Methoden der Wahl getestet werden
sollen.

Im Folgenden sollen die Ergebnisse ausfiihrlicher Literaturrecherchen via Scifinder,
Pubmed, GoogleScholar und Researchgate zu dieser Thematik vorgestellt und in Bezug
auf die Fragestellungen dieser Arbeit gebracht werden.

Anzumerken ist, dass bei den zu analysierenden IGs und PEs jeweils nur die fiir die Pflan-
ze bekanntesten Vertreter im Zentrum stehen. Dies sind Aucubin, Catalpol, Globularin,
Verbenalin, Asperulosid, Deasperulosidsduremethylester bzw. Verbascosid, Isoverbasco-

sid, Plantamajosid und Lavandulifoliosid.

1.4.1 (HP)TLC-Systeme zur IG-Analytik in der Literatur

Trotz ausfiihrlicher Literaturrecherche konnten keine einschldgigen Literaturdaten zur
Fingerprintbestimmung aller IGs in Spitzwegerich gefunden werden. Qualitative Analy-
sen fokussieren sich auf die Erfassung des Aucubins oder andere, nicht in Spitzwegerich
enthaltene 1Gs. Gleiches gilt fiir die Quantifizierung. Hierbei stellt die Densitometrie ein
mogliches Verfahren dar (Kapitel 5.1). Einzig eine Quelle befasst sich mit der DC-Be-
stimmung von Aucubin und Catalpol in P. lanceolata [29]. Zur (HP)TLC-Fingerprint-
Methodenentwicklung der IGs wurden daher neben Literaturquellen die Aucubin und/o-
der Catalpol untersuchten auch Methoden, in denen andere IGs analysiert wurden, als
Basis herangezogen. Die in der Literatur angewendeten stationidren Phasen und damit

kombinierte FM-Systeme sind in Tabelle 1.7 aufgelistet.



Tabelle 1.7: Ubersicht der in der Literatur angewendeten DC-Systeme unter Angabe der stationiren Phase, des FM-Systems, diverser Entwicklungsstrecke
sowie behandelte IGs mit Re-Wert. Desweitern wird veranschaulicht, ob die Analysen an P. lanceolata durchgefiihrt wurden (+) oder nicht (-).

Literatur  stationire Phase FM-System Entwicklungsstrecke P. lanceo- relevante 1Gs (R¢g-Wert)
lata
[106] RP18 W Acetonitril/O, 1%-ige wissrige Ameisen- 1x 7,5 cm (horizontal) - Geniposid (0,53), Genepin-1-[3--
sdure (40:60, v/v) D-gentiobiosid (0,63), Gardenosid
(0,71)
[109] Kieselgel Fys4 Ethylacetat/Methanol/Wasser  (77:20:5, 1 x 12 cm (28 min) - Aucubin (0,23)
\7A7A%)]
[110] Kieselgel Fs4 Ethylacetat/Methanol/Wasser  (77:15:8, 1x6cm - Aucubin (0,20) und Agnusid (0,40)
\7A7A%)]
[102] Kieselgel Fs4 Ethylacetat/Methanol/Wasser  (77:15:8, 1x12cm (2 h) - Aucubin (0,50)
\7A7A%)]
[43] Kieselgel Fs4 Ethylacetat/Wasser/Essigsdure/Ameisen- 1 x 8 cm + Aucubin (n.a., unteres Drittel der
sdure (100 : 27 : 11 : 11, v/v/viv) Platte)
[111] Kieselgel Fas4 Chloroform/Methanol/Wasser (30:11:2, 1x 16cm - Antirrinosid (n.a.), Linarosid (n.a.),
v/viv) 5-O-Glucosylantirrinosid (n.a.), 5-
O-allosylantirrinosid (n.a.)
[93] Kieselgel Fysq4 Chloroform/Methanol/Wasser (30:11:2, 1x16cm - Swertiamarin (n.a.), Gentiopicrosid

\7A7A%)]

(n.a.)
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Literatur  stationire Phase FM-System Entwicklungsstrecke P. lanceo- relevante 1Gs (R¢-Wert)
lata
[29] Kieselgel Fysq4 Chloroform/Methanol/p-Toluolsulfon- 2x7cm + Catalpol (0,27), Aucubin (0, 34)
sdure (0,25 M) in 25%-igem Ammoniak
(70:40:10, v/v/v)
[112] Kieselgel Fys4 Chloroform/Methanol (80 : 20, v/v) n.a - diverse 1Gs, u.a. ein Catalpolderivat
(0,44)
[58] Kieselgel Fys4 Petroleum (60-80)/Toluol/Aceton/Wasser n.a. - 6'-p-Hydroxylbenzoylmussaeno-
(10:10:80:2, v/v/vIv) sidsdure (0,32), Agnusid (0,47),
Negundosid (0,53)
[103] Kieselgel Fysq4 n-Propanol/Toluol/Eisessig/Wasser 1 x 10 cm (40 min) - Aucubin (0,24)
(25:20:10:10, v/v/viv)
[113] Kieselgel Fysq4 1,4-Dioxan/Xylen/Propan-2-0l/25%-iger 1 x 15 cm (2,5 h) + (Sirup)  u.a. Aucubin (0, 10)

Ammoniak (1:3:5:1, v/v/v/v)
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Die Literatur zeigt, dass zur DC IG-Analytik fast ausschlielich polare stationire Pha-
sen aus Kieselgel verwendet werden [29, 43, 58, 93, 103, 110, 111, 112, 113]. Selten
findet unpolares Material, wie C18, Anwendung [106]. Die Auswahl an FM-Systemen
hingegen war mannigfaltig und abhingig von der Polaritit der zu trennenden 1Gs. Auf
polarer Kieselgelphase kommen vorwiegend polare bis mittelpolaren FM-Systeme zum
Einsatz, die entweder auf Ethylacetat [43, 102, 110] oder Chloroform [29, 93, 111, 112]
basieren und mit den polareren Komponenten Methanol und/oder Wasser kombiniert
sind. Anhand dieser polaren bis mittelpolaren FM-Systeme werden fiir Aucubin R¢-Werte
im unteren bis mittleren Bereich der Platte erzielt, wie z.B. R¢ (Aucubin) = 0,5 [102]
oder R¢ (Aucubin) = 0,2 [110]. Ersteres stellt gute Startbedingungen fiir weitere ana-
lytische Untersuchungen dar, wie z.B. solche um die beiden chemisch sehr dhnlichen,
polaren Hauptiridoidglykoside Aucubin und Catalpol voneinander zu trennen. Bemer-
kenswert ist auBerdem die erfolgreiche chromatographische Trennung von Catalpol und
Aucubin von Rischer etal. [29] mit resultierenden R¢-Werten von 0,27 bzw. 0,34. Diese
Methode stellt ausgezeichnete Startparameter fiir eine Fingerprintmethodenentwicklung
aller IGs in P. lanceolata dar, da die chemisch dhnlichen IGs Aucubin und Catalpol
bereits erfolgreich, mit ausreichend Abstand getrennt vorliegen. Seltener finden unpolare
FlieBmittel Verwendung [58, 103, 113]. Polare IGs wie Aucubin resultieren dabei in
sehr geringen R¢-Werten, wie beispielsweise 0,1 [113]. Die niedrigen R¢-Wertbereiche
sind fiir eine aussagekréftige Fingerprintanalytik der in P. lanceolata enthaltenen 1Gs
unbrauchbar, denn sie sind zu nahe an der Startlinie um die chemisch sehr dhnlichen,
polaren Hauptiridoidglykoside Aucubin und Catalpol ausreichend gut voneinander zu
trennen. Der Gebrauch von Additiven, die die Protonierung der Molekiile beeinflussen,
wie Sduren [43, 103, 106] oder Basen [113], ist in vielen FM-Systemen zu beobachten.
Auch eine Kombination aus Sdure und Base wird angewendet [29]. Der Einsatz dieser
Additive garantiert eine vollstindige Protonierung (Sdure) bzw. Deprotonierung (Base),
was zu einer Bandenverschirfung der OH-Gruppen reichen IGs auf der Platte fiihrt. Ver-
bindungen mit deprotonierten, also ionischen OH-Gruppen wechselwirken stirker mit
dem stationéren Kieselgel als protonierte. Ihre Lage im Chromatogramm wird durch die
starken ionischen Wechselwirkungskrifte folglich noch weiter unten erwartet, als die
iiber Wasserstoffbriickenbindungen wechselwirkenden Verbindungen mit protonierten
OH-Gruppen.

Die grof3e Vielfalt an mobilen Phasen verdeutlicht, dass aktuell noch kein allgemein
geeignetes FM-System zur IG-Analytik existiert. Dies wird auch deutlich durch die unein-
heitlichen Entwicklungsparameter, Laufthdhen (6-16 cm) und Anzahl an Entwicklungen
(1-2 mal).
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1.4.2 Derivatisierung und Detektion von IGs in der Literatur

Um chromophorarme 1Gs mit UV, bei etwa 195 nm detektieren zu kénnen, bedarf es
einer Derivatisierung. Meist werden dabei chromophorvergrolernde Verbindungen wie
Vanillin, Anisaldehyd oder p-Dimethylaminobenzaldehyd in Kombination mit oxidieren-
den Reagenzien wie Schwefelsdure oder Salzsdure verwendet.

In der Literatur werden drei IG-spezifische Derivatisierungsmittel beschrieben. Das 1Gs
und Proazulene spezifisch blau farbende Ehrlich-Reagenz, welches auf chromophorerwei-
terndem p-Dimethylaminobenzaldehyd und oxidierender Salzsidure besteht [114, Seite
235]. Das zweite spezifische Reagenz basiert auf chromophorerweiterndem Phloroglucin,
das ebenfalls in Kombination mit oxidierende Salzsdure Verwendung findet und 1Gs
spezifisch griin farbt [115]. AuBerdem wird die Visualisierung von IGs mittels Benzidin
beschrieben [115], welches jedoch aufgrund seiner Toxizitit im Rahmen dieser Arbeit
nicht beriicksichtigt wurde.

Im Allgemeinen werden die mit Derivatisierungsmitteln behandelten IGs erst durch
Temperatureinwirkung in angemessenen Zeiten derivatisiert [37]. Karrer und Schmid
[37] fithrten die schwache Anfarbefahigkeit von IGs wie Aucubin in Gegenwart von
p-Dimethylaminobenzaldehyd bzw. Antimontrichlorid und von Essigsdureanhydrid auf
ihr komplexes Furanderivatsystem zuriick. Einfachere Furanderivate reagierten unter
diesen Bedingungen auch ohne Erhitzung sofort mit Farbung.

Zur 1G-Analytik wurden neben spezifischem Ehrlich-Reagenz [102, 113] auch ande-
re, unspezifische Reagenzien zur Derivatisierung sowie densitometrische Analysen zur

Quantifizierung auf stationirer Kieselgelphase angewendet (Tabelle 1.8).



Tabelle 1.8: Ubersicht der Literaturstellen zur Derivatisierung von IGs. Aufgelistet sind neben der Literaturstelle, die relevanten IGs, das Derivatisierungsreagenz,
die Detektionsart sowie densitometrische Parameter, sofern durchgefiihrt.

Literatur  IGs Derivatisierung Detektion Densitometrie
[102] Aucubin Ehrlich-Reagenz + AT VIS 580 nm
[43] Aucubin AT VIS, 366 nm (blau) -
[110] Aucubin, Agnusid Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagenz + AT VIS (Aucubin, Agnusid, beide braun) -
[110] Aucubin, Agnusid Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagenz + AT 254 nm (nur Agnusid, Fluoreszenzlo- -
schung)
[103] Aucubin Anisaldehyd-Essigsdure-Schwefelsdure- VIS (braun) -
Reagenz + AT
[103] Aucubin Eisenchlorid- bzw. Anisaldehyd-Reagenz + - 550 nm
AT
[113] u.a. Aucubin Ehrlich-Reagenz + AT VIS (dunkelblau) 580 nm
[29] Catalpol, Aucubin Vanillin-Essigsdure-Schwefelsdure- VIS (rot-violett) 530 nm
Reagenz + AT
[111] diverse 1Gs, u.a. Antirrinosid, Linarosid, Sulphurylchloriddampfe + AT - 450 nm
5-0-Glucosylantirrinosid, 5-O-Allosyl-
antirrinosid
[112] diverse IGs, u.a. ein Catalpolderivat Vanillin-Schwefelsdure-Reagenz + AT - 430 nm
[112] diverse IGs, u.a. ein Catalpolderivat - - 240 nm
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Tabelle 1.8: Ubersicht der Literaturstellen zur Derivatisierung von IGs. Aufgelistet sind neben der Literaturstelle, die relevanten IGs, das Derivatisierungsreagenz,

die Detektionsart sowie densitometrische Parameter, sofern durchgefiihrt.

Literatur  IGs Derivatisierung Detektion Densitometrie
[106] Geniposid, Genepin-1-3-D-gentiobio- Vanillin-Schwefelsdure-Reagenz, + AT VIS -
sid, Gardenosid
[106] Geniposid, Genepin-1-f3-D-gentiobio- - - 240 nm
sid, Gardenosid
[93] Swertiamarin, Gentiopicrosid - - 240 nm
[58] 6’'-p-Hydroxylbenzoylmussaenosid- - 254 nm 263 nm

sdure, Agnusid, Negundosid
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Anzumerken ist weiterhin, dass underivatisierte Platten bei der densitometrischen Quan-
tifizierungen kleinere Messabweichungen aufweisen [58, 93, 106], da die Fehlerquelle
Derivatisierung entféllt [93]. Aufgrund des Mangels an ausreichend groBen chromopho-
ren Systemen der Hauptiridoidglykoside in P. lanceolata, konnte keine underivatisierte
densitometrische Untersuchung zur quantitativen Fingerprintanalytik in dieser Arbeit
angewendet werden. Fiir die Fingerprintanalytik der IGs in dieser Arbeit wurde statt-
dessen ein etwas spezifischeres Derivatisierungsreagenz klar priferiert, um eindeutig
die enthaltenen IGs qualitativ und quantitativ zu analysieren. Dabei gilt, je spezifischer
und selektiver die Derivatisierung, desto weniger storen Substanziiberlagerungen mit
Verbindungen anderer Stoffklassen.

Da zu diesem frithen Zeitpunkt der Arbeit nur die Referenzen Aucubin und Catalpol zur
Verfiigung standen, hatte eine spezifische Anfirbung dariiber hinaus den Vorteil, dass
die restlichen vier fiir P. lanceolata postulierten IGs anhand der charakteristischen Farbe
identifiziert werden konnen.

SchlieBlich sei in diesem Zusammenhang erwihnt, dass das spezifische Ehrlich-Reagenz
zur Anwendung auf RP18-Platten ungeeignet ist [106]. Eine Fingerprintmethode auf

stationdrem Kieselgel ist somit in einer Kombination mit diesem Reagenz zu bevorzugen.

1.4.3 HPLC-Systeme zur IG-Analytik in der Literatur

Einen Uberblick der in der Literatur angewendeten stationiren Phasen der HPLC-Systeme
zur 1G-Analytik gibt Tabelle 1.9 wieder. Aufgrund der hohen Fiille an Literaturdaten

konnten nicht alle Literaturquellen zu diesem Thema beriicksichtigt werden.

Tabelle 1.9: Ubersicht der in der Literatur beschriebenen stationidren Phasen zur IG-
Analytik via HPLC.

Stationire Phase Literatur

C18 [18, 29, 78, 95, 99, 104, 105, 107,
116, 117, 118, 119, 120, 121, 122,
123, 124, 125, 126, 127]

Carbopac PA1 (=lonenaustauschsiule) [81]
Diol [117]
HILIC [101, 103, 117]

In der Literatur werden diverse HPLC-Systeme zur Analytik von IGs beschrieben, wobei
vor allem unpolare stationédre C18-Phasen zum Einsatz kommen [29, 95, 104, 116, 118,
122, 123, 127, 128]. Sie werden in der Regel mit Wasser als Eluent A und Acetonitril
oder Methanol als Eluent B genutzt (Tabelle 1.10).

Polare stationire Phasen wie Diol- [117] oder HILIC-S&dulen [101, 103] werden seltener
verwendet. Nach aktuell zugiinglicher Literaturlage wurde einmalig der Gebrauch einer
Ionenaustauschsiule beschrieben. Hierbei stand die Erforschung direkter und korrelieren-
der Reaktionen auf die Selektion von IGs in P. lanceolata im Vordergrund [81].

Der vermehrte Gebrauch von unpolaren C18-Siulen zur fliissigchromatographischen

Analytik von IGs ldsst sich vermutlich darauf zuriickfiihren, dass diese Phase zurzeit die
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gingigste stationire Phase in der HPLC-Analytik darstellt. Interessant ist hierbei, dass
zur DC-Analytik im Gegensatz zur HPLC am héufigsten polares Kieselgel als stationére
Phase Anwendung findet. Wahrscheinlich spielt auch hier - ebenso wie bei der HPLC - die
gingigere Verwendung dieser stationidren Phase eine Rolle und nicht die beste Eignung
aufgrund analytischer Kriterien.

Die am haufigsten in der Literatur eingesetzte stationidre C18-Phase wurde in der Regel
mit Wasser als Eluent A und Acetonitril oder Methanol als Eluent B gefahren (Tabel-
le 1.10).

Tabelle 1.10: Ubersicht der in der Literatur beschriebenen mobilen Phasen zur IG-
Analytik via HPLC. Die Literaturstellen sind, nach ihrem stirker eluierenden B-Eluenten
eingeteilt, alphabetisch aufgelistet. Beriicksichtigt wurden ausnahmslos Systeme, die an
stationdren RP18-Phasen Einsatz fanden.

Eluent B der mobilen Phase Literatur

Acetonitril [18, 29, 78, 104, 105, 107, 116, 117, 118, 119,
121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128]

Methanol [95, 99]

Acetonitril [29, 107, 116, 118, 127, 128] findet als Komponente der mobilen B-Phase
deutlich hiufiger Verwendung als Methanol [95, 99]. Die UV-Grenze fiir Acetonitril bzw.
Methanol betrdgt 190 nm bzw. 205 nm [129, S. 78]. Eine niedrigere Eigenabsorption des
Losungsmittels ermdglicht eine bessere Absorption der zu untersuchenden Substanzen.
Gerade bei den schwach absorbierenden IGs ist dies erstrebenswert.

Zudem unterscheiden sich die beiden organischen Losungsmittel in ihrer Viskositéit 1 mit
0,37 mPA s bzw. 0,60 mPA s fiir Acetonitril bzw. Methanol [129, Seite 77]. Je viskoser
die mobile Phase, desto hoher sind die resultierenden Driicke in der Sdule. Eine niedrigere
Viskositéit ermoglicht damit eine schonendere Methodenentwicklung. Dariiber hinaus
konnen Anderungen in der mobilen Phase grundsitzlich Einfluss auf die Basislinie des
Chromatogramms haben. Eine suboptimale Eluenten-Mischung, wie sie bei einem Gradi-
enten aus Wasser und Methanol zustande kommt, kann einen Basisliniendrift verursachen
[129, Seite 362]. Je steiler der Gradient, desto offensichtlicher der Drift. Bei Acetonitril ist
dieser Effekt deutlich geringer, wie interne Versuche zeigten. Insgesamt kann Acetonitril
damit als geeigneter zur IG-Fingerprintanalytik eingestuft werden als Methanol.

Hiufig wird in der HPLC-Analytik der mobilen Phase Séure zugesetzt, um eine vollstandi-
ge Protonierung von OH-Gruppen und damit schirfere Peaks an der RP-Phase zu erhalten.
Dies trifft auch fiir die HPLC-Analytik von IGs zu (Tabelle 1.11). Der Zusatz anderer
Additive, wie z.B. Basen, wurde bis dato nicht in diesem Zusammenhang beschrieben.
Als Sédureadditive finden in der Literatur zur fliissigchromatographischen IG-Analytik
TFA [95, 116, 122], Phosphorsédure [105, 124], Ammoniumacetat [104] und Ameisen-
sdure [118, 119, 123, 125] Verwendung, wobei letzteres am hiufigsten genutzt wird. Die
Additivkonzentrationen liegen meist zwischen 50 ppm [116] und 0,5% [95, 105, 118];
fiir Ameisensdure zwischen 0, 1% [123, 125] und 0,5% [118]. Hierbei ist zu beachten,
dass fiir MS-gekoppelte HPLC-Systeme fliichtige Additive wie Ameisensdure, Acetat
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Tabelle 1.11: Ubersicht der in der Literatur beschriebenen Additive zur mobilen Phase,
welche in Kombination mit einer stationidren C18-Phase verwendet wurden. Die Sdure
wurde entweder nur zu Eluent A oder zu Eluent A und B hinzugefiigt, als Eluent A wurde
ausnahmslos Wasser eingesetzt.

Additiv Konzentration Literatur
ohne Zusatz a [18, 29, 78, 95, 99, 107, 121, 126, 127]
Ameisensdure 0,1% [120, 123, 125]
0,2% [119]
0,5% [118]
Ammoniumacetat  0,5% [104]
Phosphorsiure 0,3% [124]
0,5% [105]
TFA 50 ppm [116]
0,5% [95]
b [122]

4 entfillt
b nicht angegeben

und TFA benoétigt werden [130, Seite 85]. TFA fiihrt zu unerwiinschten Memoryeffekten
in der MS-Analytik. Zudem trégt es in vielen Fillen zu einer Ionenunterdriickung bei
[130, Seite 85] und ist bei MS-Kopplungen zu vermeiden. Phosphorsiure ist aufgrund
ihres nicht-volatilen Charakters in der MS-Analytik nicht bzw. nur bedingt geeignet. Es
werden auch erfolgreiche Chromatographieergebnisse ohne Sdurezusatz an RP18-Phasen
publiziert [78, 99, 107, 121, 127].

Auch die Detektion der Untersuchungssubstanzen stellt einen entscheidenden Punkt in
der HPLC-Methodenentwicklung dar. Insbesondere hier lag in der vorliegenden wissen-
schaftlichen Arbeit der Fokus auf den relativ chromophorarmen und damit UV-metrisch,
verglichen mit den PEs, weniger selektiv erfassbaren IGs. PEs absorbieren auch bei
hoheren Wellenldngen und konnen daher selektiver detektiert werden. Tabelle 1.12 bietet
eine ausgewihlte Ubersicht der in der Literatur angewendeten HPLC-gekoppelten De-
tektionsarten. Primir wird an dieser Stelle die Detektion der IGs, sekundir die der PEs
beriicksichtigt.

In der Literatur werden zur Detektion von IGs (und PEs) UV-metrische (UV, UV/VIS,
DAD, PDA) [18, 78, 81, 117, 121], MS-spektrometrische [116, 123, 127, 128] sowie
vereinzelt NMR-spektroskopische [95] Detektionsarten genutzt. Géngig ist auch die Kopp-
lung von UV-metrischer und MS-spektrometrischer Detektion [99, 101, 103, 104, 107].
IGs werden in der Literatur bei UV-metrischer Vermessung bei Wellenléingen zwischen
204 nm [18, 29] und 254 nm [105] detektiert. IGs, die bei 254 nm analysiert werden, wei-
sen chromophorreichere Strukturen als die hier vorliegenden 1Gs auf. Ausnahmen stellen
Verbenalin und Deacetylasperulosidsduremethylester dar, die, obwohl kein ausgeprigtes
chromophores System vorhanden ist, beide bei 240 nm detektiert werden [124, 125].
Im Einklang dazu werden Asperulosid und Deasperulosidsduremethylester bei 233 nm
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Tabelle 1.12: Ubersicht der in der Literatur beschriebenen HPLC-gekoppelten Detekti-
onsarten von IGs. Literatur zur Erfassung der in der Arbeit betrachteten IGs und PEs bzw.

anderer IGs und PEs, gekennzeichnet mit ,,+*, bzw. keiner Detektion der Stoffgruppen

G-
Literatur ~ Detektion (A) IGs PEs
[116] MS Aucubin, Catalpol -
[95] UV 210 nm), MS  + -
[95] NMR + -
[101] UV (208 nm), MS  Aucubin, Catalpol -
[117] UV (233 nm) Asperulosid, Deacetylasperu- -
losidsdauremethylester
[118] DAD Globularin -
[118] MS Globularin -
[119] UV, MS Globularin -
[128] MS + -
[121] UV-VIS (204 nm)  Aucubin -
[122] UV (205 nm) Aucubin, Catalpol -
[123] MS Asperulosid, Deacetylasperu- -
losidsduremethylester
[81] UV-VIS Aucubin, Catalpol -
[103] UV (208 nm), MS  Aucubin -
[124] UV (240 nm) Verbenalin Verbascosid
[78] DAD (241 nm) + -
[125] UV (240 nm), MS  Deacetylasperulosidsdureme- -
thylester
[29] DAD (204 nm) Aucubin, Catalpol -
[107] UV (210 nm), MS  Aucubin, Catalpol -
[105] PDA (254 nm) + -
[18] DAD (204 nm) Aucubin, Catalpol +
[18] DAD (330 nm) + Verbascosid
[104] DAD, MS Asperulosid -
[99] PDA, MS + -
[126] PDA, MS + -
[127] MS + -

bestimmt Dimov etal. [117].

Aucubin und Catalpol werden vornehmlich bei niedrigeren Wellenldngen untersucht:
204 nm [29, 121], 205 nm [122], 208 nm [101, 103] und 210 nm [107].

PEs, die in der Literatur zusammen mit den IGs analysiert werden, werden entweder
simultan bei der gleichen Wellenldnge [124] oder separat quantifiziert [18]. Im ersten
Fall liegt diese bei 240 nm, im zweiten bei 330 nm. Alles in allem existieren ausreichend
Daten zur HPLC-Analytik von IGs. Es werden auch 1Gs, die fiir P. lanceolata postuliert
werden, in der Literatur behandelt, jedoch existiert bis dato keine Fingerprintmethode
mittels HPLC-UV fiir diese. Die Datenlage bildet somit ein gutes Fundament zur Entwick-
lung einer geeigneten HPLC-Fingerprintmethode fiir IGs und PEs des Spitzwegerichs.

Tabelle 1.13 fasst eine Auswahl der bisher aufgefiihrten Daten zusammen.



Tabelle 1.13: Ubersicht der in der Literatur beschriebenen HPLC-Systeme zur Analytik von IGs und PEs. Angegeben sind die verwendeten stationiren und
mobilen Phasen sowie Detektion. Weiter wird gekennzeichnet, ob die Untersuchungen an P. lanceolata vorgenommen wurden sowie ob bzw. welche relevanten
IGs und gegebenenfalls auch PEs untersucht wurden. Positive Ergebnisse werden mit einem ,,+“-, negative mit einem ,,-“-Zeichen dargestellt.

Literatur  stationire Phase mobile Phase Detektion P lanceolata 1Gs PEs
[116] C18 Wasser mit 50 ppm TFA (A), Acetoni- MS - Aucubin, Catalpol -
tril (B)
[95] C18 Wasser (A), Methanol (B) UV (210 nm), MS - + -
[95] C18 D,0O (A), Methanol (B) NMR - + -
[117] C18 nicht angegeben UV (233 nm) - Asperulosid, Deacetylas- -
perulosidsduremethyles-
ter
[118] C18 Wasser mit 0,5% Ameisensdure (A), DAD - Globularin -
Acetonitril (B)
[118] C18 Wasser mit 0,5% Ameisensdure (A), MS - Globularin -
Acetonitril mit 0,5% Ameisensiure (B)
[119] Cl18 Wasser mit 0,2% Ameisensdure (A), UV, MS - Globularin -
Acetonitril (B)
[120] C18 Wasser mit 0,1% Ameisensdure (A), MS - + -
Acetonitril mit 0, 1% Ameisensiure(B)
[121] C18 Wasser (A), Acetonitril (B) UV (204 nm) - Aucubin -
[122] C18 Wasser mit TFA (pH = 2,3, A), Aceto- UV (205 nm) - Aucubin, Catalpol -
nitril mit TFA (B)
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Tabelle 1.13: Ubersicht der in der Literatur beschriebenen HPLC-Systeme zur Analytik von IGs und PEs. Angegeben sind die verwendeten stationiren und
mobilen Phasen sowie Detektion. Weiter wird gekennzeichnet, ob die Untersuchungen an P. lanceolata vorgenommen wurden sowie ob bzw. welche relevanten
IGs und gegebenenfalls auch PEs untersucht wurden. Positive Ergebnisse werden mit einem ,,+“-, negative mit einem ,,-“-Zeichen dargestellt.

Literatur  stationdre Phase mobile Phase Detektion P. lanceolata 1Gs PEs

[123] C18 Wasser mit 0,1% Ameisensdure (A), MS - Asperulosid, Deacetylas- -
Acetonitril (B) perulosidsduremethyles-

ter

[124] C18 Wasser mit 0,3% Phosphorsidure (A), UV (240 nm) - Verbenalin Verbascosid
Acetonitril (B)

[78] C18 Wasser mit 0,1% Ameisensdure (A), DAD (241 nm) - + -
Acetonitril (B)

[125] C18 Wasser mit 0,1% Ameisensdure (A), UV (240 nm), MS - Deacetylasperulosidsdure- -
Acetonitril mit 0, 1% Ameisensiure (B) methylester

[29] C18 Wasser (A), Acetonitril (B) DAD (204 nm) + Aucubin, Catalpol -

[107] C18 Acetonitril-Wasser-Ameisensdure- UV 210 nm), MS - Aucubin, Catalpol -
Gemisch (5:95:0,1, v/v/v)

[105] C18 Wasser mit 0,5% Phosphorsidure (A), PDA (254 nm) - + -
Acetonitril (B)

[18] C18 Wasser (A), Acetonitril (B) DAD (204 nm) - Aucubin, Catalpol +

[18] Wasser (A), Methanol (B) DAD (330 nm) - + Verbascosid

[104] C18 Wasser mit 0, 5% Ammoniumacetat (A), DAD , MS - Asperulosid -

Acetonitril (B)
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Tabelle 1.13: Ubersicht der in der Literatur beschriebenen HPLC-Systeme zur Analytik von IGs und PEs. Angegeben sind die verwendeten stationiren und
mobilen Phasen sowie Detektion. Weiter wird gekennzeichnet, ob die Untersuchungen an P. lanceolata vorgenommen wurden sowie ob bzw. welche relevanten
IGs und gegebenenfalls auch PEs untersucht wurden. Positive Ergebnisse werden mit einem ,,+“-, negative mit einem ,,-“-Zeichen dargestellt.

Literatur  stationire Phase mobile Phase Detektion P lanceolata 1Gs PEs
[99] C18 Wasser (A), Methanol (B) PDA, MS - -
[126] C18 Wasser (A), Acetonitril (B) PDA, MS - -
[127] C18 Wasser mit 0,1% Ameisensdure (A), MS - + -
Acetonitril (B)
[81] Carbopac PA1 Natronlauge-Wasser-Gemisch uv + Aucubin, Catalpol -
(=Ionenaus-
tauschséule)
[101] HILIC Acetonitril (A), Wasser (B) UV (208 nm), MS - Aucubin, Catalpol -
[117] HILIC Acetonitril mit 2% THF (isokratisch) UV (233 nm) - Asperulosid, Deacetylas- -
perulosidsduremethyles-
ter
[103] HILIC Wasser mit 1% Essigsdure und 20 uM UV (208 nm), MS  + Aucubin -

Nactriumacetat (A), Acetonitril (B)
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1. EINLEITUNG: ALLGEMEINES ZUR PFLANZE UND EINORDNUNG DER ARBEIT IN DEN
WISSENSCHAFTLICHEN KONTEXT 50

AbschlieBend ist festzuhalten, dass bis dato weder eine HPLC-Fingerprintmethode zur IG-
noch zur PE-Analytik fiir P. lanceolata existiert. Untersuchungen der IGs in P. lanceolata
aus der Literatur beschrinken sich auf die beiden Hauptiridoidglykoside Aucubin und
Catalpol [29, 81, 103]. Dies ist vermutlich auch der deutlich hoheren Konzentration
dieser beiden im Vergleich zu den anderen IGs in der besagten Pflanze geschuldet, wie in
Kapitel 3 bzw. 3.3.1 begriindet und in den dort préasentierten Abbildungen 3.5 und 3.6
veranschaulicht. Folglich stellt die Suche nach einer HPLC-Fingerprintmethode zur
Analytik der bioaktiven Stoffgruppen IGs und PEs des Spitzwegerichs Neuland dar und

ist dariiber hinaus eine duflerst komplexe analytische Herausforderung.
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Kapitel 2

Zielsetzung

Im Fokus der Arbeit lag die qualitative sowie quantitative Analytik der prominentesten
IGs und PEs des Spitzwegerichs. Fiir ausgewihlte Vertreter beider Stoffgruppen sollte
erstmalig eine simultane Fingerprintmethode per (HP)TLC bzw. HPLC-DAD entwi-
ckelt werden. Neben der im Vordergrund stehenden Analyse der Frischpflanze, sollte
die Methode auch in der qualitétssichernden Routineanalytik anderweitiger Spitzwege-
richzubereitungen mit abweichenden Matrizes verwendet werden konnen. Aufgrund der
anspruchsvolleren Analytik der chromophorarmen IGs im Vergleich zu den chromophor-
reichen PEs richtete sich hierbei das Hauptaugenmerk auf die Analytik der IGs. Bereits
beschriebene Analysemethoden sollten auf ihre Eignung zur Fingerprintanalytik getestet,
weiterentwickelt und die optimierte Methode validiert werden.

Im Zentrum stand dariiber hinaus die Analyse der Hauptkomponenten der IGs (Aucu-
bin und Catalpol) und PEs (Verbascosid) in den frischen Blittern von P. lanceolata
in Abhéngigkeit der Bliitezeit dreier aufeinander folgender Jahre zur Festlegung eines
idealen Erntezeitpunkts. In diesem Kontext sollten bereits postulierte saisonale Verldufe
dieser Verbindungen des Spitzwegerichs iiberpriift werden. Zur Analyse des frischen
Pflanzenmaterials sollte auBerdem der Wassergehalt des FP-Materials bestimmt und bei
der Gehaltskalkulation beriicksichtigt werden. Wie interne Versuche im Verlauf dieser
Promotion zeigten, iibte dieser einen wesentlichen Einfluss auf die Quantifizierung der
Inhaltsstoffe aus.

Ein weiteres Ziel der Arbeit war es, das in der Literatur postulierte IG- und PE-Muster von
P. lanceolata auf seine Genuinitit hin zu kontrollieren, wobei sich auf die prominentesten
Vertreter beider Stoffgruppen beschrinkt wurde. Dabei galt es vor allem, potentielle
Methoxyartefakte zu identifizieren.

Uberdies sollten Aucubin und Catalpol fiir weitere, im Rahmen dieser Arbeit durchge-

fiihrte Versuche in entsprechender Reinheit aus der Pflanze isoliert werden.
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Kapitel 3

Isolierung der
Hauptiridoidglykoside aus

P. lanceolata

3.1 Hintergrund und Motivation

Ein Ziel der Arbeit war es, die in P. lanceolata enthaltenen Hauptiridoidglykoside Au-
cubin und Catalpol zu isolieren. Zeitgleich galt es, das genuine Vorkommen der sechs
populérsten fiir P. lanceolata postulierten IGs Aucubin, Catalpol, Globularin, Verbenalin,
Asperulosid und Deacetylasperulosidsduremethylester (Kapitel 1.1.2.2) zu iiberpriifen,
welche nachfolgend zum Teil auch als ,,alle” IGs der Pflanze bezeichnet werden. Dabei
standen speziell die zwei methoxylierten IGs Verbenalin und Deasperulosidsduremethy-
lester im Zentrum. Da die beiden Fragestellungen beziiglich Isolierung und Genuinitit
miteinander verkniipft zu beantworten sind, wurde bei dem Extraktions- und Isolierungs-
vorgehen der Hauptiridoidglykoside konsequent auf Methanol verzichtet, das potentiell
Methoxyartefakten erzeugen kann [90]. Diese Entscheidung erschwerte den Prozess,
die Isolate zu gewinnen, denn Methanol stellt aufgrund seiner Polaritit ein ideales Ex-
traktionsmittel fiir die relativ polaren IGs dar und wird in vielen Fillen zur Gewinnung
von IGs aus P. lanceolata verwendet (Kapitel 1.3). Aktuell existieren keine geeigneten,
methanolfreien Methoden zur Isolierung von IGs aus P. lanceolata (Kapitel 1.3). Polari-
tatsnahe Alternativen wie Wasser [24, 31], Ethanol [37, 92], Wasser-Ethanol-Gemische
[27] oder Butanol [91] werden in der Literatur beschrieben. Diese Methoden mussten zur
Beantwortung der vorliegenden Problemstellung jedoch modifiziert werden. Ein weiterer
Grund fiir die Anpassung der Methoden war, dass die in der Literatur untersuchten IGs
im Allgemeinen unpolarer sind als die in dieser Arbeit behandelten und daher per se iiber
eine hohere Affinitidt zu Ethanol verfiigen als die hier in dieser Arbeit relevanten, relativ
polaren IGs.

Um anderweitige Reaktionen, die genuine Verbindungen veridndern kdnnen, wie Oxi-
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dationsprozesse, zu unterbinden, wurde neben dem Verzicht auf Methanol zusétzlich
darauf geachtet, bestmoglichst unter Ausschluss von Luftsauerstoff und Licht, insbe-
sondere Sonnenlicht, zu arbeiten. Verstirktes Augenmerk lag auf der Einhaltung eines
neutralen pH-Bereiches, da insbesondere fiir saure Milieus in der Literatur eine sofortige,
irreversible Polymerisierungsreaktionen fiir Aucubin und Catalpol nach Abspaltung der
Zuckereinheit berichtet werden [26, 36]. Ursédchlich dafiir ist vermutlich die hohe Reakti-
vitiit der infolge von sauren Hydrolysereaktionen freigesetzten Aglyka der genannten IGs

untereinander [36].

3.2 Strategie

Das strategische Vorgehen beruhte auf dem Hintereinanderschalten moglichst vieler ver-
schiedener Trennprinzipien. Das Ziel dabei war die maximale Anreicherung der erwiinsch-
ten und maximale Abreicherung der unerwiinschten Substanzen zur schnellen Gewinnung
der Reinisolate. Fraktionskontrollen fanden DC-geleitet statt. Aus Ermangelung einer
optimalen, fiir IGs spezifischen und selektiven Anfiarbungsmoglichkeit sowie eines aus-
reichend guten DC-FlieBmittel-Systems fiir P. lanceolata in der Literatur wurde parallel
zur Isolierung an einer Optimierung dieser beiden Parameter gearbeitet. Die verwendeten
DC-FlieBmittel-Methoden sowie Derivatisierungen variierten deshalb im Verlauf des
Isolierungsprozesses. Im Zuge dessen weichen auch die Re-Werte der Inhaltsstoffe ab,
verstirkt durch unkontrollierbare AuBBenparameter wie Temperaturschwankungen und
Luftfeuchtigkeit. Zur Identifizierung der Aucubin- und Catalpolbande wurden deshalb
Referenzlosungen auf der DC mitgefiihrt. Die Bande auf Hohe des Aucubins im Extrakt
war deutlich stirker sichtbar als die des Catalpols. Deshalb wurde rasch auf das Mitfiithren
von Catalpol verzichtet. Bestidrkt wurde dieser Entschluss durch das nahe Zusammenlie-
gen beider Banden. Die beiden Verbindungen zeigen eine sehr hohe Strukturdhnlichkeit
mit einzigem Unterschied in der Epoxidgruppe (Catalpol) bzw. Doppelbindung (Aucubin)
zwischen C7 und C8. Damit haben sie auch eine sehr dhnliche Polaritit und verhalten sich
chemisch sehr @hnlich. Folglich wurde unter der Primisse gearbeitet, dass aucubinhaltige
Fraktionen zwangslaufig auch Catalpol beinhalten. Im spéteren Verlauf wurde auch auf
das Mitfiihren des Aucubins verzichtet, da es ausreichend gut anhand seiner Farbung und
Lage im DC und der intensiven Farbung in den entsprechenden Fraktionen identifizierbar
war. Die Isolierung der I1Gs aus P. lanceolata wurde schlussendlich nach folgendem
Schema durchgefiihrt (Abbildung 3.1).
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Abbildung 3.1: Schema der Isolierung von Aucubin und Catalpol aus P. lanceolata. Angegeben sind die eingesetzte Drogenmenge an Spitzwegerichkraut sowie
die erhaltenen Mengen an Fraktionen im Extraktions- und Isolierungsprozess. Dabei wurden die Extrakte mittels Petrolether (PE), Ethylacetat (EtOAc), Ethanol
(EtOH), 50%-iger Ethanol (50% EtOH) nach sukzessiver Extraktion des Pflanzenmaterials gewonnen, die Fraktionen F1-4 nach CC an Sephadexmaterial (CC
Sephadex), die Fraktionen C1-7 nach CPC, die Fraktionen CC.1-10 nach CC an Kieselgel (CC Kieselgel), die Fraktionen F1-F7 nach MPLC an Kieselgel
sowie alle Isolate wurden nach priparativer HPLC-Aufarbeitung erhalten.
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3.3 Ergebnis und Diskussion

3.3.1 Extraktion und Isolierung

Als initialer Schritt wurde das vorbereitete Drogenmaterial 2 (Kapitel 10.5) einer suk-
zessiven elutropen Extraktion unterzogen (Kapitel 3.5.7). Knapp 1,6 kg pripariertes
Drogenmaterial wurden dazu nacheinander mit vier Extraktionsmitteln steigender Pola-
ritdt behandelt: Petrolether, Ethylacetat, Ethanol und 50%-igem Ethanol. Priméires Ziel
war das Herauslosen der relativ polaren 1Gs durch polare Losungsmittel. Mithilfe des
unpolaren Petrolethers und mittelpolaren Ethylacetats als Extraktionsmittel sollten die
1Gs von unpolareren Nebenkomponenten abgetrennt und in einem der ethanolhaltigen
Extrakte konzentriert werden. Das hochste Aufkommen an Aucubin und Catalol befand
sich im Ethanolextrakt, gefolgt von 50%-igem Ethanolextrakt, erkennbar an den mitge-
fithrten Referenzen. Fiir Aucubin mit R¢ 0,44 waren unter VIS braune Banden (B) bzw.
blaue Banden (C) sowie unter 366 nm dunkle Banden (B) eindeutig sichtbar. Catalpol
mit Ry 0,39 konnte anhand der braunen Bande (VIS, B) bzw. heller Fluoreszenz (366 nm,
B) eindeutig im DC identifiziert werden (Abbildung 3.2).

254 nm

366 nm

VIS
_
_

12 3456 123456 12 3456

Abbildung 3.2: Ubersichts-DC der sukzessiven Extraktion. Detektion von oben nach
unten: 254 nm, 366 nm und Tageslicht (VIS), Derivatisierung von links nach rechts:
underivatisiert (A), Vanillin-HCI 1 (B) und Ehrlich-Reagenz (C) je 15 min bei 120°C,
Auftragung von links nach rechts: gewonnene Extrakte aus Petrolether (1), Ethylacetat (2),
Ethanol (3) und 50%-igem Ethanol (4, je 50 pg) sowie die Referenzsubstanzen Aucubin
(5, 2 ng, Rf 0,44) und Catalpol (6, 2 ng, R 0,38), stationére Phase: Kieselgel, mobile
Phase: FM-System 1.
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Chlorophyll war in allen Extrakten mit Ausnahme des 50%-igem Ethanolextraktes nach-
weisbar, erkennbar an der griinen (VIS) bzw. rot fluoreszierenden Bande (366 nm) auf
Hohe der FlieBmittelfront. Auch vorhandenes Verbascosid (hellblaue Fluoreszenz bei
Rf 0,83, 366 nm, A, B, C bzw. Fluoreszenzloschung unter 254 nm) konnte nicht vollstin-
dig von den gesuchten IGs, die vor allem in F3 vorzufinden waren, separiert werden. Trotz
des Vorhandenseins unpolarer Verbindungen wurde der Ethanolextrakt weiter aufkonzen-
triert, da dort die hochste IG-Menge zu finden war. Im ersten Anreicherungsschritt wurde
der aucubin- und catalpolhaltige Ethanolextrakt einer offenen Sdulenchromatographie
an Sephadex® LH-20 Material unterzogen (Kapitel 3.5.8). In dieser Methode wurde das
Zusammenwirken zweier Trennstrategien genutzt: Groflenausschluss und Adsorption. Da
es eine groBe Menge an Extrakt aufzutrennen galt, wurde sich fiir die Uberladung der
Sédule entschieden. Als Elutionsmittel diente 70%-iger Ethanol. Diese Bedingungen haben
bereits in vorhergehenden arbeitskreisinternen Versuchen zu einer effektiven Vortrennung
groBBer Mengen diverser Extrakte gefiihrt. Ein Teil dieses Extraktes (53,2 g von 97,2 g)
konnte dabei erfolgreich in vier Fraktionen (F1-F4) separiert werden (Abbildung 3.3).

A B

366 nm 254 nm

VIS

Abbildung 3.3: Ubersichts-DC der Fraktionierung des ethanolischen Extraktes iiber eine
offene Sephadexsdule. Detektion von oben nach unten: 254 nm, 366 nm und Tageslicht
(VIS), Derivatisierung von links nach rechts: underivatisiert (A), Vanillin-HCI 1 fiir 4 min
bei 120°C (B), Auftragung von links nach rechts: F1-F4 (1-4, je 0,30 mg) sowie die
Referenzsubstanz Aucubin (5, 2 ng, Ry 0,58), stationédre Phase: Kieselgel, mobile Phase:
FM-1.
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Hohe Konzentrationen an Aucubin und Catalpol enhielt vor allem Fraktion F3, gefolgt
von F2, erkennbar an der intensiv braun gefarbten Bande mit R¢ 0,58. Im Gegensatz zu
den anderen drei Fraktionen konnten in F3 zwei weitere stark braun gefdrbte Banden
bei R¢ 0,74 und 0, 80 (VIS, B) sichtbargemacht werden. Aufgrund der braunen Fiarbung
konnte es sich hierbei um weitere IGs handeln. Hervorzuheben ist aulerdem, dass durch
diesen Separationsschritt die IGs mit Erfolg vom Hauptphenylethanoid Verbascosid abge-
trennt werden konnten. Dieses befand sich fast ausschlieBlich in Fraktion F4 als hellblau
fluoreszierende Zone mit Ry 0,90 unter 366 nm in A und B bzw. schwarze Fluoreszenzlo-
sung bei 254 nm in A. Auflerdem fand eine klare Abtrennung von nicht bekannten, auf der
Startlinie verbleibenden Substanzen statt. Diese waren lediglich in F1 und F2 enthalten. In
allen vier Fraktionen konnte jedoch weiterhin Chlorophyll detektiert werden. Weiter auf-
konzentriert wurde letztendlich die IG-reiche Fraktion F3 (35,4 g). Ein Teil von F3 wurde
im nédchsten Anreicherungsschritt einer zentrifugalen Verteilungschromatographie (CPC,
Kapitel 3.5.9) unterzogen. Dieses Verfahren erzielte in Vorversuchen vielversprechende
Ergebnisse und setzte sich damit gegeniiber der Alternative Mitteldrucksdulenchroma-
tographie (MPLC) durch, die weder im Normal- noch im Umkehrphasensystem eine
passable Separation ergab (Ergebnisse nicht dargestellt). Weiter galt es, eine relativ grofle
Menge der Fraktion F3 zu separieren (8,63 g). Pro Durchlauf konnte bis zu 2,0 g Bela-
dungsmenge erfolgreich chromatographiert werden. Die im ersten Durchgang erzielten
sieben Fraktionen C1-C7 konnten in weiteren Liufen auf insgesamt zehn ergiinzt werden.
Fraktion C4 differenzierte sich dabei weiter in die Fraktionen C4.1, C4.2 und C4.3; C5
in C5.1 und C5.2 aus. Zum besseren Vergleich der erhaltenen Einzelfraktionen C1-C7
zur Ausgangssituation wurde die Mutterfraktion F3 im Ubersichts-DC mitgefiihrt. Dies
eriibrigte auch das Mitfithren der Referenzsubstanzen. Um Verunreinigungen in den
aucubin-/catalpolreichen Fraktionen C5.1 und C5.2 erkennen zu konnen, musste eine
geniigend hohe Menge an Fraktion aufgetragen werden. Dies fiihrte jeweils zu einer
Uberladung der stationiren Phase und somit zu einer Bandenverbreiterung besagter IGs.
Es wurden diverse Derivatisierungsreagenzien angewendet, um falsch-positiven sowie
falsch-negativen Ergebnissen vorzubeugen. Hierbei kamen Anisaldehyd-Schwefelsdure
und Vanillin-HCI 2-Reagenz sowie konz. HCI zum Einsatz. Zudem wurden jeweils alle
Detektionsmodi (254 nm, 366 nm und VIS) analysiert. Davon werden hier der Uber-
sichtlichkeit halber lediglich drei der aussagekriftigsten Chromatogramme prisentiert
(Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.4: Ubersichts-DC der CPC-Fraktionierung bei verwendetem Drei-
Komponenten-Zwei-Phasen-System Ethylacetat/Ethanol/Wasser (2:1:2, v/v/v). Derivati-
sierung und Detektion von oben nach unten: underivatisiert, 254 nm (A), Vanillin-HCI 2,
366 nm (B) und konz. HCI, VIS (C) fiir 5-10 min bei 115-120°C, Auftragung von links
nach rechts: Fraktionen C1-C7 (1-12) sowie die Mutterfraktion F3 (13), Auftragemenge:
1: 25 ug C1, 2: 25 ng C2, 3: 50 pg C3, 4: 50 ug C4.1, 5: 50 ug C4.2, 6: 15 ug C4.3, 7:
SugCs.1,8:25 ug C5.1,9: 5 ug C5.2, 10: 25 ug C5.2, 11: 25 pug C6, 12: 25 ug C7, 13:
50 pg F3, stationére Phase: Kieselgel, mobile Phase: FM-System 2.

Aucubin/Catalpol konnte ausreichend gut bei R¢ 0,42 (gemeinsamer R¢-Wert, da nicht ein-
deutig trennbar) im Fingerprint der Mutterfraktion identifiziert werden. Das Vorkommen
der IGs konnte mit zunehmender Menge in den Fraktionen C4.3, C5.1 und C5.2 regis-
triert werden, erkennbar an der zunehmend stark braun gefiarbten Bande (B, C). Demnach
wurde Fraktion C5.2 zur weiteren Aufkonzentrierung favorisiert. Neben der Identifizie-
rung und semi-quantitativen Einstufung des Aucubingehalts, galt es Verunreinigungen
qualitativ und semi-quantitativ abschitzen zu kénnen. Dies half bei der Entscheidung
iber die nachfolgende Aufreinigungsmethode. Zusitzliche Banden in allen drei aucubin-
/catalpolhaltigen Extrakten konnten ober- und unterhalb der Aucubin-/Catalpolzone
deutlich ausfindig gemacht werden (A, B, C). Speziell auf der underivatisierten DC
konnte {iberpriift werden, ob auch Substanzen enthalten waren, die das gleiche chemi-
sche Verhalten bei der DC zeigen, wie Aucubin und Catalpol. Auf der verwendeten
Kieselgelplatte ist keines der Hauptiridoidglykoside detektierbar. Dies bedeutete im Um-
kehrschluss: waren in aucubin-/catalpolhaltigen Extrakten, Zonen auf Hohe der besagten
IGs im underivatisierten Zustand sichtbar, lagen héchstwahrscheinlich polaritétsidhnli-
che Verunreinigungen im entsprechenden Extrakt vor. Dies konnte sowohl bei Fraktion
C4.3 als auch bei Fraktion C5.1 festgestellt werden (A). Aus diesem Grund wurde die
reinere Fraktion C5.2 zur weiteren Anreicherung der gewiinschten 1Gs herangezogen.

Auch in den anderen, nicht dargestellten Chromatogrammen konnten Verunreinigungen
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detektiert werden. Diese entsprachen weitgehend den bereits aufgefiihrten Ergebnissen.
Daraus lisst sich schlieen, dass ein zusétzlicher Vorreinigungsschritt der préferierten
Fraktion C5.2 vor der finalen Substanzisolierung sinnvoll ist. Zusammenfassend kann
gesagt werden, dass Fraktion C5.2 sowohl die grof3te Menge an Aucubin und Catalpol als
auch die geringste Menge an DC-nachweisbaren Verunreinigungen enthielt, weswegen
die beiden Hauptiridoidglykoside nach einem weiteren Aufreinigungsschritt aus dieser
Fraktion isoliert wurden. Dazu wurde eine MPLC an polarer Kieselgelphase durchgefiihrt
(Kapitel 3.5.10). Unpolare stationdre Phasen (C18, C8) ergaben hierbei stets schlechtere
Resultate (Ergebnisse nicht dargestellt). Die Wahl der mobilen Phase gestaltete sich
schwieriger. Zum einen, da auf gut geeignetes Methanol verzichtet werden sollte. Zum
anderen, da polarititsdhnliche Gemische mit Wasserbasis auf Kieselgel nicht angewendet
werden konnen. Aus diesem Grund musste auf weniger polare Losungsmittel wie Ethanol
und Ethylacetat als Bestandteile der mobilen Phase zuriickgegriffen werden. Dies fiihrte
zu einer suboptimalen chromatographischen Trennung der sieben resultierenden Fraktio-
nen C5.2.F1-C5.2.F7 (Abbildung 3.5).

Besonders hohe Mengen an Aucubin/Catalpol (gemeinsamer R¢-Wert bei 0,42) wiesen
dabei C5.2.F2-F5 auf, ersichtlich an der braunen Bande bei 366 nm und VIS (B, C). Wei-
ter konnten mehrere Nebenkomponenten in allen Fraktionen detektiert werden zu sehen in
allen derivatisierten Chromatogrammen und allen Detektionsmodi (254 nm, 366 nm und
VIS, B-E). Die im vorhergehenden Schritt der CPC bereits sichtbare Diskrepanz zwischen
den Hauptiridoidglykosiden und diversen Nebenkomponenten wurde nach der MPLC
noch stirker sichtbar. Dies war erkennbar durch die noch massivere Bandenverbreiterung
in dem Ubersichts-DC der MPLC. Die extreme Uberladung der stationiren DC-Phase
bei den Fraktionen C5.2.F2-C5.2.F5 machte das Chromatogramm sehr uniibersichtlich.
Mit einem Faktor von 10~3 wurden deutlich geringere Konzentrationen aufgetragen, mit
dem Ergebnis, dass sich fiir Aucubin und Catalpol nun klar definierte Zonen abzeichnen
(Abbildung 3.6).

Unter Tageslicht ergeben beide Hauptiridoidglykoside eine braune Zone bei R¢ 0,45
und sind nicht voneinander differenzierbar (B). Dagegen ermoglichte die Detektion bei
366 nm durch die deutlich geringere Dosierung der Substanzen eine visuelle Unter-
scheidung der beiden Hauptiridoidglykoside. Aucubin (R¢ 0,45) ist als dunkle Zone zu

erkennen, wohingegen Catalpol (R¢ 0,44) eine blau fluoreszierende Zone aufweist (A).



3. ISOLIERUNG DER HAUPTIRIDOIDGLYKOSIDE AUS P. LANCEOLATA 60

254 nm

366 nm

& i

| T2349%567 1034567

VIS

Abbildung 3.5: Ubersichts-DC der MPLC-Fraktionierung 1 an Kieselgel als stationirer
und einem Ethylacetat-Ethanol-Gradienten als mobiler Phase. Detektion von oben nach
unten: 254 nm, 366 nm und Tageslicht (VIS), Derivatisierung von links nach rechts:
underivatisiert (A) sowie Vanillin-HCI-2 (B), HCI konz. (C), Anisaldehyd-Schwefelsidure
(D), Naturstoffreagenz/Macrogol (E) bei 2-5 min und 120°C, Auftragung von links nach
rechts: Fraktionen C5.2.F1-C5.2.F7 (1-7, je 10 pg), stationire Phase: Kieselgel, mobile
Phase: FM-System 2.

12:8%=

Abbildung 3.6: Ubersichts-DC der MPLC-Fraktionierung 2 an Kieselgel als stationirer
und einem Ethylacetat-Ethanol-Gradienten als mobiler Phase. Detektion von oben nach
unten: 366 nm (A) und VIS (B), Derivatisierung: Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagenz
fiir 2-5 min bei 120°C, Auftragung von links nach rechts: Fraktionen C5.2.F2-C5.2.F5
(1-4, je 0,01 ng) stationére Phase: Kieselgel, mobile Phase: FM-System 2.

Obwohl die Detektionsempfindlichkeit bei 366 nm hoher als bei Tageslicht ist, konn-
ten hierbei keine der bei Uberladung sichtbaren Verunreinigungen mehr auf der DC
erkannt werden und die Hauptiridoidglykoside erfolgreich zur finalen Reindarstellung

angereichert worden sind.
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Die Isolierung der Reinsubstanzen erfolgte via priparativer HPLC-DAD an einer pola-
ren Diolsdule. Die Methoden wurden an die jeweiligen Bedingungen angepasst (Kapi-
tel 3.5.12). Es wurden alle durch die MPLC erhaltenen Fraktionen C5.2.F1-F7 aufgear-
beitet, wobei die Fraktionen C5.2.F2 und C5.2.F3, C5.2.F4 und C5.2.F5 sowie C5.2.F6
und C5.2.F7 aufgrund ihrer Ahnlichkeit vereinigt wurden, um die Aufarbeitung zu be-
schleunigen. Das stationdre Diolmaterial setzte sich in Vorversuchen an der analytischen
HPLC gegeniiber einer unpolaren C18 Phase durch. Wie oben ausfiihrlich erlédutert,
war ein Sdurezusatz im FlieBmittelsystem zu vermeiden. Der an die HPLC gekoppel-
te, auf UV/VIS-Absorption basierende DAD beschrinkte die Auswahl an einsetzbaren
Losungsmitteln. Die IGs von Interesse besitzen im vorliegenden FlieBmittelsystem ein
UV-Maximum unter 200 nm. Deshalb kamen als FlieBmittelkomponenten nur Wasser
und Acetonitril in Frage. Die Gewinnung der beiden Hauptiridoidglykoside ist in Abbil-

dung 3.7 mit einem exemplarischen Trennungslauf wiedergegeben.

DAD1 A, Sig=195,5 Ref=off (ELOS0\ELO50_F4_abzentrifugiert_run3 2015-07-14 13-55-03.0)
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Abbildung 3.7: Exemplarische Darstellung eines priparativen HPLC-Chromatogramms.
Gerit: priaparative HPLC-DAD, stationédre Phase: Diolsédule, mobile Phase: Gradient aus
Acetonitril und Wasser. Details in Kapitel 3.5.12.

Die beiden grof3en, sich iiberlappenden Peaks in der Mitte des Chromatogramms kdnnen
den beiden Hauptiridoidglykosiden Catalpol (tg=9,3 min) und Aucubin (trg=9, 8 min)
zugeordnet werden. Thre suboptimale Trennung wird auf ihre hohe Strukturdhnlichkeit
zuriickgefiihrt. Dabei ist ersichtlich, wie komplex die Trennung der beiden fast identi-
schen Verbindungen ist.

Insgesamt konnten 169,7 mg Aucubin und 48,7 mg Catalpol sowie geringe Mengen
(unter 2 mg) sechs unbekannter Substanzen (P1-P6) erfolgreich isoliert werden. Im
nachfolgenden Kapitel 3.3.2 wird die Identitéts- sowie Reinheitsbestimmung der Isolate

beschrieben.
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3.3.2 Identitit und Reinheit der Isolate

Die Identitdt und Reinheit der in Kapitel 3.3.1 erhaltenen Isolate sollte bestimmt wer-
den. Als identitdtsbestimmende Analysen kamen NMR-spektroskopische Methoden und
LC-MS-Analysen zum Einsatz. Zur NMR-spektroskopischen Vermessung der beiden
Hauptiridoidglykoside wurde Methanol-d4 verwendet. In der Literatur werden neben
deuteriertem Methanol fiir Aucubin [94] und Catalpolderivate [95] auch andere Losungs-
mittel zu NMR-spektroskopischen Analysen herangezogen, wie beispielsweise D,O [96]
und DMSO-dg [97] fiir Aucubin oder Pyridin-ds fiir Catalpolderivate [112]. Die Verwen-
dung dieser alternativen Losungsmittel eriibrigte sich jedoch, da die Substanzen eindeutig
NMR-spektroskopisch in Methanol-d4 identifiziert werden konnten. Das potentiell arte-
faktbildende Losungsmittel Methanol war in diesem Schritt ohne Bedenken anwendbar,
da die bekannten Strukturen der beiden IGs keine Methoxyeinheiten besalen und somit
keine etwaigen Methoxyartefakte darstellen konnten.

Die Reinheit wurde mittels HPLC-DAD bestimmt. Fiir Aucubin wurden weitere Rein-
heitsbestimmungen vorgenommen, da es zu Quantifizierungszwecken in spiteren Ana-
lysen als Referenzsubstanz eingesetzt wurde. Daten aus DCs, Retentionszeiten- und

UV-Spektrenabgleich ergédnzen sowohl Identitéts- als auch Reinheitsmessungen.

3.3.2.1 Aucubin

NMR-Daten aus '"H-NMR, '3C-NMR, HSQC, HMBC, COSY, NOESY (Kapitel 3.5.14)
wurden in Methanol-d4 aufgenommen. Tabelle 3.1 fasst die gemessenen NMR-Daten
zusammen.

Im Aglykon konnten alle Positionen eindeutig zugeordnet werden. Im Zuckerrest war
dies bei zwei Kohlenstoffen nicht zweifelsfrei moglich. Positionen 4’ und 5’ sind folglich
gegenseitig austauschbar. Aufgrund von Signaliiberlappungen der 'H-Protonen an C-4’
und C-5" kénnen ihre Multiplizititen und damit auch ihre zugehdrige Kopplungskonstan-
ten im glukosid nicht genau definiert werden.

Der Abgleich mit NMR-Daten aus der Literatur bestitigt die zu den Positionen zuge-
ordneten Signale und damit die Identitit des isolierten Aucubins. Die von Ersoz etal.
[94] veroffentlichten NMR-Daten in Methanol-d4 sind fast identisch und enthalten um
0,04 ppm hohere 'H-Signale. Die Tieffeldverschiebungen der '3C-Kerne stimmen exakt
mit denen von Ersoz etal. [94] iiberein. Eine maximale Abweichung von £ 0,1 ppm
Oc (entspricht etwa 0, 1%) ist dabei so gering, dass sie vernachlissigt werden kann.
Kontrovers ist jedoch die Zuordnung der '3C-Signale der beiden einzigen CH,-Gruppen
im Molekiil. Bei Ersoz etal. [94] werden diese vertauscht im Gegensatz zu den hier
erhobenen NMR-Daten.
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Tabelle 3.1: NMR-spektroskopische Daten des isolierten Aucubins, vermessen in
Methanol-d4 bei RT an einem AVANCE III 600 Kryo NMR-Spektrometer mit 5 mm
TCI Cryoprobe bei 600,25 MHz ('H-NMR) bzw. 150,95 MHz ('*C-NMR). Angegeben
sind die Positionen inklusive Typ, Kohlenstoff- (6¢)- und Wasserstoffprotonenverschie-
bungen (Jy), Multiplizititen (mult) sowie Kopplungskonstanten (J [Hz]). Mit gleichen
Buchstaben gekennzeichnete Signale bzw. Positionen iiberlappen bzw. sind miteinander
austauschbar.

Molekiilteil ~ Pos. Typ Oc [ppm] Sy [ppm] mult (J [Hz])
Aglykon 1 CH 97,7 4,94 TH, dubl (7,1)

2 -O- - -

3 -CH= 141,6 6,30 1H, dd (6,1/2,0)

4 -CH= 105,7 5,08 1H, dd (6,1/3,9)

5 CH 46,3 2,64 1H, multi (-)

6 -CH 82,9 4,43 1H, multi (-)

7 -CH= 130,3 5,75 1H, br.sg. ()

8 qC 148.0 -

9 CH 47,9 2,88 1H, tr (7,4)

10a -CH, 61,4 4,16 1H, dubl (15,5)

10b 61,4 4,34 1H, dubl (15,3)
Glucosyl i CH 99,9 4,67 1H, dubl (7,9)

2 -CH 74,9 3,21 1H, dd (8,0/9, 1)

3/ -CH 77,9 3,36 1H, dd (8,8)

4’ -CH 71,6% 3,26 1H, m (-)°

5 -CH 78,3 3,27 1H, m (-)

6'a -CH, 62,7 3,64 1H, dd (12,0/5,4)

6'b 62,7 3,85 1H, dubl (4,6)

2 Signale sind miteinander austauschbar

b Signale iiberlappen

Kohlenstoff 10, der in ¢-Stellung zu einer Doppelbindung sowie in direkt Bindung mit
einer OH-Gruppe steht, wurde bei Ersoz etal. [94] bei 62,7 ppm, in dieser Arbeit bei
61,4 ppm detektiert. C-6' hingegen, der ebenfalls direkt an eine OH-Gruppe bindet,
zusitzlich aber in [3-Stellung zu einem heterozyklischen Sauerstoff lokalisiert ist, wird
bei Ersoz etal. [94] bei 62,7 ppm S¢, in der vorliegenden Arbeit bei 61,4 ppm detektiert.
Anhand der in dieser Arbeit gemessenen HMBC-Daten kann die Verkniipfung zwischen
den Kohlenstoffen fiir alle Positionen, also auch fiir C10 und C6’, einwandfrei bestimmt
werden. Auch bei Anwendung anderer Losungsmittel wie z.B. DMSO-d¢ [97] oder D,O
[96] ist die chemische Verschiebung des Kohlenstoffs im Aglykon in Pos. 10 stéirker als
die von C6’ im glukosid.

Eine fast identische Tieffeldverschiebung der '3C-Kerne der hier ermittelten Werte kann
auch fiir Catalpol beobachtet werden (Kapitel 3.3.2.2) und ist im Einklang mit den NMR-
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Daten diverser IG-Derivate in der einschlédgigen Literatur [95, 112].

Zur Uberpriifung der Identitit fanden zusitzlich LC-ESI-MS Analysen Anwendung
(Kapitel 3.5.15). Dabei konnten folgende charakteristische Ionensignale detektiert werden:
[M-H] bei m/z 345, [M+HCOO]" bei m/z 391 und [2M-H] bei m/z 691. Die ersten
beiden detektierten lonenmolekiile inklusive der zugehorigen Masse-/Ladungsverhiltnis-
sen stimmen exakt mit denen iiberein, die Sertic et al. [107] fiir Aucubin erhielten. Identitat

und Reinheit des isolierten Aucubins wurden zudem per DC iiberpriift (Abbildung 3.8).

A B C D

254 nm

366 nm

VIS

12121212

Abbildung 3.8: DC zur Priifung der Identitit und Reinheit des isolierten Aucubins.
Detektion von oben nach unten: 254 nm, 366 nm und Tageslicht, Derivatisierung von
links nach rechts: underivatisiert (A) sowie Anisaldehyd-Schwefelsdure fiir 2 min (B) bzw.
30 min (C) und Vanillin-HCI 2 fiir 3 min (D) bei 120°C, Auftragung: 5 pug der Referenz
(1) sowie 8 pg des Isolats (2), stationédre Phase: Kieselgel, mobile Phase: FM-System 1.

Sowohl bei der Referenz (1) als auch beim Isolat (2) befanden sich in den derivati-
sierten Chromatogrammen (B-D) jeweils nur eine Bande auf der entsprechenden Hohe
(Rf 0,40). Diese ist jeweils braun bzw. dunkel (C, VIS) gefirbt. Im underivatisierten Chro-
matogramm lassen sich in keinem der drei Detektionsmodi Banden erkennen. In allen
derivatisierten Chromatogrammen ist die Bande der Referenz intensiver geférbt als die
des Isolates. Daraus ldsst sich schlieen, dass Aucubin erfolgreich isoliert werden konnte.
Weder mit universal anfarbenden Anisaldehyd-Schwefelsdure (B, C) noch unspezifisch
oxidierendem Vanillin-HCI (D) konnten zusétzliche Banden detektiert werden. Selbst
bei ibermiBig langer Derivatisierung von 30 min (C) statt iiblichen 2 min (B) konnten
mit Anisaldehyd-Schwefelsdure keine weiteren Banden sichtbar gemacht. Daraus wird
geschlussfolgert, dass das Isolat mit keinen organischen Verbindungen verunreinigt war,

die diinnschichtchromatographisch nachweisbar gewesen wiren.
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Die unterschiedlichen Intensititen der Bandenfiarbung zeigen, dass, obwohl das Isolat ho-
her konzentriert aufgetragen wurde, es deutlich weniger Substanz beinhaltet. Dies deutet
darauf hin, dass im Isolat andere, nicht per DC nachweisbare Verunreinigungen wie z.B.
Wasser oder anorganische Verbindungen enthalten sind. Gleiches ldsst sich aus HPLC-
DAD-Analysen schlieen (Kapitel 3.5.13). Diese ergaben fiir das isolierte Aucubin eine
Reinheit von 99,52 + 0,73% bzw. gerundet 100 + 1% (n (Einwaage)=1, n (Messung)=3).
Das bedeutet, dass so gut wie keine organischen Verbindungen mitisoliert wurden. Auch
hier muss die Detektionsfahigkeit des angewendeten Detektionssystems mit einbezo-
gen werden. Mithilfe des DADs kénnen nur Substanzen nachgewiesen werden, die im
UV/VIS-Bereich (190-900 nm) absorbieren. Wasser und anorganische Verbindungen, wie
Natriumionen, konnen damit nicht erfasst werden. Allerdings wurde im Isolierungspro-
zess mit Natronlauge neutralisiert und das dadurch in das Isolierungsprodukt gelangte
Natrium wurde in keinem Schritt explizit entfernt. Deshalb ist davon auszugehen, dass
sich eine bestimmte Menge an Natrium im Isolat befindet. Die marginal vorhandene
organische Hauptverunreinigung wurde durch Vergleich der Retentionszeiten und des
UV-Spektrums mit authentischer Referenz als Catalpol identifiziert. Dies verdeutlicht,
wie schwierig eine ginzliche Separation beider so dhnlicher Hauptiridoidglykoside ist.
Da das isolierte Aucubin in dieser Arbeit als Referenz zur Quantifizierung herangezogen
werden sollte, war es von Bedeutung eine exakte Reinheit zu bestimmen. Hierzu wurden
zwei verschiedene Methoden durchgefiihrt und miteinander verglichen.

Methode 1:

Berechnung der Reinheit des Isolates unter Beriicksichtigung der an- und organischen
Verunreinigungen sowie des Wasseranteils nach folgender Differenzgleichung, wobei

organisch: organische Verunreinigungen, anorganisch: anorganische Verunreinigungen.

Reinheit [%] = 100% — Wasser [%] — organisch [%] — anorganisch [%] 3.1

Enthaltenes Wasser wurde via Karl-Fischer-Titration ermittelt (Kapitel 3.5.16) und be-
lief sich auf 5,72 + 0,29% (n (Einwaage)=3, n (Messung)=1). Aus den HPLC-DAD-
Analysen (Kapitel 3.5.13) ergab sich eine organische Verunreinigung von 0,48 4 0,73%
(n (Einwaage)=1, n (Messung)=3), wie bereits diskutiert. Als anorganische Verunreini-
gungen wurde hier nur Natrium untersucht, da keine anderen anorganischen Komponen-
ten bewusst hinzugefiigt wurden, wie weiter oben begriindet. Der Natriumgehalt von
0,35 £ 0,06% wurde mittels ICP-OES gemessen (n (Einwaage)=2, n (Messung)=1,
Kapitel 3.5.17). Damit resultierte eine Gesamtreinheit des Isolats von 93,45 + 1,08%
bzw. gerundet 93 + 1%. Die erhaltenen Abweichungen wurden addiert, obwohl die
Anzahl der Einwaagen und Messungen nicht exakt iibereinstimmten. Dadurch bedingte

Fehler wurden in diesem Fall als vernachlissigbar eingestuft.
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Methode 2:

Weiter wurde die Reinheit des Isolates mithilfe eines definierten Standards (,,Gold-
standard®, Aucubin 2 (Kapitel 10.2)) ermittelt. Anhand der wihrend der Validierung
erstellten Kalibriergerade (Kapitel 7) wurde fiir das isolierte Aucubin eine Reinheit von
91,98 £ 1,18% bzw. gerundet 92 + 1% ermittelt. Es muss beriicksichtigt werden,
dass die erhaltenen Daten des kéuflich erworbenen Standards sowie des in dieser Arbeit
gewonnenen Isolates ausschlieBlich per HPLC-DAD bestimmt wurden. Diese beziehen
nicht-organische Verunreinigungen nicht mit ein.

In Analogie zu Reinheitsangaben diverser industriell erwerblicher Standards, werden hier
die auf Null Nachkommastellen gerundeten Werte betrachtet und miteinander verglichen.
So stehen die Resultate der berechneten Gesamtreinheit via Additionsverfahren mit
93 £+ 1% dem, der via Kalibriergerade und Goldstandard per HPLC-DAD berechneten,
mit 92 £+ 1% gegeniiber. Unter Beriicksichtigung der Fehlerbereiche von jeweils 1%,
konnen beide Werte als quasi identisch bezeichnet werden. Sie weichen damit deutlich
von der iiber den auf Absorptionskrifte limitierten Reinheitsbestimmungsweg per HPLC-
MaxPlot mit 100 £ 1% Reinheit ab. Aufgrund der quasi identischen Ergebnisse der
Gesamtreinheitsbestimmung wurde fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrte Validierung
(Tabelle 7.5 in Kapitel 7.3.2) letztendlich eine Reinheit des Aucubins von 92% festgelegt.
Schlussendlich kann zusammengefasst werden, dass die isolierte Substanz (Kapitel 3.2)
anhand von durchgefiihrten NMR- und MS-Analysen sowie iiber den Abgleich mit
Literaturdaten eindeutig als Aucubin identifiziert werden konnte. Dadurch eriibrigten
sich weitere strukturverifizierende Analysen, wie beispielsweise die Bestimmung des
Drehwerts. Fiir das Isolat konnte eine Gesamtreinheit von 93 £+ 1% bzw. 92 4+ 1% auf
zwei unterschiedlichen Wegen ermittelt werden. Fiir nachfolgende Analysen wurde mit

einer Reinheit von 92% gerechnet.

3.3.2.2 Catalpol

NMR-Daten aus 'H-NMR, '*C-NMR, HSQC, HMBC, COSY, NOESY (Kapitel 3.5.14)
wurden in Methanol-d4 aufgenommen und dienten zur Charakterisierung des isolierten

Catalpols. Tabelle 3.2 fasst die gemessenen NMR-Daten zusammen.
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Tabelle 3.2: NMR-spektroskopische Daten des isolierten Catalpols, vermessen in
Methanol-d4 bei RT an einem AVANCE III 600 Kryo NMR-Spektrometer mit 5 mm TCI
Cryoprobe bei 600,25 MHz ('H-NMR) bzw. 150,95 MHz (!3C-NMR). Angegeben sind
die Positionen, Kohlenstoff- (§¢)- und Protonenverschiebungen (8y), Multiplizititen
(mult) sowie Kopplungskonstanten (J [Hz]). Mit gleichen Buchstaben gekennzeichnete
Signale bzw. Positionen iiberlappen bzw. sind miteinander austauschbar.

Molekiilteil ~ Pos. Typ oc oy mult (J [Hz)])
Aglykon 1 -CH 95,2 5,03 1H, dubl (9,7)
2 -O- - -
3 -CH= 141,8 6,33 1H, dd (6,0/1,8)
4 -CH= 104,0 5,06 1H, dd (1,3)
5 -CH 39,1 2,26 1H, multi (-)
6 -CH 79,2 3,90 1H, multi® (-)
7 -CH 62,5 3,43 1H, sg (9,7)
8 qC 66,2 -
9 -CH 43,6 2,25 1H, dd (5,8)
10a -CH, 61,6 3,78 1H, dubl (13, 1)
10b 61,6 4,13 1H, dubl (13, 1)
Glucosyl g -CH 99,7 4,76 1H, dubl (8,0)
2 -CH 74,8 3,25 1H, multi® (-)
3/ -CH 71,7 3,39 1H, multi (9,0)
4’ -CH 71,82 3,25 1H, multi® € (-)
5' -CH 78,6% 3,30 1H, multi®® (-)
6'a -CH, 62,9 3,62 1H, dd (12,0/6,5)
6'b 62,9 3,90 1H, multi® (-)

2 Signale sind miteinander austauschbar

b-¢ Signale mit gleichen Buchstaben iiberlappen

Alle Kohlenstoffatome konnten eindeutig den Positionen im Molekiil zugeordnet werden,
mit Ausnahme der C-4’ und C-5’ des glukosids, deren Lokalisierung auch vertauscht sein
konnte (sieche NMR-Daten des isolierten Aucubins im vorhergehenden Kapitel 3.3.2.1).
Signaliiberlappungen lagen bei folgenden ' H-Signalen vor: C-6 des Aglykons mit C-6' der
Zuckereinheit, C-2" mit C-4’ sowie C-5' mit dem Signal des verwendeten Losungsmittels
Methanol-d,4. Hier konnten weder eindeutige Multiplizitdten noch Kopplungskonstanten
bestimmt werden.

Literaturvergleiche mit zwei Catalpolderivaten gemessen in Methanol-d4 [95] sowie
einem Catalpolderivat gemessen in Pyridin [112] stimmen mit den in dieser Arbeit erho-
benen Ergebnissen iiberein und bekriftigen die Identitédt des Catalpols.
Erwartungsgemif} gab es starke Analogien zu den NMR-Daten des isolierten, struktur-

dhnlichen Aucubins (Kapitel 3.3.2.1) sowie gravierende Differenzen fiir ¢ sowie 6y an



3. ISOLIERUNG DER HAUPTIRIDOIDGLYKOSIDE AUS P. LANCEOLATA 68

der Stelle, an der sich beide Strukturen unterscheiden, namlich C-7 und C-8. Wihrend bei
Aucubin zwischen diesen C-Atomen eine Doppelbindung vorliegt, befindet sich bei Ca-
talpol dort eine Epoxidgruppe. Die elektronenziehende, auf sp?-hybridisierten C-Atomen
basierende Doppelbindung verursachte starke Tieffeldverschiebungen von 130,3 ppm
(C-7) und 148,0 ppm (C-8) fiir 8¢, wohingegen die Epoxidgruppe mit 62,5 ppm (C-7)
und 66,2 ppm (C-8) fiir 0¢ die C-Atome wesentlich weniger entschirmt. Analog dazu
verhalten sich die chemischen Verschiebungen der 'H-Kerne. Aucubin weist an Pos. 7
eine Verschiebung von 5,75 ppm auf. Bei Catalpol sind es 3,43 ppm.

Eine weitere, weniger gravierende Differenz zwischen den beiden Hauptiridoidglykosiden
findet sich an C-5. Auch hier sind 0¢ und g im Aucubin stiirker ins Tieffeld verschoben
als bei Catalpol: 46,3 ppm S¢ und 2,64 ppm &y fiir Aucubin versus 39,1 ppm ¢ und
2,26 ppm Oy.

Neben dem FEinfluss der direkten chemischen Nachbarn, tragen stereochemische Effekte
hochst wahrscheinlich einen wesentlichen Teil zu den Unterschieden der chemischen
Verschiebungen bei. Aufgrund der verschiedenen Hybridisierungsarten der C-Atome an
C-7 und C-8 in Aucubin und Catalpol ergeben sich andere raumliche Eigenschaften, die
die restlichen Atome der Verbindung beeinflussen. Zur Uberpriifung der Identitit wurde
zusitzlich die Masse analysiert (Kapitel 3.5.15). Dabei konnten folgende charakteristische
Ionensignale detektiert werden: [M-H]™ bei m/z 361, [M+HCOO]" bei m/z 407 sowie
[2M-H] bei m/z 723.

Die ersten beiden Ionen und Masse-Ladungsverhéltnisse stimmen exakt mit denen iiber-
ein, die Sertic etal. [107] fiir Catalpol postulieren. Ferner wurden Identitit und Reinheit
des isolierten Catalpols diinnschichtchromatographisch iiberpriift (Abbildung 3.9).
Sowohl bei der Referenz (1) als auch beim Isolat (2) befindet sich im mit Vanillin-HCI
derivatisierten Chromatogramm (D) jeweils nur eine Bande mit Ry 0,39. Diese ist blau
(Referenz) bzw. gelb (Isolat) fluoreszierend (D, 366 nm) oder braun gefirbt (D, VIS).
Bei zwei-miniitiger Behandlung mit Anisaldehyd-Schwefelsdure konnte in der Refe-
renzlosung eine weitere Bande bei Rf 0,28 detektiert werden, die im Isolat erst nach
30-miniitiger Erhitzung auftrat. Im underivatisierten Chromatogramm lie3en sich keine
Banden erkennen. In allen derivatisierten Chromatogrammen war die Bande des Isolates
intensiver gefirbt als die der Referenz, also genau anders herum als bei dem isolierten

Aucubin, hervorgerufen durch die unterschiedlich eingesetzten Konzentrationen.

Daraus ldsst sich schlieBen, dass Catalpol erfolgreich isoliert werden konnte. Abgese-
hen von der zusitzlichen Bande im unteren DC-Bereich, die verstirkt bei der Referenz
auftrat, lieBen sich weder mit universal anfarbenden Anisaldehyd-Schwefeldure (B, C)
noch Vanillin-HCI (D) weitere Banden detektieren. Selbst bei iberméBig langer Deriva-
tisierung mit Anisaldehyd-Schwefeldure-Reagenz von 30 min konnten keine weiteren
Banden nachgewiesen werden. Warum sich sowohl in der Referenz als auch im Isolat
eine zusitzliche Bande im unteren Drittel der DC befand, ist unklar. Da in der Referenz
augenscheinlich mehr von dieser Cosubstanz enthalten war, konnte es sich hierbei um ein

lagerungsbedingtes Abbau- bzw. Umwandlungsprodukt des Catalpols handeln. Abgese-
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Abbildung 3.9: DC zur Priifung der Identitit und Reinheit des isolierten Catalpols.
Detektion von oben nach unten: 254 nm, 366 nm und Tageslicht, Derivatisierung von
links nach rechts: underivatisiert (A) sowie Anisaldehyd-Schwefelsdure fiir 2 min (B)
bzw. 30 min (C) und Vanillin-HCI 2 fiir 3 min (D) bei 120°C, Auftragung: 5 pg der
Referenz (1) sowie 8 ng des Isolats (2), stationédre Phase: Kieselgel, FM-System 1.

hen von dieser Nebenverbindung, konnten keine weiteren organischen Verbindungen per
DC ermittelt werden.

Gleiches lésst sich aus den HPLC-DAD Analysen schlieBen (Kapitel 3.5.13). Diese erga-
ben fiir das isolierte Catalpol eine Reinheit von 99,08 £ 0,04% bzw. gerundet 99 + 0%,
was bedeutet, dass auch bei diesem Isolat kaum organische Verbindungen enthalten waren.
Die Testung auf organische Verunreinigungen mittels HPLC-MaxPlot zeigte mit einer
Reinheit von 99 4+ 0%, dass nahezu keine absorptionsfihigen organischen Verunreini-
gungen im isolierten Catalpol vorhanden waren. Auf die Aussagekraft dieses Ergebnisses
mit der angewendeten Methode soll hier nicht ndher eingegangen werden, da dies bereits
im vorhergehenden Kapitel 3.3.2.1 ausfiihrlich erldutert wurde. Auf nicht-organische

Verunreinigungen wurde nicht gepriift.
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Anhand von Abgleichen der Retentionszeit und UV-Spektren des isolierten Aucubins
konnten auch hier Spuren des zweiten Hauptiridoidglykosides nachgewiesen werden.
Schlussendlich kann zusammengefasst werden, dass die isolierte Substanz (Kapitel 3.2)
anhand von durchgefiihrten NMR- und MS-, DC- und HPLC-Analysen sowie iiber den
Abgleich mit einschlédgiger Literatur eindeutig als Catalpol identifiziert werden konnte.

Dadurch eriibrigten sich weitere strukturverifizierende Analysen.

3.3.3 Sonstige isolierte Verbindungen

Die sechs erhaltenen unbekannten Isolate aus Kapitel 3.2 konnten nicht néher charakteri-
siert werden, denn sie konnten im Anschluss an die Gewinnung weder durch Pyridin-ds,
Aceton-dg, Chloroform-dg, DMSO-dg, D,0O, Methanol-d4 noch durch eine Mischung aus
D,0 und Methanol-d4 wieder in Losung gebracht werden.

Die Idee, die Mutterfraktion C5.2 per LC-ESI-MS auf typische Iridoidglykosidfrag-
mente hin zu untersuchen, wurde verworfen. Grund war das Fehlen geniigend charak-
teristischer Fragmentierungsmuster zur eindeutigen Identifizierung von Verbindungen
dieser Stoffgruppe. Wie eine eingehende Literaturrecherche zeigte, ist nach aktuellem
Wissensstand kein einheitliches Fragmentierungsmuster fiir IGs bekannt. Lediglich der
Abgang von Neutralgruppen wie Glukose oder Wasser waren 1G-spezifisch jedoch nicht
selektiv genug. Der Abgang semi-charakteristischer Fragmentionen mit definiertem
Masse-/Ladungsverhiltnis ist ebenso unzureichend, da massengleiche Fragmente nicht

automatisch iiber einen identischen strukturellen Aufbau verfiigen.

3.4 Zusammenfassung

Aucubin und Catalpol konnten erfolgreich aus P. lanceolata isoliert werden. Die Ausbeute
betrug 169,7 mg bzw. 48,7 mg fiir Aucubin bzw. Catalpol. Ihre Gewinnung aus der Pflan-
ze erfolgte ohne den Einsatz von Methanol. Dabei konnten Reinheiten von 100 + 1%
bzw. 99 £ 0% fiir isoliertes Aucubin bzw. Catalpol, gemessen via HPLC-DAD-MaxPlot,
erzielt werden. Das isolierte Aucubin wies eine absolute Reinheit von 92 + 1% auf.

Auferdem konnten geringe Mengen sechs unbekannter Substanzen (P1-P6) isoliert wer-
den. Da es nicht gelang, diese wieder in Losung zu bringen, wurden sie nicht naher

charakterisiert.
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3.5 Material und Methoden

3.5.1 Verwendete Chemikalien und Materialien

Verwendete Chemikalien und Materialien sind den Kapiteln 10.1 und 10.6.1 zu entneh-
men, wobei zur Extraktion die giinstigere, technische Qualitit sowie riickdestilliertes

Losungsmittel verwendet wurden.

3.5.2 Verwendete Referenzen

Als Referenzsubstanzen wurden im Rahmen der Isolierung Aucubin 1, Catalpol 1 und
Catalpol 2 (Kapitel 10.2) genutzt. Den ,,Goldstandard* zur Reinheitsbestimmung des

isolierten Aucubins stellte Aucubin 2 dar.

3.5.3 Verwendetes Drogenmaterial

Das Drogenmaterial 2 (Kapitel 10.5) wurde zur Extraktion mithilfe einer Ultrazentrifu-
galmiihle und einem Siebeinsatz mit einer Lochgréfe von 500 pm pulverisiert (Kapi-
tel 3.5.7).

3.5.4 Verwendete Geriite und Software

Verwendete Gerite und Software befinden sich in den Kapiteln 10.7 und 10.8.

3.5.5 Lyophilisation

Ein geeignetes Verfahren, um Substanzen oder Extrakte in komplett trockener, wasser-
freier Form zu erhalten, stellt die Lyophilisation dar. Diese beruht auf dem Prinzip, dass
der Ubergang des Wassers von fest zu gasformig energetisch giinstiger ist als der vom
fliissigen Zustand aus. In der Durchfithrung wird das zu Trocknende mit Wasser ver-
setzt und eingefroren. Das feste, gefrorene Wasser wird unter Vakuum sublimiert, wobei
schlussendlich ein wasserfreier Feststoff entsteht. Grundlegende Bedingung ist, dass die
zu lyophilisierenden Extrakte bzw. Substanzen zunichst vollstindig 16sungsmittelfrei vor-
liegen miissen. Befinden sich organische Restlosungmittel im Gemisch, taut der gefrorene
Kolbeninhalt wihrend dem Lyophilisationsvorgang auf. Eine vollstindige Sublimation
des Wassers kann somit nicht erfolgen. Es konnte festgestellt werden, dass die gédnzlich
losungsmittelfreien Extrakte am schnellsten und vollstdndigsten zu lyophilisieren waren,
wenn sie in einen 250 mL Kolben gehandhabt wurden, der zu maximal einem Drittel mit
Extrakt und Wasser befiillt war. Ferner zeigte sich, dass besonders trockene und homogene
Pulver enststanden, wenn der mit Wasser versetzte und bei moderater Warmeeinwirkung
(40°C) in Losung gebrachte Extrakt durch Behandlung im Ultraschallbad homogenisiert,
bei 4°C vorgekiihlt und im Isopropanolbad vollstindig gefroren wurde, bevor er der Ly-
ophilisation unterzogen wurde. Aus logistischen und zeitlichen Griinden wurden zudem

Extrakte unter anderen Bedingungen gefroren, wie z.B. bei -20 oder -80°C.
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3.5.6 DC

Erhaltene Fraktionen aus Extraktions- und Isolierungsprozess wurden diinnschichtchroma-
tographisch kontrolliert. Des Weiteren fanden diinnschichtchromatographische Analysen
zur Identitéts- und Reinheitsbestimmung der Isolate Aucubin und Catalpol sowie zur
Verifizierung der Literaturangaben statt.

Fiir alle Untersuchungen wurden als stationédre Phase 20 x 20 cm Kieselgel DC-Platten
der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) verwendet. Die DC-Platten wurden einmalig
unter Kammersittigung (10-60 min) in einer Doppeltrogkammer entwickelt, wobei eine
Laufhohe von 7-8 cm angestrebt wurde. Im Folgenden sind die verwendeten FlieBmittel

(FM)-Systeme ausgelistet.

e FM-System 1:
Ethylacetat p.a./Ethanol p.a./Ameisensiure 98-100% (60:40:2, v/v/v).

e FM-System 2:
Ethylacetat p.a./Methanol p.a./Ameisensdure 98-100% (140:60:5, v/v/v).

e FM-System 3:
Ethylacetat p.a./Methanol p.a./Ameisensdure 98-100% (70:30:5, v/v/v).

Die trockenen, entwickelten Platten wurden mithilfe folgender Reagenzien derivatisiert,
wobei die erhaltenen Chromatogramme zur Dokumentation per Fotodokumentationsge-

rit 1, 2 oder 3 fotografiert und abgespeichert wurden.

e Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagenz [131, Seite 303], modifiziert:
Unter Eiskiihlung wurden der Reihenfolge nach 85 mL Methanol p.a., 10,0 mL
Eisessig und 5,0 mL konzentrierte Schwefelsdure vermischt. In das kiihle Gemisch

wurden 0,5 mL Anisaldehyd pipettiert und vermischt.

e Ehrlich-Reagenz [114, Seite 235]:
0,5 g p-Dimethylaminobenzaldehyd wurden in 50 mL 1 N methanolische Salzsdure
(4,2 mL konzentrierte Salzsdure auf 50,0 mL mit Methanol p.a. aufgefiillt) gelost.

e HCI konz.:
Als besonders geeeignetes Derivatisierungsmittel hat sich konzentrierte Salzsdure
im Verlauf der Arbeit herauskristallisiert, welche durch Oxidation farbgebende
Banden hervorbrachte, wie unter anderem bereits fiir oxidierende Sulfurylchlo-
ridddmpfe zur Anfiarbung von IGs publiziert wurde Nikolova-Damyanova et al.
[111].

e Naturstoff-Macrogol-Reagenz nach Neu [131, Seite 304]:
Hierbei handelte es sich um eine Derivatisierung mit zwei Spriihreagenzien. Das
erste Reagenz bestand aus einer 1,0%-igen methanolischen (p.a.) Losung aus
Diphenylborsiure-3-ethylaminoester (=Diphenylboryloxythylamin), das zweite
aus 5%-iger ethanolischer (technisch) Polyethylenglykol (PEG, auch Macrogol
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genannt)-400-Losung. Die Reagenzien wurden nacheinander angewendet. Zwi-

schen den Anwendungen wurden die Platten fiir etwa 30 s erhitzt.

e Vanillin-HCI-Reagenz 1 [131, Seite 305]:
Hierbei handelte es sich um eine Derivatisierung mit zwei Spriihreagenzien. Das
erste Reagenz bestand aus 1,0%-iger ethanolischer (p.a.) Vanillinlosung, das zweite
aus konzentrierter Salzsidure. Die Reagenzien wurden nacheinander angewendet.

Zwischen den Anwendungen wurden die Platten fiir etwa 30 s erhitzt.

o Vanillin-HCI-Reagenz 2 [131, Seite 305], modifiziert:
Reagenz Herstellung und Derivatisierung erfolgte analog zu Vanillin-HCI-Reagenz 1
nach [131, Seite 305] mit dem Unterschied, dass Methanol anstelle von Ethanol

zur Herstellung der 1,0%-igen Vanillinlosung verwendet wurde.

Die bespriihten Platten wurden 2-30 min bei 115-120°C erhitzt. Die Derivatisierung auf
der Heizplatte wurde beendet, sobald die Zonen geniigend gut sichtbar waren oder sich
der Hintergrund zu stark anfirbte. Es wurde darauf geachtet, einen ausreichend hohen
Kontrast zwischen Banden und Hintergrund zu erzielen. Die Detektion derivatisierter

sowie underivatisierter Platten wurde bei Tageslicht, 254 nm bzw. 366 nm vorgenommen.

3.5.7 Extraktion

Um das Extraktionsvermogen einheitlich zu erhéhen, wurde die Oberfliche des Drogen-
materials 2 durch homogene Pulverisierung der bereits zentimetergro3en Drogenstiicke
vergrofert. 5 kg Drogenmaterial 2 wurde dazu mittels Ultrazentrifugalmiihle bei einer
SiebgréBe von 0,5 (entspricht einer Lochgrofle von 500 wm) auf Stufe 4 gemahlen.
Zwischen den einzelnen Mahlvorgiingen wurde die Miihle komplett auseinander gebaut,
gesdubert und erkalten gelassen, um einer thermischen Zerstorung der genuinen Ver-
bindungen im Pflanzenmaterial vorzubeugen. Auch wurde auf eine geringstmoégliche
Aussetzung gegeniiber Luftsauerstoff sowie Licht geachtet. Das pulverisierte Drogen-
material wurde zur vollstandigen Abkiihlung und Trocknung zwei Wochen unter einem
Tuch bei RT verwahrt, bevor es in ein fest verschlieBbares Gefil3 gefiillt und unter
Ausschluss von Luft und Licht gelagert wurde. Die in dieser Arbeit nicht dargestellte,
interne Bestimmung der Quellungszahl nach Ph. Eur. 7.0 sowie nicht dargestellte, interne
Vorversuche zur wissrigen Extraktion des pulverisierten Drogenmaterials 1 zeigten ein
enormes Quellungsvermdgen der Droge. Trotz dreitdgigem Vorquellen bei einem gingi-
gen Droge-Seesand-Verhiltnis von 1:1 (m/m) kam es zu einer vollstdndigen Verstopfung
der verwendeten Sdule. Um dies zu umgehen und eine einwandfreie FlieBgeschwindigkeit
sicherzustellen, wurde das pulverisierte Drogenmaterial zur Extraktion der IGs mit einer
groferen Menge an Seesand als iiblich vermischt. Eine optimale FlieBgeschwindigkeit
sollte auch noch bei dem letzten der vier einzusetzenden Extraktionsmittel gewihrleistet
sein, das einen Wasseranteil von 50% aufwies. Das Droge-Seesand- Verhiltnis betrug
schlussendlich 1:3 (m/m), wobei die Masse an Seesand in etwa dem Volumen an pulvieri-

sierter Droge entsprach.
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Eine groBBe Menge an Ausgangsmaterial wurde eingesetzt, um von den nur in geringen
Mengen enthaltenen Inhaltsstoffen ausreichend hohe Mengen fiir strukturcharakterisie-
rende Untersuchungen gewinnen zu konnen. Insgesamt 1580 g, also knapp 1,6 kg des
vorbereiteten, oben beschriebenen Droge-Seesand-Gemisches (1:3, m/m) wurden in drei
Durchgéngen, auf mehrere groe Sdulen verteilt, und anschlieBend extrahiert. Die Séu-
len wurden mit Petrolether befiillt und iiber Nacht mazeriert, bevor iiber mehrere Tage
hinweg der Reihe nach mit Ethylacetat, Ethanol und Ethanol 50% extrahiert wurde. Ei-
ne Seesandschicht und ein konstanter Losungsmittelspiegel oberhalb des eingefiillten
Droge-Seesand-Gemisches sowie eine die obere Sdulendffnung verschlieBende Alufoli-
enabdichtung unterstiitzten eine sauerstofffreie Extraktion. Es bot sich an, tiber Nacht bis
zur Extraktionsmittelsédttigung zu mazerieren und tagsiiber mit neuem, ungesittigtem Ex-
traktionsmittel zu perkolieren. Die Perkolation mit frischem Extraktionsmittel diente der
Maximierung der Extraktionskraft durch Verschiebung des Konzentrationsgleichgewichts
im Extraktionsmittel. Der Extraktionsmittelwechsel fand stets abends statt. Um Sauer-
stoffeinschliisse zu vermeiden, wurde dabei ein Trockenlaufenlassen unterbunden. Die
Extraktionsdauer pro Extraktionsmittel betrug jeweils 2-3 Tage, die Perkolationsgeschwin-
digkeit 1 Tropfen pro 3 s. Beim Wechsel von Mazeration auf Perkolation wurde zuerst bei
vollstindig gedffnetem Hahn das gesittigte Extraktionsmittel rasch entleert und neues,
ungesittigtes Extraktionsmittel eingefiillt bevor die urspriingliche Tropfgeschwindigkeit
wieder konstant eingestellt wurde. Die erhaltenen Extrakte aller Durchgéinge wurden
fortlaufend 16sungsmittelspezifisch vereinigt und am Rotationsverdampfer eingeengt. Da-
nach wurden sie lyophilisiert (Kapitel 3.5.5). Insgesamt resultierten aus der sukzessiven,
elutropen Extraktion vier Extrakte (Tabelle 3.3). Sie wurden unter Ausschluss von Licht
und Sauerstoff bei 4°C aufbewahrt, wie auch alle weiteren in dieser Arbeit erhaltenen

Fraktionen und Isolate.

Tabelle 3.3: Gewonnene Extrakte der sukzessiven, elutropen Extraktion.

Extrakt Farbe Konsistenz m[g] Ausbeute DEV
Petrolether dunkelgriin ~ dlig, viskos 18,8 1,19% 84:1
Ethylacetat dunkelgriin  fest, pulvrig 21,0 1,33% 75:1
Ethanol dunkelbraun  fest, hygroskopisch 97,2 6,15% 16:1
Ethanol 50% braun fest, hygroskopisch  361,1 22,85% 4:1

Gesamtausbeute 31,52%
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Der unpolare, dunkelgriine Petroletherextrakt wies auch bei RT eine klebrige, viskose
Konsistenz auf. Dies erschwerte die Uberfiihrung aus dem Kolben nach der Vaporisie-
rung am Rotationsverdampfer. Deshalb wurde das Losungsmittel im Extrakt mit Hilfe
von Stickstoff entfernt. Beim Entfernen des Losungsmittels des Ethylacetatextraktes am
Rotationsverdampfer wurde darauf geachtet, nie génzlich bis zur Trockene einzuengen,
da dabei aus Ethylacetat durch Esterhydrolyse Essigsdure entstehen kann [132]. Die
dazugehorige Gleichgewichtsreaktion ist nachfolgend dargestellt (Abbildung 3.10).

) 0]

P PN S~

H,4C OH, + HsC OH H,C 0 CH; + H,0

Abbildung 3.10: Reaktionsgleichgewicht zwischen Ethylacetat und Essigsdure. Essig-
sdure und Ethanol reagieren unter Esterbildung zu Ethylacetat und Wasser, u.u. (Esterhy-
drolyse).

Die Abdestillation des Ethanols fiihrt voraussichtlich zu einer Verschiebung des Reak-
tionsgleichgewichts auf die linke Seite und férdert somit die Bildung von Essigséure,
welche zu Hydrolysereaktionen der sdurelabilen IGs fithren kann (Kapitel 3.1). Um die
Hydrolyse der IGs zu verhindern, wurde ab einer Menge von ca. 10-20 mL Restex-
traktionsmittel etwa das gleiche Volumen an Wasser hinzugegeben, das Gemisch kurz
im Ultraschallbad durchmischt und anschlieend weiter am Rotationsverdampfer abge-
dampft. Die Idee dahinter war die schrittweise Verdiinnung der entstehenden Siure, was
die Hydrolyseaktivitit maximal senken sollte. Der Vorgang wurde mindestens drei Mal
pro Extrakt im Rundkolben wiederholt oder bis kein Geruch nach Essigsdure mehr auftrat.
Nach Kontrollen mittels pH-Indikatorpapier ergab sich jedoch trotzalledem ein relativ
saurer pH-Wert von 2-5. Zum Schutz der zu isolierenden Substanzen vor Glykolyse und
Polymerisation wurde der Ethylacetatextrakt deshalb mit 1 M Natronlauge auf pH 6-8
neutralisiert. Losungsmittelfreier Ethylacetat-, Ethanol und 50-%ige ethanolische Extrakt
wurden via Lyophilisation getrocknet (Kapitel 3.5.5).

Aus 1580 g pulverisierter Droge konnten vier Extrakte mit insgesamt 498,0 g (31,52%
Ausbeute) erhalten werden. Fraktionskontrollen wurden mithilfe des FM-Systems 1 durch-
gefiihrt. Anzumerken ist, dass aus Zeitgriinden nicht vollstandig erschopfend extrahiert
wurde, so dass, neben nicht mit Losungsmitteln extrahierbaren Bestandteilen wie Cellu-
lose, vermutlich noch andere extrahierbare Substanzen im verbleibenden Drogenpulver

enthalten sind.



3. ISOLIERUNG DER HAUPTIRIDOIDGLYKOSIDE AUS P. LANCEOLATA 76

3.5.8 CC Sephadex® LH-20

Die offene Siulenchromatographie (CC) an dem Sephadex® LH-20 Material wurde als
erster Schritt zur Aufkonzentrierung der gewiinschten Substanzen nach der Extraktion
eingesetzt. Auf eine vorbereitete Sephadexsiule (Sephadexmaterial: 265 g, Glassédule mit
Lénge 95 cm und Durchmesser 5 cm, Befiillungshohe: 71,5 cm) wurden von 97,23 g
des aucubin-/catalpolreichen Ethanolextrakts 53,2 g in drei Durchgéngen fliissig aufge-
tragen und mit 70%-igem Ethanol eluiert. Zwischen den Liufen wurde die Sdule mit
70%-igem Aceton gespiilt sowie auf die Anfangsbedingungen equillibriert. Die Spiillo-
sungen wurden verworfen. Zur Probenvorbereitung wurden 19,37, 19,32 bzw. 19,02 g
des Extrakts jeweils mit 100 mL 70%-igem Ethanol versetzt und fiir 3-5 Stunden im
Ultraschallbad behandelt. Der unldsliche Riickstand wurde abzentrifugiert (4000 rpm,
3 min, RT), so dass 18,21, 17,93 bzw. 17,06 g als Beladungsvolumen resultierten. Der
stark dunkelbraun gefirbte Uberstand war mit bloBem Auge nur marginal vom ebenso
dunkel gefirbten Riickstand zu unterscheiden. Nach 200 mL Vorlauf wurde das Eluat
bei einer Tropfgeschwindigkeit von 0,6-1,0 mL/min mittels Fraktionskollektor in Rea-
genzgldsern mit einer Auffangdauer von 16 min bzw. 9,6-16,0 mL pro Glas gesammelt.
Die Tropfgeschwindigkeit #nderte sich im Verlauf der Sephadex®-Chromatographie.
RegelmiBige Kontrollen ergaben die oben angegebenen Tropfgeschwindigkeitsbereiche.
Der Trennungsgang brachte vier Fraktionen (F1-F4) hervor, eingeteilt anhand von DC-
Kontrollen mit dem FM-System 1 (Tabelle 3.4).

Tabelle 3.4: Ubersicht der Fraktionierung mittels CC Sephadex® LH-20.

Fraktion F1 F2 F3 F4
Elutionsbereich [mL]
Lauf 1 (18,2 g) 0-293 293-374 374-571 571-Ende
Lauf2 (17,9 g) 0-416 416-541 541-836 836-Ende
Lauf3 (17,1 g) 0-380 380-524 524-810 810-Ende
Auswaage [g] 0,4527 3,2636 35,4 9,2744
Farbe braun braun braun ocker
Konsistenz fest, fest, fest, fest,

pulvrig pulvrig hygroskopisch hygroskopisch
Ausbeute [%] 0,85 6,13 66,48 17,43

Gesamtausbeute [%] 92,54

Die Separation an der offenen Sephadexséule ergab eine Gesamtausbeute von 92,54%,
wobei die Spiilreste nicht miterfasst wurden. Internen Untersuchungen zufolge eluieren
diverse Gerbstoffe im gewéhlten System mit 70%-igem Aceton, das zum Spiilen verwen-
det wurde. Daher liegt die Vermutung nahe, dass in den Spiilresten vor allem die in der
Pflanze enthaltenen Gerbstoffe, die 6-8% der Droge ausmachen, enthalten waren. Vor

diesem Hintergrund kann eine Ausbeute von 92,54% als realistisch betrachtet werden.
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3.59 CpPC

Zur Separation der aucubin-/catalpolreichen Fraktion F3, die aus der offenen Séulen-
chromatographie resultierte, fand eine CPC Anwendung. Dabei handelt es sich um eine
Fliissig-Fliissig Verteilungschromatographie aus zwei nicht miteinander mischbaren Pha-
sen. Eine Phase stellt dabei die stationire, die andere die mobile Phase dar. Auf einen
Rotor, der iiber mehrere hintereinandergeschaltete Kammern verfiigt, wird die stationére
Phase aufgezogen. Anschlieend wird die mobile Phase durch die rotierenden Kammern
gepumpt. Dadurch entstehen Zentrifugalkrifte. Die chromatographische Trennung beruht
auf den Wechselwirkungskriften der Inhaltsstoffe zu den jeweiligen Phasen, verstiirkt
und beschleunigt durch die gebildeten Zentrifugalkrifte sowie den angelegten Pumpen-
druck. In der Literatur werden zur verteilungschromatographischen Separation von 1Gs
ein 4-Komponenten-System aus Chloroform, Methanol, Propanol und Wasser sowie fiir
strukturverwandte Secoiridoidglycoside ein 3-Komponenten-System aus Chloroform,
Methanol und Wasser eingesetzt [133]. Aufgrund des enthaltenen, moglicherweise zu
Methoxyartefakten fithrenden Methanols schieden diese Gemische per se aus. Nach der
guten Laborpraxis galt es auch, wenn moglich den Einsatz von Chloroform zu vermeiden.
Vorversuche, mit der Priamisse ein fiir polare Substanzen geeignetes, schnell (< 60 s)
entmischbares Losungsmittelgemisch zu finden, ergaben letztendlich ein 3-Komponenten-
System aus Ethylacetat (technisch), Ethanol (technisch) und Wasser (2:1:2, v/v/v) als
geeignetes Losungsmittelsystem. Durch drei Mal einminiitiges Ausschiitteln im Schei-
detrichter wurden die Phasen gegeneinander gesittigt, bevor die stationédre Phase bei
stehendem Rotor aufgezogen wurde. Angelehnt an arbeitsgruppeninterne Versuche mit
Flavonoidglykosiden wurde die polare, untere Phase als stationédre Phase, die unpolare,
obere Phase als mobile Phase verwendet. Die Separation wurde durchgehend in diesem,
auch als ascending (aufsteigenden) bezeichneten Modus vorgenommen. Ein spéterer
Wechsel in den descending (absteigenden) Modus, in dem stationire und mobile Phase
getauscht werden, fand nicht statt. Nach erfolgter Chromatographie wurde die CPC mit
Methanol gespiilt. Die Spiilphasen wurden aufgefangen und vereinigt. Die CPC wurde mit
einem Fluss von 5 mL/min mit 800 rpm gefahren. Die Einstellungen orientierten sich an
den intern durchgefiihrten, erfolgreichen Versuchen mit Flavonoidglykosiden an der CPC.
Zudem waren sie dhnlich zu den Parametern der Isolierung zweier Secoiridoidglykoside,
die bei einem Fluss von 3 mL/min mit 700 rpm angewendet wurden [134]. Ein ange-
schlossener Kollektor sammelte 1-2 min, d.h. 5-10 mL pro Glas. Ein Auffangvolumen
von 1 min war dabei wihrend der ersten beiden Liufe eingestellt, 2 min bei den restlichen.
Die vorbereiteten Proben wurden mit einer Einwegspritze aus Plastik injiziert, sobald das
System vollsténdig dquilibriert war. Dies wurde mittels Messzylinder tiberpriift. Darin
wurde zuerst die stationédre Phase beim Aufspielen in den Rotor mit Fassungsvolumen
250 mL aufgefangen. Im zweiten Schritt wurde beim Einspiilen der mobilen Phase, diese
zu der bereits im Messzylinder befindlichen stationédren Phase geleitet. Konnte dort fiir
mindestens 20-30 min eine stabile Phasengrenze beobachtet werden, wurde die Chro-

matographie gestartet. Pro Lauf wurden 1,0-2,0 g der Fraktion F3 chromatographiert.
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Dazu wurde ein Aliquot in ein Plastikfalcon mit Standboden eingewogen, mit 5,0-6,0 mL
gesittigter, oberer und unterer Phase (1:1, v/v) versetzt und zum Losen 1 min gevortext
sowie anschliefend maximal 1 Stunde im Ultraschallbad behandelt. Das Volumen des
Injektionsloops betrug 10 mL und wurde mit den eingesetzten Volumina nicht iiber-
schritten. Nicht losbare Riickstinde wurden abzentrifugiert (2500 rpm, 5 min, RT) und
riickgewogen. Fraktionskontrollen wurden mittels DC vorgenommen, unter Verwendung
des FM-System-2 sowie die Spriihreagenzkombination Vanillin-HCI 1 (Kapitel 3.5.6).
Insgesamt wurden sechs erfolgreiche Laufe mittels CPC durchgefiihrt. 8,63 g der vorhan-
denen 49,2 g von Fraktion F3 wurden auf diese Weise aufgearbeitet. Dabei konnten zehn
Unterfraktionen erhalten werden, wie in Kapitel 3.2 dargestellt. Die im ersten Durchgang
gewonnenen sieben Fraktionen C1-C7 konnten in weiteren Liufen auf insgesamt zehn er-
weitert werden. Fraktion C4 differenzierte sich dabei weiter in die Fraktionen C4.1, C4.2
und C4.3; C5 in C5.1 und C5.2. Bei Fraktion C7 handelte es sich um die Spiilfraktion
mit Methanol. Die vereinigten Fraktionen der einzelnen Liufe wurden am Rotationsver-
dampfer von Losungsmitteln befreit, lyophilisiert (Kapitel 3.5.5) und ausgewogen, wobei
sich eine Gesamtausbeute von 87,30% ergab.

Fiir diese Art der Fliissig-Fliissig Verteilung sind Substanzverluste normalerweise margi-
nal. Die hier doch relativ hohen Substanzverluste werden auf das Vereinigen der vielen
erhaltenen Glaser zuriickgefiihrt. Eine untergeordnete Rolle werden Substanzriickstdnden
im Injektionsventil und in der Injektionsspritze zugeschrieben. Tabelle 3.5 bietet einen

Uberblick der Fraktionierung.



Tabelle 3.5: Ubersicht der Fraktionierung mittels CPC.

Fraktion C1 Cc2 C3 C4 C4.1 C4.2 C4.3 (6] Cs5.1 C52 Co6a Co6 C7
Elutionsbereich [mL]
Lauf 1 (1,0 g) 0-170 170-295  295-395  395-795 - - - 795- - - 1735- - 2090-
1735 2090 Ende
Lauf2 (2,0 g) 0-160 160-265  265-390 - 390-630  630-725  725-880 - 880- 1045- - 1570- 2485-
1045 1570 2485 Ende
Lauf 3 (1,9 g) 0-173 173-263  263-338 - 338-555  555-593  593-743 - 743-983  983- - 1223- 1418-
1223 1418 Ende
Lauf 4 (1,3 g) 0-143 143-233  233-263 - 263-525 - 525-698 - 698-998 - 998- 1238-
1238 1950
1950-
Ende
Lauf5 (1,1 g) 0-120 120-210  210-278 - 278-495  495-600  600-728 - 728- - 1050- 1253- 2025-
1050 1253 2025 Ende
Lauf 6 (1,3 g) 0-143 143-203  203-240 - 240-338  338-435 435-518 - 518-630  630-960 - 960- 1613-
1613 Ende
Auswaage [mg] 390,4 382,8 180,5 90,1 305,9 117,3 56,8 174,3 1491,6 674,8 350,8 1837,9 1480,9
Farbe braun griin ocker ocker ocker braun ocker braun braun braun braun braun braun
Konsistenz fest, fest, fest, fest, fest, fest, hy- fest, hy- fest, hy- fest, hy- fest, hy- fest, hy- fest, hy- fest, hy-
pulvrig pulvrig pulvrig pulvrig pulvrig grosko-  grosko- grosko- grosko-  grosko-  grosko- grosko- grosko-
pisch pisch pisch pisch pisch pisch pisch pisch
Ausbeute [%] 4,52 4,44 2,09 1,04 3,54 1,36 0,66 2,02 17,28 7,82 4,06 21,30 17,16
Gesamtausbeute [%] 87,30
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3.5.10 MPLC

Die Mitteldrucksédulenchromatographie (MPLC), wurde zur Aufkonzentrierung der ge-
wiinschten IGs nach erfolgter CPC fiir Fraktion C5.2 eingesetzt (Kapitel 3.2). Das Anlegen
eines Drucks an die Sdule ermoglicht eine schnellere Trennung als bei einer offenen
Séule. Als Geriit stand eine Spot Liquid Chromatography FLASH mit gekoppeltem UV-
Detektor, Fraktionskollektor und Software Armen Glider Flash V 2.3 (Armen Instrument,
Saint-Avé, Frankreich) zur Verfiigung. Als stationédre Phase diente eine Kieselgelsdule
(Silica 12 g, 20 wm, 8,0 x 2,5 cm, Reveleris HP der Firma Grace (Worms, Deutschland)).
Diese konnte sich gegeniiber einer selbstgepackten Kieselgelsdule sowie C18-Material in
Vorversuchen durchsetzen. Eine manuell gepackte 3 cm hohe, 4 cm breite Vorsdule aus
dem Material Geduran fiir CC Si60 0,063-0,200 mm wurde vor die Hauptsiule geschaltet.
Auf diese wurde die zu untersuchende Fraktion trocken aufgegeben. Damit die Probe bei
Kontakt mit Losungsmittel nicht verklumpte, sondern moglichst gleichmiBig verteilt chro-
matographiert werden konnte, wurden 1,08 g Kieselgel, das auch fiir die Vorsdule benutzt
wurde, auf die 647, 8 mg der Fraktion C5.2 aufgezogen. Um ein trockenes Pulver zu er-
halten, wurden das Kieselgel und die in riickdestilliertem Ethanol geldste Probe in einem
Kolben vermischt und am Rotationsverdampfer mit Glasfritte bis zur Trockene einrotiert.
Als mobile Phase kam ein Gradient aus Ethylacetat p.a. und riickdestilliertem Ethanol
zum Einsatz, der sich aus Vorversuchen mittels DC ergab. Der Clou hierbei war, so polare
Losungsmittel wie moglich zu kombinieren, ohne auf Wasser oder Methanol zuriickzu-
greifen. Bei einem Fluss von 10 mL/min wurde der Gradient linear innerhalb von 60 min
von 0% auf 100% Ethanol erhoht, gefolgt von einem 65-miniitigem Spiilschritt mit 100%
Ethanol, bis auf dem DC keine IG-typischen Banden mehr sichtbar waren. Das System
wurde davor bei einem Fluss von 20 mL/min bis zur vollstindigen Benetzung der Sdulen
dquillibriert. Pro Glas wurden wihrend des 60-miniitigen Gradientens 7,5 mL Eluat
via Fraktionskollektor gesammelt, im Spiilschritt waren es 25 mL Eluat pro Glas. Die
gewonnenen Fraktionen wurden am Rotationsverdampfer eingeengt. Um eine Spaltung
der sdureempfindlichen IGs zu unterbinden, wurden die nach Essig riechenden Proben
beim Eindampfen mehrfach mit Wasser versetzt, bevor bis zur Trockene einrotiert wurde.
Half dies nicht einen neutralen pH-Bereich zu erreichen, wurde mit 1 N Natronlauge
neutralisiert, wie in Kapitel 3.5.7 erldutert. Die trockenen Fraktionen wurden in wenigen
mL riickdestilliertem Ethanol gelost, in Schnappdeckelgliser tiberfiihrt, unter Stickstoff
bis zur Trockene abgeblasen und ausgewogen. Da der Losungsmittel Cut-off der Eluenten
Ethylacetat und Ethanol die per se niedrig wellige UV-Absorption der chromophorarmen
IGs iiberlagerte, konnte der zur Detektion eingesetzte DAD keine nennenswerte Auskunft
iber die Abtrennung der IGs von den anderen Substanzen geben. Aus diesem Grund war
eine simultane Kontrolle via DC unverzichtbar, um den Verlauf der Chromatographie
zu beobachten und das Ende der Chromatographie sowie die anschlieBende Einteilung
von Fraktionen zu definieren. Zur DC-Kontrolle wurden das FM-System-2 sowie die
Spriihreagenzkombination Vanillin-HCI 2 verwendet (Kapitel 3.5.6). Aus diesem Tren-
nungsschritt ergaben sich sieben Unterfraktionen C5.2 F1-F7 (Tabelle 3.6).
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Tabelle 3.6: Ubersicht der Fraktionierung mittels MPLC.

Fraktion V [mL] m [mg] Farbe Konsistenz Ausbeute [%]
C5.2F1 0-225 9,8 weill fest 1,15

C5.2F2 225-285 225,5 weil3 fest 34,69
C5.2F3 285-330 118,6 weill fest 18,24
C5.2F4 330-390 54,8 weil3 fest 8,42

C5.2F5 390-650 56,9 weill fest 8,75

C5.2 F6 650-740 12,0 weill fest 1,84

C5.2F7 740-Ende 11,4 weil3 fest 1,76

Gesamtausbeute: 75,22%

Die Gesamtausbeute der MPLC-Chromatopgraphie belief sich auf 75,22%. Diese ist ge-
ringer als bei den anderen durchgefiihrten chromatographischen Prozessen. Wie allgemein
bekannt, besitzt Kieselgel das Vermogen polare, OH-Gruppen-reiche Verbindungen wie
Zuckereinheiten zu adsorbieren, was als Hauptgrund der geringen Ausbeute angenommen
wurde. Eine untergeordnete Rolle wurde Verlusten durch das Handling beim Vereinigen

zugeschrieben.

3.5.11 CC Kieselgel

Zur Uberpriifung, ob die in der Literatur angegebenen IGs in P. lanceolata genuinen
Ursprungs sind, wurden ausgewihlte Fraktionen aufkonzentriert. Im Zuge dessen wurde
eine CC an Kieselgel mit den Fraktionen C4.2 und C4.3 in einem Schritt durchgefiihrt.
Die Separation sollte die Wahrscheinlichkeit erhohen, auch gering konzentrierte IGs
nachzuweisen und wenn moglich charakterisieren zu kénnen. In Kapitel 4 sind néhere
Erlduterungen zum Vorgehen aufgefiihrt.

Als stationédre Phase wurde Kieselgel (Geduran) verwendet, das in eine Glassidule mit
Fritte gefiillt wurde. Das Packungsvolumen betrug 43,5 cm - (1,1/2)? cm x 7w = 42 mL.
Wie bereits bei den vorhergehenden Versuchen, eigneten sich Ethylacetat und Ethanol am
besten als FlieBmittelkomponenten. Vorversuche per DC ergaben drei geeignete Eluti-
onsmittel (EM)-systeme: EM-System 1 bestehend aus Ethylacetat und Ethanol (300:200,
v/v), Ethanol riickdestilliert als EM 2 und Methanol p.a. als EM 3. Letztere beiden dienten
als Spiileluenten, um auch sehr polare Substanzen von der stationidren Phase zu 16sen. Mit
dem Methanolspiilextrakt nicht weitergearbeitet. Die Chromatographie wurde wie folgt
durchgefiihrt: zu analysierende Fraktionen C4.2 und C4.3 wurden vereinigt (insgesamt
94,5 mg), mit Ethanol p.a. versetzt und durch Behandlung via Vortex (3 min) und Ultra-
schallbad (10 min) weitestgehend geldst. Unlosliche Riickstiinde wurden abzentrifugiert
(4000 rpm, 10 min, RT). Zwei Mal wurde der Riickstand nachgewaschen, indem wie oben
beschrieben, verfahren wurde. Substanzriickstinde wurden unter Stickstoff getrocknet
und riickgewogen (4,4 mg). Die mit den Waschlésungen vereinigte, komplett geloste
Probenlosung wurde wie in Kapitel 3.5.5 beschrieben, gefriergetrocknet, ausgewogen und

anschlieBend in Ethanol p.a. vollstindig gelost (90,1 mg/200 pL). Diese Losung wurde
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fliissig aufgetragen und nacheinander drei Mal mit 200 uL Ethanol p.a. sowie einmal mit
500 uL EM-1 in die Sdule nachgespiilt.

Die Tropfgeschwindigkeit schwankte zwischen 0,45-0,83 mL/min und belief sich im
Schnitt auf 0,55 mL/min. Pro Fraktionsglas wurden zunéchst 4 min, d.h. ca. 2,20 mL

Eluat manuell gesammelt. Parameter der Fraktionssammlung sind in Tabelle 3.7 wieder-

gegeben.
Tabelle 3.7: Parameter der Fraktionssammlung der CC an Kieselgel.
Fraktionssammlung [min/Glas] Volumen an Eluat [mL]
4 22-236
10 236-665
20 665-885

- 885-1985

Der Wechsel von EM 1 auf EM 2 fand bei etwa 236 mL, der von EM 2 auf EM 3 bei
etwa 885 mL FEluat statt. DC-Fraktionskontrollen wurden via FM-System 3 durchgefiihrt
(Kapitel 3.5.6). Schlussendlich ergaben sich aus der offenen Sdulenchromatographie
an Kieselgel zehn Unterfraktionen CC.1-CC.10 (Tabelle 3.8), deren Gesamtausbeute
sich auf 108,91% belief. Vermutlich resultierte diese hohe Ausbeute durch das von
Methanol verursachte Herauslosen von Kieselgel aus der stationdren Phase. Fraktion
CC.10 enthielt den methanolischen Spiilschritt und eignete sich deshalb nicht zur Priifung
auf Methoxyartefakte. Ohne Miteinkalkulierung der methanolischen Fraktion, wurden
lediglich 80,75% Ausbeute erreicht. Ein Substanzverlust von knapp 20% wird auf das
hohe Adsorptionsvermdgen OH-haltiger Verbindung an das Kieselgel zuriickgefiihrt und

entspricht den Resultaten vergleichbarer Experimente.

Tabelle 3.8: Ubersicht der Fraktionierung mittels CC Kieselgel.

Fraktion V [mL] EM-System  m [mg] Ausbeute [%]
CC.1 0-33 1 3,2 3,58
CC.2 33-48 1 7,7 8,58
CC.3 48-79 1 24,6 27,30
CC4 79-105 1 6,3 6,95
CC.5 105-180 1 7,5 8,36
CC.6 180-293 1,2 4,5 5,01
CC.7 293-309 2 1,2 1,29
CC.8 309-449 2 6,3 7,00
CC.9 449-867 2 11,4 12,69
CC.10 867-Ende 2,3 25,4 28,16

Gesamtausbeute 108,91%
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3.5.12 Priparative HPLC-DAD

Der finale Schritt zur Isolierung von Aucubin und Catalpol fand an einer préaparativen
HPLC-DAD statt. Dazu wurden die Fraktionen C5.2F1-F7 (Kapitel 3.2) herangezogen.
Als stationédre Phase erwies sich in Vorversuchen an der analytischen HPLC fiir beide
Fragestellungen polares Diolmaterial gegeniiber dem unpolaren C18 Material als optimal,
wie in Kapitel 3.2 ausfiihrlich erliutert. Die 250 x 21,2 mm, 6 um, 120 A Uptisphere DI-
OL Prep-LC-Séule mit Vorsédule der Firma Interchim (Montlucon Cedex, Frankreich) fand
hierbei Verwendung. Die Wahl der mobilen Phase war aufgrund der chromophorarmen
Strukturen der 1Gs eingeschrinkt. Als geeignete FlieBmittel fiir die Chromatographie an
der Diolsdule kamen demnach nur Wasser und Acetonitril in Frage. Diese beiden verfiigen,
im Vergleich zu anderen Losungsmitteln, {iber die niedrigsten Cut-offs und ermoglichten
eine Detektion im niederwelligen Bereich. Gradient und Flussgeschwindigkeit variierten
je nach Methode. Angewendete Methoden sind in Tabelle 3.9 aufgefiihrt.

Tabelle 3.9: Methodeniibersicht der Analysen an der préparativen HPLC mit Acetonitril
HPLC grade als Eluent A und Wasser als Eluent B.

Methodenname  Fluss [mL/min] t [min] Eluent A [%] Eluent B [%]

pM1 11 0 97
13 97
14 60 40
19 60 40
20 97
25 97

pM2 11 0 93,1 6,9
13 93,1 6,9
14 60 40
19 60 40
20 93,1 6,9
25 93,1 6,9

pM3 10 0 99 1
6,5 99 1
14 75 25
18 75 25
19 60 40
23 60 40
15 99 1
30 99 1

pM4 11 0 99 1
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Methodenname  Fluss [mL/min] t [min] Eluent A [%] Eluent B [%]
4 99 1
10 80 20
13 80 20
16 75 25
18 75 25
19 60 40
24 60 40
25 99 1
30 99 1
pM5 11 0 99 1
4 99 1
10 80 20
13 80 20
16 75 25
17 60 40
22 60 40
23 99 1
28 99 1
pM6 15 95 5
99 1
85 15
16 85 15
26 75 25
27 50 50
30 50 50
31 95
36 95
pM7 15 95
95
85 15
16 85 15
17 50 50
20 50 50
21 95
25 95
pM8 15 mL/min 0 95 5
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Methodenname  Fluss [mL/min]  t [min] Eluent A [%] Eluent B [%]
99 1
85 15
16 85 15
17 50 50
20 50 50
21 95 5
25 95 5
pM9 11 0 93,1 6,9
13 93,1 6,9
14 10 90
24 10 90
26 93,1 6,9
30 93,1 6,9
pM10 12 0 100 0
13 100 0
14 20 80
24 20 80
25 100 0
30 100 0
pM11 15 0 100 0
13 100 0
14 20 80
24 20 80
25 100 0
30 100 0
pM12 12 99 1
99 1
93 7
18 93 7
23 10 90
33 10 90
35 99 1
40 99 1
pM13 11 0 95
13 95
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Methodenname  Fluss [mL/min] t [min] Eluent A [%] Eluent B [%]
14 10 90
24 10 90
26 95
30 95

pM14 11 0 97,5 2,5
13 97,5 2,5
14 10 90
24 10 90
26 97,5 2,5
30 97,5 2,5

pM15 11 0 97,5 2,5
7 97,5 2,5
10 90 10
20 90 10
26 10 90
32 10 90
34 97,5 2,5
36 97,5 2,5

Die Detektion fand mittels gekoppeltem DAD bei A = 195 nm im Bereich 190-400 nm
statt. 190 nm stellte dabei die untere Detektionsgrenze des Detektors dar. Das Ausweichen
auf einen anderen Detektor machte aus logistischen Griinden keinen Sinn. Nichtsdesto-
trotz fiihrte die Detektion im kurzwelligen Bereich unter den gegebenen Bedingungen zu
einem erhohten Hintergrundrauschen. Zudem konnte bereits bei geringen Anderungen
im FlieBmittelgradienten ein deutlicher Anstieg der Basislinie beobachtet werden, der
z.T. wie ein Peak aussah. Anhand von regelméfigen Kontrollen mit Blanks konnten diese
Unebenheiten erkannt und richtig interpretiert werden.

Die Proben wurden vor der Injektion aufbereitet, indem sie in Acetonitril 95% oder
einem Gemisch aus Acetonitril und Wasser (meist 1:1, v/v) gelost wurden. Unlosliche
Riickstinde wurden durch Zentrifugation (2000-4000 rpm, 5-10 min) abgetrennt und
riickgewogen. Vorversuche an der analytischen HPLC zeigten, dass die Peakverbreite-
rung deutlich geringer war, wenn die Proben statt in Wasser in Acetonitril 95% gelost
wurden. Da die Trennung von Aucubin und Catalpol aufgrund ihrer hohen Struktur-
dhnlichkeit per se gering war, war es von umso grof3erer Relevanz, die Entfernung der
Retentionszeiten voneinander so maximal und die Peakverbreiterung so minimal wie
mdoglich zu halten. Obwohl die Loslichkeit in Wasser besser war als in Acetonitril, wurde
deshalb versucht einen moglichst hohen Acetonitrilanteil aufzubringen. Pro Lauf wurde

die Sdule mit Injektionsmengen von 0,5-27,4 mg bzw. 0,2-5,9 mg fiir C5.2F1-7 bzw.
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C4.2+C4.2 CC.2-9 (ohne von CC.5) beladen. Die Laufe ein und derselben Probe mit
ein und derselben Methode konnten von Tag zu Tag aber auch innerhalb eines Tages
variieren. Dies erforderte eine laufende, flexible Anpassung der Methoden. Mitunter
werden dafiir die unterschiedlich hohen Injektionsmengen und -volumina sowie Stoffge-
mischzusammensetzungen der injizierten Fraktionen verantwortlich gemacht. AuB3erdem
wird als ein gravierender Grund fiir die Inkonsistenz der Laufe die deutlich schwankende
AuBen-/Raumtemperatur (20-40°C) angenommen. Die Siule befand sich nicht in einem
temperierbaren Sdulenofen und war somit direkt der Raumtemperatur und damit im
Extremfall Differenzen bis zu 20°C ausgesetzt. Das erschwerte die Zuordnung der Peaks.
Es war folglich nicht auszuschlieBen, dass es sich bei einem oder mehreren der unter-
schiedlich bezeichneten Isolate um dieselbe Substanz handelt. Dies war vor allem bei der
priparativen Aufarbeitung der Isolate zur Uberpriifung der Genuitit der IGs relevant. Bei
der Isolierung von Aucubin und Catalpol spielte dies eine untergeordnete Rolle. Je nach
Fragestellung wurden alle interessant erscheinenden Peaks mittels des in der priparativen
HPLC integrierten, automatischen Fraktionskollektor gesammelt und bei Bedarf vereinigt.
Sie wurden unter Stickstoff vom Losungsmittel befreit und lyophilisiert (Kapitel 3.5.5).
Zur Darstellung von Aucubin und Catalpol wurden folgende Fraktionen miteinander
vereinigt: C5.2.F2 und C5.2.F3, C5.2.F4 und C5.2.F5 sowie C5.2.F6 und C5.2.F7 (Kapi-
tel 3.2). Alle durchgefiihrten Laufe inklusive entsprechender relevanter Parameter sind in
Tabelle 3.10 aufgefiihrt.



Tabelle 3.10: Ubersicht der durchgefiihrten Liufe an der priparativen HPLC zur Isolierung der Hauptiridoidglykoside Aucubin und Catalpol aus P. lanceolata.

Die untersuchten Fraktionen C5.2F1-7 stammen aus der CPC Fraktion C5.2.

Fraktion Einwaage Nr. Einwaage [mg] V [uL] Lauf Nr. Injektion V [uL] Beladungsmenge [mg] Methode
C5.2.F1 1 5,1 1000 1 100 0,5 pM1
350 1,8 pM1
350 1,8 pM1
C5.2.F24F3 1 8,7 1000 1 1000 8,7 pM1
2 5,6 500 1 500 5,6 pM2
3 5,0 200 1 100 2,5 pM3
2 100 2,5 pM4
4 10,7 400 1 150 4,0 pM4
2 100 2,7 pMS5
3 80 2,0 pMS5
4 80 2,0 pM5
5 18,0 300 1 100 6,0 pM5
2 59 3,0 pM5
3 150 9,0 pM5
6 44.9 500 1 100 9,0 pMS5
2 250 22,5 pM5
3 150 13,5 pMS5
4 100 9,0 pMS5
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Tabelle 3.10: Ubersicht der durchgefiihrten Liufe an der priparativen HPLC zur Isolierung der Hauptiridoidglykoside Aucubin und Catalpol aus P. lanceolata.

Die untersuchten Fraktionen C5.2F1-7 stammen aus der CPC Fraktion C5.2.

Fraktion Einwaage Nr. Einwaage [mg] V [uL] Lauf Nr. Injektion V [uL] Beladungsmenge [mg] Methode
7 44.9 450 1 150 15,0 pMS
2 100 10,0 pM5
8 129,9 1000 1 150 19,5 pMS
2 50 6,5 pM5S
3 150 19,5 pMS
4 100 13,0 pM5S
5 100 13,0 pMS
6 150 19,5 pM5S
7 150 19,5 pMS
8 150 19,5 pM5S
9 14,7 1000 1 200 2,9 pMS
2 750 11,0 pM5S
C5.2.F4+F5 1 91,4 1000 1 300 27,4 pM1
2 100 9,1 pM1
3 50 4,6 pM1
4 100 9,1 pM1
5 50 4,6 pM1
6 50 4.6 pM1
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Tabelle 3.10: Ubersicht der durchgefiihrten Liufe an der priparativen HPLC zur Isolierung der Hauptiridoidglykoside Aucubin und Catalpol aus P. lanceolata.

Die untersuchten Fraktionen C5.2F1-7 stammen aus der CPC Fraktion C5.2.

Fraktion Einwaage Nr. Einwaage [mg] V [uL] Lauf Nr. Injektion V [uL] Beladungsmenge [mg] Methode
7 100 9,1 pM1
8 50 4,6 pM1
9 50 4,6 pM1
10 50 4,6 pM1
11 100 9,1 pM1
2 84,8 1000 1 100 8,5 pM1
2 200 17,0 pM1
3 250 21,2 pM1
4 250 21,2 pM1
3 8,1 900 1 150 1,4 pM1
2 150 1,4 pM1
3 250 2,3 pM1
4 150 1,4 pM1
5 150 1,4 pM1
C5.2.F6+F7 1 22,0 1000 1 500 11,0 pMS5
2 500 11,0 pMS5
2 38,6 1000 1 150 5,8 pM6
2 200 7,7 pM7
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Tabelle 3.10: Ubersicht der durchgefiihrten Liufe an der priparativen HPLC zur Isolierung der Hauptiridoidglykoside Aucubin und Catalpol aus P. lanceolata.

Die untersuchten Fraktionen C5.2F1-7 stammen aus der CPC Fraktion C5.2.

Fraktion Einwaage Nr. Einwaage [mg] V [uL] Lauf Nr. Injektion V [uL] Beladungsmenge [mg] Methode
3 200 7,7 pM8
4 200 7,7 pM8
5 200 7,7 pM8
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Aus den sieben préparativ aufgearbeiteten Fraktionen (C5.2F1-7) wurden acht Isolate
erhalten, aufgelistet in Tabelle 3.11. In der Bezeichnung der Isolate ist die Fraktion, aus

der sie isoliert wurden, enthalten und wird daher nicht explizit mit angegeben.

Tabelle 3.11: Isolierungsparameter der sechs nicht charakterisierten Isolate nach pri-
parativer HPLC-DAD Analyse, die aus den Fraktionen C5.2F1-7 gewonnen werden
konnten.

Isolat Nr.  Bezeichnung Auswaage [mg] tg [min] Methode Mutter-
fraktion

1 P1 0,3 12,6 pM>5 F3

2 P2 0,8 7,4 pM1 F1

3 P3 1,7 8,8 pM1 F1

4 P4 0,5 17,2 pM5 F4

5 P5 1,3 9,8 pM6 F7

6 P6 0,5 15,5 pM6 F7

3.5.13 Analytische HPLC-DAD

Die Reinheit der isolierten Verbindungen Aucubin und Catalpol wurde per MaxPlot
an einer EliteLaChrom HPLC von Hitachi (Tokio, Japan; Vertrieb: VWR, Darmstadt,
Deutschland) mit Autosampler L2200, Pumpe L2130, Sidulenofen 1.2350, Dioden-Array-
Detektor 1.2444 und Software EZChrome Elite 3.1.7 bestimmt. Als stationire Phase
kam eine 250 x 4,6 mm Hibar® Siule mit Purospher® Star RP18¢ 5 um Material
mit Vorsdule (Merck, Darmstadt, Deutschland) zum Einsatz. Die Sdulenofentemperatur
betrug 25 °C, der Autosampler 4 °C. Die mobile Phase setzte sich aus millipore Wasser
(A) und HPLC grade Acetonitril (B) mit jeweils 0,01% Ameisensidure > 98% zusammen.
Aucubin und Catalpol wurden iiber den Gradienten in Tabelle 3.12 chromatographiert,

wobei fiir letztere Verbindung 2 min lénger dquilibriert wurde als in dieser angegeben.

Tabelle 3.12: Fliefmittelgradient der analytischen HPLC zur Identitéts- und Reinheits-
bestimmung des isolierten Aucubins. Bei Catalpol wurde 2 min linger Adquilibriert als
hier angegeben. Eluenten A: Wasser mit 0,01% Ameisensdure, Eluent B: HPLC grade
Acetonitril mit 0,01% Ameisensiure.

Fluss [mL/min] t [min] Eluent A [%] Eluent B [%]
1 0 97 3

10 90 10

11 20 80

14 20 80

15 97 3

20 97 3
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Das Injektionsvolumen belief sich auf 5 pL fiir Catalpol (¢ = 1,00 mg/mL Wasser/
Acetonitril (1:1, v/v)) und Aucubin (¢ = 1,68 mg/mL Wasser/Acetonitril (1:1, v/v)). Die
filtrierten Losungen (0,2 um) der Analyten wurde je dreimal injiziert.

Die Detektion fand im Bereich von 190-400 nm statt. Die aufgenommenen Chromato-
gramme wurden im MaxPlot Modus analysiert und mithilfe der Software Excel (Microsoft
Office 2010) ausgewertet. Die daraus resultierende Reinheit entsprach 99,52 + 0,73%
(n (Injektion)=3) bzw. 99,08 + 0,04% (n (Injektion)=3) fiir isoliertes Aucubin bzw.
Catalpol.

3.5.14 NMR-Spektroskopie

NMR-spektroskopische Untersuchungen 'H-NMR, '3C-NMR, HSQC, HMBC, COSY,
NOESY dienten der Identifizierung der isolierten Verbindungen Aucubin und Catalpol
(Kapitel 3.2). Sie wurden an einem AVANCE III 600 Kryo NMR-Spektrometer mit 5 mm
TCI CryoProbe (Bruker Corporation, Billerica, MA, USA) bei 600,25 MHz ('H-NMR)
bzw. 150,95 MHz ('*C-NMR) bei RT von der Zentralen Analytik der Fakultit Chemie
und Pharmazie an der Universitdt Regensburg durchgefiihrt. Alle Spektren wurden iiber
die Losungsmittelsignale der nicht deuterierten Losungsmittelriickstinde kalibriert. 'H-,
13C-Daten fiir Vorversuche wurden mithilfe des AVANCE III 300 NMR-Spektrometers
aufgenommen. 10,0 mg Substanz wurden dazu in 0,7 mL Methanol-d4 vollstindig
gelost. Anhand der Software TopSpin 3.2 konnten die aufgenommenen NMR-Spektren
ausgewertet werden. Zusétzliche Informationen {iiber die theoretische Bindungslidnge
zwischen zwei Atomen im Molekiill wurden mittels der Software ChemDraw erhalten.

Sie erleichterten die rdumliche Einordnung der Atome durch NOESY-Daten.

3.5.15 HPLC-DAD/ESI-HRMS/MS

HPLC-DAD/ESI-HRMS/MS-Untersuchungen fanden zur Charakterisierung der gewon-
nenen Isolate (Kapitel 3.2) Anwendung. Die Analysen wurden von der Zentralen Analytik
der Fakultit Chemie und Pharmazie an der Universitit Regensburg an einem quadrupol-
Time of Flight (q-TOF) 6540 UHD (Agilent Technologies Inc., Palo Alto, USA) Massen-
spektrometer mit einer Dual-ESI-Ionenquelle (Agilent Technologies Inc., Palo Alto, USA)
durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass sich der negative Detektionsmodus besser
eignete als der positive (Ergebnisse nicht dargestellt). Daher fanden alle Aufnahmen im

negativen Modus statt.
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3.5.16 Karl-Fischer-Titration

Die auf der stochiometrischen Redoxreaktion von zu bestimmendem Wasser mit elemen-
tarem Iod, Schwefeldioxid, Alkohol und Base basierende Karl-Fischer-Titration wurde
zur Quantifizierung des Wassergehaltes im isolierten Aucubin herangezogen. Die Unter-
suchungen wurden an einem 870 KF Titrino Plus der Firma METROHM (Filderstadt,
Deutschland) mit den Reagenzien Methanol p.a. und der Kombilosung Aquastar ComiTi-
trant 5 der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland), die die restlichen oben erwéhnten,
essentiellen Komponenten (Iod, Schwefeldioxid, Base) beinhaltete, durchgefiihrt. Das
Gerit wurde vor den Messungen mit Wasser kalibriert (10 puL, n=5). Aliquote des iso-
lierten Aucubins (14,4 mg, 7,3 mg und 8,5 mg) wurden ungeldst in die methanolische
Vorlage gegeben und anschlieend via Titration vermessen. Anhand von Sichtkontrollen
wurde gepriift, ob der gesamte Feststoff wihrend der Messung in Losung iiberging. Auf
diese Weise sollte eine Erfassung der kompletten enthaltenen Wassermenge im Analyt
sichergestellt werden. Der ermittelte Wassergehalt im isolierten Aucubin belief sich auf
5,72 + 0,29% (n (Einwaage)=3, n (Messung)=1). Mit iiber 5% befand sich der Was-
seranteil somit deutlich iiber dem Spurenbereich und war folglich von Relevanz fiir die

Bestimmung der absoluten Reinheit des Isolats.

3.5.17 ICP-OES

Der im Aucubin enthaltene Natriumgehalt wurde mittels optischer Emissionsspektrome-
trie mit induktiv gekoppeltem (Hochfrequenz-)Plasma (ICP-OES) bestimmt. Gemessen
wurde dabei die elektromagnetische Strahlung der angeregten Atome beim Ubergang
vom energetisch hoheren in den Grundzustand, welche elementcharakteristisch ist und
hervorragend zur Quantifizierung in Vielstoffgemischen eingesetzt werden kann [135,
Seite 4-7]. Die ICP-OES wurde von der Zentralen Analytik der Fakultit Chemie und
Pharmazie an der Universitidt Regensburg an einem ICP-OES Spectroflame EOP von
SPECTRO Analytical Instruments (Kleve, Deutschland) mit Software Smart Analyzer
bei der natriumspezifischen Wellenldnge von 589,952 nm und einer Messzeit von 500 ms
vorgenommen. Die Quantifizierung fand mithilfe einer externen Kalibiergerade (Natrium-
chlorid p.a., 1-22 ng Natrium/mL Salpetersiure, 1> = 0,9992) statt. Das Grundrauschen
der hergestellten 1 molaren Salpetersdure wurde beriicksichtigt. Zur Probenvorbereitung
wurden 4,8 mg und 5,4 mg des Isolates in einen 10 mL Messkolben eingewogen, mit
1 molarer Salpetersdure versetzt, 15 min im Ultraschallbad behandelt und nach Abkiihlen
auf RT bis zur Markierung aufgefiillt. Zum Schutz vor Verstopfung der Anlage wurden
die schwarzen Polymerisate des sdurelabilen Aucubins durch Filtration (0,2 pm) entfernt.
Um den Substanzverbrauch gering zu halten, wurde lediglich eine Zweifachbestimmung
durchgefiihrt. Dabei konnte ein Natriumgehalt von 0,35 £+ 0,06% (n (Einwaage)=2,
n (Messung)=1) ermittelt werden. Dieser befand sich mit unter 1% im Spurenbereich und
trug somit nicht wesentlich zum Reinheitsgehalt des Isolates bei. Dies rechtfertigte die
Doppel- statt der bei den anderen Reinheitsbestimmungen durchgefiihrten Dreifachbe-

stimmungen.
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Kapitel 4

Verifizierung der Literaturangaben

4.1 Hintergrund, Motivation und Strategie

Ein weiterer Aspekt der Arbeit war es, zu iiberpriifen, ob die fiir P. lanceolata nachgewie-
senen prominentesten IGs (Aucubin, Catalpol, Globularin, Verbenalin, Asperulosid sowie
Deacetylasperulosidsdauremethylester (Kapitel 1.1.2.2)) tatsdachlich genuin in der Pflanze
vorkommen. Im Fokus standen insbesondere die zwei methoxylierten IGs Verbenalin
und Deacetylasperulosidsduremethylester, die potentielle Methoxyartefakte darstellen.
Es wurde vermutet, dass diese aufgrund von verwendetem Methanol in Extraktions- und
Isolierungsprozessen vorangegangener Arbeiten als Isolate erhalten wurden (Kapitel 1.3),
wie bereits fiir andere methoxylierte Verbindungen beschrieben [90, 136].

Zur Verifizierung der Genuitit der in der Literatur fiir P. lanceolata postulierten Ver-
bindungen wurden zwei Ansitze gewihlt, wobei als Untersuchungsmaterial jeweils die
getrocknete Pflanze verwendet wurde. Zum einen wurden ausgewihlte, IG-reiche Frak-
tionen aus dem Isolierungsprozess der Hauptiridoidglykoside Aucubin und Catalpol
herangezogen. Der Nachweis der entsprechenden Verbindungen sollte durch die aufkon-
zentrierte Analytmenge verbessert werden. Wihrend des gesamten Isolierungsprozesses
wurde dementsprechend darauf geachtet, Reaktionen, die genuine Verbindungen degra-
dieren konnen zu unterbinden (Kapitel 3 bzw. 3.1) und komplett auf den Einsatz von
Methanol zu verzichten, um der Bildung von Methoxyartefakten vorzubeugen [90]. Zum
anderen wurde ein Spitzwegerichrohextrakt untersucht, bei dem keine Anreicherung oder
Verlust der gewiinschten Verbindungen im Zuge der Fraktionierung stattfand, wodurch

die Detektion sehr gering konzentrierter Mengen erschwert wurde.
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4.2 Ergebnis und Diskussion

4.2.1 Genuititspriifung anhand ausgewihlter Fraktionen

Zur Kontrolle der Literaturangaben wurden die in Kapitel 3.2 gewonnenen Fraktion C4.2
und C4.3 vereinigt. Die Vereinigung der beiden Fraktionen erfolgte, um hdhere Ausbeu-
ten und damit geniigend Material fiir substanzcharakterisierende Analysen zu erhalten.
Die beiden Fraktionen wurden wegen ihrer Elutionsnihe sowie Fingerprintihnlichkeit
zu den aucubin-/catalpolhaltigen Fraktionen ausgewdhlt. Es wurde vermutet, dass die
gesuchten IGs in der Nihe von Aucubin und Catalpol eluieren. Die Vermutung stiitzte
sich darauf, dass alle postulierten IGs ein identisches Grundgeriist aufwiesen und damit
ein dhnliches chemisches Verhalten wie Retentionsvermogen erwartet wurde. Aufgrund
der dhnlichen chemischen Struktur sowie einer Zhnlichen Polaritit zu Aucubin und Ca-
talpol fiel zur weiteren Aufreinigung die Wahl auf ein Trennverfahren mit polaren bis
mittelpolaren Elutionsmitteln. Statt einer MPLC-Chromatographie wurde hier eine offene
Saulenchromatographie an Kieselgel durchgefiihrt (Kapitel 3.5.11). Analog der MPLC
eigneten sich auch hier weder Wasser noch Methanol als Komponenten der mobilen Phase,
sondern es fiel die Wahl ebenfalls auf einen Gradienten aus Ethanol und Ethylacetat. Aus
der Trennung resultierten zehn Unterfraktionen CC.1-CC.10. Letztere verkorperte den
Spiilschritt mit Methanol und war folglich zur Beantwortung der Frage nach Genuitét
nicht von Relevanz. Die restlichen, erhaltenen Fraktionen sollten auf das Vorkommen
der postulierten IGs untersucht werden. Durch Anwendung diverser Derivatisierungen
konnten die Fraktionen per DC charakterisiert und potentiell enthaltene IGs ausfindig
gemacht werden (Abbildung 4.1).

Aus Mangel an ausreichend guten Literaturstellen liber das Derivatisierungsverhalten von
IGs auf der DC, wurden zur Identifizierung der postulierten IGs die bisher gewonnenen
Erkenntnissen zu Aucubin und Catalpol herangezogen. Durch Derivatisierungen mit HC1
konz. bzw. Vanillin-HCI ergeben Aucubin und Catlapol unter VIS und 366 nm braune
Banden. Daher wurde angenommen, dass auch andere 1Gs diese Firbung aufweisen.
Die Identifizierung iiber das Farbeverhalten sollte mittels Naturstoff-Macrogol-Reagenz
kontrolliert werden, welches Flavonoide spezifisch gelb-orange anfirbt (VIS) und fiir
Phenole oft eine blaue Fluoreszenz unter 366 nm ergibt. Aulerdem konnten falsch-
positive Ergebnisse anhand von Fluoreszenzldschung auf underivatisierter Platte unter
254 nm iiberpriift werden. Nebenkomponenten sollten mittels unspezifisch anfirbendem
Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagenz (VIS, 366 nm, diverse konzentrationsabhéngige

Farben) nachgewiesen werden.
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254 nm 366 nm VIS

123 4 567 8 810

12345678910 123 45678910

Abbildung 4.1: Ubersichts-DC der offenen Siulenchromatographie mit Kieselgel als
stationdrer sowie Ethylacetat/Ethanol (60:40, v/v) als mobiler Phase. Detektion von links
nach rechts: 254 nm, 366 nm und Tageslicht (VIS), Derivatisierung von oben nach unten:
underivatisiert (A) sowie Anisaldehyd-Schwefelsdure (B), Vanillin-HCI 2 (C), HCI konz.
(D) und Naturstoffreagenz/Macrogol (E) nach 2-5 min und 120°C, Auftragung von links
nach rechts Fraktionen CC.1-CC.10 (1-10, je 40 ng), stationédre Phase: Kieselgel, mobile
Phase: FM-System 3.

Als potentielle IGs kamen daher zunéchst alle durch HCI konz. bzw. Vanillin-HCI braun
gefdrbten Zonen in Frage (C, D). Neben Aucubin und Catalpol mit Ry 0,42 in Fraktionen
CC.3, CC.4 und CC.5 konnten braune Zonen bei Ry 0,58 in Fraktionen CC.2, CC.7, CC.8
und CC.9 (C, D) detektiert werden. Das Wiederauftauchen dieser Bande in weiter hinten
liegenden Fraktionen war ein Beweis dafiir, dass die Chromatographie an der offenen
Kieselgelsdule erfolgreich war. Eine zusitzliche braune Bande bei Ry 0,20 in Fraktion
CC.6 konnte anhand der Derivatisierung mit Vanillin-HCI (C) sowohl unter VIS als auch
unter 366 nm detektiert werden, die auf ein weiteres IG hindeutete. Zur Uberpriifung,
ob es sich bei den oben beschriebenen Banden tatsdchlich um die gewiinschten IGs oder
nur um falsch-positive Ergebnisse handelte, wurden phenoltypische Derivatisierungen
vorgenommen. In allen Fraktionen traten phenoltypische Fluoreszenzen bei 366 nm auf.
Diese lagen direkt unterhalb der Zonen mit R¢ 0,58 in Fraktionen CC.2, CC.7, CC.8 und
CC.9 sowie direkt oberhalb von R¢ 0,20 in Fraktion CC.6. Jedoch konnten sie unter we-
niger sensitiver Tageslichtdetektion nicht mehr eindeutig registriert werden. Dies deutete
darauf hin, dass die enthaltenen phenolischen Verbindungen in geringen Konzentrationen
vorkamen. Auf den underivatisierten Platten konnten bei 254 nm Fluoreszenzldschun-
gen bei Rr 0,58 in den Fraktionen CC.8 und CC.9 beobachtet werden und zwar exakt
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auf der Hohe der potentiellen I1Gs. Dies deutete darauf hin, dass es sich hierbei doch
nicht um die gesuchten IGs handelte. Durch den Vergleich mit den anderen DCs wur-
de klar, dass es sich aller Wahrscheinlichkeit nach bei den potentiellen IGs nicht um
falsch-positive Annahmen handelte. Stattdessen besallen polaritidtsdhnliche bzw. -gleiche
phenolische Substanzen einen @hnlichen bzw. identischen R¢-Wert wie die gesuchten
IGs. Bestérkt wurde diese These vor allem durch die bei 366 nm intensiv braunen Ban-
den des Vanillin-HCl-Chromatogramms (C) bei R¢ 0,58 in der Fraktion C.2. Die mit
Anisaldehyd-Schwefelsdure behandelten Chromatogramme bestitigten die bisherigen
Erkenntnisse. Potentiell IG-haltige Fraktionen CC.2 CC.9 ohne Zwischenfraktion CC.5
wurden per priparativer HPLC aufgearbeitet (Kapitel 3.5.12 und Kapitel 4.4.3). Daraus
resultierten insgesamt 22 Isolate. Diese wurden via LC-HRMS auf die postulierten IGs,
speziell auf die methoxylierten IGs hin analysiert. Von den sechs IGs Aucubin, Catalpol,
Globularin, Verbenalin, Asperulosid sowie Deacetylasperulosidsduremethylester konnten
Masse-Ladungs-Verhiltnisse, die zu den beiden Hauptiridoidglykosiden Aucubin und
Catalpol sowie zu Verbenalin und Deacetylasperulosidsduremethylester mit endstindiger
Methoxygruppe passten, nachgewiesen werden. Dies deutete darauf hin, dass die beiden
Methoxyverbindungen in der Tat genuin in der Pflanze enthalten sind. Ob es sich bei
den erhaltenen Masse-Ladungs-Verhiltnissen tatsdchlich um die beiden methoxylierten
IGs handelt, kann anhand der vorliegenden Daten nicht mit Sicherheit gesagt werden.
Wegen zu geringen Substanzmengen konnten verifizierende Analysen nicht durchgefiihrt
werden.

Die beiden 1Gs Globularin sowie Asperulosid konnten anhand der durchgefiihrten LC-
HRMS-Analysen nicht nachgewiesen werden. Dies bedeutet nicht, dass die beiden Ver-
bindungen nicht in der Pflanze enthalten waren. Moglich ist, dass sie sich aufgrund
unterschiedlichen Trennverhaltens wihrend der vorgenommenen Faktionierungsschritte
in einer anderen Fraktion befinden.

Globularin, dass als einziges IG in P. lanceolata eine Zimtsiure besitzt, ist deutlich unpo-
larer als die restlichen IGs und somit in einer unpolareren Fraktion zu erwarten. Zudem
konnte es auch im Rahmen der Aufkonzentrierung an der Sephadexséule abgetrennt
worden sein.

Asperulosid, welches als einziges in P. lanceolata enthaltenes IG iiber einen Lactonring
verfiigt, konnte sich durch diesen Ring ebenfalls abweichend von den anderen IGs im
chromatographischen Prozess verhalten und auf diese Weise im Prozess der Aufkonzen-
trierung in einer anderen Fraktion zu finden sein.

Um den Effekt des Substanzverlustes wéhrend der Fraktionierung zu umgehen, wurde
zusitzlich ein Rohextrakt der Spitzwegerichdroge per LC-HRMS analysiert (Kapitel 4.2.2
und 4.4.4).
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4.2.2 Genuititspriifung anhand eines Rohextrakts

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein methanolfreier Rohextrakt aus Plantaginis lanceo-
latae herba mittels LC-HRMS gescreent (Kapitel 4.4.2 und Kapitel 4.4.4). Ziel war es,
herauszufinden, ob die prominentesten, postulierten IGs Aucubin, Catalpol, Globularin,
Verbenalin, Asperulosid sowie Deacetylasperulosidsduremethylester genuiner Herkunft
sind.

Im Gegensatz zur Analyse einer ausgewihlten Fraktion im Isolierungsprozess sollte
durch den Verzicht auf substanzdiskriminierende Aufreinigungsschritte ein moglichst
vollstindiges Spektrum der Inhaltsstoffe erfasst werden. Insbesondere wurde darauf ge-
achtet, dass sowohl die polareren als auch die unpolareren 1Gs der Pflanze extrahiert
wurden, weswegen ein relativ polares bis mittelpolares Extraktionsmittelgemisch aus
Acetonitril/Wasser (1:1, v/v) zum Einsatz kam (Kapitel 4.4.2).

In Hinblick auf die in der vorliegenden Arbeit durchgefithrende HPLC-Fingerprint-
methodenentwicklung und -validerung wurden neben den oben genannten I1Gs zusétzlich
die in P. lanceolata enthaltenen PEs auf ihr natiirliches Vorkommen hin kontrolliert.
Hierbei standen lediglich die prominentesten PEs der Pflanze im Fokus: Verbascosid,
Isoverbascosid, Lavandulifoliosid und Plantamajosid.

Zur LC-HRMS-Analytik wurden die HPLC-Methoden aus der HPLC-Fingerprint-
methodenentwicklung herangezogen. Die Bestimmung der Retentionszeit war von Be-
deutung, um Isomere herauszufiltern. Das Erkennen von Isomeren sollte durch die Ver-
wendung zweier unterschiedlicher Sdulen gesichert werden. Dariiber hinaus wurden
zwei unterschiedliche Algorithmen find by formula und find by molecular feature zur
Substanzidentifizierung eingesetzt. Verbindungen, welche gemif3 des angewendeten Al-
gorithmuses einen mathematisch-statistischen Score von > 75% aufzeigten, galten als
nachgewiesen. Treffer mit kleineren Scores wurden aufgrund der fehlenden statistischen
Sicherheit als nicht nachgewiesen deklariert. Die Ergebnisse der LC-HRMS-Analytik an
stationédrer Biphenylsdule mit einem ameisensauren Wasser-Acetonitril-Gradienten iiber
die Algorithmen find by formula und find by molecular feature sind der Tabelle 4.1 zu

entnehmen.



Tabelle 4.1: Tabellarische Zusammenstellung der per LC-HRMS nachweisbaren IGs und PEs in einem Spitzwegerichrohextrakt mittels Biphenylsiule.

Angegeben werden die verwendeten Algorithmen, die jeweilige Verbindung mit der zugehorigen Stoffklasse, ihre Summenformel, Zielmasse, experimentell
ermittelte Masse und Retentionszeit tg. Als Nachweisgrenze wurde ein Score von > 75% definiert. Verbindungen, die nicht detektiert werden konnten oder sich
unterhalb dieser Grenze befanden, wurden als nicht enthalten deklariert. Fiir diese gab das Programm keine Zielmasse an.

Algorithmus  Stoffklasse Verbindung Summenformel m/z [M-H] 2 m/z [M-H] tr [min]
find by for- 1Gs Aucubin Ci5H209 346,1264 346,1269 4,645
mula
346,1266 5,266
346,1264 5,510
Asperulosid Ci1sH2 01 414,1162 414,1161 15,920
Catalpol C15H22019 362,1213 362,1221 3,159
362,1210 4,057
Deacetylasperu- Ci7H24014 b ¢ ¢
losidsduremethyl-
ester
Globularin Ca3H2601 b ¢ ¢
Verbenalin Ci7H24019 b ¢ ¢
PEs Lavandulifoliosid C34H44019 756,2477 756,2473 17,125
756,2482 18,254
756,2477 18,598
Plantamajosid Cy9H36016 640,2003 640,2007 18,254

4 Zielmasse

b wurde vom Programm nicht ermittelt

¢ nicht detektiert

NHGVONVINLVIALIT ¥9d ONOYHIZIATIHA '+
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Algorithmus  Stoffklasse Verbindung Summenformel m/z [M-H] 2 m/z [M-HJ tr [min]
(Iso-)Verbascosid CrH36015 624,2054 624,2070 18,892
624,2054 19,480
624,2048 20,700
find by mole- 1Gs Aucubin C15H2,09 346,1264 346,1261 4,642
cular feature
346,1272 4,644
346,1268 5,269
346,1260 5,270
Asperulosid Ci1sH2,014 414,1162 414,1162 15,917
Catalpol Ci5H2,019 362,1213 362,1222 3,156
362,1212 4,060
Deacetylasperu- Ci7H24014 b ¢ ¢
losidsduremethyl-
ester
Globularin Ca3Hy6014 478,1475 478,1472 19,015
478,1472 19,231
Verbenalin C17H24019 b ¢ ¢
PEs Lavandulifoliosid C34H44019 756,2477 756,2480 18,599
Plantamajosid Cy9H36016 640,2003 640,2002 16,993

4 Zielmasse
b

¢ nicht detektiert

wurde vom Programm nicht ermittelt

NHGVONVINLVIALIT ¥9d ONOYHIZIATIHA '+
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Algorithmus  Stoffklasse Verbindung Summenformel m/z [M-H]" 2 m/z [M-H] tr [min]
640,2000 17,145

640,2011 18,256

(Iso-)Verbascosid Co9H36015 624,2054 624,2072 18,891

624,2058 19,482

4 Zielmasse

® wurde vom Programm nicht ermittelt

¢ nicht detektiert

NHGVONVINLVIALIT ¥9d ONOYHIZIATIHA '+

01
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Mittels find by formula konnten an der Biphenylsdule drei der sechs betrachteten IGs,
konkret Aucubin, Asperulosid und Catalpol sowie alle im Mittelpunkt stehenden PEs
Lavandulifoliosid, Plantamajosid sowie (Iso-)Verbascosid mit einem Score > 75% nach-
gewiesen werden. Mithilfe des Algorithmus hinter find by molecular feature konnte
iiberdies auch Globularin als Bestandteil im Rohextrakt erfasst werden. Als Konstituti-
onsisomere ist es nicht verwunderlich, dass Verbascosid und Isoverbascosid zwei Signale
gleicher Masse mit unterschiedlichen Retentionszeiten hervorbringen. Durch Abgleich
mit den Referenzsubstanzen im Rahmen der HPLC-Methodenentwicklung (Kapitel 6.3.1
und 7.2) konnte Verbascosid dem ersten Signal bei 18,891 min und Isoverbascosid dem
spéteren bei 19,482 min eindeutig zugeordnet werden. Des Weiteren konnten sowohl Au-
cubin als auch sein in P. lanceolata enthaltenes Epimer 6-epi-Aucubin detektiert werden.
Fiir Plantamajosid konnte anhand dieses Algorithmus nur ein Signal beobachtet werden.
Sein im Spitzwegerich enthaltenes Isomer Plantainosid D konnte demnach nicht aus den
Ergebnissen bestitigt werden.

Unerwartet war, dass auch Zielverbindungen, fiir die bis dato keine bzw. nur eine Isoform
in P. lanceolata bekannt ist, anhand beider Algorithmen multiple Signale erzeugten und
somit nahelegten, dass im Spitzwegerich (weitere) isomere Formen dieser Substanzen
vorliegen. Im find by formula Modus ergaben sich dementsprechend fiir Aucubin und
Lavandulifoliosid insgesamt drei und fiir Catalpol zwei unterschiedliche Signale. Inter-
essant ist iiberdies die Existenz eines weiteren Signals fiir die Summenformel von (Iso-
)Verbascosid, das auf eine weitere Isoform hindeutet. Gleiches gilt fiir (6-epi-)Aucubin.
Die Ergebnisse des find by formula Modus konnten teilweise durch die Auswertung
mittels find by molecular feature bestitigt werden. Hier ergaben sich fiir Aucubin jedoch
vier statt drei unterschiedliche Signale. Die Anzahl an Signalen fiir Catalpol blieb iden-
tisch. Lavandulifoliosid rief stattdessen nur noch ein Signal hervor. Dafiir wurden fiir
Plantamajosid, statt wie zuvor ein Signal, via find by molecular feature drei unterschiedli-
che Signale aufgezeichnet, wobei eines davon mit hoher Wahrscheinlichkeit seinem in
P. lanceolata enthaltenem Isomer Plantainosid D entspricht. Verbascosid und Isoverbas-
cosid resultierten statt der vorherigen drei in zu erwartende zwei Signale. Die restlichen
Zielstrukturen lieferten erwartungsgemif nur ein Signal und werden deshalb nicht néher
diskutiert.

Um diese Ergebnisse gegenzupriifen wurden die gleichen LC-HRMS-Analysen an einer
C8e-Siule durchgefiihrt (Tabelle 4.2).



Tabelle 4.2: Tabellarische Zusammenstellung der per LC-HRMS nachweisbaren IGs und PEs in einem Spitzwegerichrohextrakt mittels C8e-Sédule. Angegeben
werden die verwendeten Algorithmen, die jeweilige Verbindung mit der zugehorigen Stoffklasse, ihre Summenformel, Zielmasse, experimentell ermittelte
Masse und Retentionszeit tg. Als Nachweisgrenze wurde ein Score von > 75% definiert. Verbindungen, die nicht detektiert werden konnten oder sich unterhalb
dieser Grenze befanden, wurden als nicht nachgewiesen deklariert. Fiir diese gibt das Programm keine Zielmasse an.

Algorithmus  Stoffklasse Verbindung Summenformel m/z [M-H] 2 m/z [M-HJ tr [min]
find by for- 1Gs Aucubin C15H2,09 346,1264 346,1281 6,469
mula
346,1278 7,706
346,1274 12,542
Asperulosid C1sH2,014 414,1162 414,1179 14,561
Catalpol Ci5H2,019 362,1213 362,1233 3,319
362,1226 4,384
362,1227 12,985
Deacetylasperulosidsdure- Cj7H401; b ¢ ¢
methylester
Globularin Ca3Ha601 b ¢ ¢
Verbenalin Ci7H24019 b ¢ ¢
PEs Lavandulifoliosid C34H44019 756,2477 756,2486 15,492
756,2495 16,535
756,2491 16,962
Plantamajosid C9H36016 640,2003 640,2021 18,535

4 Zielmasse

b wurde vom Programm nicht ermittelt

¢ nicht detektiert

NHGVONVINLVIALIT ¥9d ONOYHIZIATIHA '+
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Algorithmus  Stoffklasse Verbindung Summenformel m/z [M-H]" 2 m/z [M-HJ tr [min]
(Iso-)Verbascosid CrH36015 624,2054 624,2082 17,356
624,2067 18,188
find by mole- 1Gs Aucubin C15H2,09 346,1264 346,1279 7,706
cular feature
Asperulosid C13H2,01; 414,1162 414,1178 14,560
Catalpol C15H22019 362,1213 362,1236 3,319
362,1227 4,384
Deacetylasperulosidsdure- Cj7H2401; b ¢ ¢
methylester
Globularin Cy3Hy6011 478,1475 478,1488 17,494
Verbenalin C17H24019 b ¢ ¢
PEs Lavandulifoliosid C34H44019 756,2477 756,2494 16,958
Plantamajosid Co9H36016 640,2003 640,2013 15,493
640,2024 16,532
(Iso-)Verbascosid Ca9H36015 624,2054 624,2088 17,355
624,2069 18,185

4 Zielmasse
b

¢ nicht detektiert

wurde vom Programm nicht ermittelt

NHGVONVINLVIALIT ¥9d ONOYHIZIATIHA '+

SoI1
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Die LC-HRMS-Untersuchungen an der C8e-Séule fiihrten zu dhnlichen Ergebnissen wie
an der Biphenylsaule. Mittels find by formula-Algorithmus konnten fiir (6-epi-)Aucubin
und Lavandulifoliosid, wie gehabt, je drei Signale detektiert werden. Das an der Bi-
phenylsdule mit zwei Signalen vertretene Catalpol, brachte an der C8e-Séule via find
by formula-Algorithmus nun ebenfalls drei Signale hervor. Beide Algorithmussysteme
resultierten hingegen fiir (Iso-) Verbascosid an stationirer C8e-Séule in den erwarteten
zwei Signalen. Catalpol und Lavandulifoliosid wiesen je zwei Signale auf. Fiir Planta-
majosid bzw. Plantainosid D konnte find by formula-Modus ein, im find by molecular
feature-Modus drei Signale detektiert werden. Mithilfe des Modus find by molecular fea-
ture wurden insgesamt weniger Isoformen erfasst als mit find by formula. Die restlichen
Zielstrukturen zeigten erwartungsgemif nur ein Signal und geben damit keinen Anlass
zur ndheren Diskussion.

Qualitativ konnten schlussendlich die IGs Globularin, Asperulosid, Aucubin und Catalpol
sowie die PEs Lavandulifoliosid, Plantamajosid, Verbascosid und Isoverbascosid im ange-
wendeten Spitzwegerichrohextrakt nachgewiesen werden, weswegen diese - in Einklang
mit den Literaturdaten - als genuin vorkommend angenommen werden. Verbenalin und
Deacetylasperulosidsduremethylester konnten im Screening des Rohextraktes zwar nicht
detektiert werden, doch ist ihr natiirliches Vorkommen in der Pflanze deshalb nicht auto-
matisch ausschlieSbar. Denkbar wire, dass sie in geringen, nicht-detektierbaren Mengen
in der Pflanze vorliegen, dass sie im nicht-aufkonzentrierten Rohextrakt unterhalb der
Detektionsgrenze lagen und somit nicht nachgewiesen werden konnen.

Weiterhin ist anzumerken, dass die teilweise unstimmigen Informationen aus den zwei
angewendeten Algorithmussystemen verdeutlichen, dass die erhaltene Datenlage stark
vom eingesetzten mathematischen System abhéngt, das fiir die Auswertung der Daten
genutzt wird. Der resultierende mathematisch-statistische Score des zugrundeliegenden
Algorithmus sowie die festgelegte Nachweisgrenze beeinflussen zudem das Ergebnis der
Auswertung und sind bei einer kritischen Einstufung der Ergebnisse zu beriicksichtigen.
Besonders hervorzuheben ist, dass im Rahmen der vorgenommenen Untersuchungen
erstmalig Hinweise zur Existenz von Isoformen der Verbindungen Catalpol, Globularin,
und Lavandulifoliosid in P. lanceolata beschrieben werden konnten. Dariiber hinaus
besteht die begriindete Vermutung, dass je eine weitere Isoform der bereits bekannten
Konstitutionsisomere Verbascosid und Isoverbascosid sowie der Konstitutionsisomere
Plantamajosid und Plantainosid D in P, lanceolata existiert. Des Weiteren geben die Ergeb-
nisse Grund zur Annahme, dass mindestens zwei weitere Isoformen des (6-epi-)Aucubins
im Spitzwegerich vorliegen. Im anschlieenden Kapitel 4.2.3 soll das Vorkommen be-

kannter und neuer Isoformen ausfiihrlicher diskutiert werden.
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4.2.3 Postulierung neuer Isoformen

Im Rahmen dieser Arbeit konnten fiir die Spezies P. lanceolata neue potentielle Isoformen
der enthaltenen IGs und PEs postuliert werden (Kapitel 4.2.2). Eine Zusammenfassung der
LC-HRMS-Ergebnisse in Hinblick auf potentielle Isomere an den beiden herangezogenen
stationédren Phasen Biphenyl und C8e mit Auswertungen anhand beider Algorithmen-
modi find by formula sowie find by molecular feature als Diskussionsgrundlage bietet
Tabelle 4.3. Die Anzahl an gemessenen Signalen wird der Anzahl der Strukturformeln,

also Originalverbindungen plus Isoformen, gleichgesetzt.

Tabelle 4.3: Zusammenfassung der LC-HRMS-Ergebnisse in Hinblick auf potentielle
Konstitutionsisomere. Angegeben ist die maximale Anzahl an gemessen Signalen pro
postulierter Substanz sowie die Anzahl der daraus resultierenden potentiellen Konstituti-
onsisomere. Als Nachweisgrenze wurde ein Score von > 75% definiert. Beriicksichtigt
wurden die Ergebnisse der Analytik an der Biphenyl- sowie C8e-Séule sowie Auswertun-
gen anhand der Algorithmenmodi find by formula sowie find by molecular feature.

Stoffklasse Verbindung max. Signalanzahl ~ Anzahl der Isomere

1Gs Aucubin 4 3
Asperulosid 1 0
Catalpol 3 2
Deacetylasperulosidsdure- 0 0
methylester
Globularin 2 1
Verbenalin 0 0

PEs Lavandulifoliosid 3 2
Plantamajosid 3 2
(Iso-)Verbascosid 3 2

Insgesamt kénnen aufgrund der hier erhobenen Daten vier Formen fiir Aucubin, drei fiir
Catalpol, zwei fiir Globularin und je drei fiir Lavandulifoliosid, Plantamajosid sowie (Iso-
)Verbascosid angenommen werden. Fiir Asperulosid zeichnete sich nur ein Signal ab, was
folglich auf lediglich eine Konstitutionsform hindeutet. Verbenalin und Deacetylasperulo-
sidsduremethylester konnten nicht im Rohextrakt, dafiir in einer ausgewéhlten Fraktion
nachgewiesen werden (Kapitel 4.2.1). Die Nachweise in der ausgewdhlten Fraktion lie-
Ben keinen Hinweis auf mehrere Isoformen der beiden genannten IGs in P. lanceolata
erkennen.

Die Existenz von Isocatalpol wurde fiir P. maxima [137, 138], Veronica spicata [137]
und Euphrasia brevipila [139] in der Literatur beschrieben. Fiir P. lanceolata ist diese
Isoform jedoch bisher unbekannt. Auch Nemereshina et al. [137], die sich ausfiihrlich mit
der Analytik entsprechender IGs in diversen Plantaginaceaen befassten, konnten kein
Isocatalpol in Spitzwegerichbléttern nachweisen. Im Gegensatz zu den hier ermittelten
MS-Daten, die auf insgesamt zwei zusitzliche Isoformen hindeuten, wird in der Literatur
nur eine beschrieben. Dieser Kontroverse gilt es in weiteren Analysen nachzugehen, die
im Rahmen dieser Arbeit offen bleibt. Anzumerken ist weiterhin, dass eine Strukturfor-

mel des Isocatalpols weder in den entsprechenden Literaturstellen noch via Scifinder
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dargestellt wird, weswegen liber die genaue Struktur des Isomers nur spekuliert werden
kann. Beziiglich der Polaritdt konnte mit unterschiedlichen FM-Systemen auf stationérer
Kieselgelplatte gezeigt werden, dass sich Isocatalpol polarer als Catalpol verhilt Neme-
reshina etal. [137], Tinkov etal. [138] und Suchinina etal. [139], begriindet durch den
eindeutig niedrigeren R¢-Wert. Dariiber hinaus konnte ein unterschiedliches Anféarbever-
halten wihrend der Derivatisierung beobachtet werden Nemereshina et al. [137], Tinkov
etal. [138] und Suchinina et al. [139]. Es liegen weder strukturcharakterisierende NMR-
noch MS-Daten zu Isocatalpol in der Literatur vor.

Im Gegensatz zu Aucubin ist das Vorhandensein seines Epimers 6-epi-Aucubin in der
Literatur weniger bekannt (Kapitel 1.1.2.2). Isoaucubin wurde bis dato fiir diverse
Alectra- und Striga-Spezies [140] sowie fiir Hygrophila polysperma [141] und Aegi-
netia indica L. [142], jedoch bis dato nicht fiir P. lanceolata in der Literatur beschrieben.
In den genannten Literaturstellen sowie mittels Scifinder wird die Strukturformel fiir
Isoaucubin einstimmig formuliert. Isoaucubin (3-D-Glucopyranoside, (1S,4aS,7aR)-
1,4a,5,7a-tetrahydro-4a-hydroxy-7-(thydroxymethyl)cyclopenta[C]pyran-1-yl) ist dem-
nach ein Konstitutionsisomer des Aucubins ([3-D-Glucopyranoside, (1S,4aR,5S,7aS)-
1,4a,5,7a-tetrahydro-5-hydroxy-7-(hydroxymethyl)cyclopenta[C]pyran-1-yl), wobei die
endstindige Hydroxylgruppe statt an Position C6 an Position C5 lokalisiert ist (Abbil-
dung 4.2).

HO
X
O
H
HO OGlc B-D-Glucose (Glc)

Abbildung 4.2: Strukturformel von Isoaucubin [142].

Die Struktur von Isoaucubin wird in der Literatur durch NMR-Daten eindeutig definiert
[142]. Verifizierende MS-Daten des beschriebenen Isoaucubins liegen bis dato nicht vor.
Ob die Epiform des Aucubins und/oder das in der Literatur fiir andere Pflanzen postu-
lierte Isoaucubin zu den drei detektierten Isomersignalen gehoren, gilt es in zukiinftigen
Analysen zu verifizieren. Auch kann das Auftreten zusitzlicher epimerer Formen nicht
ausgeschlossen werden.

Keine Isoformen werden in der Literatur fiir Deacetylasperulosidsduremethylester, Ver-
benalin, Asperulosid und Globularin beschrieben, wobei bei der Literaturrecherche diverse
Trivialnamen beriicksichtigt wurden. In den hier durchgefiihrten Experimenten konn-
ten Deacetylasperulosidsduremethylester und Verbenalin nicht im Rohextrakt, jedoch
in der ausgewihlten Analysefraktion detektiert werden. In Einklang mit der Literatur

bestehen anhand der in dieser Arbeit erhobenen Daten fiir beide Verbindungen keine
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Hinweise auf isomere Formen. Auch fiir Asperulosid, das im Rohextrakt, jedoch nicht in
der Einzelfraktion detektiert werden konnte, ergaben die Ergebnisse dieser Arbeit keinen
Hinweis auf enthaltene Isomere der Verbindung in P. lanceolata und stimmen somit mit
den Literaturangaben iiberein. Fiir Globularin konnte in Diskrepanz zur Literaturlage
experimentell eine existierende Isoform ermittelt werden. Die unterschiedliche Datenlage
zwischen den Ergebnissen dieser Arbeit und den bisherigen Daten der Literatur ist in
weiteren Experimenten zu iiberpriifen.

Fiir Lavandulifoliosid konnte in der Literatur die Isoform Isolavandulifoliosid u.a. fiir Si-
deritis trojana [143], jedoch nicht fiir P. lanceolata beschrieben werden (Abbildung 4.3).

HO
OH

HO O

\ o \
1|| ‘\
OH

"R": a-L-Arabinose

OH

OH
Abbildung 4.3: Strukturformel von Isolavandulifoliosid [143].

Im Gegensatz zu Lavandulifoliosid (3-D-Glucopyranosid, 2-(3,4-dihydroxyphenyl)ethyl
O-«-L-arabinopyranosyl-(1 — 2)-O-6-deoxy-a-Lmannopyranosyl-(1 — 3)-, 4-[(2Z)-3-
(3,4-dihydroxyphenyl)-2-propenoat]) ist bei Isolavandulifoliosid (3-D-Glucopyranosid,
2-(3,4-dihydroxyphenyl)ethyl O-o-L-arabinopyranosyl-(1 — 2)-0-6-deoxy-«-L-man-
nopyranosyl-(1 — 3)-, 6-[3-(3,4-dihydroxyphenyl)-2-propenoat]) die Kaffeesidure an C6
der mittelstindigen Glukose statt an C4 verestert. Es konnten keine charakterisierenden
MS-Literaturdaten fiir Isolavandulifoliosid in der Literatur gefunden werden. Statt der
hier ermittelten zwei konnte anhand einschligiger Literaturdaten nur eine weitere Isoform
fiir Lavandulifoliosid belegt werden [143]. Es ist dariiber hinaus anzumerken, dass das
im Spitzwegerich beinhaltete Forsythosid B die selbe Summenformel wie (Iso-) Lavandu-
lifoliosid aufweist. Es unterscheidet sich von Lavandulifoliosid einzig in den Zuckern.
Wihrend bei Lavandulifoliosid an der «-L-Rhamnose eine «-L-Arabinose verkniift ist
und Position 6 der zentralen Glukose eine OH-Gruppe sitzt, weist Forsythosid B keinen
weiteren Zucker an der «x-L-Rhamnose auf, jedoch befindet sich bei Forsythosid B an
Position 6 der mittelstindigen Glukose eine Apiose. Substanzverifizierende Analysen
stehen noch aus.

Isoplantamajosid (Synonym: Plantainosid D) konnte u.a. in den Samen von P. major L.
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[144], P. asiatica L. [144, 145] und P. depressa WILLD. [144, 145] sowie den ober-
irdischen Teilen der letzten beiden Arten [145, 146] nachgewiesen werden. Auch fiir
P. lanceolata L. wird es beschrieben [16]. Die Struktur von Isoplantamajosid inklusi-
ve MS-Fragmentierungsmuster wird in der Literatur ausfiihrlich dargelegt [144, 145,
146, 147] und stehen im Einklang mit den Strukturinformationen von Scifinder (Ka-
pitel 1.1.2.4). Isoplantamajosid und Plantamajosid unterscheiden sich, wie bei (Iso-)
Lavandulifoliosid, in der Stellung der Kaffeesiure, die bei Isoplantamajosid an C6 und
bei Plantamajosid an C4 der mittelstindigen Glukose verestert ist. Zudem wird fiir die
endstindige Glukose bei Isoplantamajosid im Gegensatz zu Plantamajosid am C3-Atom
der mittelstindigen Glukose eine S statt einer R-Konfiguration postuliert. In Analogie
zu Lavandulifoliosid, konnte auch fiir Plantamajosid trotz Beriicksichtigung der Trivial-
namen nur eine Isoform in der Literatur bestétigt werden [16], obwohl experimentelle
Daten dieser Arbeit auf zwei Isoformen hinweisen. Weiterfiihrende Untersuchungen, um
die Existenz einer zweiten Isoform zu bestétigen, stehen noch aus.

Fiir Verbascosid ist bis dato nur das Konstitutionsisomer Isoverbascosid als Inhaltsstoff
von P. lanceolata bekannt. Wihrend die im Molekiil enthaltene Kaffeesdure bei Verbas-
cosid (3-D-Glucopyranosid, 2-(3,4-dihydroxyphenyl)ethyl 3-O-(6-deoxy-x-L-mannopy-
ranosyl)-, 4-[3-(3,4-dihydroxyphenyl)-2-propenoat]) an C4 verankert ist, befindet sie sich
bei Isoverbascosid an Pos. C6. AuBlerdem unterscheiden sich die Isomere in der Konfigu-
ration der endstindigen Rhamnose, die fiir Isoverbascosid im Gegensatz zu Verbascosid
S-konfiguriert an C3 der mittelstindigen Glukose verbunden ist. Das Vorkommen von
Isoverbascosid in P. lanceolata, seine chemische Struktur sowie ndher charakterisierende
Daten wie NMR, MS und UV sind in der Literatur einschligig belegt (Kapitel 1.1.2.4).
Theoretisch sind weitere Konstitutionsisomere moglich. Einige davon wurden bereits in
der Literatur fiir andere Pflanzen beschrieben, wie z.B. Forsythosid A [148, 149, 150],
Forsythosid H [150] und Forsythosid I [150]. Synonyme Trivialnamen fiir Forsytho-
sid A (3-D-Glucopyranosid, 2-(3,4-dihydroxyphenyl)ethyl 6-O-(6-deoxy-«-L-manno-
pyranosyl)-, 2-[(2E)-3-(3,4-dihydroxyphenyl)-2-propenoat]) lauten Forsythiasid bzw.
Forsythiasid A. Forsythosid H (3-D-Glucopyranosid, 2-(3,4-dihydroxyphenyl)ethyl 6-O-
(6-deoxy-a-L-mannopyranosyl)-, 3-[(2E)-3-(3,4-dihydroxyphenyl)-2-propenoat]) besitzt
keine Synonyme. Forsythosid I ([3-D-Glucopyranosid, 2-(3,4-dihydroxyphenyl)ethyl
6-0-(6-deoxy-a-L-mannopyranosyl)-, 4-[(2E)-3-(3,4-dihydroxyphenyl)-2-propenoat])
wird in der Literatur auch als Isoforsythosid oder Lianqgiaoxinsid A bezeichnet.
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Das Vorliegen verschiedener Trivialnamenstdmmen (Verbascosid vs. Forsythosid) deutet
auf unterschiedliche Fundquellen bzw. genuines Vorkommen in verschiedenen Pflanzen
hin. Alle drei Isomere konnten in Forsyhtia suspense (THUNB.) VAHL erfasst werden
[148, 150]. Forsythosid A konnte zudem in Oliven nachgewiesen werden [149]. Abgese-
hen von der 3,4-Dihydroxy-phenethyl-Einheit, die stets an Position 1 der mittelstindigen
Glukose verkniipft ist, variieren die Konstituenten o-L-Rhamnose (Rha) und Kaffeesidure
(KS) in den Konstitutionsisomeren des Verbascosids (Abbildung 4.4, Tabelle 4.4).

@)

HO \

HO
Kaffeesaure (KS)

OR4
6 o-L-Rhamnose (Rha)

R0

OH

OH

Abbildung 4.4: Struktureller Aufbau der in Pflanzen beschriebenen Konstitutionsisomere
des Verbascosids.

Tabelle 4.4: Struktureller Aufbau der in Pflanzen beschriebenen Konstitutionsisomere
des Verbascosids.

Substanzname Ry R, R; R4
Verbascosid? H Rha‘ KS H
Isoverbascosid? H Rha® H KS
Forsythosid AP H H KS Rha®
Forsythosid H? KS Rha® H Rha®
Forsythosid IP H KS H Rha®

4 Vorkommen fiir P. lanceolata nachgewiesen
b Vorkommen nachgewiesen, aber bis dato noch nicht fiir P. lanceolata beschrieben
¢ O-glykosidische Bindung: Rha 1’ — Glu
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Da neben den fiir P. lanceolata bekannten PEs Iso- und Verbascosid noch eine weitere
Verbindung des gleichen Masse-Ladungs-Signals in der Pflanze erfasst werden konnte,
ist es denkbar, dass es sich bei dieser Substanz um eines der bereits fiir andere Pflanzen
beschriebenen Konstitutionsisomere Forsythosid A, Forsythosid H oder Forsythosid I
handelt. Ungewohnlich im Vergleich zu den bisherigen fiir P. lanceolata postulierten PEs
ist hierbei die Bindung der Caffeoyleinheiten an Position 2 der zentralen Glukose des
PEs Forsythosid H. Bei allen anderen PEs, die aktuell fiir Spitzwegerich beschrieben
werden, befindet sich an dieser Position eine OH-Gruppe. Zusammenfassend kann gesagt
werden, dass im Rahmen dieser Arbeit ein bekanntes (Isoverbascosid) sowie die neuen
Isomere Isoaucubin, Isocatalpol, Isolavandulifoliosid, Isoplantamajosid, Neoisoaucu-
bin A und B, Neoisocatalpol A, Neoisolavandulifoliosid A, Neoisoaplantamajosid A und

Neoisoverbascosid A fiir P. lanceolata entdeckt werden konnten (Tabelle 4.5).

Tabelle 4.5: Einpflegen der in P. lanceolata entdeckten neuen I1G- und PE-Isomere in den
bisherigen wissenschaftlichen Kontext. Angegeben sind die fiir P. lanceolata postulierten
Originalverbindungen, allgemein bekannte Isoformen, speziell fiir P. lanceolata bekannte
Isoformen und bisher unbekannte Isomere.

Stoffklasse Original- allgemein fiir P. lanceo- experimentell
verbindung bekannte lata bekann- ermittelte
Isomere te Isomere Gesamt-
zahl an
potentiellen

Isomeren in
P, lanceolata

1Gs Aucubin Isoaucubin, 6-epi-- 3
6-epi-- Aucubin
Aucubin
Asperulosid - - 0
Catalpol Isocatalpol - 2
Deacetylasperu- - - 0
losidsdauremethyl-
ester
Globularin - - 1
Verbenalin - - 0
PEs Lavandulifoliosid Isolavanduli- - 2
foliosid
Plantamajosid Isoplantama- Isoplantama- 2
josid josid
Verbascosid Isoverbas- Isoverbasco- 2
cosid, For- sid
sythosid A,
Forsytho-
sid H und

Forsythosid |
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Isoaucubin, Isocatalpol, Isolavandulifoliosid, Isoplantamajosid sowie die Verbascosidiso-
mere Forsythosid A, Forsythosid H und Forsythosid I wurden dabei in der Literatur fiir
andere Pflanzen jedoch nicht fiir P. lanceolata beschrieben. Die restlichen, in dieser Arbeit
mit ,,Neo-* betitelten Isomere wurden bisher weder fiir P. lanceolata noch fiir eine andere
Pflanze beschrieben. Die provisorischen Namen Neoisoaucubin A, Neoisocatalpol A,
Neoisolavandulifoliosid A, Neoisoaplantamajosid A und Neoisoverbascosid A bezeichnet,
wobei ein oder beide Isomere des Aucubins Iso- und 6-epi-Aucubin darstellen konnen.
Weiter besteht die Moglichkeit, das letzteres eines der drei in der Literatur bekannten
Verbascosidisomere ist. Der Zusatz ,,A*“ bzw. ,,B* soll darauf hindeuten, dass noch weitere
Isomere der Originalverbindung erwartet werden.

Eine exakte, strukturelle Aufklirung der unbekannten Substanzen war anhand der heran-
gezogenen Methoden nicht méglich. Als Grundlage gilt lediglich das Auffinden masse-
/ladungsgleicher Verbindungen per LC-DAD/ESI-HRMS. Ob diese Verbindungen genuin
von der Pflanze biosynthetisiert oder durch Isomerisierungsprozesse aulerhalb der Pflanze
gebildet wurden, ist liberdies in zukiinftigen Experimenten zu ermitteln.

Neben konstitutionscharakterisierende 2D-NMR-Messungen, wiéren zur Bestimmung der
genauen Konfigurationen weitere Analysen, wie z.B. das Aufnehmen von Circulardichro-
ismus-Spektren notwendig. Eine HPLC-gekoppelte LC-NMR-Messung wiirde zudem
die Separierung sowie NMR-spektroskopische Auswertung einzelner Isomere anhand
ihrer individuellen Retentionszeiten erleichtern. Zum gegenwirtigen Zeitpunkt kénnen
weder die prinzipiell noch die fiir die Spezies P. lanceolata potentiellen neuen isomeren
Verbindungen verifiziert oder den Peaks im Chromatogramm zugeordnet werden. Die
Notwendigkeit der Verifizierung gilt ebenso fiir die jeweiligen Originalverbindungen,
welche fiir P. lanceolata bis dato in der Literatur postuliert wurden.

Aufgrund des mangelhaften Wissens um isomere Formen kann nicht ausgeschlossen wer-
den, dass keine geniigend ausreichende Differenzierung zwischen Original- und isomerer
Verbindung in den entsprechenden Literaturstellen vorgenommen wurde. Als Konsequenz
muss daher das Vorhandensein der fiir P. lanceolata postulierten Originalverbindungen in
zukiinftigen, kritischen Analysen erst bestitigt werden.

Damit ergibt sich auch die Frage nach der Richtigkeit der kommerziell erworbenen, durch
Isolierung aus Pflanzenmaterial gewonnenen Referenzsubstanzen, die moglicherweise
vom Hersteller nicht bzw. nicht ausreichend auf ihre exakte Isomerie hin iiberpriift wur-
den, da kein Anlass dazu bestand. Schlussendlich wird eine komplette und intensive
Uberarbeitung der bisherigen Datenlage zu den einzelnen IGs und PEs, die fiir P. lanceo-
lata angenommen werden, empfohlen, um sichere Aussagen iiber die tatsidchlich natiirlich
enthaltenen Isoformen der Inhaltsstoffe treffen zu konnen.

Auf welche Weise diese potentiellen Isoformen gebildet wurden, wire dariiber hinaus ein
spannendes Forschungsfeld. Neben genuinem Vorkommen, kdnnten die Isomere auch
artefaktisch post metentes durch Trocknung zur Droge, durch die Extraktherstellung,

durch Isomerisierung wihrend der Lagerung des Drogenextraktes, etc. entstanden sein.
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4.2.4 Vergleich des 1G- und PE-Spektrums der frischen und der getrock-
neten Pflanze

Die Ergebnisse der potentiellen Isoformen, welche via LC-HRMS-Analysen fiir ge-
trocknete Spitzwegerichblitter erhoben wurden (Kapitel 4.2.3), dhneln den Ergebnissen,
welche aus Untersuchungen des frischer Spitzwegerichblitter aus LC-DAD/ESI-MS"-
Experimenten herriihrten (Kapitel 7.3.1.2). Tabelle 4.6 gibt die maximale Anzahl an
iibereinstimmenden Masse-Ladungs-Verhiltnissen (m/z) unterschiedlicher Peaks in den

jeweiligen Rohextrakten wieder und stellt sie der Anzahl der postulierten gegeniiber.

Tabelle 4.6: Vergleich der Rohextrakte aus der frischen und der getrockneten Pflanze
beziiglich ausgewihlter, nachweisbarer IGs und PEs. Die Blitter der getrockneten Pflanze
wurden via LC-DAD/(ESI)-HRMS analysiert, die der Frischpflanze (FP) mittels LC-
DAD/ESI-MS". Angegeben sind die maximale Anzahl an tibereinstimmenden Masse-
/Ladungsverhiltnissen (mm/z) unterschiedlicher Peaks der jeweiligen Rohextrakte. Der Wert
in Klammern beschreibt die Abweichung zur Anzahl der in der Literatur angegebenen
Verbindungen gleicher Masse, wobei ,,+ bzw. ,,-* bedeutet, dass mehr bzw. weniger
massegleiche Verbindungen, als in der Literatur postuliert werden, detektiert werden
konnten.

Inhaltsstoffe gleicher Masse Droge FP
Aucubin, 6-epi-Aucubin 4 (+2) 3(+1)
Asperulosid 1(0) 2 (+1)
Catalpol 3(+2) 2 (+1)
Deacetylasperulosidsduremethylester 12(0) 01
Globularin 2 (+1) 3(+2)
Verbenalin 1%0) 2 (+1)
Lavandulifoliosid, Forsythosid B 3(+1) 1(-1)
Plantamajosid, Isoplantamajosid 3(+1) 3(+1)
Verbascosid, Isoverbascosid 3(+1) 2 (0)

4 Nachweis verlief nur nach Aufkonzentrierung in einer ausgewihlten Fraktion. Keine Detektion im
Rohextrakt. Keine Aussage iiber potentielle Isomere anhand der aufgenommenen Daten moglich.

Eine exakte Ubereinstimmung der Ergebnisse liegt lediglich bei dem Isomerenpaar Plan-
tamajosid und Isoplantamajosid vor. Alle anderen Daten unterscheiden sich in einem
Signal, mit Ausnahme von den massegleichen Inhaltsstoffe Lavandulifoliosid und For-
sythosid B, welche mit zwei Signalen von einander abweichen. Es fillt auf, dass im
Schnitt mehr masse-ladungs-gleiche Verbindungen detektiert werden konnten, als in der
Literatur postuliert werden. Ausgenommen davon sind die Verbindungen Asperulosid
(Droge), Deacetylasperulosidsduremethylester (Droge und FP), Verbenalin (Droge) sowie
Lavandulifoliosid und Forsythosid B (FP) und das Isomerenpaar Iso- und Verbascosid
(FP).

Da die zwei Rohextrakte mit unterschiedlichen Analysemethoden untersucht wurden, ist
nicht eindeutig abzugrenzen, ob die beobachteten Variationen auf das unterschiedliche
Ausgangsmaterial (Droge vs. FP) und/oder auf die Nutzung einer anderen Analysemetho-
de zuriickzufiihren sind. Dies stellt einen interessanten Ansatzpunkt fiir weitere Analysen

dar.
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Weiter lassen sich anhand der erhobenen Daten keine umfassenden Substanzcharakte-
risierungen ableiten, weswegen keine klare Aussage iiber die Identitiit der detektierten
Verbindungen mittels der vorgenommenen Messungen moglich ist. Auch dieser Frage-

stellung sollte in zukiinftigen Forschungen nachgegangen werden.

4.3 Zusammenfassung und Ausblick

Erhaltene HRMS-Daten aus dem Spitzwegerichrohextrakt der getrockneten Pflanze sowie
nach zielgerichteter Fraktionierung dieser bestitigen die Existenz aller sechs betrachteten
1Gs Aucubin, Catalpol, Globularin, Asperulosid, Verbenalin und Deacetylasperulosidsiu-
remethylester sowie aller vier betrachteten PEs Verbascosid, Isoverbascosid, Plantamajo-
sid und Lavandulifoliosid in P, lanceolata. Damit besteht Grund zur Annahme, dass diese
genuin vorkommen und die Literaturangaben richtig sind.

Beziiglich der Nachweisstrategie ist anzumerken, dass nur Aucubin und Catalpol sowohl
im Rohextrakt als auch in der ausgewéhlten Fraktion per LC-HRMS nachgewiesen wer-
den konnten. Verbenalin und Deacetylasperulosidsduremethylester konnten nur in der
angereicherten Fraktion der IG-Isolierung detektiert werden, Asperulosid und Globularin
hingegen ausschlieSlich im Rohextrakt. Vermutlich lag dies daran, dass Verbenalin und
Deacetylasperulosidsduremethylester in zu geringen Mengen in der Pflanze enthalten
sind und deshalb erst nach Aufkonzentrierung in nachweisbaren Mengen vorliegen. Glo-
bularin und Asperulosid konnten aufgrund ihrer strukturellen Alleinstellungsmerkmale,
konkret der Zimtsdureeinheit bzw. dem Lactonring, ein abweichendes Verhalten wihrend
der Fraktionierung zeigen und aus diesem Grund in der herangezogenen Fraktion nicht
enthalten sein.

Artefakte durch Verwendung von Methanol konnen fiir die untersuchten IGs, speziell
Verbenalin und Deacetylasperulosidsdauremethylester, negiert werden. Bei den methoxy-
lierten Verbindungen Verbenalin und Deacetylasperulosidsduremethylester handelt es sich
auch um natiirlich gebildete Inhaltsstoffe der Pflanze. Die Informationen beruhen hierbei
auf LC-HRMS-Analysen der getrockneten Pfanze. LC-DAD/ESI-MS"-Experimente der
Frischpflanze bestitigen hierbei das Vorkommen von Verbenalin, nicht jedoch das von
Deacetylasperulosidsduremethylester.

Besondere Beachtung soll hier das erstmalige Auffinden potentieller isomerer Formen
der IGs Asperulosid (FP), Catalpol (Droge, FP), Globularin (Droge, FP) und Verbenalin
(FP) sowie der PEs Lavandulifoliosid bzw. Forsythosid B (Droge) in P. lanceolata finden.
Zudem konnten fiir diese Pflanze zum ersten Mal weitere potentielle isomere Verbin-
dungen der bereits fiir P. lanceolata bekannten Isomere Aucubin/6-epi-Aucubin (Droge,
FP), Plantamajosid/Isoplantamajosid (Droge, FP), Verbascosid/Isoverbascosid (Droge)
postuliert werden, welche teilweise in der frischen und/oder der getrockneten Pflanze
erfasst werden konnten.

Die Suche nach weiteren isomeren Formen, begiinstigt durch die weiterentwickelte, im-
mer sensitivere Analysetechnologie, unter anderem auf dem Gebiet der LC-MS-Analytik

[149], stellt ein duBerst interessantes Forschungfeld zukiinftiger Arbeiten dar. Es ist ferner
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hervorzuheben, dass die Inhaltssstoffe des Spitzwegerichs in der Literatur bis dafo nur
unzureichend auf weitere vorhandene Isomere hin iiberpriift worden sind. Eine Verifizie-
rung der exakten Isomerie und die genaue Zuordnung der in P. lanceolata enthaltenen
IGs und PEs stehen somit noch aus (Kapitel 4.2.3).

Strukturaufkldrende NMR-spektroskopische Messungen konnten aus Zeitgriinden nicht
durchgefiihrt werden. Eine eindeutig charakterisierende Identifizierung erfolgte somit
ausschlieBlich fiir die beiden Hauptiridoidglykoside Aucubin und Catalpol aus dem
getrockneten Pflanzenmaterial.
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4.4 Material und Methoden

4.4.1 Verwendetes Drogenmaterial

Das Drogenmaterial 2 (Kapitel 10.5) wurde zur Extraktion mithilfe einer Ultrazentrifu-
galmiihle und einem Siebeinsatzes mit einer Lochgroe von 500 pm pulverisiert (Kapi-
tel 3.5.7).

4.4.2 Verwendete Extrakte

Der zu vermessene Rohextrakt fiir die HPLC-DAD/ESI-HRMS-Analytik (Kapitel 4.2.2
und Kapitel 4.4.4) bestand aus 1 mg pulverisiertem Drogenmaterial 2 (Kapitel 4.4.1), das
in 10 mL Acetonitril-Wasser-Gemisch (1:1, v/v) fiir 75 min im Ultraschallbad behandelt,
in einen 10,0 mL Messkolben filtriert, zweimal mit wenigen Millilitern des Gemisches
nachgepiilt und bis zur Markierung aufgefiillt wurde.

Informationen zum verwendeten FP-Extrakt befinden sich in Kapitel 7.5.2.

4.4.3 Praparative HPLC-DAD

Zur Verifizierung der Literaturangaben wurden die ausgewihlten Fraktionen CC.2-CC.9
exklusive Fraktion CC.5, welche aus den vereinigten Fraktion C4.2 + C4.3 (Kapitel 4)
stammen, mithilfe praparativer HPLC-DAD aufgearbeitet. Alle Parameter stimmen dabei

mit denen aus Kapitel 3.5.12 liberein, sofern hier nicht explizit angegeben (Tabelle 4.7).
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Tabelle 4.7: Ubersicht der HPLC-Liufe zur Uberpriifung der Genuitit der IGs in P. lan-
ceolata.

Fraktion Einwaage Finwaage V[uL] Lauf Injektion Bela- Methode
Nr. [mg] Nr. V [uL] dungs-
menge
[mg]
CC2 1 7,0 1000 1 100 0,7 pM1
2 100 0,7 pM13
3 100 0,7 pM14
4 150 1,0 pM14
5 250 1,7 pM14
6 100 0,7 pM14
2 5,3 800 1 250 1,7 pM14
2 250 1,7 pM14
3 150 1,0 pM14
CC3 1 21,6 1250 1 100 1,7 pM1
2 22,9 900 1 50 1,3 pM10
2 100 2,5 pM11
3 200 5,1 pM12
4 200 5,1 pM11
5 150 3,8 pM11
6 150 3,8 pM11
3 1,6 800 1 100 0,2 pM14
2 250 0,5 pM14
3 250 0,5 pM14
CC4 1 4,7 600 1 50 0,4 pM9
2 100 0,8 pM9
3 150 1,2 pM9
4 100 0,8 pM9
2 4,6 800 1 100 0,6 pM14
2 250 1,5 pM14
3 250 1,5 pM14
CC.6 1 3,7 600 1 50 0,3 pM15
2 300 1,8 pM15
CC.8 1 5,0 500 1 100 1,0 pM14
2 200 2,0 pM14
CC7+8+9 1 10,1 600 1 350 5,9 pM14

Aus den sieben préaparativ aufgearbeiteten Fraktionen CC.2-CC.9 ohne Fraktion CC.5

konnten 22 Isolate gewonnen werden (Tabelle 4.8).
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Tabelle 4.8: Die 22 isolierten Verbindungen, die aus den sieben priparativ aufgearbeiteten
Fraktionen CC.2-CC.9 ohne Fraktion CC.5 gewonnen werden konnten.

Isolat Nr. Bezeichnung m[mg] tg [min] Methode Mutterfraktion
1 A 2,3 8,7 pM9 CC.3

2 B 2,8 10,3 pM9 CC.3

3 C 0,5 10,5 pM9 CC4

4 D 0,8 10,4 pM9 CC.2

5 E 0,2 9,7 pM13 CC.2

6 F 0,4 9,3 pM13 CC.2

7 G 0,1 9,6 pM14 CC.2

8 H 0,7 9,4 pM14 CC.3

9 I 0,6 10,2 pM14 CC.3

10 J 0,7 11,0 pM14 CC.3

11 K 1,2 12,9 pM14 CC.3

12 L 0,2 13,8 pM14 CC.3

13 M 1,4 14,7 pM14 CC.3

14 N 0,5 12,7 pM14 CC.8

15 (0] 1,2 13,7 pM14 CC.8

16 P 0,2 13,7 pM14 CC.6

17 Q 0,3 11,3 pM14 CC.74+84+9
18 R 2,4 16,3 pM14 CC.7+8+4+9
19 S 0,3 10,4 pM14 CC.3

20 T 1,4 13,2 pM14 CC.3

21 U 0,2 14,1 pM14 CC.3

22 \" 0,3 15,0 pM14 CC.3

Die Retentionszeiten konnten aufgrund diverser Faktoren von Lauf zu Lauf abweichen,
wie in Kapitel 3.5.12 ausfiihrlicher beschrieben. Bei der Peakzuordnung war es deshalb
notwendig, sich an den vorhergehenden Chromatogrammen zu orientieren, und iiber
einen Vergleich mit diesen die einzelnen Peaks zuzuordnen. Eine Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse ist somit von Grund auf schwierig.

Aufgrund der inkonsistenten Chromatogramme ist auch nicht auszuschlieen, dass es
sich bei einem oder mehreren unterschiedlich benannten Isolaten um ein und dieselbe
Substanz handelt.

4.4.4 HPLC-DAD/ESI-HRMS

HPLC-DAD/ESI-HRMS-Untersuchungen wurden von der Zentralen Analytik der Fakul-
tdt Chemie und Pharmazie an der Universitit Regensburg an einem quadrupol-Time of
Flight (q-TOF) 6540 UHD (Agilent Technologies Inc., Palo Alto, USA) Massenspek-
trometer mit einer Dual-ESI-lonenquelle (Agilent Technologies Inc., Palo Alto, USA)
durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass sich der negative Detektionsmodus besser
eignete als der positive (Ergebnisse nicht dargestellt). Daher fanden alle Aufnahmen im

negativen Modus statt.
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Kapitel 5

Entwicklung einer
(HP)TLC-Fingerprintmethode

5.1 Hintergrund und Motivation

Es sollte erstmalig eine DC-basierte Screeningmethode der IGs und PEs des Spitz-
wegerichs entwickelt werden. Dabei standen jeweils die prominentesten Vertreter der
Inhaltsstoffgruppen im Fokus (Aucubin, Catalpol, Globularin, Verbenalin, Asperulosid
und Deacetylasperulosidsauremethylester bzw. Verbascosid, Isoverbascosid, Plantamajo-
sid und Lavandulifoliosid (Kapitel 1.1.2.2 und 1.1.2.4), welche vereinfachter Weise im
Folgenden auch als ,,alle* IGs bzw. PEs der Pflanze betrachtet werden. Neben Informa-
tionen zur qualitativen Zusammensetzung der Verbindungen der Stoffgruppen anhand
des Fingerprints sollten die entsprechenden Hauptverbindungen Aucubin und Catalpol
bzw. Verbascosid quantitativ bestimmt werden. Ziel war es, schnell an Informationen
iber Identitit, Reinheit und andere Qualitidtsparameter der Pflanze zu gelangen. In den
Qualitdtsanforderungen der Monographie fiir Spitzwegerichblitter im Ph. Eur. [43, 49]
werden zur Identitétspriifung der Blétterextrakt der Droge mit den Referenzen Aucubin
(im unteren Drittel der DC) und Verbascosid (im oberen Drittel der DC) diinnschichtchro-
matographisch analysiert [43]. Verunreinigungen durch Blitter des wolligen Fingerhuts
konnen anhand dieses DCs durch eine blaue Zone unterhalb der Aucubinzone erkannt
werden. Das Arzneibuch beschrinkt sich somit auf die Analyse je einer Hauptverbindung
der jeweiligen Stoffklasse. Eine Fingerprintmethode, welche zusétzlich zu den Hauptver-
bindungen weitere Susbtanzen der jeweiligen Stoffgruppe miteinbezieht, brichte einen
Gewinn an Informationen und wére zur Qualititsbestimmung den bisherigen, limitierteren
Methode vorzuziehen.

Des Weiteren fordert die Monographie fiir Spitzwegerichblitter die Gehaltsbestimmung
der Gesamt-ortho-dihydroxyzimtsidurederivate, berechnet als Verbascosid, bezogen auf
die getrocknete Droge. Dieser Gehalt wird photometrisch ermittelt. Da diese Methode
nicht spezifisch fiir PEs gilt, sondern Zimtsdurederivate im Allgemeinen erfasst, auSerdem
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weder genaue Mengen noch das Verhiltnis der Einzelkomponenten daraus abgeleitet
werden kann, wurde in dieser Arbeit eine andere Quantifizierungsart gewihlt, welche
verkniipft an eine einfache (HP)TLC-Chromatographie erfolgt. Ein Leitkriterium war
hierbei, den Arbeitsaufwand gering zu halten. Deshalb bot es sich an, den Gehalt an
Hauptkomponenten via Densitometrie direkt nach erfoglter (HP)TLC-Analyse zu erhalten.
Dieses Verfahren hat sich in diversen Arbeiten, die am Lehrstuhl der Pharamzeutischen
Biologie (Regensburg) durchgefiihrt worden sind sowie fiir verschiedene Pflanzen und
Substanzen bewihrt [151, 152]. Gleichzeitig sind auch DC-gekoppelte densitometrische
Verfahren zur Quantifizierung von IGs ausreichend in der Literatur beschrieben [29, 58,
93,102, 106, 110, 111, 112, 113].

5.2 Strategie

Die (HP)TLC-Fingerprintmethodenentwicklung fiir die beiden Stoffgruppen 1Gs und PEs
wurde separat behandelt. Der Fokus lag auf der Bestimmung der chromophorarmen IGs,
da diese schwieriger visualisiert werden kdnnen.

Hauptaugenmerk bei der (HP)TLC-Fingerprintmethodenentwicklung lag insbesondere
auf der Trennung der beiden Hauptiridoidglykoside Aucubin und Catalpol, die ein dhn-
liches chemisches Verhalten aufweisen und deshalb auch auf der DC-Platte potentiell
schwer trennbar sind. Um diese qualitativ sowie quantitativ densitometrisch genau be-
stimmen zu konnen, miissen beide Zonen jedoch klar voneinander getrennt vorliegen.
Deshalb wurde die Methodenentwicklung zundchst nur mit diesen beiden Substanzen
durchgefiihrt. In der Literatur fanden sich dazu nur bedingt geeignete Systeme. Eine
umfingliche Methodenentwicklung war deshalb unumgénglich.

Chromophorarme IGs wie Aucubin und Catalpol miissen zur Detektion derivatisiert wer-
den, da sich ihr Absorptionsspektrum am unteren Rand des UV/VIS-Spektrums befindet.
Hinsichtlich ihrer Derivatisierung existieren jedoch kaum einschlidgige Literaturdaten.
Dabher sollte dieses Thema im Rahmen der vorliegenden Arbeit intensiver untersucht
werden. Neben Untersuchungen mit diversen Derivatisierungsreagenzien auf Kieselgel,
sollten auch andere stationdre Phasen getestet werden. Insbesondere die variierenden
Derivatisierungseigenschaften auf den unterschiedlichen, in dieser Arbeit eingesetzten
stationdren Phasen, wie in Kapitel 5.3.1.2 beschrieben, begriindeten die Entscheidung fiir
umfassendere Untersuchungen.

Zur Methodenentwicklung wurden zunichst diverse FM-Systeme und stationédre Phasen,
wie sie in der Literatur beschrieben werden, getestet und bei Bedarf optimiert. Neben
einem Spitzwegerichextrakt wurden dazu die Referenzen Aucubin und Catalpol her-
angezogen. Die erfolgreiche Trennung dieser beiden Verbindungen galt als MaB3stab
der chromatographischen Arbeit. Dabei durfte nicht auler Acht gelassen werden, dass
die beiden Hauptiridoidglykoside von 15 fiir P. lanceolata postulierten 1Gs zwei rela-
tiv polare Vertreter darstellen. Dies bedeutet, dass ihre Lage im unteren DC-Bereich
anzustreben ist, um im mittleren und oberen Bereich noch geniigend Platz fiir weitere

enthaltene IGs der Pflanze freizuhalten. Im Allgemeinen wird ein Ry-Wert zwischen 0,2
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und 0, 8 als aussagekriftig und erstrebenswert angesehen. Folglich erscheint ein Re-Wert
der beiden Hauptiridoidglykoside Aucubin und Catalpol zwischen 0,2 und 0, 3 sinnvoll.
Ein weiterer Aspekt war die Uberpriifung von Identitit und Reinheit der (potentiellen)
Zonen der ausgewihlten Inhaltsstoffe von P. lanceolata. Aus Ermangelung an diversen
relevanten Referenzsubstanzen zum damaligen Zeitpunkt der Arbeit, wurde dies anhand
von MS-Analysen vorgenommen. Die relevanten Zonen wurden dazu nach erfolgreicher
chromatographischer Entwicklung von der underivatisierten DC-Platte abgekratzt und
mittels LC-ESI-MS vermessen.

Es sei iiberdies angemerkt, dass bei Mehrfachentwicklungen die R¢-Werte in dieser Arbeit
zum besseren Vergleich nicht nach der allgemeingiiltigen Formel, die wie folgt lautet,

berechnet wurden:

Gleichung 1: Eigentliche Formel zur Berechnung des R¢-Werts bei einmaliger

Entwicklung, wobei n: Anzahl der Entwicklungen.

Re— Hohe der Substanzzone ab Start [cm] 5.1)
'™ 1 * Hohe der FlieBmittelfront ab Start [cm] '

Werden unterschiedliche Hohen erreicht, dann miissen diese stattdessen explizit mit
einander multipliziert werden und das n fallt weg. Dadurch wird der Re-Wert kleiner,
je haufiger entwickelt wurde. Ziel dieser Arbeit war es aber, die tatsdchliche Hohe auf
der Platte zu vergleichen. Daher wurde auf die Einberechnung der Entwicklungsanzahl

verzichtet und folgende Formel angewendet, die fiir Einfachentwicklungen gilt:

Gleichung 2: In dieser Arbeit vereinfachterweise modifizierte und angewendete Formel
zur Berechnung des R¢-Werts bei mehrfacher Entwicklung, wobei n: Anzahl der

Entwicklungen.

_ Hohe der Substanzzone ab Start [cm]
~ Hohe der FlieBmittelfront ab Start [cm]

Ry (5.2)
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5.3 Ergebnisse und Diskussion

5.3.1 (HP)TLC-Systeme

Im Folgenden sollen die Resultate der in dieser Arbeit getesteten (HP)TLC-Methoden
aus der Literatur dargestellt und verglichen werden, mit dem Ziel die optimale Methode
im Rahmen dieser Methodenentwicklung zu présentieren. Als Grundlage fiir weitere Un-
tersuchungen in dieser Richtung sollen aulerdem nicht-zielfithrende Verfahren und Wege
aufgezeigt werden, damit die gesamte gewonnene Expertise festgehalten und ganzheitlich
iibermittelt werden kann. In erster Linie sollen dadurch zukiinftige Forschungsarbeiten
profitieren, indem etwaige Sackgassen und Fehltritte offengelegt und somit vermieden

werden konnen.

5.3.1.1 FM-Systeme

Diverse Methoden aus der Literatur, die als stationdre Phase Kieselgelmaterial verwenden,
wie in vorhergehenden Kapitel 1.4.1 zusammengefasst, wurden im Rahmen dieser Arbeit
experimentell auf die Eignung des vorliegenden Trennproblems getestet und teilwei-
se optimiert. Die entsprechenden Resultate werden in diesem Kapitel vorgestellt und
diskutiert, beginnend mit den unpolareren FM-Systemen. Verhiltnismifig unpolares
1,4-Dioxan/Xylen/Propan-2-0l/25%-iger Ammoniak (1:3:5:1, v/v/v/v) auf stationirer
Kieselgel Fys4-Phase [113] ergab folgendes Chromatogramm (Abbildung 5.1).

Abbildung 5.1: DC gemil Krzek etal. [113]. Auftragung von links nach rechts: Aucubin
(A, 14 pg, Rf = 0,07), Catalpol (C, 14 pg, R = 0,04), Extrakt (E, 1,6 mg), stationiire
Phase: Kieselgel, mobile Phase: 1,4-Dioxan/p-Xylol/Propan-2-0l/28-30%-iger Ammoni-
ak (20:60:100:20, v/v/v/v), Kammerséttigung: 30 min, Entwicklungsstrecke: 1 x 15 cm,
Entwicklungsdauer: 2,5 h, Derivatisierung: Anisaldehyd-Schwefelsidure-Reagenz + AT
fiir 2-5 min bei 120°C, Detektion: Tageslicht (VIS).
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Dieses DC-System eignet sich nicht zur Fingerprintanalytik der IGs des Spitzwegerichs,
da die Hauptverbindungen dieser Stoffgruppe nicht ausreichend von einander getrennt
sind. Zudem sind sie mit Ry = 0,07 (Aucubin) bzw. Rf = 0,04 (Catalpol) zu weit unten
im Chromatogramm lokalisiert und somit kaum von der Startlinie entfernt. Neben dem
hohen Anteil an unpolarem Xylol im FM-System scheint der enthaltene deprotonierende
Ammoniak mit dafiir verantworltich zu sein, wie in Kapitel 1.4.1 erkldrt. Nachteilig
fiir eine optimale Methode ist die lange Entwicklungsstrecke von 1 x 15 cm, die knapp
2,5 h Entwicklungsdauer unter den gegebenen Bedingungen benoétigt. Fiir schnelle
Routineanalysen kann diese Methode daher nicht angewendet werden. Krzek etal. [113]
konnten einen Re-Wert von 0, 1 fiir Aucubin erzielen. Dieser entspricht gerundet dem
in dieser Arbeit erhaltenem Wert. Es ist nicht auszuschlieBen, dass die Anwendung von
28-30%-igem Ammoniak statt dem in der Literatur [113] verwendeten 25%-igem eine
stiarkere Deprotonierung der OH-Gruppen und damit eine intensivere Wechselwirkung
mit dem stationdren Kieselgel verursacht hat. Die realtiv ungenaue Angabe des R¢-Wertes
auf eine Nachkommestelle 1dsst dariiber nur spekulieren.

Etwas hohere, aber ebenfalls zu niedrige R¢-Werte lieferte die stationédre Phase Kieselgel
mit mobiler Phase Petroleum (60-80)/Toluol/Aceton/Wasser (10:10:80:2, v/v/v/v) bei
einer Entwicklungsstrecke von 1 x 7 cm) gemiB Tiwari etal. [S8] (Abbildung 5.2).
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Abbildung 5.2: DC gemil Tiwari etal. [58]. Auftragung von links nach rechts: Aucubin
(A, 14 ug, Ry =0,19), Catalpol (C, 14 pg, R¢ = 0,18), Extrakt (E, 1,6 mg), stationiire
Phase: Kieselgel, mobile Phase: Petroleum (60-80)/Toluol/Aceton/Wasser (10:10:80:2,
v/v/viv), Kammersittigung: 30 min, Entwicklungsstrecke: 1 x 7 cm, Entwicklungsdauer:
15 min, Derivatisierung: Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagenz + AT fiir 2-5 min bei
120°C, Detektion: Tageslicht (VIS).

Unpolares Petroleum und Toluol verhindern offensichtlich, dass sich die Hauptiridoid-
glykoside aus P. lanceolata iber dem erstrebenswerten Rg-Wert von 0,2 befinden. Die
Konkurrenz zur polaren stationidren Phase dieser Losungsmittel scheint zu schwach zu
sein.

Weiterhin sind die Banden im DC verbreitert. Dies resultiert aller Wahrscheinlichkeit
nach aus dem Fehlen eines vollstindig de-/protonierenden Additivs im FlieBmittel zur

Zonenkonzentrierung. Dazu kommt, dass die beiden relevanten Banden nur marginal
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voneinander getrennt sind. Damit ist diese DC-Methode von Tiwari et al. [58] zur Fin-
gerprintanalytik der IGs in P. lanceolata ungeeignet. Die fehlende Eignung dieser DC-
Methode zur Analytik der polaren IGs Aucubin und Catalpol wird klar, dass sie fiir die
deutlich unpolareren IGs 6’-p-Hydroxylbenzoylmussaenosidicsiure (R¢ = 0,32), Agnusid
(Rf =0,47) und Negundosid (R¢ = 0,53) entwickelt wurde. Vielversprechendere Ergeb-
nisse konnte von der DC-Methode von Munteanu und Vlase [103] erwartet werden, bei
der die Quantifizierung des Aucubins im Mittelpunkt stand (Abbildung 5.3).
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Abbildung 5.3: DC gemill Munteanu und Vlase [103]. Auftragung von links nach
rechts: Aucubin (A, 14 pg, Ry = 0,33), Catalpol (C, 14 ng, Ry = 0,29), Extrakt (E,
1,6 mg), stationire Phase: Kieselgel, mobile Phase: Propan-2-ol/Toluol/Eisessig/Wasser
(50:40:20:20, v/v/viv), Kammersittigung: 30 min, Entwicklungsstrecke: 1 x 10 cm,
Entwicklungsdauer: 75 min, Derivatisierung: Anisaldehyd-Schwefelsidure-Reagenz + AT
fiir 2-5 min bei 120°C, Detektion: Tageslicht (VIS).

Wie erwartet, lagen die Rg-Werte mit Re = 0,33 bzw. Re = 0,29 fiir Aucubin bzw. Catalpol
hoher als die der fiir unpolarere 1Gs konzipierten FM-Systeme. Dariiber hinaus konnten
beide Verbindungen in den in dieser Arbeit vorgenommenen Experimenten erfolgreich
voneinander getrennt werden. Weiterhin gibt es im mittleren und oberen DC-Bereich
noch Platz fiir die unpolareren IGs, die in P. lanceolata enthalten sind. Trotz der hohen
Konzentration an aufgetragener Referenz sind die Zonen relativ scharf. Auch die Zonen
im aufgetragenen Extrakt sind klar definiert. Der mit 15% relative hohe Anteil an Eises-
sig im FM gewihrleistet augenscheinlich eine erfolgreiche vollstindige Protonierung
der freien OH-Gruppen der aufgetragenen Referenzen bzw. der im Extrakt befindlichen
Verbindungen. Insgesamt scheint diese DC-Methode gut zur Fingerprintanalytik geeignet
zu sein. Zu bemerken ist auerdem, dass das von Munteanu und Vlase [103] eingesetzte
n-Propanol in der vorliegenden Promotionsarbeit aus logistischen Griinden durch Propan-
2-ol ersetzt wurde. Dadurch wurde die Polaritét des FlieBmittels in den polareren Bereich
verschoben. Dies erkldrt auch den hoheren Re-Wert des Aucubins in dieser Arbeit. Statt
einem R¢-Wert von 0,24 wurde ein Re-Wert von 0,33 erhalten. In nachfolgenden Unter-

suchungen wére spannend zu ermitteln, ob erst durch die Verschiebung des FM in den
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polaren Bereich eine Trennung der beiden chemisch @hnlichen Verbindungen moglich ist.
DC-Analysen von diversen IGs, durchgefiihrt von einem Forscherteam um Nikolova-
Damyanova[111], befassen sich ausschlieBlich mit chromophorreichen, unpolaren IGs
wie Antirrinosid, Linarosid, 5-O-Glucosylantirrinosid und 5-O-Allosylantirrinosid bzw.
Swertiamarin und Gentiopicrosid [93]. Trotzdem erschien es sinnvoll, die den beiden Pa-
pern von Nikolova-Damyanova et al. zugrundeliegende DC-Methode auf ihre Tauglichkeit

zur IG-Fingerprintanalytik im Rahmen dieser Arbeit hin zu iiberpriifen (Abbildung 5.4).

Vs imih piaas R
; ._‘\a.;._:: "%@&'—_ B
X s

Abbildung 5.4: DC gemil3 Nikolova-Damyanova etal. [111]. Auftragung von links
nach rechts: Aucubin (A, 14 ng, Re = 0,16), Catalpol (C, 14 ug, Rf = 0,14), Extrakt
(E, 1,6 mg), stationdre Phase: Kieselgel, mobile Phase: Chloroform/Methanol/Wasser
(60:22:4, v/v/v), Kammersittigung: 30 min, Entwicklungsstrecke: 1 x 16 cm, Entwick-
lungsdauer: 105 min, Derivatisierung: Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagenz + AT fiir
2-5 min bei 120°C, Detektion: Tageslicht (VIS).

Obwohl die DC-Methode von Nikolova-Damyanova etal. [111] fiir unpolarere IGs aus-
gelegt ist, konnten die beiden Hauptiridoidglykoside ansatzweise voneinander getrennt
werden. Die mit 16 cm relativ lange Entwicklungsstrecke, ldsst die resultierenden kaum
unterschiedlichen R¢-Werte 0, 16 bzw. 0, 14 fiir Aucubin bzw. Catalpol, weiter auseinan-
der liegen als bei kiirzeren Entwicklungsstrecken und sollte deshalb explizit Erwéhnung
finden. Unpolarere Verbindungen hitten auf der Platte noch geniligend Platz, um im
mittleren und oberen Plattenbereich isoliert vorzuliegen. Nachteilig ist jedoch die lan-
ge Dauer der Entwicklung mit 105 Minuten sowie ein hoher Losungsmittelverbrauch
fiir die bendtigte groBBere DC-Kammer und die Verwendung von Chloroform. Alles in
allem schneidet die Methode chromatographisch besser ab, als erwartet, jedoch wur-
de die im Verlauf der Arbeit nicht weiterverwendet. Eine weitere DC-Methode, in der
neben diversen IGs auch ein Catalpolderivat analysiert wurde, basierte auf nur zwei FM-
Komponenten: Chloroform und Methanol [112]. Da in der entsprechenden Literatur keine

genauen Entwicklungsparameter angegeben waren, wurden die Entwicklungsstrecken
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von 1 x 8 cm (nicht dargestellt) und 1 x 16 cm (Abbildung 5.5) gewdihlt.

-
‘:.

® . B
A C E

Abbildung 5.5: DC gemil} Yadav etal. [112]. Auftragung von links nach rechts: Aucubin
(A, 2 pg, Rg=0,11), Catalpol (C, 2 ug, Re = 0,09), Extrakt (E, 0,6 mg), stationire Phase:
Kieselgel, mobile Phase: Chloroform/Methanol (80:20, v/v), Kammerséttigung: 25 min,
Entwicklungsstrecke: 1 x 16 cm, Entwicklungsdauer: nicht bestimmt, Derivatisierung:
Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagenz + AT fiir 2-5 min bei 120°C, Detektion: Tageslicht
(VIS).

Die Hauptiridoidglykoside Aucubin und Catalpol konnten dabei marginal voneinander
separiert werden. Allerdings fiihrte das Ausbleiben von zonenverschiarfenden Additiven zu
einem Schweif der Banden, der die ansatzweise getrennten Hauptbereiche beider Zonen
im Extrakt tiberlappen ldsst, wie auch an deren Referenzen gut erkennbar ist. Mit einem
Rfvon 0,11 bzw. 0,09 fiir Aucubin bzw. Catalpol befinden sich die beiden Verbindungen
wiederum nahe an der Startlinie. Aufgrund der langen Entwicklungsstrecke wird trotz der
geringen R¢-Werte unter 0,2 keine Einschrinkung der Aussagekraft angenommen. Das
von Yadav et al. [112] untersuchte unpolarere Catalpolderivat (6-O-(2”,3”-Dibenzoyl)-o-
L-rhamnopyranosylcatalpol), fiir das die Methode konzipiert ist, verfiigt im Gegensatz
zu polarem Aucubin bzw. Catalpol iiber einen deutlich hoheren R¢-Wert von 0,44. Eine
kiirzere Entwicklungsstrecke von 8 cm resultierte in niedrigeren Re-Werten (0,05 bzw.
0,04 fiir Aucubin bzw. Catalpol). Abgesehen von einer kiirzeren Entwicklungsdauer
wurde kein Mehrgewinn durch die verkiirzte Entwicklungsstrecke erreicht. Nachteilig
wirkt sich der relativ groe Anteil an Chloroform im FM aus, auf das laut GLP-Richtlinien
moglichst verzichtet werden sollte. Eine weitere auf Chloroform basierende DC-Methode
wurde von Rischer etal. [29] publiziert. In dieser werden erstmalig und bis dato einmalig
in der Literatur beide Hauptiridoidglykoside des Spitzwegerichs qualitativ und quantitativ

diinnschichtchromatographisch analysiert (Abbildung 5.6).
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Abbildung 5.6: DC gemil Rischer et al. [29]. Auftragung von links nach rechts: Aucubin
(A, 14 pg, Re=0,33), Catalpol (C, 14 pg, R¢ = 0,27), Extrakt (E, 1,6 mg), stationéire Pha-
se: Kieselgel, mobile Phase: Chloroform/Methanol/p-Toluolsulfonsiure (0,25 M) in 28-
30%-igem Ammoniak (70:40:10, v/v/v), Kammersattigung: 30 min, Entwicklungsstrecke:
2 x 7 cm, Entwicklungsdauer: 2 x 15 min, Derivatisierung: Anisaldehyd-Schwefelsiure-
Reagenz + AT fiir 2-5 min bei 120°C, Detektion: Tageslicht (VIS).

Mittels dieser DC-Methode gelang eine deutliche Trennung der beiden Hauptiridoidglyko-
side Aucubin und Catalpol, erkennbar sowohl an den eingesetzten Referenzen als auch im
aufgetragenen Extrakt. Trotz der niedrigen Entwicklungsstrecke von 7 cm resultierten re-
lativ hohe R¢-Werte fiir die beiden polaren Substanzen, ndmlich R¢ = 0,33 bzw. Ry = 0,27
fiir Aucubin bzw. Catalpol. Entscheidend dafiir war die zweifache Entwicklung der DC-
Platten. Interne, hier nicht dargestellte Versuche, zeigten eine schlechtere Trennung der
beiden polaren IGs bei einfacher Entwicklung. Der Zusatz von in Base geloster Siure
fiihrte zu einer exzellenten Schirfung der Zonen im Extrakt sowie bei den mitgefiihrten
Referenzen. Die leicht abgewandelte Verwendung von 28-30%-igem Ammoniak schien
die Chromatographie nur marginal zu beeinflussen, erkennbar an dem leicht erniedrigten
R¢-Wert des Aucubins mit 0,33 anstelle von 0,34. Der Re-Wert fiir Catalpol war iden-
tisch. Chromatographisch gesehen, scheint die DC-Methode von Rischer et al. [29] sehr
gut zur Losung des IG-Trennungsszenarios der vorliegenden Arbeit geeignet. Bemin-
gelt werden kann lediglich die aufwendigere FM-Herstellung, bei der die eingesetzte
p-Toluolsulfonsidure in Ammoniak gelost werden muss. Weiter entspricht der Gebrauch
von Chloroform nicht den MaBstiben der GLP. Besser mit den Grundsitzen der GLP
vereinbar ist der Einsatz von Ethylacetat, das in der Literatur dquivalent zu Chloroform als
Basis fiir polare bis mittelpolare FM-Systeme Anwendung findet. Von pharmazeutischer
Relevanz erscheint vor allem das im Ph. Eur. 7.3 verwendete sdurereiche FM-System fiir
Spitzwegerichblitter [43] zu sein (Abbildung 5.7).

Durch diese DC-Methode konnten die beiden Hauptiridoidglykoside Aucubin und Catal-
pol jedoch nur marginal voneinander getrennt werden. Bei der geringen Entwicklungshohe
von 1 x 8 cm wirken sich die resultierenden R¢-Werte von 0,22 bzw. 0, 18 fiir Aucubin
bzw. Catalpol nur gering auf die Lage im Chromatogramm aus. Die Lage des Aucubins

stimmt mit den Vorgaben im Ph. Eur. 7.3 iiberein. Es befindet sich im unteren Drittel
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Abbildung 5.7: DC gemélB Ph. Eur. [43]. Auftragung von links nach rechts: Extrakt (E,
1,0 mg), Aucubin (A, 1 ug, Re =0,22), Catalpol (C, 1 png, Re = 0, 18), stationire Phase:
Kieselgel, mobile Phase: Ethylacetat/Wasser/Essigsidure/Ameisensidure (100:27:11:11,
v/viviv), Kammersittigung: 30 min, Entwicklungsstrecke: 1 x 8 cm, Entwicklungsdauer:
nicht bestimmt, Derivatisierung: Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagenz + AT fiir 2-5 min
bei 120°C, Detektion: Tageslicht (VIS).

der Platte. Ein Re-Wert wird nicht in der entsprechenden Monographie angegeben. Der
mit 15% relativ hohe Gesamtsdureanteil im FM zeigt kaum einen zonenverschérfenden
Effekt und scheint damit noch zu niedrig fiir die aufgetragenen Substanzmengen. Durch
die Lage der polaren IGs im Chromatogramm um den R¢ von 0,2, befindet sich noch
ausreichend Platz fiir die unpolareren im Spitzwegerich enthaltenen IGs auf der Platte.
Die DC-Methode des Ph. Eur. wird deshalb als bedingt geeignet eingestuft. Eine weitere
auf Ethylacetat beruhende DC-Methode fiir Spitzwegerichkraut wird in Pachaly und
Koch [109] beschrieben. Als Referenzen werden dabei Aucubin sowie Chlorogen- und
Kaffeesédure beriicksichtigt (Abbildung 5.8).

Anhand dieser Methode konnte keine befriedigende Separation der beiden Hauptiridoid-
glykoside erzielt werden. Dies wird an den R¢-Werten fiir Aucubin und Catalpol mit 0,28
bzw.0, 26 ersichtlich. Eine Erh6hung der Laufstrecke von 12 auf 16 cm vergroBert den
Abstand der beiden Substanzen zueinander, so dass sie gerade voneinander getrennt sind
und resultiert in deutlich hohere Re-Werte von 0,38 bzw.0, 34 fiir Aucubin bzw. Catalpol.
Dadurch verringert sich der Platz auf der DC fiir die isolierte Darstellung der restlichen
vier in P. lanceolata befindlichen IGs. Somit ist diese Variante suboptimal. Interne, nicht
gezeigte Versuche, mit Entwicklungen von 4 x 8 cm verschlechterten dies. Aucubin und
Catalpol wurden dadurch in die obere Hélfte der DC-Platte verschoben. Dies verringerte
den freien Platz fiir die restlichen vier IGs des Spitzwegerichs noch mehr. Die Trennung
der Banden voneinander entsprach etwa der der 16 cm langen Entwicklungsstrecke. Der
Verzicht auf Sdure oder dquivalente Additive fiihrte zu einer Bandenverbreiterung. Insge-
samt eignet sich die DC-Methode weniger zur Fingerprintanalytik der IGs in P. lanceolata.
Ahnlich der Methode aus dem DC-Atlas, werden bei Hajimehdipoor et al. [102] sowie in
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Abbildung 5.8: DC gemél Pachaly und Koch [109]. Auftragung von links nach rechts:
Aucubin (A, 5 pg, Ry = 0,28), Catalpol (C, 5 pg, R¢ = 0,26), Extrakt (E, 0,6 mg),
stationére Phase: Kieselgel, mobile Phase: Ethylacetat/Methanol/Wasser (75:20:5, v/v/v),
Kammersittigung: 20 min, Entwicklungsstrecke: 1 x 12 cm, Entwicklungsdauer: 30 min,
Derivatisierung: Vanillin-Schwefelsdure-Reagenz + AT fiir 2-5 min bei 120 °C, Detektion:
Tageslicht (VIS).

den CAMAG-Unterlagen [110], ein FM-System aus Ethylacetat, Methanol und Wasser
beschrieben. Thre Zusammensetzungen variieren nur geringfiigig von dem im DC-Atlas.
Die Methoden von Hajimehdipoor etal. [102] und Camag Application Notes [110] unter-
scheiden sich ausschlieBlich in einem Punkt: der Entwicklungsstrecke. Wihrend in den
CAMAG-Unterlagen eine Entwicklungsstrecke von 1 x 7 cm angegeben wurde, belief
sich die von Hajimehdipoor etal. [102] auf 1 x 12 cm. Im Folgenden wird das Verfahren
gemil den CAMAG-Unterlagen [110] dargestellt (Abbildung 5.9).

Mithilfe dieses FM-Systems konnten Aucubin und Catalpol nicht getrennt werden. Die
beiden Banden iiberlappten noch stirker als bei dem im DC-Atlas beschriebenen FM-
System und lieferten ndher zusammenliegende R¢-Werte von 0,25 bzw. 0,24 fiir Aucubin
bzw. Catalpol. Angesichts der deutlich kiirzeren Entwicklungsstrecke von 6 cm ist die
rdumliche Entfernung bei einem R¢-Wert-Unterschied von 0,01 kleiner als bei einer
lingeren Entwicklungsstrecke. Griinde der abweichenden, verschlechterten Separation
konnten der hohere Wasseranteil bzw. geringere Methanolanteil im FM-System sein,
die feinporigere stationidre Phase der HPTLC-Platte sowie die kiirzere, halb so lange
Entwicklungsstrecke. Aufgrund der eingesetzten HPTLC-Phase wurde die FlieBhohe
von den in der CAMAG-Vorschrift angegebenen 7 cm auf 6 cm reduziert. Insgesamt
liefert diese DC-Methode keine zufriedenstellenden Ergebnisse. Auch die Methode von
Hajimehdipoor etal. [102] mit einer Entwicklungsstrecke von 1 x 12 cm auf normaler
Kieselgel-DC fiihrte zu keiner wesentlichen Verbesserung der Trennleistung. Fiir Haupti-
ridoidglykoside Aucubin und Catalpol konnten dabei niedrigere Re-Werte von 0,22 bzw.
0,20 erzielt werden.
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Abbildung 5.9: DC gemill Camag Application Notes [110]. Auftragung von links
nach rechts: Aucubin (A, 1 pug, Rf = 0,25), Catalpol (C, 1 pg, Ry = 0,24), Extrakt
(E, 0,1 mg), stationire Phase: Kieselgel (HPTLC), mobile Phase: Ethylacetat/Methanol/-
Wasser (75:15:8, v/v/v), Kammersittigung: 30 min, Entwicklungsstrecke: 1 x 6 cm, Ent-
wicklungsdauer: nicht bestimmt, Derivatisierung: Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagenz +
AT fiir 2-5 min bei 120°C, Detektion: Tageslicht (VIS).

5.3.1.2 Stationire Phasen

Neben Variation der FM-Systeme und Entwicklungsstrecken auf stationidrem Kiesel-
gel, wurden auBBerdem andere stationdren Phase in der in dieser Arbeit durchgefiihrten
Methodenentwicklung getestet. Einige davon werden in der Literatur zur IG-Analytik
beschrieben, wie z.B. stationdres RP18-Material [106]. Die entsprechenden Resultate
werden in diesem Kapitel dargestellt und diskutiert. Hierbei wurde zunichst die in der
Literatur fiir unpolares Geniposid (R¢ = 0,53), Genepin-1-3-D-gentiosid (R¢ = 0,63)
und Gardenosid (R = 0,71) generierte DC-Methode in Augenschein genommen (Ab-
bildung 5.10). Fiir eine konkretere Einordnung der chromatographischen Auftrennung
in Verbindung mit der Polaritdt der Analyten von Interesse, wurden die zwei Zucker

Glukose und Rhamnose mit aufgetragen.

Es fillt auf, dass sich sowohl Aucubin als auch Catalpol direkt an der FlieBmittelfront
befinden. Mitgefiihrte L-Glukose und L-Rhamnose sind ebenfalls direkt an der FlieBmit-
telfront lokalisiert. Im Gegensatz dazu umschlieBen die beiden Zucker die Verbindungen
Aucubin und Catalpol auf stationdrem Kieselgel, wie interne Versuche zeigten (Abbil-
dung 5.16 in Kapitel 5.3.2.1). Zwar hitten die unpolareren, in P. lanceolata enthaltenen
1Gs auf der restlichen Laufstrecke geniigend Platz chromatographiert zu werden, doch
ist dies irrelevant, wenn sich die beiden zu quantifizierenden Hauptverbindungen der
IGs nicht trennen lassen. Zusammenfassend ist diese Methode eindeutig unbrauchbar
zur Fingerprintanalytik der IGs in P. lanceolata. Moglicherweise konnten die Effekte

der Plattenvorbehandlung mit Propan-2-ol fiir eine erfolgreiche Chromatographie aus-
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Abbildung 5.10: DC gemif Coran etal. [106]. Auftragung von links nach rechts: Extrakt
(E, 0,1 mg), Aucubin (A, 2 ng), Catalpol (C, 3 pg), L-Glukose (G, 40 png), L-Rhamnose
(R, 40 pg), stationdre Phase: RP18W (HPTLC, vorbehandelt mit Propan-2-ol), mobi-
le Phase: Acetonitril/O, 1%-ige wissrige Ameisensdure (40:60, v/v), Kammersittigung:
30 min, Entwicklungsstrecke: 1 x 6,5 cm, Entwicklungsdauer: nicht bestimmt, Deri-
vatisierung: Vanillin-Schwefelsdure-Reagenz + AT fiir 2-5 min bei 120°C, Detektion:
Tageslicht (VIS).

schlaggebend sein. Diese wird im Paper nicht detailliert beschrieben. In der dargestellten
DC wurde die komplette DC-Platte iiber Nacht (16 h) in Propan-2-ol gelegt. In vorherge-
henden Versuchen, in denen die DC-Platte mit Propan-2-ol in eine Richtung gewaschen
wurde, wurde das spitere FlieBverhalten der mobilen Phase negativ beeinflusst. Aus Zeit-
griinden wurden sich nicht intensiver mit dieser spannenden Thematik befasst, auch wenn
nachfolgende Untersuchungen dazu intressant wéren. Stationidres Aluminiumoxidmaterial
wurde dariiber hinaus zur Auftrennung von Aucubin und Catalpol herangezogen. Als
mobile Phase wurde das FM-System von Pachaly und Koch [109] verwendet, wobei die
Entwicklungsstrecke mit 1 x 6 cm (links) und 4 x 7 cm (rechts) variierte (Abbildung 5.11).

Sowohl bei 1 x 6 cm (links) als auch bei 4 x 7 cm (rechts) Entwicklungsstrecke konn-
ten keine zufriedenstellenden Resultate gewonnen werden. Die Rg-Werte bei einmaliger
Entwicklung betrugen 0,09 bzw. 0,07, bei viermaliger Entwicklung 0,19 bzw. 0,17
fiir Aucubin bzw. Catalpol. Bei einmaliger Entwicklung sind die beiden Hauptiridoid-
glykoside nicht getrennt. Bei mehrmaliger Entwicklung konnten zusitzliche Banden in
der Laufbahn der aufgetragenen Referenzsubstanzen beobachtet werden, wodurch eine
eindeutige Identifizierung bzw. Zuordnung der Banden nicht gewéhrleistet werden konnte.
Nicht auszuschlieBen ist eine Abbaureaktion der Verbindungen wihrend der Entwicklung
durch Reaktion mit dem stationédren Aluminiumoxidmaterial. Ndhere Untersuchungen
diesbeziiglich stehen noch aus. Zudem sind die Banden bei wiederholter Entwicklung
leicht verbreitert, was dem Fehlen eines zonenschirfenden Additivs zugeschrieben wird.
Alles in allem eignet sich diese Methode nicht zur Fingerprintanalytik der IGs in P. lan-

ceolata.
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Abbildung 5.11: DC gemif Pachaly und Koch [109] . Auftragung von links nach rechts:
Aucubin (A, 2 ng, R = 0,09 (links) bzw. 0,19(rechts)), Catalpol (C, 2 pg, R¢ = 0,07
(links) bzw. 0,17 (rechts)), Extrakt (E, 0,4 mg), stationdre Phase: Aluminiumoxid, mo-
bile Phase: Ethylacetat/Methanol/Wasser (75:20:5, v/v/v), Kammersittigung: 20 min,
Entwicklungsstrecke: 1 x 6 cm (links) und 4 x 7 cm (rechts), Entwicklungsdauer: nicht
bestimmt, Derivatisierung: Vanillin-Schwefelsdure-Reagenz + AT fiir 2-5 min bei 120°C,
Detektion: Tageslicht (VIS).

Auch mittels stationdrer Aminoplatte konnen die Aucubin und Catalpol nur marginal
voneinander getrennt werden (Abbildung 5.12).

Durch diese Methode konnen fiir Aucubin bzw. Catalpol Re-Werte von 0, 15 bzw. 0,13
erzielt werden, die zu niedrig fiir eine geeingete Fingerprintanalytik sind. Interessant ist,
dass sich die IGs auf der Aminoplatte ohne Nutzung eines Derivatisierungsreagenzes
sichtbar machen lassen. Dies beruht auf der sogenannten Maillard-Reaktion zwischen
reduzierender Zuckereinheit im IG und verfiigbarer Aminogruppe der stationéren Pha-
se. Fiir denistometrische Messungen ist das ein klarer Vorteil dieser stationdren Phase
gegeniiber anderen auf Derivatisierungsreaganzien angewiesenen Verfahren. Je mehr
variierende Komponenten, desto grofer ist die Fehlerwahrscheinlichkeit im angestrebten
Quantifizierungsprozess der IGs. Auch aus umwelttechnischer Sicht wire die Vermeidung
von zusétzlichen Reagenzien wihrend des Derivatisierungsprozesses zu priferieren.
Weiter wurden stationédres RP2-, Polyamid- Cyano- und Diolmaterial in Kombination mit
dem FM-System des DC-Atlasses Ethylacetat/Methanol/Wasser (75:20:5, v/v/v) getestet
(nicht dargestellt). Dabei konnte keine Verbesserung zur herkommlichen stationédren
Kieslegelphase festgestellt werden.

Erwihnenswert sind abweichende Derivatisierungseigenschaften auf dem Diolmaterial im
Vergleich zur Kieselgelplatte. Weiter trat bei stationdrem Cyano- und Polyamidmaterial
sehr starkes Tailing (Schwanzbildung) auf. Beide Effekte wirkten einer aussagekriftigen
Detektion und Auswertung entgegen. Eine Trennung von Aucubin und Catalpol konnte
mit keinem der angewendeten DC-Systeme erreicht werden. Zusammenfassend kann
somit kein Gewinn durch Anwendung anderer, weniger géngiger stationédrer Phasen wie
Aluminiumoxid-, Amino-, RP2-, Polyamid-, Cyano- und Diolmaterial im Vergleich zu

iblichem Kieselgelmaterial festgestellt werden. Aufgrund oben erwihnter variierender
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Abbildung 5.12: DC gemil Camag Application Notes [110]. Auftragung von links
nach rechts: Aucubin (A, 1 pug, Re = 0,15), Extrakt+Aucubin (E+A, 0,2 mg + 1 pg),
Extrakt+Catalpol (E+C, 0,2 mg + 1 pg), Catalpol (C, 1 ug, Ry = 0,13), Extrakt (E,
0,6 mg), stationdre Phase: Aluminiumoxid (HPTLC), mobile Phase: Ethylacetat/Metha-
nol/Wasser (75:15:8, v/v/v), Kammersittigung: 20 min, Entwicklungsstrecke: 1 x 6 cm,
Entwicklungsdauer: nicht bestimmt, Derivatisierung: AT fiir 30 min bei 200 °C, Detektion:
Tageslicht (VIS).

Derivatisierungseigenschaften auf den angewendeten stationdren Phasen, erschien es wei-
terhin sinnvoll die Derivatisierungsfihigkeit ausgewéhlter Reagenzien auf ausgewéhlten

stationdren Phasen zu iiberpriifen.

5.3.1.3 Sackgassen der Fingerprintanalytik eignen sich zur DC-geleiteten Isolie-
rung der Hauptirioidglykoside

Weiter wurden im Rahmen der DC-Methodenentwicklung zur Fingerprintanalytik DC-
Methoden kreiert, die sich nicht fiir eine Fingerprintanalytik der IGs in P. lanceolata
eigneten und quasi als ,,Sackgassen‘* bezeichnet werden konnen. Jedoch waren diese
ideal fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrte DC-geleitete Isolierung von Aucubin und
Catalpol. Auf diese Sackgassen der DC-Methodenentwicklung fiir ein IG-Fingerprint-
Screening soll an dieser Stelle eingegangen werden. Der Ubersicht halber werden hier
nur ausgewihlte Beispiele dargestellt. Als bevorzugte stationdre Phase wurde Kieselgel
verwendet. Der Einsatz von Ethylacetat im FM-System wurde in Anlehnung an die GLP-
Richtlinien anderen organischen Losungsmitteln, insbesondere Chloroform, vorgezogen.
Zunichst wurde der erforderliche Methanolanteil untersucht, um die Zonen von Aucubin
und Catalpol in einer passablen Hohe, konkret Re-Werte von 0,2 bis 0,8, zu erhalten
(Abbildung 5.13, in Tabelle 5.1 als Methode 1 (A, B, C) bezeichnet).

100% Methanol (A) fiihrte zu hohen R¢-Werten von 0,69 bzw. 0,68 fiir Aucubin bzw.
Catalpol, die beide Substanzen nicht voneinander trennten. 48% Methanol (B) fiihrte
zu einem identischen Re-Wert im Fall des Aucubins und unwesentlich geringerem Ry-
Wert von 0,67 im Falle des Catalpols und verfiigte ebenfalls nicht iiber das Potential

die beiden Hauptirioidglykoside auf der DC-Platte zu separieren. Deutlich geringere
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Abbildung 5.13: Einfluss des Methanolanteils in ethylacetathaltigen FM-Systemen. Auf-
tragung von links nach rechts: Aucubin (A, 2 pg, R = 0,69 (A), 0,69 (B) bzw. 0,38
(©)), Catalpol (C, 2 pg, Rf = 0,68 (A), 0,67 (B) bzw. 0,34 (C)), Extrakt (E, 0,6 mg),
stationire Phase: Kieselgel, mobile Phase: Methanol (A), Ethylacetat/Methanol/Wasser
(50:50:5, v/v/v, B), Ethylacetat/Methanol/Wasser (75:20:5, v/v/v, C), Kammersattigung:
20 min, Entwicklungsstrecke: 1 x 18 cm, Entwicklungsdauer: > 1 h, Derivatisierung:
Vanillin-Schwefelsidure-Reagenz + AT fiir 2-5 min bei 120°C, Detektion: Tageslicht
(VIS).

R¢-Werte von 0,38 bzw. 0,34 fiir Aucubin bzw. Catalpol wurden bei einem Anteil von
20% Methanol (C), in dem bereits untersuchten FM-System des DC-Atlasses [109],
erzielt. Dabei konnte bei der gegebenen Entwicklungsstrecke von 1 x 18 cm sowohl eine
Separation von Aucubin und Catalpol als auch R¢-Werte im gewiinschten Bereich der
Platte erreicht werden. Sichtbare Zonenverbreiterung in allen additivfreien FM-Systemen
gab den Anlass zu einem bandenschirfenden Zusatz. Deshalb wurde im FM-System
des nachstehenden Chromatogramms statt Wasser Sdure hinzugefiigt (Abbildung 5.14 in
Tabelle 5.1 als Methode 2 bezeichnet).

Durch den Siurezusatz konnte eine erfolgreiche Zonenverschirfung im Extrakt sowie fiir
die Einzelsubstanzen, trotz einer erhdhen Auftragemenge, erreicht werden. Die R¢e-Werte
variierten leicht zum sdurefreien FM-System mit 0,39 bzw. 0,37 fiir Aucubin bzw. Catal-
pol. Eine Trennung der beiden IGs konnte nicht erzielt werden. In einem néchsten Schritt
wurde toxisches Methanol durch weniger toxisches Ethanol ersetzt. Mit dem Einsatz des
unpolareren Ethanols und der gleichzeitigen Verringerung des Ethylacetatanteils von 67%
auf 57% konnte eine Trennung der beiden Hauptiridoidglykoside Aucubin und Catalpol
auf der DC erreicht werden (Abbildung 5.15 in Tabelle 5.1 als Methode 3 bezeichnet).
Die R¢-Werte lagen bei 0,42 bzw. 0,38 fiir Aucubin bzw. Catalpol. Letztendlich muss-
ten die FM-Systeme situationsbedingt angepasst werden, weswegen unterschiedliche
DC-Systeme wihrend des Isolierungsprozesses Anwendung fanden. Einfluss auf die
diinnschichtchromatographische Trennung hatte neben starken Temperaturunterschieden

iiber die Dauer des Isolierungsprozesses auch die variierenden Auftragsmengen.
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Abbildung 5.14: Optimierung des FM-Systems 1. Auftragung von links nach rechts:
Aucubin (A, 14 pg, Re = 0,39), Catalpol (C, 14 ng, Re = 0,37), Extrakt (E, 1,6 mg),
stationdre Phase: Kieselgel, mobile Phase: Ethylacetat/Methanol/Ameisensdure (70:30:5,
v/v/v), Kammersittigung: 30 min, Entwicklungsstrecke: 1 x 7 cm, Entwicklungsdauer:

15 min, Derivatisierung: Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagenz + AT fiir 2-5 min bei
120°C, Detektion: Tageslicht (VIS).

A c E

Abbildung 5.15: Optimierung des FM-Systems 2. Auftragung von links nach rechts:
Aucubin (A, 14 pg, Re = 0,42), Catalpol (C, 14 ng, R¢ = 0,38), Extrakt (E, 1,6 mg),
stationdre Phase: Kieselgel, mobile Phase: Ethylacetat/Ethanol/Ameisensdure (60:40:5,
v/v/v), Kammersittigung: 30 min, Entwicklungsstrecke: 1 x 7 cm, Entwicklungsdauer:

15 min, Derivatisierung: Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagenz + AT fiir 2-5 min bei
120°C, Detektion: Tageslicht (VIS).
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5.3.1.4 Beurteilung der getesteten DC-Systeme

Die erhaltenen diinnschichtchromatographischen Ergebnisse wurden anhand folgender

Kriterien zur Fingerprintanalytik der IGs in P. lanceolata eingestuft.

o der Hohe des R¢-Wertes, ohne Einberechnung der Mehrfachentwicklung, wie oben

beschrieben, charakterisiert durch einen R¢-Wert zwischen 0,2 und 0, 8.

e der Selektivitit, bezogen auf die Differenz der Re-Werte der Aucubin- und Ca-
talpolzone, ebenfalls ohne Einberechnung der Mehrfachentwicklung, wie oben

beschrieben.
e der optischen Trennung der Zonen im Chromatogramm.

o der Trennleistung, als optisch sichtbare Zonenverbreiterung entlang der Laufrich-

tung.
e der Entwicklungsdauer.

o dem freien Platz fiir die restlichen, betrachteten, unpolareren 1Gs, die fiir P. lan-
ceolata postuliert werden. Dafiir werden 2/3 der Platte angenommen. Eine fiir
die Isolierung der Hauptiridoidglykoside Aucubin und Catalpol geeignete Metho-
de charakterisierte sich durch einen R¢-Wert zwischen 0,2 und 0, 8, wobei eine

moglichst mittige Lage angestrebt wurde.

Prioritét besall dabei die Selektivitdt der Methode. Die Trennleistung wurde als zweit-
rangig eingestuft. Tabelle 5.1 fasst die erhobenen Parameter zusammen und gibt eine
Beurteilung iiber die Eignung zur Fingerprintanalytik bzw. DC-geleiteten Isolierung
wieder.

Die beste Selektivitit, ermittelt anhand der Differenz der Re-Werte (A Ry) von Aucubin
und Catalpol, wurde mit A Ry 0,07 mithilfe des DC-Systems von Rischer etal. [29]
erzielt. Dabei fand das FM-System Chloroform/Methanol/p-Toluolsulfonsédure (0,25 M)
in 28-30%-igem Ammoniak (70:40:10, v/v/v) sowie eine zweifache Entwicklung auf
kurzer Strecke (2 x 7 cm) Verwendung. Das Alleinstellungsmerkmal dieser Methode
war die Verwendung von in Ammoniak geldster p-Toluolsulfonsdure. Normalerweise
wiirden bei aciden, OH-reichen Verbindungen, wie bei IGs, Sauren hinzugesetzt werden,
um eine einheitliche Protonierung der Verbindungen sicherzustellen. Der Zusatz von
Ammoniak stellt damit per se ein ungewohnliches Verfahren dar. p-Toluolsulfonsiure
ist eine nicht-oxidierende S#ure, welche in der chemischen Synthese zu Acetalisierun-
gen, Veresterungen und Dehydrierungen verwendet wird. Thre chemische Funktion in
Kombination mit Ammoniak sollte in zukiinftigen Analysen ausfiihrlicher erforscht wer-
den. Neben der optimalen Trennung der beiden chemisch sehr d@hnlichen IGs, gelang
es nur mithilfe dieser Methode auf einer DC scharfe Zonen zu erhalten. Selbst auf der
HPTLC-Kieselgel-Platte, die eine feinere Korngro3e und PorengréBe besitzt, konnten

keine scharfen Zonen generiert werden.



Tabelle 5.1: Erhobene Daten zur Beurteilung der Eignung der getesteten (HP)TLC-Methoden zur 1G-Fingerprintanalytik. ,,-*“ bzw. ,,.+* stehen fiir eine schlechte

bzw. gute Einstufung der Eignung.

Literatur Re-Wert  Re-Wert  ARg R¢-Wert getrennte Trenn- Entwick- ~ 2/3 der Plat- geeignet geeignet
Aucubin  Catalpol zwischen Aucubin- leistung lungs- te fir restli- fiir Finger- fiir Isolie-
0,2und 0,8  und Catalpol- dauer che IGs frei  print rung
zonen
[106] 0,96 0,96 0,00 - - - a - -
[109] 0,28 0,26 0,02 + - - 30 min - -
[109] mit Alumini- 0,09 0,07 0,02 - +/- +/- a - -
umoxid-DC
[110] 0,25 0,24 0,01 + - - 120 min - -
[110] mit Amino- 0,15 0,13 0,02 - +/- +/- a - -
DC
[113] 0,07 0,04 0,03 - +/- +/- 150 min + - -
Methode 1 A 0,69 0,68 0,01 - - - a - - -
Methode 1 B 0,69 0,67 0,02 - - - a - - -
Methode 1 C 0,38 0,34 0,04 - + - a - - +/-
Methode 2 0,39 0,37 0,02 - - - 15 min - - -
Methode 3 0,42 0,38 0,04 - + - 15 min - - +/-
[103] 0,33 0,29 0,04 + + +/- 75 min - +/- -
[111] 0,16 0,14 0,02 +/- - - 105 min + - -

2 nicht angegeben
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Literatur Re-Wert  Rp-Wert ARy R¢-Wert getrennte Trenn- Entwick-  2/3 der Plat- geeignet geeignet
Aucubin  Catalpol zwischen Aucubin- leistung lungs- te fiir restli- fiir Finger- fiir Isolie-
0,2und 0,8  und Catalpol- dauer che IGs frei  print rung
zonen
[43] 0,22 0,18 0,04 +/- +/- - a + +/- -
[29] 0,33 0,27 0,07 + + + 2x 15min - +/- -
[58] 0,19 0,18 0,01 +/- - - 15 min + - -
[112] (kurz) 0,05 0,04 0,01 - - - a + - -
[112] (lang) 0,11 0,09 0,02 - + - a + +/- -

2 nicht angegeben
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Nachteilig wirkt sich der hohe R¢-Wert der Substanzen aus, die kaum Raum fiir die
Separation der vier irioidglykosidischen Minorkomponenten in P. lanceolata bieten. Das
DC-System von Munteanu und Vlase [103], das der Monographie der Spitzwegerichblit-
ter (Ph. Eur. 7.0-9.0) [43, 49] sowie das der entwickelten Methoden 1 C und 3 zeigten
mit einem A R¢ von 0,04 die zweitbeste Selektivitit. Bei Munteanu und Vlase [103] sind
die zwei separaten Zonen gut erkennbar. Bei der Methode gemil3 Ph. Eur. 7.0-9.0 [43,
49] sowie der entwickelten Methode 1C und Methode 3 tangieren sich die Zonen dieser
Verbindungen.

Wegen der vergleichsweise langen Entwicklungsdauer von 75 min und den hohen R¢-
Werten wurde das DC-Verfahren nach Munteanu und Vlase [103] jedoch als ungeeignet
eingestuft. Die entwickelten Methoden 1C und 3 waren aufgrund ihres hohen R¢-Wertes
ebenfalls ungeeignet fiir die Fingerprintanalytik der IGs, wurden aber fiir die DC-geleitete
Isolierung der Hauptiridoidglykoside eingesetzt. Aufgrund der kiirzeren Entwicklungs-
dauer von 15 min sowie des Einsatzes von nicht-toxischem Ethanol wurde Methode 3
bevorzugt. Die weniger gute Trennleistung wie beispielsweise im Vergleich zur Methode
gemill Munteanu und Vlase [103] wurde vernachldssigt. Die drittbeste Selektivitit wurde
mit einem A Ry von 0,03 von Krzek etal. [113] erhalten. Mit einer Entwicklungsdauer
von 150 min und den unter 0, 1 liegenden R¢-Werten ist diese Methode zur 1G-Finger-
printanalytik auch nicht geeignet. Die Trennleistung der angewendeten DC-Verfahren war
insgesamt nicht besonders gut. Einzig anhand der Methode von Rischer et al. [29] konnte
eine gute Trennleistung erzielt werden. Als ansatzweise gut konnte die Trennleistung auf
der Aluminiumoxid- und Aminoplatte sowie durch die Methoden von Krzek etal. [113]
sowie Munteanu und Vlase [103] betrachtet werden. Die restlichen DC-Systeme lieferten
keine zufriedenstellenden Trennleistungen. Insgesamt wurde kein Mehrgewinn durch
Anwendung anderer, weniger gingiger stationdrer Phasen wie Aluminiumoxid-, Amino,
RP2-, Polyamid- Cyano- und Diolmaterial im Vergleich zu iiblichem Kieselgelmaterial

festgestellt.
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5.3.2 Derivatisierung und Detektion

5.3.2.1 Derivatisierung auf Kieselgel

Zur Fingerprintanalytik wurde ein Derivatisierungsverfahren gesucht, um die in P. lan-

ceolata enthaltenen IGs nach DC-Analyse detektieren zu konnen. Dazu wurden das

Derivatisierungsverhalten der IGs sowohl durch Behandlung mit spezifischen als auch un-

spezifischen Derivatisierungsreagenzien auf Kieselgel untersucht. Dariiber hinaus wurden

zur IG-Anfarbung untypische Derivatisierungsreagenzien getestet. Tabelle 5.2 gibt einen

Uberblick iiber einige der verwendeten Derivatisierungsmittel, inklusive ihrer Eignung

zur IG-Anfirbung auf stationdrem Kieselgel, wieder.

Tabelle 5.2: Ubersicht der angewendeten Derivatisierungsreagenzien auf stationirem
Kieselgel. Aufgelistet sind die entsprechende Spezifitit zur IG-Detektion, die verwen-
deten Derivatisierungsreagenzien, -bedingungen, charakteristische Stoffklasse sowie

Detektionsart.
Derivatisie- Spezifitit fiir ~Derivati- charakteris- Detektion
rungsreagenz IGs sierungsbe-  tische Stoffklas-
dingungen se
Ehrlich- spezifisch 10 min bei Iridoide, Proazu- VIS [114, Seite
Reagenz 120°C lene 235]
Anisaldehyd- unspezifisch 5 min bei Terpenoide, u.a. VIS (rotbraune,
Schwefelsdure- 120°C Iridoide gelbbraune, dun-
Reagenz kelgriine Zonen)
[114, Seite 234]
Vanillin- 5 min bei Universalreagenz, VIS (rotbraune,
Schwefelsiure- 120°C z. B. Terpenoide  gelbbraune, dun-
Reagenz kelgriine Zonen)
[131, Seite 305]
Echtblausalz- spezifisch fiir Trocknen oh- Hopfenbitterstoffe, VIS [131, Seite
Reagenz andere Stoff- ne Erhitzen  phenolische Ver- 301]
gruppen bindungen
Eisenchlorid- Trocknen oh- Hopfenbitterstoffe, VIS [131, Seite
Reagenz ne Erhitzen Oleuropein, Car- 302]
nolsdure
Chloramin-T- 30 min bei Herzglykoside 366 nm [131,
Reagenz 120°C Seite 300]
Naturstoff- 5 min bei Flavonoide 366 nm (blau,
Polyethylenglykol- 120°C gelb, griine
Reagenz Fluoreszenz)

[131, Seite 304]
254 nm (Fluo-
reszenzlo-
schung)

Seite 304]

[131,
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Das angewendete polare bis mittelpolare FlieBmittelsystem Ethylacetat/Methanol/Wasser
(75:20:5, v/v/v) sowie die Entwicklungsstrecke war bei den in dieser Arbei durchgefiihr-
ten und nachfolgend présentierten Experimenten gleich. Als Re-Marker wurden neben
Aucubin und Catalpol Glukose und Rhamnose mitgefiihrt. Weiter wurden mit polaren
Losungsmitteln erhaltene Rohextrakte der Pflanze aufgetragen. Detaillierte Informationen
zu deren Herstellung befinden sich in Kapitel 5.5.1. Fiir ein umfassenderes Verstindnis
des Derivatisierungsverhaltens wurden nicht nur die in der Literatur vorgeschlagenen De-
tektionswellenldngen herangezogen, sondern alle drei giingigen Detektionsmodi (254 nm,
366 nm, VIS) betrachtet. Die Derivatisierung mittels IG-spezifischem Ehrlich-Reagenz
zeigte im Tageslicht (VIS) blaue Zonen fiir Aucubin und Catalpol (Abbildung 5.16).

254 nm 366 nm VIS

E1E2 A C GRE1IEZA C GRE1E2Z A C GR

Abbildung 5.16: Derivatisierung mittels Ehrlich-Reagenz. Auftragung von links nach
rechts: Extrakt (E1, E2, 0,2 mg), Aucubin (A, 2 pug, Rf = 0,33), Catalpol (C, 2 ug,
Ry = 0,31), L-Glukose (G, 83 ng, Rf = 0,19), L-Rhamnose (R, 77 ug, Rf = 0,42),
stationire Phase: Kieselgel, mobile Phase: Ethylacetat/Methanol/Wasser (75:20:5, v/v/v),
Kammersittigung: 20 min, Entwicklungsstrecke: 1 x 15 cm, Derivatisierung: Ehrlich-
Reagenz + AT fiir 5 min bei 120°C, Detektion von links nach rechts: 254 nm, 366 nm,
VIS.

Trotz gleicher Auftragemenge, ist die Bande des Aucubins stark, die des Catalpols nur
marginal gefirbt. Bis auf eine Zone auf der Startlinie sind keine weiteren extrahierten
Inhaltsstoffe unter Tageslichtdetektion sichtbar. Die polarere L-Glukose ist bei einem
R¢ von 0,19, die unpolarere L-Rhamnose bei einem Rs von 0,42 lokalisiert. Beide Zu-
cker sind nicht unter Tageslicht zu erkennen und konnen nur schwach als hellblaue
Fluoreszenzen unter 366 nm erfasst werden. Eine spezifische Anfiarbung des Aucubins,
jedoch nicht des Catalpols ist damit gegeben, weswegen Ehrlich-Reagenz als Deriva-
tisierungsmittel IGs nur bedingt selektiv sichtbar macht. Mittels universal fairbendem
Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagenz sind Aucubin und Catalpol sowohl bei 366 nm als
auch unter Tageslicht eindeutig detektierbar (Abbildung 5.17).
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254 nm 366 nm VIS

ETE2ACG R E1E2ACG R E1E2AC G R

Abbildung 5.17: Derivatisierung mittels Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagenz. Auftra-
gung von links nach rechts: Extrakt (E1, E2, 0,2 mg), Aucubin (A, 2 pg, Ry = 0,33),
Catalpol (C, 2 pg, Re = 0,32), L-Glukose (G, 83 ug, Rf = 0,20), L-Rhamnose (R, 77 ug,
R = 0,49), stationdre Phase: Kieselgel, mobile Phase: Ethylacetat/Methanol/Wasser
(75+20+5, v/v/v), Kammersittigung: 20 min, Entwicklungsstrecke: 1 x 16 cm, Deri-
vatisierung: Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagenz + AT fiir 5 min bei 120°C, Detektion
von links nach rechts: 254 nm, 366 nm, VIS.

Beide Substanzen zeigen dunkle Zonen in der Tageslichtdetektion. Unter 366 nm weisen
sie jedoch unterschiedliche Fluoreszenzen auf, wobei Aucubin als braune und Catalpol
als blaue Zone sichtbar ist. Die mitgefiihrten Zucker sind ebenso in beiden Detektions-
modi gut zu erkennen, wobei sich bei Detektion unter Tageslicht die Zonen besser vom
Hintergrund abheben. Dabei ist L-Glukose dunkel und L-Rhamnose gelb-griin geférbt.
Das unterschiedliche Firbeverhalten der beiden 1Gs bei Detektion unter 366 nm zeigt,
dass 1Gs nicht einheitlich angefarbt werden. Eine IG-spezifische sowie selektive, sich von
Substanzen anderer Stoffklassen abhebenden Farbigkeit/Fluoreszenz liegt zudem nicht
vor. Durch Derivatisierung via unspezifisch farbendem Vanillin-Schwefelsdure-Reagenz
konnen Aucubin und Catalpol als dunkle Zonen bei Detektion unter 366 nm sowie VIS
sichtbar gemacht werden (Abbildung 5.18). Die beobachteten Zonen sind eindeutig
mit Ausnahme von Catalpol unter 366 nm. Wie bei universal firbendem Anisaldehyd-
Schwefelsidure-Reagenz heben sich die Farben/Fluoreszenzen der IG-Zonen nicht von
denen der extrahierten Inhaltsstoffe ab. L-Glukose und L-Rhamnose konnen eindeu-
tig gefarbt werden, wobei sich lediglich die Zone der L-Rhamnose mit seiner gelben
(366 nm) bzw. orangen (VIS) Fluoreszenz bzw. Farbe von den anderen Zonen merklich

unterscheidet.
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254 nm 366 nm VIS

E1TE2AC GR E1E2ZAC GR E1E2AC GR

Abbildung 5.18: Derivatisierung mittels Vanillin-Schwefelsdure-Reagenz. Auftragung
von links nach rechts: Extrakt (E1, E2, 0,2 mg), Aucubin (A, 2 ug, Ry = 0,33), Catalpol
(C,2 ng,Re=0,31), L-Glukose (G, 83 png, R¢=0,19), L-Rhamnose (R, 77 ug, R¢ =0,42),
stationdre Phase: Kieselgel, mobile Phase: Ethylacetat/Methanol/Wasser (75:20:5, v/v/v),
Kammersittigung: 20 min, Entwicklungsstrecke: 1 x 15 cm, Derivatisierung: Vanillin-
Schwefelsdure-Reagenz + AT fiir 5 min bei 120°C, Detektion von links nach rechts:
254 nm, 366 nm, VIS.

Zwar weisen beide IGs einheitliche Fluoreszenzen bzw. Farben auf, zeigen aber kei-
nen nennenswerten Unterschied zu Verbindungen anderer Stoffgruppen. Die Deriva-
tisierung anhand von Echtblausalz, das bevorzugt fiir phenolische Verbindungen und
Hopfenbitterstoffe eingesetzt wird, ruft keine Farbung oder Fluoreszenz der IGs hervor
(Abbildung 5.19). Gleiches gilt fiir die beiden mitgefiihrten Zucker.

254 nm 366 nm VIS

E1E2 ACG R E1E2ACGR E1E2ZACGR

Abbildung 5.19: Derivatisierung mittels Echtblausalz-Reagenz. Auftragung von links
nach rechts: Extrakt (E1, E2, 0,2 mg), Aucubin (A, 2 ug, R = 0,33), Catalpol (C, 2 ug,
Rf =0,32), L-Glukose (G, 83 ug, R¢ = 0,20), L-Rhamnose (R, 77 pg, Ry = 0,49), statio-
nire Phase: Kieselgel, mobile Phase: Ethylacetat/Methanol/Wasser (75:20:5, v/v/v), Kam-
merséttigung: 20 min, Entwicklungsstrecke: 1 x 16 cm, Derivatisierung: Echtblausalz-

Reagenz ohne Temperatureinwirkung, Detektion von links nach rechts: 254 nm, 366 nm,
VIS.
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Auch mittels Eisenchlorid-Reagenz konnten keine Banden fiir die mitgefiihrten IGs und
Zucker registriert werden. Beide Reagenzien sind absolut ungeeignet als Derivatisierungs-
mittel fiir die IGs (Abbildung 5.20).

254 nm 366 nm VIS

=

E1E2 ACGREIE2 ACGREIEZ ACGR

Abbildung 5.20: Derivatisierung mittels Eisenchlorid-Reagenz. Auftragung von links
nach rechts: Extrakt (E1, E2, 0,2 mg), Aucubin (A, 2 pug, R¢ = 0,33), Catalpol (C,
2 ug, Ry =0,31), L-Glukose (G, 83 pg, Ry =0,19), L-Rhamnose (R, 77 ug, Ry = 0,42),
stationdre Phase: Kieselgel, mobile Phase: Ethylacetat/Methanol/Wasser (75:20:5, v/v/v),
Kammersittigung: 20 min, Entwicklungsstrecke: 1 x 15 cm, Derivatisierung: Eisenchlorid-
Reagenz ohne Temperatureinwirkung, Detektion von links nach rechts: 254 nm, 366 nm,
VIS.

Die Derivatisierung mittels Chloramin-T-Reagenz ergibt unter 366 nm fiir alle sichtbaren
Zonen eine blaue Fluoreszenz (Abbildung 5.21). Die Fluoreszenz des Aucubins ist
stirker als die des Catalpols. Die Fluoreszenzen unterscheiden sich jedoch nicht von
denen anderer Verbindungsklassen. Im Tageslicht sind lediglich gelb-braune Zonen der
aufgetragenen Extrakte auf der Startlinie erkennbar. Eine blaue Fluoreszenz der Zucker

bei 366 nm kann nur erahnt werden.
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254 nm 366 nm VIS

E1tE2 ACGR E1E2 ACGR E1E2 ACGR

Abbildung 5.21: Derivatisierung mittels Chloramin-T-Reagenz. Auftragung von links
nach rechts: Extrakt (E1, E2, 0,2 mg), Aucubin (A, 2 ug, Rf = 0,33), Catalpol (C,
2 ug, Ry =0,31), L-Glukose (G, 83 pg, Ry =0,19), L-Rhamnose (R, 77 pg, Rf = 0,42),
stationdre Phase: Kieselgel, mobile Phase: Ethylacetat/Methanol/Wasser (75:20:5, v/v/v),
Kammersittigung: 20 min, Entwicklungsstrecke: 1 x 15 cm, Derivatisierung: Chloramin-
T-Reagenz + AT fiir 30 min bei 120°C, Detektion von links nach rechts: 254 nm, 366 nm,
VIS.

Wie erwartet ist Chloramin-T-Reagenz ungeeignet zur spezifischen und selektiven Deri-
vatisierung von IGs. Auch die herangezogenen Zucker konnten damit nicht visualisiert
werden. Fiir phenolische Verbindungen charakteristisches Naturstoff-Reagenz ermdog-
lichte eine schwache Detektion von Aucubin und Catalpol als blaue Fluoreszenz unter
366 nm (Abbildung 5.22). Diese ist fiir beide Substanzen identisch stark ausgeprigt.
Extrahierte Verbindungen im Extrakt zeigen dhnliches, wenn auch weniger starkes Fluo-
reszenzvermogen. Im Gegensatz zu L-Glukose und L-Rhamnose, die jeweils intensiv blau
fluoreszieren. Analog zur Derivatisierung mit Chloramin-T kann lediglich eine braune

Zone in den Extrakten auf Starthohe bei Tageslichtdetektion visualisiert werden.

Erwartungsgemif zeigte auch die Derivatisierung mittels Naturstoff-Reagenz kein er-
hebliches Potential zur Anwendung fiir die DC-basierte IG-Fingerprintanalytik. Zusam-
menfassend konnte keines der getesteten Derivatisierungsmittel mit seiner Spezifitét
und Selektivitit gegeniiber IGs iiberzeugen. Dies betraf auch das in der Literatur ver-
wendete IG-spezifische Ehrlich-Reagenz. Dieses firbt trotz gleichhoher Auftragemenge
Aucubin deutlich stirker blau (VIS-Detektion) an als Catalpol. Positiv fiel hingegen
die erfolgreiche, wenn auch nicht charakteristische Anfirbung der IGs mittels universal
farbendem Anisaldehyd und Vanillin in Kombination mit Schwefelsiure aus. Zu bemer-
ken sei hierbei die unterschiedlich gefidrbte Fluoreszenz unter 366 nm der beiden 1Gs
Aucubin und Catalpol in Gegenwart von Anisaldehyd-Schwefelsdure im Gegensatz zu

Vanillin-Schwefelsdure.
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254 nm 366 nm VIS

E1E2 ACG R E1E2ZAC G R E1E2ZACGR

Abbildung 5.22: Derivatisierung mittels Naturstoff-Reagenz. Auftragung von links nach
rechts: Extrakt (E1, E2, 0,2 mg), Aucubin (A, 2 pug, Rf = 0,33), Catalpol (C, 2 ug,
Rf = 0,31), L-Glukose (G, 83 ug, Rf = 0,19), L-Rhamnose (R, 77 pug, Re = 0,42),
stationdre Phase: Kieselgel, mobile Phase: Ethylacetat/Methanol/Wasser (75:20:5, v/v/v),
Kammersittigung: 20 min, Entwicklungsstrecke: 1 x 15 cm, Derivatisierung: Naturstoff-
Reagenz + AT fiir 5 min bei 120°C, Detektion von links nach rechts: 254 nm, 366 nm,
VIS.

5.3.2.2 Derivatisierung auf Kieselgel vs. Diolmaterial

Weiter wurde besonderes Augenmerk auf das Derivatisierungsverhalten zweier spezifi-
scher Derivatisierungsreagenzien auf unterschiedlichen polaren stationdren Phasen gelegt
(Kapitel 5.3.1.2). Verstérktes Interesse lieferten auBerdem die nicht zufriedenstellenden
Ergebnisse aus Kapitel 5.3.2.1. Uberraschend war dabei vor allem, dass das in der Li-
teratur als IG-spezifisch postulierte Ehrlich-Reagenz keine einheitliche Anfarbung der
beiden Hauptiridoidglykoside erkennen ldsst. Nachfolgende Untersuchungen verzichten
auf die DC-Entwicklung beschrinken sich auf die Derivatisierung. Dazu wurden lediglich
dreimal Substanz (Catalpol bzw. Aucubin) mit bestimmter Konzentration auf eine Diol-
bzw. Kieselgelplatte appliziert, mit Phloroglucin-Salzsdure bzw. p-Dimethylaminobenz-
aldehyd-Salzsdure (Ehrlich-Reagenz) derivatisiert und unter 254 nm, 366 nm und VIS
detektiert, um Gemeinsamkeiten bzw. Unterschiede im Derivatisierungsverhalten heraus-
zuarbeiten. In Abbildung 5.23 ist das Derivatisierungsvermogen des Ehrlich-Reagenzes
auf der Kieselgel- dem auf der Diolplatte fiir Aucubin und Catalpol gegeniibergestellt.
Dabei sind fiir Aucubin bei allen drei applizierten Mengen intensiv blaue bzw. blaugraue
Spots zu sehen. Die blauen Spots auf der Kieselgelplatte heben sich unter Tageslichtde-

tektion am besten vom Hintergrund (gelb) ab.



5. ENTWICKLUNG EINER (HP)TLC-FINGERPRINTMETHODE 148

Catalpol Aucubin

Kieselgel Kieselgel

Abbildung 5.23: Derivatisierung mittels p-Dimethylaminobenzaldehyd auf stationérer
Kieselgel- bzw. Diolphase. Auftragung von links nach rechts: 5, 10 und 2 pg Catalpol
(links) bzw. Aucubin (rechts), stationire Phase: Kieselgel (links, Merck, Darmstadt,
Deutschland) bzw. Diolmaterial (rechts, Machery-Nagel, Diiren, Deutschland), Derivati-
sierung: Ehrlich-Reagenz + AT fiir 15 min bei 120°C, Detektion von oben nach unten:
254 nm, 366 nm, VIS.

Unterschedliche Auftragemengen an Aucubin (2, 5 und 10 pg) lieBen keinen Unter-
schied im Derivatisierungsverhalten erkennen. Fiir Catalpol dagegen waren keine so
deutlich gefirbten Spots auf beiden stationdren Phasen zu beobachten. Leichte weifle
Fluoreszenzen konnen auf der Diolplatte unter 366 nm bzw. schwache blaue Spots auf
der Kieselgelplatte unter 366 nm sowie VIS registriert werden. Wie auch fiir Aucubin
besteht kein konzentrationsabhéngiges Derivatisierungsverhalten. Die Untersuchung des
Derivatisierungsvermdgens von Aucubin und Catalpol auf den beiden stationdren Phasen
Diol und Kieselgel zeigt gravierende Unterschiede in der Intensitit der Anfarbung, wobei
auf beiden stationdren Phasen Aucubin sehr viel stirker und Catalpol nur ansatzweise an-
gefirbt werden kann. Uberdies gibt es Unterschiede in der Farbgebung. Wihrend Aucubin
blau (Kieselgel) bzw. blaugrau (Diol) gefirbt war, weist Catalpol auf der Diolplatte eine
weille Farbe auf. Weder fiir Aucubin noch fiir Catalpol konnten konzentrationsabhingige
Unterschiede im Derivatiserungsverhalten bei 2, 5 und 10 pg beobachtet werden. Das
uneinheitliche Derivatisierungsverhalten des Ehrlich-Reagenzes scheint fiir eine besserer
Anféarbung von IGs mit einer Doppelbindung zwischen C-7 und C.8 zu sorgen (Aucubin),
als bei vorliegender Epoxidgruppe (Catalpol). Ein exakter Derivatisierungsmechanismus
fiir diese Reaktion ist bis dato aber noch nicht beschrieben. In weiterfithrenden Versuchen,
die aber nicht mehr Bestandteil der vorliegenden Arbeit sind, konnte dieser Sachverhalt
weiter untersucht werden. Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass anhand des Ehrlich-
Reagenzes keine farbspezifische Visualisierung von IGs mit unterschiedlicher Substitution
moglich ist. Zudem weist es markante Unterschiede in der Empfindlichkeit gegeniiber IGs
auf. Die in der Literatur postulierte Eignung als IG-spezifisches Derivatisierungsreagenz
muss anhand der hier erhaltenen Daten folglich negiert bzw. eingeschréinkt werden.

Ein weiteres IG-spezifisches Derivatisierungsmittel stellt das Phloroglucin-Salzsédure-
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Reagenz dar. Dieses wurde analog dem Ehrlich-Reagenz auf Diol- und Kieselgelmaterial
auf sein Derivatisierungsvermogen fiir IGs getestet. Abbildung 5.24 illustriert die bei

Tageslichtdetektion erhaltenen Resultate.

Catalpol Aucubin
Kieselgel Diol Kieselgel Diol

| ] \-4.._

Abbildung 5.24: Derivatisierung mittels Phloroglucin auf stationirer Kieselgel- bzw.
Diolphase. Auftragung von links nach rechts: 5, 10 und 2 pg Catalpol (links) bzw. Aucu-
bin (rechts), stationiire Phase: Kieselgel (links, Merck, Darmstadt, Deutschland) bzw. Diol-
material (rechts, Machery-Nagel, Diiren, Deutschland), Derivatisierung: Phloroglucin-
Salzsdure-Reagenz + AT fiir 1 min bei 120°C, Detektion: VIS.

Die Behandlung mit Phloroglucin-Salzsdure ruft auf beiden stationdren Phasen eine
braun-griine bzw. gelbe Farbe fiir Aucubin bzw. Catalpol hervor. Die Spots des Aucubins
sind dabei etwas intensiver gefirbt als die des Catalpols. Moglicherweise beruhen diese
Beobachtungen darauf, dass sich der Kontrast und damit die Abhebung vom weillen
Hintergrund bei Braun-griin stirker auswirken als bei Gelb. Es kann keine konzentra-
tionsabhingige Derivatisierung im betrachteten Bereich (2, 5 und 10 pg) festgestellt
werden. Alles in allem zeigen sich Analogien zum Ehrlich-Reagenz in Hinblick auf eine
uneinheitliche Farbgebung und Empfindlichkeit gegeniiber den getesteten IGs, wie oben
ausfiihrlich diskutiert. Die Anfarbekraft des Phloroglucin-Salzsdure-Reagenzes scheint
schwicher zu sein als die des Ehrlich-Reagenzes. Aufgrund der Uneinheitlichkeiten im
Derivatisierungsverhalten wird es trotz Verwendung in der Literatur als IG-spezifisches
Reagenz als ungeeignet zur diinnschichtchromatograpischen IG-Fingerprintanalytik ein-

gestuft.
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5.3.3 Bewertung der (HP)TLC-Fingerprintanalytik

Wie in Kapitel 3.3.1 beschrieben und aus den dort dargestellten Abbildungen 3.5 und 3.6
ersichtlich, existiert eine grofe Diskrepanz zwischen Haupt- und Minorkomponenten der
IGs in P, lanceolata. Diese Diskrepanz ist so groB3, dass keine verniinftige Auftragemenge
an Extrakt gefunden werden kann, um sowohl die Hauptiridoidglykoside Aucubin und
Catalpol als auch die in geringeren Mengen enthaltenen IGs Verbenalin, Globularin,
Asperulosid und Asperulosidsduremethylester ausreichend gut zu chromatographieren.
Sollen die Minorkomponenten detektierbar sein, so muss so viel an Extrakt aufgetragen
werden, dass die stationidre Phase durch die Hauptiridoidglykoside massiv iiberladen
wird und sich die Banden iiber mehrere R¢-Werte erstrecken, wobei sie die dariiber und
darunter befindlichen Banden anderer Substanzen iiberlagern und ob der dunklen Firbung
komplett verdecken. Wird entsprechend weniger aufgetragen, so dass prézise, schmale
Banden der Hauptiridoidglykoside erzielt werden, sind die Minorkomponenten weder
unter 254 nm, 366 nm noch VIS erkennbar. Dies veranschaulicht, dass eine Fingermetho-
de per DC fiir das in P. lanceolata enthaltene iridoidglykosidische Inhaltsstoffspektrum
bei Applikation einer einzigen Extraktkonzentration wenig Sinn macht. Fiir zukiinfti-
ge Untersuchungen konnte iiberlegt werden, ob Spitzwegerichextrakte zu IG-basierten
Screeningzwecken in zwei unterschiedlichen Konzentrationen appliziert und diinnschicht-
chromatographisch analysiert werden konnten. Somit konnte der IG-Fingerprint sowohl
von den Minor- als auch den Majorkomponenten untersucht werden. Da sowohl der
konzentrierte als auch der verdiinnte Rohextrakt simultan auf der DC analysiert werden
konnen, ist kein nennenswerter groflerer Zeitaufwand mit dieser Strategie verbunden.
Voraussetzung dafiir wire allerdings das Vorliegen aller relevanten 1Gs der Pflanze als
Standard, um die entsprechende Lage auf der DC, das Derivatisierungsmuster und die
Detektionsart sicher definieren zu konnen. Da zum damaligen Zeitpunkt der Arbeit nur
die Referenzen Aucubin und Catalpol verfiigbar waren, konnte dieser Idee nicht nachge-
gangen werden. Es konnte zudem gezeigt werden, dass Zonen, die mit bloBem Auge als
isolierte Zonen sichtbar sind, tatsdchlich mehrere Substanzen beherbergen. Untersucht
wurde dies anhand eines Extraktes (E 3, Kapitel 5.5.1), der auf stationérer Kieselgelphase
aufgetragen und entwickelt und anschlieend zum Teil mit Ehrlich-Reagenz angefarbt
wurde. Die blau gefirbten Zonen 1-4 des Extraktes mit Ry = 0,50, Ry = 0,45, R¢ = 0,33
und R¢ = 0,21 wurden auf dem derivatisierten Bereich markiert und konnten somit auf der
underivatisierter Platte zugeordnet werden. Die abgekratzten und gelosten Zonen wurden
per detektionsempfindlicher HPLC-ESI-HRMS untersucht (Abbildung 5.25, Tabelle 5.3).



5. ENTWICKLUNG EINER (HP)TLC-FINGERPRINTMETHODE 151
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Abbildung 5.25: Chromatogramm zur Bestimmung der Bandenreinheit per LC-MS.
Blau geférbte und gekennzeichnete Zonen 1-4 des Extraktes mit Ry = 0,50, Ry = 0,45,
Rf=0,33 und Rf = 0,21 wurden auf underivatisierter Platte abgekratzt und per LC-MS
untersucht. Auftragung von links nach rechts: Aucubin (A, R = 0,29), Extrakt (E 3),
stationdre Phase: Kieselgel, mobile Phase: Ethylacetat/Methanol/Wasser (75:20:5, v/v/v),
Kammersittigung: 35 min, Entwicklungsstrecke: 1 x 12 cm, Derivatisierung: Ehrlich-
Reagenz + AT fiir 5-10 min bei 80-90°C, Detektion: VIS (siehe Tabelle 5.3).

Untenstehend aufgelistete Massen bzw. Masse-/Ladungsverhiltnisse konnten in den

entsprechenden vier Zonen nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse zeigten, dass Zone 1 bzw. 2 aus fiinf bzw. zehn Einzelverbindungen
zusammengesetzt waren. Zone 3 bestand aus einem Polymer und Zone 4 besal} ein Masse-
Ladungsverhiltnis, das auf keines der fiir P. lanceolata postulierten Verbindungen zutraf.
Letzteres konnte aufgrund der blauen, potentiell IG-spezifischen Farbung ein fiir Spitz-
wegerich noch unbekanntes IG darstellen. Moglich ist, dass es ursédchlich seiner hohen
Polaritit, zu erkennen an dem niedrigeren Re-Wert als Catalpol und Aucubin auf Kieselgel,
bis dato noch nicht in der Literatur beschrieben wurde. Letztendlich veranschaulichen die-
se Ergebnisse, dass das Trennvermogen des DC-Verfahrens begrenzt und bei einer hohen
Fiille an Einzelsubstanzen im Vielstoffgemisch des Extraktes eine isolierte Darstellung
einzelner Verbindung duflerst kompliziert ist. Weiter wird dadurch bewusst, wie essentiell
eine spezifische Derivatisierung und Detektion ist, um iiberlagernde Storkomponenten des
Extraktes nicht mit zu erfassen. Da spezifische Derivatisierungsreagenzien oft teilweise
auch andere Substanzen anfarben, wenn auch in einer unterschiedlichen Farbe, fiihrt
dies doch zu einem gewissen Grad an Verfélschung des Ergebnisses. Daher wird die
DC zur Etablierung eines Fingerprints von sechs in der Literatur postulierten IGs des
Spitzwegerichs als ungeeignet eingestuft. Stattdessen wird die Analytik an der HPLC als
geeignete Alternative angesehen, wie ausfiihrlich in Kapitel 6 behandelt. Dabei er6ffnet
die Trennstrecke der Séule als Faktor iiber die Zeit in Kombination mit einem geschickt

gewihlten FlieBmittelgradienten einen grofleren Auftrennungsspielraum. Zudem kdnnte
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Tabelle 5.3: Detektierte Masse-/Ladungsverhiltnisse zur Bestimmung der Bandenreinheit
per LC-MS (siehe Abbildung 5.25).

Zone m/7 Fragmention Masse [Da] potentielle IGs oder PEs

1 305.1018 [M+H]* - Glukose 466 -

642.2390 [M+NH4]* - Gluko- 624 Iso-/Verbascosid
se

642.2389 [M+NH4]* - Gluko- 624 Iso-/Verbascosid
se

468.1863 [M+NH4]* 450 -

493.1702 [M+NH4]* 492 -

2 361.1134 [M+HCOOJ 316 -

459.1139 [M+HCOO] 414 Asperulosid
433.2076 [M+HCOOJ 388 Verbenalin
639.1921 [M-HJ 640 Iso-/Plantamajosid
639.1919 [M-HJ 640 Iso-/Plantamajosid
623.1974 [M-HJ 624 Iso-/Verbascosid
623.1967 [M-HJ 624 Iso-/Verbascosid
565.1916 [M+HCOOJ 520 -

415.1967 [M+HCOO] 370 -

565.1916 [M+HCOO] 520 -

3 525.2883, - - Polymer, mit neutralen
481.2621, Abgangsgruppen 44 Da
437.2359,
usw.

4 375.1294 [M-HJ 376 -

eine andere Form der Detektion, die nicht auf Derivatisierungsprozessen beruht, von

Vorteil sein.
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5.4 Zusammenfasssung und Ausblick

5.4.1 (HP)TLC-Systeme

Alles in allem konnte kein bekanntes oder neu entwickeltes DC-System auf ganzer Linie
zur Fingerprintanalytik der IGs in P. lanceolata tiberzeugen. In die ndheren Auswahl
kommen die Methoden von Rischer etal. [29] und Munteanu und Vlase [103] sowie
das Verfahren der Monographie der Spitzwegerichblétter (Ph. Eur. 7.0-9.0) [43]. Eine
Kombination aus den Parametern dieser drei Methoden wire vermutlich sinnvoll und
sollte in zukiinftigen Analysen getestet werden. Das auf fast allen Ebenen geeignete
FM-System von Rischer etal. [29] konnte z.B. durch unpolarere, weniger konkurrierende
FM-Komponenten optimiert werden, um mehr Platz fiir die anderen, im Spitzwegerich
enthaltenen IGs zu schaffen. Eine weitere Variante zur Optimierung kénnte der Zusatz von
in Ammoniak geldster p-Toluolsulfonsdure zu den bereits bestehenden FM-Komponenten
sein. Die experimentelle Testung im Rahmen der vorliegenden Arbeit bestitigt eine hohe
Trennleistung und konnte fiir eine erhohte Trennschérfe im FM sorgen. Aus Zeitgriinden
wurde auf weitere Optimierungsschritte des DC-Systems in dieser Arbeit verzichtet. Es
konnte ein ausfiihrlicher Uberblick der bisher in der Literatur angewendeten Methoden,
die sich mit der diinnschichtchromatographischen Analytik von IGs befassen, erhalten
werden. Anzumerken ist hier insbesondere, dass bis dato keine DC-Fingerprintmethode
fiir alle IGs aus P. lanceolata in der Literatur beschrieben ist. Einzig die Methode von Ri-
scher et al. [29] beschiftigte sich neben der Analytik von Aucubin auch mit der simultanen
DC-Analytik des Catalpols.

5.4.2 Derivatisierung und Detektion

Zusammenfassend zeigt sich, dass die in der Literatur als IG-spezifischen beschriebe-
nen Derivatisierungsreagenzien Ehrlich-Reagenz und Phloroglucin-Salzsdure-Reagenz,
weder eine einheitliche, spezifische Farbe noch Empfindlichkeit gegeniiber den zwei
getesten Hauptiridoidglykosiden Aucubin und Catalpol des Spitzwegerichs aufweisen.
Mehr noch ist die Empfindlichkeit gegeniiber Catalpol so gering, dass es weder mit
dem Ehrlich-Reagenz noch mit dem Phloroglucin-Salzsidure-Reagenz ausreichend gut
visualisiert werden kann - im Gegensatz zu Aucubin, das anstelle der Epoxidgruppe iiber
eine Doppelbindung im Molekiil verfiigt. Aus diesen Griinden wurden beide Reagenzien
als ungeeignet fiir die anvisierte DC-IG-Fingerprintanalytik betrachtet. Dariiber hinaus
ist die in der Literatur postulierte IG-Spezifitit einzuschrinken bzw. in Frage zu stellen.
Inwieweit beide Férbereagenzien fiir andere 1Gs spezifisch sind, wurde im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nicht untersucht und sollte in weiteren Versuchen erforscht werden.
Aucubin und Catalpol lassen sich durch universal firbendes Anisaldehyd-Schwefelsidure-
sowie Vanillin-Schwefelsidure-Reagenz intensiv anfirben, so dass eine aussagekriftige
Detektion insbesondere im Tageslicht erfolgen kann. Wie zu erwarten lisst sich keine
Farbspezifitit fiir die getesteten IGs bei beiden Universalderivatisierungsmitteln beob-

achten. Nicht-1G-spezifische Derivatisierungsmittel wie Chloramin-T- und Naturstoff-
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Reagenz zeigen keine Farbigkeit im Tageslicht. Doch weisen beide IGs unter 366 nm
nicht-spezifische blaue Fluoreszenzen auf. Keinerlei Visualisierungsfahigkeit bei allen
drei Detektionsmodi (254 nm, 366 nm und VIS) geht von den weniger spezifischen
Reagenzien Echtblausalz und Eisenchlorid aus. Fiir die DC-Fingerprintanalytik der in
P. lanceolata enthaltenen IGs eignet sich schlussendlich keines der untersuchten Derivati-
sierungsmittel. Eine Detektion und densitometrische Auswertung ohne Derivatisierung

ist durch die niedrigwellige Absoprtion der IGs von Relevanz nicht realisierbar.

5.4.3 Bewertung der (HP)TLC-Fingerprintanalytik

Die Entwicklung einer (HP)TLC-Fingerprintmethode zur Untersuchung des iridoidgly-
kosidischen Inhaltsstoffspektrums von P. lanceolata erscheint anhand der erhaltenen
Ergebnisse beziiglich nicht zufriedenstellender DC-Systeme, d.h. der Kombination aus
stationdrer und mobiler Phase, nicht-spezifischer Derivatisierung sowie der zu groflen
Diskrepanz zwischen Haupt- und Minorkomponenten, als nicht moglich bzw. nicht
sinnvoll. Fiir alle Untersuchungen zur DC-Fingerprintanalytik der 1Gs in P. lanceola-
ta wird das Vorliegen aller enthaltenen IGs als essentielle Vorraussetzung gesehen. In
Ermangelung einer zufriedenstellenden, validen qualitativen (HP)TLC-Fingerprintanaly-
tik, welche Voraussetzung fiir eine Quantifizierung ist, konnte keine (HP)TLC-geleitete
quantitative Methode entwickelt werden. Auf die Fragestellung nach einer simultanen
Beriicksichtigung des PE-Inhaltsstoffspektrums neben dem der IGs des Spitzwegerichs
wurde nicht weiter eingegangen, da der Fokus auf einem zeitgleichen Screening der

beiden Inhaltsstoffgruppen lag.
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5.5 Material und Methoden

5.5.1 Verwendete Referenzsubstanzen und Extrakte

Als Referenzsubstanzen wurden Aucubin 1, Catalpol 1 sowie L-Glukose und L-Rhamnose
verwendet (Kapitel 10.2 und 10.1).

Folgende Extrakte fanden im Rahmen der (HP)TLC-Methodenentwicklung Anwendung:

e Extrakt (E): 1,0 g pulverisiertes Drogenmaterial 1 wurde mit 10 mL Methanol
(p.a.) versetzt, 30 min im Ultraschallbad extrahiert, der Riickstand zweimal mit

5 mL Methanol gewaschen und anschliefend ad 25 mL aufgefiillt.

e Extrakt (E1): 0,2 g pulverisiertes Drogenmaterial 1 wurde mit 10 mL Methanol
(p-a.) -Wasser-Gemisch (1:1, v/v) versetzt, 40 min im Ultraschallbad extrahiert und

der Riickstand abzentrifugiert (40 min, 3500 rpm).

e Extrakt (E2): 0,2 g pulverisiertes Drogenmaterial 1 wurde mit 10 mL Acetonitril
p.a.-Wasser-Gemisch (1:1, v/v) versetzt, 40 min im Ultraschallbad extrahiert und

der Riickstand abzentrifugiert (40 min, 3500 rpm).

o Extrakt (E 3): 20 mL des Drogenextraktes 2 (Kapitel 6.5.2) mit einer Konzentration
von 0,07 g Extrakt/mL. Wasser wurden drei mal nacheinander mit je 10 mL n-
Butanol im Scheidetrichter ausgeschiittelt. Zur Analyse wurden die vereingten

organischen Ausziigen eingesetzt.

5.5.2 Stationire und mobile Phasen

Im Rahmen der (HP)TLC-Methodenentwicklung zur Untersuchung des IG-Inhaltsstoff-
spektrums von P. lanceolata verwendete stationére Phasen sind in Kapitel 10.6.1 aufgelis-
tet. Sie wurden zur Analytik bedarfsgerecht zugeschnitten. Die in der Arbeit angewende-
ten mobilen Phasen zur DC-Methodenentwicklung im Rahmen der IG-Fingerprintana-
lytik wurden mit (p.a.) Chemikalien hergestellt. Ausgenommen davon sind eingesetzter
Ethanol, der geringere HSL-Qualitit aufwies sowie verwendetes Wasser, das von einer
speziellen Filteranlage bezogen wurde. Die konkrete Zusammensetzung der mobilen Pha-
se befindet sich jeweils direkt bei der entsprechenden Abbildung des im Text vorgestellten

DC-Chromatogramms.
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5.5.3 Derivatisierung und Detektion

Die trockenen, entwickelten Platten wurden mithilfe folgender Reagenzien und Angaben

derivatisiert.

o Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagenz [131], modifiziert:
Unter Eiskithlung wurden der Reihenfolge nach 85 mL Methanol (p.a.), 10,0 mL
Eisessig, 5,0 mL konzentrierte Schwefelsdure und 1 mL Anisaldehyd vermischt

und angewendet. Die bespriihte Platte wurde zur Derivatisierung erhitzt.

e Chloramin-T-Reagenz [131]:
10 mL frisch bereitete 3%-ige wassrige Chloramin-T-Losung wurde mit 40 mL
25%-ige Trichloressigsdure vermischt und angewendet. Die bespriihte Platte wurde

zur Derivatisierung nicht erhitzt.

e Echtblausalz-Reagenz [131]:
Erstes Derivatisierungsreagenz war eine 0,5%-ige wissrige Losung aus Echtblau-
salz, das zweite 0, 1 N Natronlauge. Zwischen den Anwendungen der Reagenzien
wurde die Platte getrocknet. Die bespriihte Platte wurde zur Derivatisierung nicht

erhitzt.

e Ehrlich-Reagenz [114, Seite 235]:
0,5 g p-Dimethylaminobenzaldehyd wurden in 50 mL 1 N methanolische (p.a.)
Salzsdure (4,2 mL konzentrierte Salzsdure auf 50,0 mL mit Methanol (p.a.) aufge-

fiillt) gelost. Die bespriihte Platte wurde zur Derivatisierung erhitzt.

e Eisenchlorid-Reagenz [131]:
10%-ige wissrige Eisen (III)-chloridlésung wurde zur Derivatisierung herangezo-

gen. Die bespriihte Platte wurde nicht erhitzt.

e Phloroglucin-Salzsidure-Reagenz [115]:
Direkt hintereinander wurden die Reagenzien 2%-ige ethanolische (technisch)
Phloroglucin (p.a.)-Losung und konzentrierte Salzsdure angewendet. Die Platte
wurde zwischen den Anwendungen nicht getrocknet. Die bespriihte Platte wurde

zur Derivatisierung erhitzt.

e Naturstoff-Reagenz nach Neu [131]:
Die Platte wurde mit 1,0%-iger methanolischen (p.a.) Losung aus Diphenyl-
borséure-3-ethylaminoester (=Diphenylboryloxythylamin) behandelt. Die bespriih-

te Platte wurde zur Derivatisierung erhitzt.

e Vanillin-Schwefelsdure-Reagenz [131]:
0,5 g Vanillin wurde unter Eiskiihlung mit 85 mL Methanol (p.a.), 10,0 mL Ei-
sessig und 5,0 mL konzentrierte Schwefelsdure vermischt und zur Derivatisierung

angewendet. Die bespriihte Platte wurde zur Derivatisierung erhitzt.
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In der Regel erfolgte die Erhitzung der Platten fiir 2-30 min bei 120°C. Die Detektion
wurde bei Tageslicht, 254 nm bzw. 366 nm per Fotodokumentationsgerit 1, seltener via

Fotodokumentationsgerit 2 fotografiert und abgespeichert.

5.54 HPLC-DAD/ESI-HRMS

HPLC-DAD/ESI-MS-Analysen dienten zu Bestimmung der Zonenreinheit eines Rohex-
trakts (E 3, Kapitel 5.5.1 bzw. 5.3.3). Sie wurden von der Zentralen Analytik der Fakultit
Chemie und Pharmazie an der Universitit Regensburg an einem quadrupol-Time of Flight
(q-TOF) 6540 UHD (Agilent) Massenspektrometer mit einer Dual-ESI-Ionenquelle (Agi-
lent) durchgefiihrt. Alle Zonen wurden im positiven wie im negativen Modus vermessen.
Die zielfiihrendsten Aufnahmen der Zonen 1 und 3 fand im positiven Modus statt, die der

Zonen 2 und 4 im negativen Modus.
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Kapitel 6

Entwicklung einer
HPLC-DAD-Fingerprintmethode

6.1 Hintergrund und Motivation

Es sollte erstmalig eine HPLC-Screeningmethode zur simultanen Analytik der zwei bio-
aktiven Stoffgruppen IGs und PEs des Spitzwegerichs entwickelt werden. Im Mittelpunkt
stand die Quantifizierung der entsprechenden Hauptkomponenten Aucubin und Catalpol
(IGs) bzw. Verbascosid (PEs). Daneben sollten weitere Vertreter der zwei ausgewéhlten
Naturstoffgruppen qualitativ und semi-quantitativ erfasst werden konnen. Mithilfe dieser
Informationen galt es etwaige Variationen der Inhaltsstoffspektren beider Stoffgruppen
im Verlauf der Bliitezeit mehrerer aufeinanderfolgender Jahre zu erforschen. Des Wei-
teren sollte diese Methode Informationen zur Identitdt und Reinheit der Pflanze in der
betrieblichen Routinekontrolle schnell und einfach zugéinglich machen. Wie in Kapitel 5.1
beschrieben, beschrinken sich die Qualititspriifungen im Ph. Eur. der Monographie fiir
Spitzwegerichblitter [43] auf spérliche qualitative Analytik von Aucubin und Verbascosid
sowie photometrische Quantifizierung des letzteren. Vor dem Hintergrund dass auch ande-
re Verbindungen der entsprechenden Stoffgruppen der IGs und PEs Bioaktivitit besitzen
oder diese positiv beeinflussen konnen, wire es von wissenschaftlichem Interesse auch
diese zu beriicksichtigen. Dariiber hinaus werden fiir IGs in P. lanceolata taxonomische
Aspekte des Fingerprintspektrums in der Literatur aufgefiihrt [32]. Beschrieben ist auch
eine Verdnderung des Inhaltsstoffspektrums im Jahresverlauf [33]. Besondere Beachtung
fand im Zuge der HPLC-Methodenentwicklung die Analytik der IGs, da sie aufgrund
ihres chromophorarmen Systems iiber ein deutlich geringes Absorptionsvermdgen als
die chromophorreichen PEs verfiigen. Im Folgenden wird deswegen vornehmlich auf die
Analytik der IGs eingegangen. In der Literatur werden zur IG-Analytik diverse chroma-
tographische Verfahren wie DC [29], MEKC [19, 24, 31], GC [28, 30, 79, 82, 84, 85]
und HPLC [29, 117, 121, 122] bzw. (UP)LC-MS [95, 99, 101, 104, 107, 123, 125, 127]
beschrieben. Die Erarbeitung eines qualitativen sowie quantitativen (HP)TLC-Systems
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zur Fingerprintanalytik der IGs bzw. PEs (Kapitel 5) fiihrte zu keinen zufriedenstellenden
Ergebnissen und wurde nicht weiter verfolgt. Von den verbleibenden Methoden (MEKC,
GC und HPLC) wurde eine Fingerprintanalytik per HPLC als besonders sinnvoll erachtet.
Zum einen sind die Verbindungen beider Stoffgruppen nicht unzersetzt verdampfbar. Das
bedeutet, dass sie fiir gaschromatographische Analysen derivatisiert werden miissten,
was eine GC-basierte Fingerprintanalytik unattraktiv werden lasst. Eine MEKC stellt
ein weniger tibliches analytisches Verfahren im Vergleich zur DC oder HPLC dar. Thr
Einsatz erscheint deshalb als routineméBige Screeningmethode zum aktuellen Zeitpunkt
vergleichsweise ungeeignet. Als Vorteil einer HPLC- gegeniiber einer (HP)TLC-basierten
Analytik ist eine verbesserte Trennleistungsfahigkeit aufgrund einer hoheren Anzahl

theoretischer Boden bzw. einer ldngeren, stirker variierbaren Trennstrecke gegeben.

6.2 Strategie

Anders als bei der DC-Strategie zur Fingerprintanalytik in Kapitel 5.2, wurden bei der
HPLC-Methodenentwicklung von Anfang an beide Stoffgruppen beriicksichtigt, obwohl
auch hier der Schwerpunkt auf der anspruchsvolleren IG-Analytik lag. Die Datenlage zur
IG-Chromatographie via HPLC schien von vorne herein erfolgversprechender als die der
DC zu sein, was zu der simultanen Methodenentwicklung beider Stoffgruppen fiihrte. Ein
weiterer Unterschied zur Methodenentwicklung des HPLC- im Verlgeich zum (HP)TLC-
Fingerprint bestand darin, dass zu diesem spiteren Zeitpunkt mehr Referenzsubstanzen
zur Verfiigung standen. Beschriinkte sich die Auswahl an Standards fiir die DC-basierte
Analytik zundchst auf Aucubin und Catalpol, waren bei der HPLC-Analytik zudem die
IGs Asperulosid und Verbenalin sowie die Phenylethanoide Verbascosid, Isoverbascosid
und Plantamajosid verfiigbar. Dies ermoglichte eine zielfithrendere und aussagekraftigere
Methodenfindung. Aus Kostengriinden und um den Rahmen nicht zu sprengen, konn-
ten nicht alle enthaltenen IGs und PEs des Spitzwegerichs mit einbezogen werden. So
wurden letztendlich die IGs Aucubin, Catalpol, Asperulosid und Verbenalin sowie die
PEs Verbascosid, Isoverbascosid und Plantamajosid in der HPLC-Methodenentwicklung
beriicksichtigt. Es wurden diverse stationire und mobile Phasen sowie Detektionsarten
aus der Literatur getestet und bei Bedarf modifiziert. Zur Orientierung dienten die oben
genannten, verfiigbaren Referenzsubstanzen sowie ein Rohextrakt der Droge. Da die IGs
iiber kein hochwelliges charakteristisches UV-Maximum verfiigen, galt es, die erhalte-
nen Chromatogramme mithilfe eines zweiten (Detektions-)Verfahrens gegen zu priifen.
LC-MS-Untersuchungen boten sich hier als passendes Verfahren an, weshalb darauf
geachtet wurde, dass das HPLC-System der Wahl MS tauglich war. Die besten aus der
Methodenentwicklung resultierenden Methoden wurden anschlieBend im zweiten Teil der
Methodenentwicklung mittels LC-HRMS und LC-ESI-MS" hinsichtlich der Identitét und
Reinheit der Peaks in Extrakten bzw. Zubereitungen untersucht. Da die Methode spiter
vor allem zu Screeningzwecken in der Frischpflanzenroutineanalytik eingesetzt werden

sollte, wurden neben Extrakten aus der Droge des Spitzwegerichs auch Rohextrakte aus
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ausgewdihltem Frischpflanzenmaterial herangezogen. Die beste, resultierende Methode

wurde schlussendlich validiert.

6.3 Ergebnisse und Diskussion

6.3.1 Stationire Phase

Zur Findung einer geeigneten HPLC-Fingerprintmethode fiir IGs und PEs des Spitzwege-
richs wurden sowohl aus der Literatur bekannte Systeme zur IG-Analytik (Kapitel 1.4.3)
herangezogen, welche bei Bedarf optimiert wurden, als auch komplett neue HPLC-
Systeme entwickelt. Die insgesamt sieben kéuflich oder durch Isolierung gewonnenen
Referenzsubstanzen, ndmlich Aucubin, Catalpol, Verbenalin, Asperulosid als Vertreter
der IGs und Verbascosid, Isoverbascosid und Plantamajosid als Vertreter der PEs, wurden
je nach Verfiigbarkeit zum Zeitpunkt der Methodenentwicklung eingesetzt. Aus Zeit-
und Kostengriinden wurden nicht alle getesteten HPLC-Methoden mit allen Referenzen
nachanalysiert, die nicht in die ndhere Auswahl als geeignete HPLC-Methode kamen.
Insgesamt wurden dabei neben Variation der mobilen Phase an in der Literatur hauptséch-
lich verwendetem unpolaren RP18-Material (Tabelle 1.9 in Kapitel 1.4.3) auch diverse
andere stationire Phasen getestet, wie polare Diol- und HILIC-Phase sowie unpolare
Phenylhexyl-, Biphenyl- und C8-Saulen. Diese wurden, mit Ausnahme der C18- und
der Diolphase, bis dato noch nicht in der Literatur zur IG-Analytik beschrieben. Die
Reihenfolge der in dieser Arbeit vorgestellten Methodenentwicklungsschritte wurde in
Abhingigkeit des Sdulenmaterials geordnet. Begonnen wird dabei mit den Normalpha-
senchromatographien. Aufgrund der hohen Anzahl an Entwicklungsschritten wird im

Folgenden zur Ubersicht nur auf ausgewihlte Versuche eingegangen.
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6.3.1.1 Diolsiiule

Diolsdulen setzt sich zusammen aus Kieselgel, das mit funktionellen (vicinalen) Dihydro-
xyethyleinheiten, verkniipft ist [129, Seite 123]. Aufgrund der enthaltenen OH-Gruppen
gilt diese stationdre Phase als interessant fiir Verbindungen, die zur Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen beféhigt sind [129, Seite 184], d.h. die selbst OH-Gruppen
oder entsprechende Strukturen besitzen. Diolsdulen konnen sowohl als Normalphase (NP)
als auch als Umkehrphase (RP) gefahren werden. Bei NP-Applikation gilt das Diolmate-
rial als weniger polar als Kieselgel. Im RP-Modus wird ihm hingegen weniger Hydropho-
bizitdt zugesprochen als C8-Material [153]. Dies eroffnet ein breites Einsatzspektrum und
ein interessantes Werkzeug zur Generierung einer geeigneten HPLC-Fingerprintmethode
zur Charakterisieurung der IGs und PEs in P. lanceolata.

Dimov etal. [117] untersuchten das chromatographische Verhalten diverser IGs, mit-
unter die hier relevanten IGs Asperulosid und Deacetylasperulosidsauremethylester, an
stationdrem Diolmaterial unter Verwendung eines isokratisch gefahrenen Gemisches
aus Acetonitirl und THF (98:2, v/v). Die dabei untersuchten IGs wiesen Absorptions-
maxima zwischen 233-239 nm auf und lagen damit deutlich tiber den UV-Maxima der
beiden Hauptiridoidglykoside Aucubin und Catalpol mit < 200 nm. Unter Anpassung der
Wellenldnge von 233 auf 195 nm wurde diese Methode auf ihre Eignung zur Fingerprint-
analytik der IGs und PEs in P. lanceolata an einer Diolsédule (Diol, Interchim.uptispherOH,
250 x 4,6 mm, UP60OH-250/P46, No. 133362, Interchrom, Frankreich) getestet (Abbil-
dung 6.1).

Fiir keine der drei Referenzsubstanzen Catalpol, Aucubin und Verbascosid konnten dabei
Peaks innerhalb des 20 miniitigen Chromatographiebereichs detektiert werden. Eine
Elution im Spiilbereich ist aufgrund des Zusammenspiels zwischen relativ hoher Polaritit
der Substanzen und relativ geringer Polaritit des Elutionsmittels nicht auszuschlieBen.
Diese Methode wurde deshalb als ungeeignet befunden. Neben der ungeeigneten Polaritit
der Elutionsmittel, verfiigt insbesondere angewendetes THF eine verhiltnismiBig hohe
Eigenabsorption mit einer UV-Grenze von 220 nm [129, S. 78]. Der injiziierte Rohextrakt
zeigte, abgesehen von einem weiteren Peak, lediglich zu Elutionsbeginn einen Peakcluster.
Es konnten keine weiteren Peaks registriert werden. Um die Chromatographie auf der
polaren Diolphase fiir die Verbindungen von Interesse zu verbessern, wurde das enthaltene
THF durch Wasser ersetzt und damit Polaritit und Elutionskraft der mobilen Phase erhoht
(Abbildung 6.2).
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Abbildung 6.1: HPLC-Overlay-Chromatogramm an stationzrer Diolsdule mit der Me-
thode nach Dimov etal. [117]. Analyselosungen: Referenzen Catalpol (0,5 mg/mL
Acetonitril-Wasser (1:1, v/v), Injektion: 5 uL, rosa, +20 mAU), Aucubin (0,01 mg/mL
Acetonitril/Wasser (1:1, v/v), Injektion: 5 upL, rot, +40 mAU) und Verbascosid
(0,2 mg/mL Acetonitril/Wasser (1:1, v/v), Injektionsvolumen: 5 pL, griin, +60 mAU),
Drogenextrakt 1 (Injektion: 5 pL, grau, +800 mAU) und Leerwert (Injektion: 5 pL,
schwarz), stationdre Phase: Diolsdule Interchim.uptispherOH UP60OH-250/P46, ohne
Vorsiule, 250 x 4,6 mm, (Interchrom, Montlucon Cedex, Frankreich), mobile Phase: Elu-
ent A: Acetonitril/THF (98:2, v/v,), Eluent B: Wasser, Gradient: 0-22 min 0%, 22-24 min
0-85%, 24-30 min: 85%, 30-32 min: 85-0%, 32-38 min: 0% Eluent B, Fluss 1,0 mL/min,
Saulenofen: 25 4+ 5°C, Detektion: DAD, 195 nm, HPLC-Anlage 1.

Durch den Austausch des THFs gegen Wasser konnte eine wesentlich ruhigere und lineare
Basislinie bei 195 nm erhalten werden, was auf ein geringeres Hintergrundrauschen der
Eluenten zuriickgefiihrt werden kann. Da das eingesetzte Wasser eine UV-Grenze von
< 190 nm aufweist [129, Seite 78] und damit einen geringeren LM-Cut-off als THF
besitzt. Ferner fiihrte die hohere Polaritiit des Wassers im Vergleich zum unpolareren THF
zu einer geringeren Retardierung der Analyten. Die IGs Aucubin und Catalpol retenierten
bei tg = 14,7 min bzw. tg = 13,5 min isoliert voneinander. Fiir Verbascosid konnte kein
signifikanter Peak wihrend des Chromatographielaufs nachgewiesen werden. Aufgrund
der hohen Anzahl an OH-Gruppen dieses PEs und damit starken Wechelwirkung mit der
stationdren Diolphase, wird vermutet, dass die Substanz erst im Spiilschritt eluiert. Das
Chromatogramm des angewendeten Rohextrakts zeigt, verteilt liber die erste Hilfte des
Chromatogramms mehrere vereinzelte Peaks und veranschaulichte somit den positiven
Effekt der Anderung der mobilen Phase auf die Chromatographie des Extraktes. Damit
konnte ein Fortschritt im Vergleich zur Literaturmethode von Dimov etal. [117] erreicht

werden.
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Abbildung 6.2: HPLC-Overlay-Chromatogramm an stationérer Diolsdule mit modifizier-
ter Methode nach Dimov etal. [117]. Analyselosungen: Referenzen Catalpol (0,5 mg/mL
Acetonitril/Wasser (1:1, v/v), Injektions: 5 pL, rosa, tg = 13,51 min, +20 mAU rech-
te Skala), Aucubin (0,01 mg/mL Acetonitril/Wasser (1:1, v/v), Injektion: 5 pL, rot,
tr = 14,74 min, +40 mAU rechte Skala) und Verbascosid (0,2 mg/mL Acetonitril/Wasser
(1:1, v/v), Injektion: 5 pL, griin, mehrere Peaks bei tg = 5,71 — 10,64 min, +60 mAU
rechte Skala), Drogenextrakt 1 (Injektion: 5 uL, grau, +300 mAU linke Skala) und
Leerwert (Injektion: 5 puL, schwarz), stationidre Phase: Diolsdule Interchim.uptispherOH
UP60OH-250/P46, ohne Vorsiule, 250 x 4,6 mm, (Interchrom, Montlucon Cedex, Frank-
reich), mobile Phase: Eluent A: Acetonitril, Eluent B: Wasser, Gradient: 0-22 min 2%,
22-24 min 2-80%, 24-30 min: 80%, 30-32 min: 80-2%, 32-38 min: 2% Eluent B, Fluss
1,0 mL/min, Sdulenofen: 25 + 5°C, Detektion: DAD, 195 nm, HPLC-Anlage 1.

Alles in allem konnte durch Modifizierung der Methode von Dimov etal. [117] eine
zeitlich passable Retardierung der Analyten an der Diolsdule erzielt werden. In Abwigung
mit anderen HPLC-Systemen, schnitt sie jedoch weniger gut ab, mitunter aufgrund
der relativ breiten Peakform der Analyten. Deswegen wurden keine weiteren Schritte
zur Methodenoptimierung an der Diolsdule vorgenommen. Weitere Literaturstellen zur
Analytik von IGs per HPLC-Diolsdule in der Literatur nicht zu finden. Eine Verbesserung
der Trennung an einer Diolsdule mit hoherer Trennkraft durch z.B. mehr stationdre Boden
bzw. anderem Packmaterial wurde nicht untersucht und koénnte in zukiinftigen Analysen
IG- und PE-Analytik an stationdrer Diolsdule herangezogen werden. Ein sinnvoller
Ansatzpunkt zur Verschmilerung der Peaks ist die die Zugabe von Siuren, sofern diese

mit dem Sédulenmaterial kompatibel sind.
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6.3.1.2 HILIC-Siule

Hydrophile Interaktionschromatographie (HILIC) wird insbesondere zur Trennung von
sehr polaren Verbindungen im Normalphasen (NP)-Modus eingesetzt, die an Umkehr-
phasen nicht retardiert werden. Die mobile Phase besteht jedoch nicht aus NP-typischen,
sondern aus RP-typischen Komponenten, wie Wasser und Acetonitril, wobei Wasser die
starkste Elutionskraft besitzt sowie Puffer-Systemen. [129, 154, Seite 78]

Sie wird daher auch als inverse RP-Chromatographie bezeichnet [154].
Packungsmaterialien fiir HILIC-S&ulen sind vielféltig und bestehen u.a. aus Kieselgel, mit
Diol-, Nitril, Amino- oder Amiden verestertes Kieselgel oder Kieselgel mit hydrophiler
polymerer Beschichtung. Sie alle werden speziell fiir den HILIC-Gebrauch konzipiert.
Gewohnliches Kieselgel oder Diolmaterial liefern in der Regel enttduschende Ergebnisse,
wenn sie im HILIC-Modus gefahren werden. [129, Seite 187f]

Charakteristisch fiir die HILIC-Chromatographie ist weiter das adsorptive Ausbilden
eines wissrigen Films tiber der originalen, stationdren Phase, sofern die mobile Phase
wasserhaltig ist. Dieser Wasserfilm ist vom pH-Wert der mobilen Phase abhingig und
stellt die eigentliche stationire Phase dar, mit der die zu trennenden Substanzen primér
tiber Verteilungskrifte interagieren. Sekundir finden dariiber hinaus elektrostatische
Wechselwirkungen mit geladenen Silanolgruppen der originalen stationédren Phase statt,
deren Vorhandensein abhidngig vom eingestellten pH-Wert der mobilen Phase ist. Die
Einhaltung eines gewissen Wasseranteils sowie des pH-Wertes durch ein adequates Puf-
fersystem gelten daher als absolut essentiell fiir die Chromatographie an HILIC-S&ulen.
[129, 154, Seite 187f]

Anderungen des mobilen Systems, z.B. durch einen Gradienten, sind laut Siulenherstel-
ler Phenomenex nur bedingt méglich und erfordern eingehende Expertise im Umgang
mit diesem Material [155]. Aufgrund der postulierten Eignung zur Chromatographie
von sehr polaren Substanzen wurde diese Sdule zur HPLC-Fingerprintanalytik der in
P. lanceolata enthaltenen verhidltnismiBig polaren, OH-Gruppen reichen IGs und PEs her-
angezogen. Aus Mangel an Literaturstellen zur IG-Analytik mittels HILIC-HPLC-Saulen
wurde sich bei der Methodenentwicklung an allgemein giiltigen Richtwerten zur HILIC-
Chromatographie laut Hersteller gehalten. Als Sdule stand eine Luna 3 u HILIC, P/No.
OOF-4449-BO, mit Vorsaule, 150 x 2,00 mm, 3 pwm, 300 A (Phenomenex, Aschaffen-
burg, Deutschland) zur Verfiigung. Zunéchst wurde ein vollstindig isokratisches System
gewihlt, bei dem kein Spiilschritt miteingebaut war. Eine ausreichende Aquillibrierung
vor den Messungen wurde somit gewihrleistet. Als Testkriterium wurde die Trennung
von Aucubin und Catalpol gewihlt. Zudem wurde ein Extrakt mitgefiihrt, um das Trenn-
potential anhand der Peakverteilung tiber das Chromatogramm der eingesetzten Methode

einstufen zu konnen (Abbildung 6.3).

Durch die angewendete, isokratische Methode konnte keine Separation von Aucubin und
Catalpol erzielt werden. Diese eluierten simultan bei tg = 7,7 min. Dariiber hinaus waren
alle detektierten Peaks im eingesetzten Rohextrakt zu Beginn des Laufs als Peakscluster

lokalisiert. Das angewendete HPLC-System istzur Fingerprintanalytik des Spitzwege-
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Abbildung 6.3: HPLC-Overlay-Chromatogramm an stationidrer HILIC-S4ule mit ent-
wickelter isokratischer Methode. Analyselosungen: Referenzen Catalpol (1,4 pg/mL
Wasser, Injektion: 5 pL, rot, tg = 7,7 min), Aucubin (1,0 pg/mL Wasser, Injektion:
5 pL, blau, tg = 7,7 min), Drogenextrakt 3 (Injektion: 10 pL, griin), Leerwert (Injektion:
10 uL, schwarz), stationire Phase: Luna 3 u HILIC, P/No. OOF-4449-BO, mit Vorsiule,
150 x 2,00 mm, 3 pm, 300 A Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland), mobile Phase:
Acetonitril/Wasser/100 mM Ammoniumacetat-Puffer (80:15:5, v/v/v, pH = 5, 8), Gradi-
ent: isokratisch 60 min, Fluss 0,35 mL/min, Sdulenofen: 25 + 5°C, Detektion: PDA,
195 nm, HPLC-Anlage 2.

richs unzureichend geeignet. Im darauffolgenden Optimierungsschritt wurde daher eine
Stufe in den isokratischen Lauf eingefiigt (Abbildung 6.4). Im Fokus stand vor allem die
Separation der Peaks von Aucubin und Catalpol.

Mithilfe der Gradientenstufe im Lauf konnten mit tg = 3,1 min bzw. tg = 3,0 min die
Peaks von Aucubin und Catalpol ansatzweise getrennt werden. Aufgrund der starken
Verdiinnung des eingesetzten Rohextraktes konnte keine Aussage zur Trennung des Peak-
sclusters im vorderen Chromatogrammbereich getroffen werden. Des Weiteren fiihrte
das nicht-isokratische FlieBmittelsystem zu einer unruhigen und nicht-linearen Basislinie,
wobei die Amplitude der Schwankungen iiber den gesamten Gradienten etwa 120 AU
betrug. HILIC-S4ulen reagieren besonders empfindlich auf Schwankungen der FlieBmit-
telzusammensetzung und bendtigen eine sehr lange Aquillibrierungszeit. Das Fahren
eines nicht-isokratischen Systems verursacht dabei Probleme. Dariiber hinaus wurde das
angewendete, bei > 200 nm absorbierende Puffersystem in Kombination mit der niedri-
gen Detektionswellenlinge von 195 nm fiir die deutlich sichtbaren Verinderungen in der
Basislinie verantwortlich gemacht. Methoden zur IG-Analytik via HPLC-HILIC-Séaulen,

auf die zuriickgegriffen werden konnten, sind nicht in der Literatur bekannt.
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Abbildung 6.4: HPLC-Overlay-Chromatogramm an stationidrer HILIC-Siule mit ent-
wickelter Gradientenmethode. Analyselosungen: Referenzen Catalpol (1,4 pg/mL Was-
ser, Injektion: 5 uL, rot, tg = 3,0 min), Aucubin (1,0 pg/mL Wasser, Injektion: 5 pL,
blau, tg = 3,1 min), Drogenextrakt 4 (Injektion: 10 pL, griin), Leerwert (Injektion:
10 uL, schwarz), stationédre Phase: Luna 3 u HILIC, P/No. OOF-4449-BO, mit Vorsédu-
le, 150 x 2,00 mm, 3 pm, 300 A (Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland), mobile
Phase: Eluent A: Acetonitril/Wasser/100 mM Ammoniumacetat-Puffer (90:5:5, v/v/v),
Eluent B: Acetonitril/Wasser/100 mM Ammoniumacetat-Puffer (50:45:5, v/v/v), 0-5 min
0%, 5-10 min 0-100%, 10-15 min: 100%, 15-21 min: 100-0%, 21-27 min: 0% Eluent B,
Fluss 0,35 mL/min, Sdulenofen: 25 + 5°C, Detektion: PDA, 195 nm, HPLC-Anlage 2.

Gerade deshalb wire es interessant, in zukiinftigen Untersuchungen, die Analytik von
IGs (und PEs) an dieser fiir sehr polare Substanzen préadestinierter stationédrer Phase zu
erforschen. Denkbare Losungsansitze konnten in einem isokratischem FlieBmittelsys-
tem mit deutlich polareren Startbedinungen liegen. Vermutlich wiirde dies jedoch zu
sehr langen HPLC-Methoden fiihren. Ein weiteres Manko fiir die fliissigchromatogra-
phische Trennung via HILIC stellt die starke pH-Abhiingigkeit des Systems dar. Durch
exaktes Finstellen des Puffersystems entsteht ein deutlicher Mehraufwand im Handling
im Vergleich zu pufferfreien Methoden sowie eine zusétzliche Fehlerquelle bei Nicht-
Einhaltung des entsprechenden pH-Wertes. Abschlielend betrachtet, fithrten weder das
isokratische noch das nicht-isokratische Verfahren zu zufriedenstellenden Ergebnissen.
Aus Zeitgriinden sowie aufgrund der geringen Flexibilitdt des HILIC-Systems wurde die

Methodenentwicklung an stationdrem HILIC-Material nicht weiter verfolgt.
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6.3.1.3 Phenylhexylséiule

Phenylhexlysdulen werden durch Modifizierung von Kieselgel mit funktionellen Phenyl-
hexylgruppen hergestellt [129, Seite 121ff].

Sie werden zur klassischen RP-Analytik angewendet und verfiigen iiber die Besonderheit
der doppelten Selektivitit, wodurch sie sowohl iiber den Phenyl- als auch iiber den Al-
kylteil mit den Substanzen in Wechselwirkung treten konnen. Die doppelte Selektivitiit
wird durch eine mobile Phase ermoglicht, die selbst kein 7t-Elektronensystem ausbildet,
wie z.B. Methanol, das in Konkurrenz zu dem des Phenyls treten kénnte und dieses dann
quasi ausschaltet, wie z.B. in Gegenwart von Acetonitril. [155]

Obwohl es sich bei den Substanzen von Interesse um relativ polare Verbindungen handelt,
welche moglicherweise kaum Retention an der unpolaren stationdren Phenylhexylphase
finden, wurde die Analytik an Phenylhexylmaterial getestet. Zum einen, da die Analytik
von IGs und PEs an anderem RP-Material, insbesondere C18, mehrfach in der Litera-
tur beschrieben wurde und zum anderen, weil bis dato zu diesem Material noch keine
einschldgigen Daten zur IG-Analytik vorliegen. Im Folgenden werden ein Spitzwegerich-
extrakt der Droge und Frischpflanze sowie ein Fermentationsextrakt, die IG-Referenzen
Aucubin, Catalpol, Asperulosid und Verbenalin sowie die PE-Referenzen Verbascosid,
Isoverbascosid und Plantamajosid auf Eignung zur HPLC-Fingerprintanalytik an einer
X SELECT™CSH™Phenyl-Hexyl-Siule (150 x 2,1 mm, 3,5 um, P.No. 186005367,
S.No. 010733345124_01, Waters, Eschborn, Deutschland) mit zwei verschiedenen Gradi-
enten getestet. Alle Referenzen sowie Extrakte wurden einzeln vermessen und zusétzlich
zur Methodenentwicklung herangezogen. Um das Retentionsvermdgens der Substanzen
zu erhohen, wurde zur mobilen Phase Sdure hinzugesetzt, so dass eine vollstindige
Protonierung der OH-Gruppen erreicht wurde. Ein Overlay dieser an stationidrer Phenyl-
hexylsdule mit Methode SunFirel wird in Abbildung 6.5 illustriert. Der dabei angewen-
dete FlieBmittelgradient erzielte im Rahmen der Methodenentwicklung fiir klassische
RP-Séulen gute Ergebnisse und wurde aus Ermangelung einer Literaturmethode auf die
Phenylhexylsdule {ibertragen.

Knapp hinter dem Injektionspeak (1,53 min) eluierten Catalpol und Aucubin mit
tg = 2,10 min bzw. tg = 3,11 min. Die restlichen Referenzen waren im mittleren
Teil des Chromatogramms lokalisiert: Asperulosid mit tg = 19,23 min, Verbenalin mit
tr = 19,95 min, Verbascosid mit tg = 23,54 min, Plantamajosid mit tg = 24,20 min und
Isoverbascosid mit tgr = 24,90 min. Es zeigt sich, dass eine Retention der Referenzen trotz
ihrer hohen Polaritét erzielt werden konnte. Besser zugéngliche, unpolare Molekiilstruk-
turen erzeugten dabei stirkere Wechselwirkungen mit der stationédren Phase und somit
stiarkere Retardierungen. Insbesondere fiel auf, dass die PEs nach den IGs eluierten. Dies
wird auf die phenolischen Gruppen der PEs zuriickgefiihrt. Diese wechselwirken, trotz
Nicht-Aktivierung des doppelten selektiven Systems, aufgrund ihrer hohen Unpolaritit

besonders gut mit der unpolaren stationédren Phase.
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Abbildung 6.5: HPLC-Overlay-Chromatogramm an stationidrer Phenylhexylsidule mit
entwickelter Gradientenmethode SunFirel. Analyselosungen: Referenzen Catalpol
(50 pg/mL Wasser, Injektion: 10 pL, rosa, tg = 2,10 min), Aucubin (50 pg/mL Wasser,
Injektion: 20 uL, rot, tg = 3,11 min), Asperulosid (50 uL. Wasser, Injektion: 5 pL, grau,
tr = 19,23 min), Verbenalin (50 pg/mL Wasser, Injektion: 30 uL, blau, tg = 19,95 min),
Verbascosid (4 pg/mL Wasser, Injektion: 15 pL, griin, tg = 23,54 min), Plantamajosid
(5 pg/mL Wasser, Injektion: 20 pL, schwarz, tg = 24,20 min), Isoverbascosid (5 pg/mL
Wasser, Injektion: 10 pL, lila, tg = 24,90 min), Drogenextrakt 6 (5 uL, grau, +100 mAU,
linke Skala), FP-Extrakt 1 (Injektion: 5 uL, grau, +200 mAU, linke Skala), Fermentati-
onsextrakt 3 (5 uL, schwarz, +300 mAU, linke Skala), stationére Phase: SunFire™(18,
P.No. 186002541, S.No. 015432174145_01, mit Vorséule, 150 x 2,1 mm, 5 um (Waters,
Eschborn, Deutschland), mobile Phase: Eluent A: Wasser mit 0,01% Ameisensiure,
Eluent B: Acetonitril mit 0,01% Ameisensdure, Gradient: 0-8 min: 3%, 8-24 min: 3-33%,
24-25 min: 33-98%, 25-33 min: 98%, 33-34 min: 98-3% , 34-44 min: 3% Eluent B, Fluss
0,35 mL/min, Saulenofen: 25 + 5°C, Detektion: DAD, 195 nm, HPLC-Anlage 1.

Die auffilligen Drifts in der Basislinie im Bereich von 15-17 min sowie ab 30 min be-
griinden sich durch die Stufen im Gradienten bzw. den Spiilschritt. Obwohl unschén,
hat dies erstmal keine relevante Beeintrdchtigung der Richtigkeit des Fingerprints der
Testsubstanzen auch in Hinblick auf die Quantifizierung. Im vorderen Chromatogrammbe-
reich jedoch, in dem sich Aucubin und Catalpol befinden, lassen sich bei allen injizierten
Proben Unebenheiten in der Basislinie beobachten, weswegen eine korrekte Quantifi-
zierbarkeit dort fraglich ist. Zudem erscheinen im Elutionsbereich von Catalpol bei den
Extrakten aus Droge und Frischpflanze Peakcluster, welche die Quantifizierung storen.
Fiir die anderen Referenzen sind keine storenden Coelutionen in den herangezogenen Ex-
trakten ersichtlich. Zur Verbesserung der Catalpol- und Peakclusterproblematik, wurden
fiir den néchsten Schritt der Methodenoptimierung polarere Startbedingungen gewihlt.
Statt 97% Wasser wurde mit 100% Wasseranteil begonnen und isokratisch fiir 8 min
gehalten (Abbildung 6.6).
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Konkretes Ziel war dabei, die Retention von Catalpol herauszuzdgern, um es aus dem

Bereich mit unebener Basislinie sowie dem Bereich mit coeluierenden Clustern zu

bringen.
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Abbildung 6.6: HPLC-Overlay-Chromatogramm an stationirer Phenylhexylsédule mit
entwickelter Gradientenmethode SunFire2. Analyselosungen: Referenzen Catalpol
(50 pg/mL Wasser, Injektion: 10 pL, rosa, tg = 3,40 min), Aucubin (50 pg/mL Wasser,
Injektion: 20 pL, rot, tg = 8,11 min), Asperulosid (50 uL. Wasser, Injektion: 5 pL, grau,
tr = 17,00 min), Verbenalin (50 pg/mL Wasser, Injektion: 30 uL, blau, tg = 17,19 min),
Verbascosid (4 pg/mL Wasser, Injektion: 15 pL, griin, tg = 23,54 min), Plantamajosid
(5 pg/mL Wasser, Injektion: 20 uL, schwarz, tg = 24,20 min), Isoverbascosid (5 pg/mL
Wasser, Injektion: 10 uL, lila, tg = 24,90 min), Drogenextrakt 6 (5 uL, grau, +100 mAU,
linke Skala), FP-Extrakt 1 (Injektion: 5 puL, grau, +200 mAU, linke Skala), Fermentati-
onsextrakt 3 (5 pL, schwarz, +300 mAU, linke Skala), stationédre Phase: SunFire™(18,
P/No. 186002541, S/No. 015432174145¢1, mit Vorsaule, 150 x 2,1 mm, 5 um (Waters,
Eschborn, Deutschland), mobile Phase: Eluent A: Wasser mit 0,01% Ameisensiure,
Eluent B: Acetonitril mit 0,01% Ameisensdure, Gradient: 0-8 min: 0%, 8-10 min: 0-25%,
10-20 min: 25-33%, 20-22 min: 33-98%, 22-29 min: 98%, 29-31 min: 98-0%, 31-40 min:
0% Eluent B, Fluss 0,35 mL/min, Sdulenofen: 25 4+ 5°C, Detektion: DAD, 195 nm,
HPLC-Anlage 1.

Erfolgreich konnte durch diese Modifikation eine stiarkere Retardierung von Aucubin
und Catalpol mit tg = 3,40 min bzw. tg = 8,11 min erreicht werden. Der Abstand zwi-
schen den Peaks vergroferte sich in dieser Methode. Dahingegen retenierten alle anderen
Referenzen Asperulosid, Verbenalin, Verbascosid, Plantamajosid und Isoverbascosid we-
sentlich friiher als bei Gradient 1 mit tg = 17,00 min, 17,19 min, 19,52 min, 20,25 min
und 20,97 min. Dies kann auf den ersten Blick als positiv beurteilt werden, da eine
Verkiirzung der Laufdauer Zeit spart. Allerdings wirkte sich die Verschiebung der Re-
tentionszeiten nachteilig auf die Trennung der IGs Verbenalin und Asperulosid aus. Im
Gegensatz zur urspriinglichen Methode 1 fiihrte Gradient 2 zu einer Peakiiberlappung
dieser beiden Verbindungen. Dariiber hinaus vergroBerte sich die Unebenheit der Basis-
linie in der Chromatogrammmitte in ihrer Intensitdt von 20 mAU auf 130 mAU. Dies
konnte auch in den Chromatogrammen der analysierten Extrakte beobachtet werden.

Durch den massiven Basisliniendrift in diesem Bereich wird eine Erkennung potentiell
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interessanter Peaks erschwert bis ganz verhindert. Folglich stellte diese Methode eine
Verschlechterung zur Ausgangslage dar. Ein weiterer Erfolg der vorgenommenen Opti-
mierung lag in der Entzerrung der Peakcluster beider Extrakte im Elutionsbereich von
Catalpol. Dadurch konnten zum Teil bereits isolierte Peaks erhalten werden, zu deren
Identitédt und Reinheit aber anhand der vorhandenen Informationen keine klare Aussage
getroffen werden kann. Insgesamt konnten an der Phenylhexylsdule mittels Methode
SunFirel alle sieben Referenzsubstanzen erfolgreich separiert werden. Jedoch zeigten
sich anhand dieses Prozesses Coelutionen im Bereich der Catalpolretention sowohl im
Extrakt der Droge als auch der Frischpflanze, die sich nachteilig auf Identifizierung,
Reinheits- und Gehaltsbestimmung auswirken. Anhand der zweiten Methode konnte
zwar das Problem der Coelution in den untersuchten Vielstoffgemischen behoben werden.
Jedoch iiberlappten zwei der vier verwendeten IGs und die bereits durch Gradient 1 verur-
sachte deutliche Erhebung in der Basislinie wurde zusitzlich gesteigert. Hervorgehoben
werden soll hier, dass der Unterschied zwischen Gradient SunFirel und 2 gering war.
Lediglich die Startbedingungen der mobilen Phase variierten um 3%. Dies reichte bereits
aus, um entweder eine Coelution des Catalpols mit anderen Extraktbestandteilen oder
eine Peakiiberlappung der IGs Asperulosid und Verbenalin auszulosen. Dies minimierte
den Entwicklungsspielraum stark. Deswegen und aus zeitlichen Aspekten wurde keine
weitere Optimierung an der stationdren Phenylhexylphase vorgenommen. Obwohl im
Rahmen dieser Arbeit der HPLC-Methodenentwicklung an der Phenylhexylsidule zur
Erarbeitung einer Fingerprintmethode zur Analytik der IGs und PEs in P. lanceolata
nicht weiter nachgegangen wurde, wére es interessant, ob sich das Retentionsverhalten
der sieben Referenzen durch eine andere Sdure oder Saurenmenge in der mobilen Phase
bereits verbessern lieBe. Zudem konnte durch Verdnderung weiterer Parameter, wie der
Temperatur oder der Flussgeschwindigkeit, Einfluss auf die Trennung genommen werden.
Das Zuriickgreifen auf FlieBmittelkomponenten - auler Wasser und Acetonitril - sind
durch die UV-Limitierung der IGs Aucubin und Catalpol nicht sinnvoll. Der Einsatz
von Methanol wurde an einer chemisch verwandten, zu 7-System Doppelselektivitit
befidhigten Sdule getestet und fiihrte aufgrund des enormen Basisliniendrifts durch er-
hohte Absorption zu keinen erfolgreichen Ergebnissen (Abbildung 6.10 in Kapitel 6.3.2).
Nichtsdestotrotz wiirden weitere Untersuchungen mit dieser stationédren Phase das Ge-
samtwissen auf diesem Gebiet definitiv bereichern, gerade im Hinblick auf die erzielten
Chromatographieergebnisse zur Analytik von I1Gs via HPLC-Phenylhexylphase und ei-
ner bis dato noch nicht beschriebenen Eignung dieser speziellen stationiren Phase zur
IG-Analytik per HPLC.
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6.3.1.4 Biphenylsiule

Stationdres Biphenylmaterial besteht aus mit funktionellem Biphenlymethyl modifizier-
tem Kieselgel [129, Seite 121ff]. Analog dem Phenylhexylmaterial (Kapitel 6.3.1.3) kann
es in Gegenwart von Methanol oder anderen nicht-7t-systemfihigen Losungsmitteln iiber
die t-Bindungen der beiden Phenylgruppen wechselwirken. FlieBmittelbestandteile, die
selbst mt-systemaktiv sind, wirken diesem Effekt entgegen und begiinstigen vorrangig
gewohnliche RP-Wechselwirkungen, wie Van-der-Waals-Kréfte.

Im Folgenden soll ein Ausschnitt des Verfahrens zur Methodenentwicklung an stationérer
Biphenylphase (Kinetex, Coreshell, 250 x 4,6 mm, 5 pum, 100 A, P.No. 00G-4627-
EO, S.No. H15-168734, Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland) vorgestellt werden.
Zur Methodencharakterisierung standen die Referenzen Catalpol (tg = 4,15 min), Au-
cubin (tg = 5,95 min), Verbenalin (tg = 17,71 min), Asperulosid (tg = 17,81 min),
Plantamajosid (tg = 20,15 min), Verbascosid (tg = 20,77 min) und Isoverbascosid
(tr = 21,36 min) sowie ein Drogen- und ein fermentierter Extrakt zur Verfiigung. Ein
Overlay-Chromatogramm dieser mit Methode ChP2010 vermessenen Proben befindet
sich in Abbildung 6.7. Die angewendete Methode basiert auf der HPLC-Methode, die in
der Monographie von Scrophulariae Radix des Chinesischen Arzneibuches (2010) [156]
beschrieben ist und wurde an die aktuelle Problematik angepasst (Methode 1).

Eine erfolgreiche Trennung aller getesteten Referenzen - mit Ausnahme von Verbenalin
und Asperulosid - konnte innerhalb von weniger als 22 min erzielt werden. Die mittels
dieser Methode erhaltenen Chromatogramme eines Drogen- sowie eines Fermentati-
onsextraktes weisen iiber den gesamten Gradientenbereich relativ gleichmifig verteilt
Peaks auf und stellen somit ihre potentielle Eignung als Screeningmethode unter Beweis.
Die Basislinie ist iiber den gesamten Chromatographiebereich im Wesentlichen linear.
Relevante Peaks der Referenzen tauchen isoliert auf, ausgenommen die der simultan
eluierenden IGs Verbenalin und Asperulosid. Umfassende Beurteilungen beziiglich der
Peakidentitédt und -reinheit der isoliert vorliegenden Peaks sind anhand der vorhandenen
Messdaten nicht moglich. Aufgrund der suboptimalen Separation der IGs Verbenalin und
Asperulosid wurden weiterfithrende Untersuchungen im Rahmen der Methodenentwick-
lung zur Trennung dieser beiden Verbindungen angestrebt. Dazu wird exakt die gleiche
Methode, die bereits an der materialverwandten Phenylhexylsidule angewendet wurde,
eingesetzt (Abbildung 6.6 in Kapitel 6.3.1.3). Mafigebliche Merkmale dieser Methode
(SunFire2) waren der 8 miniitige, isokratische Start mit 100% wissriger Phase, der im
Gegensatz zu dem sofort startenden Gradienten der vorhergehenden Methode ChP2010
steht sowie der Anteil von 33% organischem Eluent B bei Minute 20, wie er in Methode 1

beschrieben wurde.
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Abbildung 6.7: HPLC-Overlay-Chromatogramm an stationérer Biphenylsdule mit ent-
wickelter Gradientenmethode ChP2010 in Anlehnung an die HPLC-Methode, die in der
Monographie von Scrophulariae Radix des Chinesischen Arzneibuches [156] beschrie-
ben ist. Analyselosungen: Referenzen Catalpol (50 pg/mL Wasser, Injektion: 10 pL,
rosa, tr =4, 15 min), Aucubin (50 pg/mL Wasser, Injektion: 10 pL, rot, tg = 5,95 min),
Verbenalin (500 pg/mL Wasser, Injektion: 10 uL, blau, tg = 17,71 min), Asperulosid
(50 pug/mL Wasser, Injektion: 10 pL, grau, tg = 17,81 min), Plantamajosid (5 pg/mL
Wasser, Injektion: 10 pL, schwarz, tg = 20, 15 min), Verbascosid (4 pg/mL Wasser, Injek-
tion: 10 uL, griin, tg = 20,77 min), Isoverbascosid (5 ng/mL Wasser, Injektion: 10 puL,
lila, tg = 21,36 min), Drogenextrakt 5 (Injektion: 10 uL, grau, +200 mAU), Fermentati-
onsextrakt 3 (Injektion: 10 uL, schwarz, +400 mAU), stationédre Phase: Kinetex Biphenyl,
Coreshell, P.No. O0G-4627-EO, S.No. H15-168734, mit Vorsaule, 250 x 4,6 mm, 5 pm,
100 A (Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland), mobile Phase: Eluent A: Wasser
mit 0,01% Ameisensédure, Eluent B: Acetonitril mit 0,01% Ameisensédure, Gradient:
0-10 min: 3-10%, 10-20 min: 10-33%, 20-25 min: 33-50%, 25-30 min: 50-95%, 30-
35 min: 95%, 35-36 min: 95-3%, 36-44 min: 3% Eluent B, Fluss 1,0 mL/min, Sdulenofen:
25 + 5°C, Detektion: DAD, 195 nm, HPLC-Anlage 1.

Trotz stark polarem, isokratischen Schritt zu beginn der angewendeten Methode SunFire2
konnte keine Trennung der IGs Verbenalin (tg = 16,90 min) und Asperulosid (tg = 16,97
min) erreicht werden. Hinzukommt, dass stattdessen eine merkliche Basislinienerhebung

nach dem anfénglichen isokratischen Schritt zu beobachten ist.
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In dieser Erhebung eluiert Aucubin. Folglich ist diese Methode denkbar ungeeignet zur
Fingerprintanalytik der IGs und PEs in P. lanceolata. Alle anderen getesteten Referenzen
lagen als isolierte Peaks vor. Eine relativ gleichmifBige Verteilung der vielen scharfen
Peaks bleibt nach wie vor bestehen. In einem dritten Methodenentwicklungsschritt sorgte
ein flacherer Gradient mit 0-8 min: 0%, 8-30 min: 0-25%, 30-35 min: 25-50%, 35-36 min:
50-98%, 36-43 min: 98%, 43-45 min: 98-0%, 45-50 min: 0% Eluent B, bei ansonsten
gleichbleibenden Parametern, lediglich fiir eine Verschiebung der Retentionen beider
Peaks nach hinten (nicht dargestellt) ohne die Trennung von Verbenalin (tg = 26,06 min)
und Asperulosid (tg = 26,19 min) zu realisieren. Die restlichen Referenzen lagen wei-
terhin voneinander separiert vor. Positiv wirkte sich der flachere Gradient auf die Lo-
kalisierung des Aucubinpeaks aus, der dadurch hinter der Basislinienerhebung eluierte.
Jedoch wies die Basislinie in diesem Bereich trotzdem keine konstante Linearitit auf.
Das Gesamtbild der mitgefiihrten Extrakte dhnelt denen der ersten beiden Methoden.
Auch durch weiteres Abflachen des Gradienten in einer vierten Methode (0-8 min: 0%,
8-50 min: 0-30%, 50-52 min: 30-50%, 52-54 min: 50-98%, 54-62 min: 98%, 62-64 min:
98-0%, 64-74 min: 0% Eluent B), bei ansonsten identischen Parametern, konnte kei-
ne verbesserte Separation der beiden IGs Verbenalin (tg = 31,37 min) und Asperulosid
(tr = 31,58 min) oder ein verbessertes Gesamtchromatogramm erzielt werden (Ergebnisse
nicht dargestellt). (Methode 1: 44 min inklusive Siilen und Aquilibrieren). Dariiber hinaus
verstirkte sich der Basisliniendrift bei Einsatz eines isokratischen Schrittes. Die Peaks
von Verbenalin und Asperulosid, die auch schon an der Phenylhexylséule (Kapitel 6.3.1.3)
iiberlappten, scheinen generell an phenylischen stationdren Phase dhnlich stark wech-
selzuwirken und weisen ein kaum voneinander unterscheidbares, chromatographisches
Verhalten auf. Daher wurde auch die stationédre Biphenylphase, trotz zahlreicher scharfer,
isolierte Peaks und fehlender Peakscluster, als nicht ideal zur Fingerprintanalytik der IGs

und PEs in P. lanceolata angesehen.
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Schlussendlich wurde die Trennung an phenylischem Sdulenmaterial nicht weiter verfolgt.
Fortfiihrende Untersuchungen dazu wéren nichtsdestotrotz spannend, sofern Verbenalin
und Asperulosid getrennt werden kénnten. Dazu kommt, dass auch die Biphenylphase
bis dato nicht fiir die HPLC-Analytik von IGs verwendet wird. Als Ansatzpunkt zur
Methodenoptimierung dazu kdnnten neben Parametern wie Saulentemperatur und Séure-
art und -menge auch der Einsatz von nicht-7t-systemaktiven mobiler Phase interessant
sein, um eine Separation anhand von 7t-Wechselwirkungen mit den Biphenylgruppen zu
erhalten. Dies wurde im Rahmen der Arbeit untersucht, resultierte aber in einen enormen
Basisliniendrift (Kapitel 6.3.1.3). Nachfolgend werden klassische Umkehrphasen zur
Findung einer geeigneten HPLC-Fingerprintmethode der IGs und PEs in Spitzwegerich
getestet.

6.3.1.5 C8e-Saule

C8-Material aus mit n-Oktanyl verkniipftem Kieselgel [129, Seite 121ff]. Retardiert
werden Substanzen daran um so stérker, je groBer ihre unpolare Angriffsfliche ist, durch
die die iiber Van-der-Waals-Kréfte mit den unpolaren C8-Ketten der statoiniren Phase
interagieren. Die hier eingesetzte C8e-Siule (RP8e, Hibar® 250-4, Purospher®STAR,
250 x 4,0 mm, 5 um, Cat.1.50035.001, Lot. FC075418, Merck, Darmstadt, Deutschland)
wurde zusitzlich endgecappt. Zur Nachbehandlung der stationédren Phase mit z.B. Tri-
methylchlorsilan wird die Anzahl der freien, nicht unbesetzten Silanolgruppen reduziert
[129, Seite 121], wodurch insbesondere die Peaks polarer Verbindungen schirfer wer-
den. Prisentiert wird, in Analogie zur Biphenylsiule, eine modifizierte HPLC-Methode
aus der Monographie von Scrophulariae Radix ChP2010 (Methode 1, Abbildung 6.8)
[156]. Ein Overlay-Chromatogramm mit den verfiigbaren Referenzsubstanzen Catalpol
(tr = 4,37 min), Aucubin (tg = 7,11 min), Asperulosid (tg = 17,33 min), Verbenalin
(tr = 17,98 min), Plantamajosid (tg = 20,02 min), Verbascosid (tg = 20,73 min), Isover-
bascosid (tg = 21,38 min) sowie eines Drogen- und eines Fermentationsextraktes sind in
Abbildung 6.8 illustriert.
Alle sieben Analysesubstanzen ergaben voneinander isolierte Peaks, deren Retentions-
zeiten sich nur marginal von denen der Biphenylsidulenchromatographie unterscheiden
(Tabelle 6.1). Einzig Aucubin zeigte mit einer Abweichung von 7, 11 min eine grofere
Abweichung. Spannenderweise gelang die Separation der beiden IGs Verbenalin und
Asperulosid an stationédrer C8e-Sédule mit der Methode ChP2010. Alles in allem scheint
die Methode gut geeignet zur Fingerprintanalytik der IGs und PEs in P. lanceolata zu
sein. Durch Abgleich der Retentionszeiten sowie der UV-Spektren der Peaks aus HPLC-
DAD-Messungen konnte die Identitéit der Analyten im Extrakt bestiitigt werden.
Anhand der wéhrend der Liufe mittels DAD aufgenommenen UV-Spektren konnten
keine Verunreinigung der Peaks in den herangezogenen Extrakten erkannt werden. Durch
Zuspiken von bestimmten Catalpol-, Aucubin- bzw. Verbascosidmengen zu den Extrakte,
mit denen die Identitiit der zugeordneten Peaks auf etwaige Abweichung durch Matrix-

effekte iiberpriift werden sollte, entstand der Verdacht, dass sich der Catalpolpeak aus
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Abbildung 6.8: HPLC-Overlay-Chromatogramm an stationdrer C8e-Séule mit entwi-
ckelter Gradientenmethode ChP2010, die an die HPLC-Methode der Monographie von
Scrophulariae Radix des Chinesischen Arzneibuches [156] angelehnt ist. Analyselosun-
gen: Referenzen Catalpol (50 pg/mL Wasser, Injektion: 10 uL, rosa, tg = 4,37 min),
Aucubin (50 pg/mL Wasser, Injektion: 10 pL, rot, tg = 7,11 min), Asperulosid (50 pg/mL
Wasser, Injektion: 10 pL, grau, tg = 17,33 min), Verbenalin (50 pg/mL Wasser, Injektion:
10 uL, blau, tg = 17,98 min), Plantamajosid (5 png/mL Wasser, Injektion: 10 pL, schwarz,
tr = 20,02 min), Verbascosid (4 pg/mL Wasser, Injektion: 10 uL, griin, tg = 20,73 min),
Isoverbascosid (5 pg/mL Wasser, Injektion: 10 uL, lila, tg = 21,38 min), Drogenextrakt 5
(Injektion: 10 pL, grau, +400 mAU), Fermentationsextrakt 3 (Injektion: 10 puL, schwarz,
+800 mAU), stationire Phase: Hibar® 250-4, Purospher®STAR, RP8e, Cat.1.50035.001,
Lot. FC075418, mit Vorsiule, 250 x 4,0 mm, 5 um (Merck, Darmstadt, Deutschland),
mobile Phase: Eluent A: Wasser mit 0,01% Ameisensdure, Eluent B: Acetonitril mit
0,01% Ameisensiure, Gradient: 0-10 min: 3-10%, 10-20 min: 10-33%, 20-25 min: 33-
50%, 25-30 min: 50-95%, 30-35 min: 95% , 35-36 min: 95-3%, 36-44 min: 3% Eluent B,
Fluss 1,0 mL/min, Sdulenofen: 25 4+ 5°C, Detektion: DAD, 195 nm, HPLC-Anlage 1.

mindestens einer weiteren Komponente zusammensetzte, dessen UV-Spektrum mit dem
von Catalpol iibereinstimmte. AnschlieBende LC-HRMS-Messungen bestitigten eine Co-
Elution von Catalpol mit einer Substanz mit m/z 191.0216, die per DAD nicht entdeckt
werden konnte. An diesem Beispiel wird ersichtlich, wie wichtig die MS-Kompatibilitét
der HPLC-DAD-Methode bei der Validierung dieser komplexen chromatographischen
Aufgabe war. Nur mithilfe einer zweiten, spezifischeren Detektion bei ansonsten gleicher
Methode, konnen die beschrinkten Fihigkeiten des DADs ausgeglichen werden. Die
auf den ersten Blick perfekte HPLC-Methode an stationirer C8e-Séule war demnach
doch nicht zu Screeningzwecken geeignet. Anzumerken ist an dieser Stelle, dass in
der Literatur zur Zeit keine HPLC-Methode an stationidrer C8(e)-Sdule zur IG-Analytik
existiert. Die hier erhaltenen Ergebnisse demonstrieren, dass diese stationidre Phase durch-
aus gut in der Lage ist, IGs zu trennen. Die Uberlagerung mit Nebenkomponenten des
Spitzwegerichextrakts miissten aber mithilfe weiterer Optimierungsschritte beseitigt wer-
den. Aus zeitlichen Aspekten wurden die gewonnenen Erfahrungen stattdessen zunéchst

auf eine C18-Sdule angewendet. Dieses Material stellt den Standard in der aktuellen
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Tabelle 6.1: Vergleich der Retentionszeiten bei identischer HPLC-Methode an stationérer
Biphenyl- und C8e-Siule. Mobile Phase: Eluent A: Wasser mit 0,01% Ameisenséure,
Eluent B: Acetonitril mit 0,01% Ameisensdure, Gradient: 0-10 min: 3-10%, 10-20 min:
10-33%, 20-25 min: 33-50%, 25-30 min: 50-95%, 30-35 min: 95% , 35-36 min: 95-3%,
36-44 min: 3% Eluent B, Fluss 1,0 mL/min, Sdulenofen: 25 + 5°C, Detektion: DAD,
195 nm, HPLC-Anlage 1.

Referenzsubstanz tr [min] an Biphenylsdule tgr [min] an C8e-Séule
Catalpol 4,15 4,37

Aucubin 5,95 7,11

Verbenalin 17,71 17,33

Asperulosid 17,81 17,98

Plantamajosid 20,15 20,02

Verbascosid 20,77 20,73

Isoverbascosid 21,36 21,38

RP-HPLC-Analytik dar und sollte deshalb unbedingt in der Methodenentwicklung zur
HPLC-Fingerprintanalytik beriicksichtigt werden.
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6.3.1.6 Cl8e-Siule

Analog dem C8-Material werden C18-Sdulen aus mit n-Oktadecyl modifiziertem Kiesel-
gel hergestellt. C18-S4ulen sind seit der Einfithrung der Umkehrphasenchromatographie
in der HPLC die giéingigsten Sdulen. Meist sind sie iiber Si-O-Si-C-Bindungen am Kiesel-
gel verkniipftund werden als Oktadecylsilan (ODS)-Sédulen bezeichnet. [129, Seite 121ff]
Im Rahmen dieser Arbeit fanden diverse C18- sowie C18e-Siulen wihrend der HPLC-
Methodenentwicklung zur Fingerprintanalytik der IGs und PEs aus P. lanceolata Anwen-
dung (Kapitel 10.5). Hier priisentiert werden soll aus Ubersichtsgriinden lediglich die beste
Kombination aus stationdrer und mobiler Phase, wobei als stationdrer Phase eine C18e-
Sdule, Hibar® 250-4, Purospher® STAR, Co.No0.027442, mit Vorsiule, 250 x 4,0 mm,
5 um (Merck, Darmstadt, Deutschland) die besten Ergebnisse erzielte. Als Referenzsub-
stanzen konnte dabei auf Catalpol (tg = 13,40 min), Aucubin (tg = 16,09 min), Aspe-
rulosid (tg = 23,82 min), Verbenalin (tg = 24,63 min), Plantamajosid (tg = 27,44 min),
Verbascosid (tg = 28,37 min) und Isoverbascosid (tg = 29,39 min) sowie einen Drogen-,
einem Frischpflanzen- und einen Fermentationsextrakt zuriickgegriffen werden (Abbil-
dung 6.9).

Die sieben eingesetzten Referenzen besitzen damit voneinander verschiedene Retentions-
zeiten und eluieren in Abstinden von 1 Minute oder mehr von der Siule. Eine Basislinie-
nerhebung aufgrund des anfiinglichen isokratischen Schrittes ist sichtbar, tangiert aber
die Elution der IGs und PEs nicht. Die Chromatogramme des Drogen-, Frischpflanzen-
sowie Fermentationsextraktes zeigen iiber den gesamten Chromatographiebereich relativ
gleichmifBig verteilte und iiberwiegend isolierte Peaks. Eine leicht verzogerte Coelution
im Falle von Aucubin mit einem Inhaltsstoff des Drogenextraktes ist im Chromatogramm
erkennbar. Insgesamt wird das angewendete HPLC-System, aufgrund der Trennung al-
ler eingesetzen Referenzen voneinander, als sehr positiv bewertet. Positiv wird auch
die Elution der Referenzen in einem nicht-kritischen, engeren Abschnitt und linearen
Bereich eingestuft. Die im DAD-Chromatogramm sichtbare Uberlagerung des Aucu-
binpeaks mit einer Nebenkomponente im Drogen-, nicht aber im Frischpflanzen- oder
Fermentationsextrakt, wird als Kompromiss in Kauf genommen. Schlussendlich wurde
die priasentierte Methode an der herangezogenen stationdren C18e-Siule als am bsten
geeignete HPLC-Methode deklariert, das mit den zur Verfiigung stehenden Mitteln in
einer annehmbaren Zeit entwickelt werden konnte. In Kapitel 7.3.1 sollen per LC-HRMS
und LC-MS" zusitzlich herausgearbeitete Informationen zu Peakidentitéit und -reinheit
des oben vorgestellten HPLC-Systems dargestellt und im Hinblick auf Eignung zum

Fingerprintsystem der IGs und PEs in P. lanceolata diskutiert werden.
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Abbildung 6.9: HPLC-Overlay-Chromatogramm an stationdrer C18e-Séule mit ent-
wickelter Gradientenmethode ELO82Fingerprint9minspiilen. Analytlosungen: Referen-
zen Catalpol (0,25 mg/mL Wasser, Injektion: 10 puL, rosa, tg = 13,40 min), Aucubin
(50 pg/mL Wasser, Injektion: 10 uL, rot, tg = 16,09 min), Asperulosid (50 pg/mL
Wasser, Injektion: 10 puL, grau, tg = 23,82 min), Verbenalin (0,5 mg/mL Wasser, In-
jektion: 10 uL, blau, tg = 24,63 min), Plantamajosid (0,5 mg/mL Wasser, Injektion:
10 pL, schwarz, tg = 27,44 min), Verbascosid (0,5 mg/mL Wasser, Injektion: 1 pL,
griin, tg = 28,37 min) und Isoverbascosid (0,5 mg/mL Wasser, Injektion: 10 uL, lila,
tr = 29,39 min), Drogenextrakt 6 (Injektion: 10 pL, grau, +300 mAU), FP-Extrakt 1
(Injektion: 10 uL, grau, +600 mAU), Fermentationsextrakt 3 (Injektion: 10 puL, schwarz,
+900 mAU), stationire Phase: Hibar® 250-4, Purospher® STAR, RP18e, Co.N0.027442,
mit Vorsdule, 250 x 4,0 mm, 5 um (Merck, Darmstadt, Deutschland), mobile Phase:
Eluent A: Wasser mit 0,01% Ameisensiure, Eluent B: Acetonitril mit 0,01% Ameisen-
sdure, Gradient: 0-5 min: 0%, 5-15 min: 0-10%, 15-30 min: 10-33%, 30-35 min: 33-50%,
35-40 min, 50-98%, 40-49 min: 98%, 49-50 min: 98-0%, 50-60 min: 0% Eluent B, Fluss
1,0 mL/min, Sédulenofen: 25 4 5°C, Detektion: DAD, 195 nm, HPLC-Anlage 1.

Anzumerken ist hierbei, dass die Eignung stationédrer C18(e)-Phasen, wie zahlreich in
der Literatur beschrieben, zur Chromatographie von IGs und PEs bestétigt werden kann.
Die Chromtographie aller eingesetzter Referenzen gelang an dieser stationidren Phase

problemlos.
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Peakiiberlappungen der relevanten Substanzen mit anderen Inhaltsstoffen der Spitzwe-
gerichmatrix konnten dabei, trotz eingehender Optimierung, aufgrund der Fiille an bei
195 nm detektierbaren Substanzen nicht vollstindig vermieden werden. Trotz etlicher
Literaturstellen zur HPLC-Analytik von IGs an C18-Sdulen wurde in dieser Arbeit erst-
mals ein Mix aus Catalpol, Aucubin, Verbenalin und Asperulosid simultan analysiert.
Dariiber hinaus stellt die kombinierte HPLC-Analytik dieser IGs mit den ausgewéhl-
ten PEs Plantamajosid, Verbascosid und Isoverbascosid eine zusitzliche Premiere im

wissenschaftlichen Kontext dar.

6.3.2 Mobile Phase

Die Wahl der mobilen Phase beruht in erster Linie auf ihren chromatographischen
Eigenschaften, d.h. ihrer Féahigkeit an der passenden stationdren Phase eine schnelle,
optimale Auftrennung des Analytengemisches zu erzielen [129, Seite 62f]. Von den
weiteren die HPLC beeinflussenden Kriterien wie Viskositét, UV-Durchlissigkeit (bei
UV-absorptionsabhingigen Detektoren), Reinheit, Siedepunkt, Inertheit gegeniiber den
Analyten, Korrosionsbestindigkeit, Toxizitdt und Preis [129, Seite 62f], sind fiir die
vorliegende Aufgabenstellung vor allem die UV-Durchlissigkeit der mobilen Phase von
Bedeutung. Die Absorptionsmaxima der zu quantifizierenden Hauptiridoidglykoside
des Spitzwegerichs Aucubin und Catalpol wurden im ersten Schritt zur Definierung
der mobilen Phase mittels UV-Spektrometer in Wasser bestimmt und betrugen 190 nm
bzw. 193 nm (Kapitel 6.5.3). Zusitzlich wurden die Absorptionsmaxima der verfiigbaren
Referenzen in HPLC-DAD-Liaufen ermittelt und mit denen der Literatur verglichen. Unter
Beriicksichtigung der Abhéngigkeit vom gegenwértigen Losungsmittel(gemisch) stimm-
ten die Werte der Literatur mit den gemessenen iiberein. Fiir die nicht verfiigbaren IGs
und PEs, die fiir Spitzwegerich in der Literatur postuliert werden, wurden ausschlielich
Literaturwerte herangezogen (Abbildung 6.2 in Kapitel 6.3.3.1). Diese UV-Maxima sind
stoffgruppenspezifisch und waren im Einklang mit den hier ermittelten Absorptionsmaxi-
ma der Referenzen. Anhand dieser Daten wurde eine Detektionswellenlidnge fiir die zu
analysierenden IGs bei 195 nm festgelegt (Kapitel 6.3.3). Aucubin und Catalpol wurden
bis dato bei Wellenldngen von 204 nm [29, 121], 205 nm [122], 208 nm [101, 103] bzw.
210 nm [107] analysiert (Abbildung 1.12 in Kapitel 1.4.3). Fiir PEs wurde eine hohere
Wellenldnge von 330 nm definiert, welche in Kombination mit diversen, relevanten Lo-
sungsmitteln problemlos eingesetzt werden kann ohne die Detektion zu stéren. Deswegen
wird im Folgenden hautpsichlich auf die Kompatibilitit der Eluenten mit der kritischeren

Wellenlidnge von 195 nm eingegangen, die zur IG-Analytik Anwendung finden soll.
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6.3.2.1 Eluenten

Die ausgewihlte Detektionswellenldnge der IG-Fingerprintanalytik von 195 nm limitierte
die einzusetzenden FlieBmittelkomponenten auf ein Minimum. Als schwicher eluierender
Eluent A fiel die Wahl dabei auf Wasser (Kapitel 1.4.3). Wasser besitzt einen Cut-off
unterhalb von 190 nm [129, Seite 78] und stort damit die Detektion bei 195 nm nicht. Als
Eluent B setzte sich das mit 1 = 0,37 [129, Seite 78] weniger viskose und mit einer UV-
Grenze von 190 nm [129, Seite 78] schwicher absorbierende Acetonitril gegeniiber dem
mitn = 0,60 [129, Seite 78] viskoseren und mit einer UV-Grenze von 205 nm [129, Seite
78] stérker absorbierenden Methanol bevorzugt. Der nachteilige Effekt von Methanol im

FlieBmittelgradienten der mobilen Phase ist in Abbildung 6.10 veranschaulicht.
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Abbildung 6.10: Nachteiliger Effekt von Methanol im FlieBmittelgradienten. Analytlo-
sungen: Referenzen Catalpol (0,5 mg/mL Wasser, Injektion: 5 pL, rosa, tr =5, 14 min,
+100 mAU), Aucubin (1,0 mg/mL Wasser, Injektion: 5 pL, rot, tg = 8,94 min, +200
mAU) und Verbascosid (1,4 mg/mL Wasser, Injektion: 5 pL, griin, tg = 27,76 min, +300
mAU), Drogenextrakt 5 (Injektion: 5 uL, grau, +400 mAU), Leerwert (Injektion: 5 puL,
schwarz), stationire Phase: Kinetex Biphenyl, Coreshell, PNo. O0G-4627-EQO, S.No.
H15-168734, mit Vorsaule, 250 x 4,6 mm, 5 um, 100 A (Phenomenex, Aschaffenburg,
Deutschland), mobile Phase: Eluent A: Wasser mit 0,01% Ameisensiure, Eluent B:
Methanol mit 0,01% Ameisensdure, Gradient: 0-10 min: 3-10%, 10-20 min: 10-33%,
20-25 min: 33-50%, 25-30 min: 50-80%, 30-35 min: 80%, 35-37 min: 80-3%, 37-44 min:
3% Eluent B, Fluss 1,0 mL/min, Sdulenofen: 25 4+ 5°C, Detektion: DAD, 195 nm,
HPLC-Anlage 1.

Ein stetig steigender Basisliniendrift von insgesamt 1400 mAU iiber den gesamten Gra-
dienten kann fiir alle vermessenen Analyselosungen beobachtet werden. Dieser steht
in einem direkt proportionalen Zusammenhang mit dem Methanolanteil in der mobilen
Phase.
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Im Vergleich dazu kann kein nennenswerter Anstieg der Basislinie beim Einsatz von
Acetonitril festgestellt werden, der gleichermaf3en fiir andere Sdulenmaterialien, wie z.B.
RP18, gilt (Ergebnisse nicht dargestellt). Weiter fiihrten methanolhaltige Gradienten zu
wesentlich hoheren Driicken im HPLC-System. Diese verhindern schnelle Anderungen
der FlieBmittelzusammensetzung bei entsprechendem Fluss und wirken sich nachteilig
auf die Lebensdauer des gesamten HPLC-Gerits aus. Einen stérkeren Effekt als Methanol
auf die Basislinie zeigte der Einsatz von Propan-2-ol, welches sowohl mit 210 nm
[129, Seite 78] iiber eine hohere UV-Grenze als auch mit 1 = 2,3 [129, Seite 78] iiber
eine deutlich hohere Viskositit im Vergleich zu Methanol und vor allem zu Acetonitril
verfiigt (Ergebnisse nicht dargestellt). Andere organische Losungsmittel wurden aufgrund
ihrer Nichteignung fiir die RP-Chromatographie nicht in die Methodenentwicklung der
mobilen Phase miteinbezogen. Eine neben dem Gradientenlauf sonst {ibliche Variation
der Komponenten der mobilen Phase im Rahmen einer HPLC-Methodenentwicklung
wurde in dieser Arbeit daher nicht durchgefiihrt und mit dem Einsatz unterschiedlicher

stationérer Phasen kompensiert.

6.3.2.2 Siurezusatz

Der Einsatz von Sduren zum Fliefmittelsystem wird in der Literatur zur IG-Analytik
oft genutzt. Dabei finden sowohl fliichtige Sduren wie Essig-, Trifluoressig-, Ameisen-
als auch nicht fliichtige Sdauren wie Phosphorsédure Verwendung (Tabelle 1.11 in Kapi-
tel 1.4.3).

6.3.2.3 Wabhl der zugesetzten Saure

In der Problemstellung der vorliegenden Arbeit wurde die Detektion der IGs via ab-
sorptionsbasiertem DAD bei 195 nm durchgefiihrt, da Aucubin und Catalpol in diesem
Bereich gut absorbieren (Kapitel 6.3.3). Allerdings sind niedrige Wellenlédngen wie diese
nicht substanzspezifisch. Daher war es von Bedeutung fiir die Validierung der HPLC-
Fingerprintmethode, die erhaltenen Daten mittels LC-MS gegenzupriifen. Die entwickelte
HPLC-Methode konnte eins zu eins iibertragen und zusétzliche Informationen mithilfe
des sensitiveren, absorptionsunabhingigen Detektionssystem erhalten werden konnten.
Erginzende Informationen zu Identitdt und Reinheit der jeweiligen Peaks konnen z.B.
mittels HRMS bzw. MS"-Schaltungen geliefert werden. Aus diesem Grund wurde zur
HPLC-Fingerprintanalytik der IGs und PEs von P. lanceolata ein MS-kompatibles System
gewihlt. Als Sdurezusatz wurde die leicht volatile, gut MS-kompatible Ameisensiure ver-
wendet, obwohl die Addition von MS-inkompatibler Phosphorsiure zu einem geringeren
Hintergrundrauschen, d.h. zu einer ruhigeren Basislinie fithrte (Abbildung 6.11). Alterna-
tiven wurden aufgrund der positiven Ergebnisse mit Ameisensdure nicht ausprobiert.

Erstaunlicherweise ergab der Gradient mit Phosphorsiureaddition eine linearere Basisli-
nie als mit Ameisensédure, obwohl Phosporsdure im Vergleich zur Ameisensdure nur zu
Eluent A und nicht zu beiden Eluenten hinzugefiigt wurde. Nachteilig beim Gebrauch

von 0,2% Ameisensdure in der mobilen Phase war das Entstehen eines zweiten Ab-
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Abbildung 6.11: Vergleich des Grundrauschens von Phosphorsidure bzw. Ameisensiu-
re im mobilen System. Analytlosung: Aucubin (1,7 mg/mL Wasser, Injektion: 5 uL,
tr = 3,11 min (A) bzw. 8,21 min (B)), stationdre Phase: C18e-Siule, Hibar® 250-4,
Purospher®STAR, C0.No0.027442, mit Vorsiule, 250 x 4,0 mm, 5 pm (Merck, Darm-
stadt, Deutschland), mobile Phase: Eluent A: Wasser mit 0,03% Phosphorsiure (A) bzw.
Wasser mit 0,2% Ameisensiure (B), Eluent B: Acetonitril (A) bzw. Acetonitril mit 0,2%
Ameisensdure (B), Gradient: 0-10 min: 3-10%, 10-20 min: 10-33%, 20-25 min: 33-50%,
25-30 min: 50-95%, 30-35 min: 95% , 35-36 min: 95-3%, 36-44 min: 3% Eluent B, Fluss
1,0 mL/min, Séulenofen: 25 + 5°C, Detektion: DAD, 195 nm, HPLC-Anlage 1.

sorptionmaximums bei etwa 215 nm, welches beim Zusatz von Phosphorsdure fehlt
(Abbildung 6.12).

Zusammengefasst kann gesagt werden, dass sich die Absorption der 0,2%igen Ameisen-
sdure storend auf die Basislinie und damit auf das gesamte Chromatogramm auswirkt
und auch das UV-Spektrum der Peaks beeinflusst. Durch die Verdnderung der relativ sub-
stanzcharakteristischen UV-Spektren lieen sich Identitit und Reinheit der Verbindungen
erschwert ablesen. Zu beriicksichtigen ist auch, dass das zweite Absorptionsmaximum im
Verlauf des Gradientens in Abhéngigkeit der tatsdchlichen, momentanen FlieBmittelzu-
sammensetzung leicht variierte (Kapitel 6.3.3). Durch die benotigte MS-Kompatibilitét
war als Additiv Ameisensédure jedoch nicht entbehrlich. Ein Verzicht auf Saurezusatz
fiihrte in Vorversuchen zu keiner nennenswerten Retention der relevanten IGs Aucubin

und Catalpol an stationdrer Umkehrphase. Inwieweit der Sdurezusatz fiir die Retention
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Abbildung 6.12: Einfluss der zugesetzten Phosphor- bzw. Ameisensiure auf das Spek-
trum von Aucubin gemessen via HPLC-DAD im Peakmaximum. Analytlésung: Aucubin
(1,7 mg/mL Wasser, Injektion: 5 pL, tg = 3,11 min (A) bzw. §,21 min (B)), statio-
nire Phase: C18e-Siule, Hibar® 250-4, Purospher® STAR, Co.No0.027442, mit Vorsiule,
250 x 4,0 mm, 5 wm (Merck, Darmstadt, Deutschland), mobile Phase: Eluent A: Was-
ser mit 0,03% Phosphorsdure (A) bzw. Wasser mit 0,2% Ameisensdure (B), Eluent
B: Acetonitril (A) bzw. Acetonitril mit 0,2% Ameisensdure (B), Gradient: 0-10 min:
3-10%, 10-20 min: 10-33%, 20-25 min: 33-50%, 25-30 min: 50-95%, 30-35 min: 95% ,
35-36 min: 95-3%, 36-44 min: 3% Eluent B, Fluss 1,0 mL/min, Saulenofen: 25 + 5°C,
Detektion: DAD, 195 nm, HPLC-Anlage 1.

polarer IGs wie Aucubin und Catalpol tatsédchlich eforderlich ist, wurde im Rahmen
dieser Arbeit nicht ndher erforscht und wire somit in nachfolgenden Analysen noch zu

beantworten.

6.3.2.4 Konzentration der zugesetzten Siaure

Zur HPLC-Fingerprintanalytik wurde Ameisenséure als Additiv zur mobilen Phase ver-
wendet Abschnitt 6.3.2.3. Im Folgenden soll die Ermittlung der optimalen Sédureko-
zentration anhand ausgewéhlter Beispiele eruiert werden. Ein Aspekt dabei war die
Ermittlung des Einflusses verschiedenener Sdurekonzentrationen auf die Basislinie bei
den Detektionswellenldngen A = 195 nm sowie A = 330 nm (Abbildung 6.13), bei denen
die relevanten IGs bzw. PEs detektiert wurden (Kapitel 6.3.3).

Von den getesten Ameisensdurekonzentrationen 0,001% (blau), 0,01% (rot) bzw. 0,1%
(griin) konnte bei 195 nm ein groBer Unterschied im Verlauf der Basislinie mit zunehmen-
dem Acetonitrilanteil registriert werden. Wihrend 0,001% Ameisensdurezusatz zu einer
nach oben driftenden Basislinie fiihrte, driftet die Basislinie bei einem Zusatz von 0, 1%
mit zunehmendem Acetonitrilanteil deutlich nach unten ab. Die geringste Veridnderung in
der Basislinie konnte bei Addition von 0,01% Ameisensidure beobachtet werden. Diese
Konzentration ist daher am besten geeignet fiir ein gleichmiBiges Hintergrundrauschen
und eine lineare Basislinie. Im Gegensatz dazu, hatten bei 330 nm die verschiedenen
Saurekonzentrationen keinen erheblichen Effekt auf die Basislinie.

Die ideale Konzentration von 0,01% Ameisensdure im FlieBmittelsystem konnte auch in

weiterfithrenden Analysen mit einer hohreren Bandbreite an Sdurekonzentrationen fiir
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Abbildung 6.13: Einfluss der Sdurekonzentration auf das Grundrauschen der Basislinie.
Analytlosung: Leerwert, stationire Phase: C18e-Siule, Hibar® 250-4, Purospher® STAR,
Co0.No0.027442, mit Vorsidule, 250 x 4,0 mm, 5 um (Merck, Darmstadt, Deutschland),
mobile Phase: Eluent A: Wasser mit Ameisensiure, Eluent B: Acetonitril mit Ameisen-
sdure, Ameisensdurekonzentration in beiden Eluenten je: 0,001% (blau), 0,01% (rot)
bzw. 0,1% (griin), Gradient: 0-10 min: 3-10%, 10-20 min: 10-33%, 20-25 min: 33-50%,
25-30 min: 50-95%, 30-35 min: 95%, 35-36 min: 95-3%, 36-44 min: 3% Eluent B, Fluss
1,0 mL/min, Sdulenofen: 25 + 5°C, Detektion: DAD, 195 nm (A) bzw. 330 nm (B),
HPLC-Anlage 1.

matrixfreie Losungen bestétigt werden (Abbildung 6.14). Da die Variation der Sdurekon-
zentration sich kaum bei der Detektionswellenldnge von 330 nm, jedoch merklich bei der
von 195 nm im Hintergrundrauschen bemerkbar machte, wurde nur letztere betrachtet.

Zu dem gleichen Ergebnis gelangten auch die Analysen zum Einfluss verschiedener
Saurekonzentrationen auf das Chromatogramm eines Drogenextrakts. Somit kann auch
fiir matrixstarke Losungen eine optimale Eignung von 0,01% Ameisensédure im FlieBmit-

telsystem demonstriert werden (Abbildung 6.15).
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Abbildung 6.14: Einfluss der Sdurekonzentration auf das Grundrauschen der Basislinie
ohne Matrix. Analytlosung: Leerwert, Injektion: 5 puL, stationdre Phase: C18e-Siule,
Hibar® 250-4, Purospher®STAR, C0.No0.027442, mit Vorsiule, 250 x 4,0 mm, 5 pum
(Merck, Darmstadt, Deutschland), mobile Phase: Eluent A: Wasser mit Ameisensiure,
Eluent B: Acetonitril mit Ameisensdure, Ameisensdurekonzentration in beiden Eluenten
je: 0,0001% (schwarz), 0,001% (grau), 0,01% (blau), 0,05% (griin), 0,1% (rosa), 0,15%
(grau), bzw. 0,2% (rot), mit jeweils +150 mAU, Gradient: 0-10 min: 3-10%, 10-20 min:
10-33%, 20-25 min: 33-50%, 25-30 min: 50-95%, 30-35 min: 95% , 35-36 min: 95-3%,
36-44 min: 3% Eluent B, Fluss 1,0 mL/min, Sdulenofen: 25 + 5°C, Detektion: DAD,
195 nm, HPLC-Anlage 1.
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Abbildung 6.15: Einfluss der Sdurekonzentration auf das Grundrauschen der Basislinie
mit Matrix. Analytlosung: Drogenextrakt 5, Injektion: 5 uL, stationédre Phase: C18e-Siule,
Hibar® 250-4, Purospher®STAR, Co0.No0.027442, mit Vorsaule, 250 x 4,0 mm, 5 um
(Merck, Darmstadt, Deutschland), mobile Phase: Eluent A: Wasser mit Ameisensiure,
Eluent B: Acetonitril mit Ameisensiure, Ameisensiurekonzentration in beiden Eluenten:
0,0001% (schwarz), 0,001% (grau), 0,01% (blau), 0,05% (griin), 0, 1% (grau), 0,15%
(rosa), bzw. 0,2% (rot), Gradient: 0-10 min: 3-10%, 10-20 min: 10-33%, 20-25 min: 33-
50%, 25-30 min: 50-95%, 30-35 min: 95%, 35-36 min: 95-3%, 36-44 min: 3% Eluent B,
Fluss 1,0 mL/min, Sdulenofen: 25 4+ 5°C, Detektion: DAD, 195 nm, HPLC-Anlage 1.
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Genauer betrachtet gilt sowohl fiir die matrixfreie (Abbildung 6.14) als auch matrixhaltige
(Abbildung 6.15) Losung ein Abfall der Basislinie bei zunehmender Saurekonzentration
mit steigendem Acetonitrilanteil. Bei niedrigeren Konzentrationen als 0,01% stieg sie bei
Erhohung des Acetonitrilanteils an. Dieses Optimum an Sdurekonzentration dhnelt einer
U-Kurve mit einem Optimum bei 0,01% Ameisensiure.

Angemerkt werden soll dariiber hinaus, dass es fiir im Extrakt vermessenes Verbascosid
- in Gegenwart von 0,01%, 0,001% bzw. 0,0001% Ameisensiure in beiden Eluenten -
eine optisch sichtbare Peakverbreiterung mit abnehmender Sdurekonzentration festge-
stellt werden konnte (Resultate nicht dargestellt). Schlussendlich wurde aufgrund der
einstimmigen Daten ein Ameisensdurezusatz von 0,01% (v/v) in den beiden Eluenten A

und B gewihlt, was einem pH-Wert von 3,2 in Eluent A entspricht.

6.3.3 Detektion

Die relevanten I1Gs und PEs des Spitzwegerichs, die in einer HPLC-Screeningmethode

simultan analysiert werden sollen, wurden mittels HPLC-DAD detektiert.

6.3.3.1 Analyten

Zur Definierung der Analysenwellenldnge wurde sich an den Absorptionsmaxima der
einzelnen Verbindungen orientiert. Dazu wurden zum einen die UV-Spektren der im
Vordergrund stehenden Hauptiridoidglykoside Aucubin und Catalpol mittels UV-VIS-
Spektrometer vermessen (Kapitel 6.5.3). Zum anderen, um den Einfluss der jeweiligen
FlieBmittelzusammensetzung auf das Absorptionsspektrum der Referenzen mitzuberiick-
sichtigen, wurden die Absorptionsmaxima wéhrend des HPLC-Laufs im Peakmittelpunkt
der entsprechenden Verbindung anhand des UV-Spektrums des DADs abgelesen.
Tabelle 6.2 fasst die erhaltenen Daten aus beiden Verfahren der zur Verfiigung gestandenen
Referenzsubstanzen zusammen und stellt sie einschlédgigen Literaturwerten gegeniiber.
Dariiber hinaus werden auch die IGs und PEs aus P. lanceolata beriicksichtigt, die nicht
als Referenzsubstanzen zur Verfiigung standen.

Alle IGs besallen ein Absorptionsmaximum im niederwelligen, unspezifischen Bereich
von < 190-204 nm. Im Gegensatz zu Aucubin und Catalpol, die nur dieses eine Maximum
im unspezifischen Absorptionsbereich zeigten, weisen Verbenalin und Asperulosid zudem
ein zweites, charakteristischeres Absorptionsmaximum bei 236-238 nm auf. Globularin
verfiigt als einziges fiir P. lanceolata postuliertes IG iiber eine verkniipfte Zimtsauregrup-
pe, woraus ein vergleichsweise langwelliges, zweites Absorptionsmaximum von 283 nm
resultiert.

Der Absorptionsverlauf hingt entscheidend von dem Vorhandensein freibeweglicher,
anregbarer Elektronen im Molekiil ab. Bei organischen Verbindungen gilt allgemein,
dass Verbindungen ohne freie Elektronenpaare bzw. Doppelbindungen nicht per UV/VIS
detektiert werden konnen, da diese lediglich dazu in der Lage sind Energielibergén-
ge von 0—0* und n—o* fihig sind, die Anregungswellenlingen von 130 nm bzw.

200 nm entsprechen. Freie Elektronenpaare bzw. Doppelbindungen kénnen n—7t*- und
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ni—s7r¥-Ubergangen unterliegen, wodurch sich ein Anregungs- bzw. Detektionsbereich
von 200-700 nm ergibt. Konjugierte 7t-Elektronensysteme, auch chromophore Systeme
genannt, senken das Anregungsenergieniveau und verschieben somit die Absorptionsma-
xima zu hoheren, energiedrmeren Wellenldngen. Dieser Effekt wird als Bathochromie
bzw. Rotverschiebung bezeichnet. [135]

Damit wird klar, warum Aucubin und Catalpol mit nur zwei bzw. einer Doppelbindung
im Molekiil, iiber nur ein Maximum bei < 190-195 nm verfiigen, Globularin, Verbenalin
und Asperulosid jedoch mit zusitzlichen bathochromen Carbonyl- und Acetylgruppen
ein zweites, hoheres Absorptionsmaximum bei 238 nm bzw. 237 nm aufweisen. Die
hier experimentell ermittelten Daten stimmten mit denen der Literatur iiberein. Kleinere

Abweichungen werden auf unterschiedliche, verwendete Losungsmittel zuriickgefiihrt.

Tabelle 6.2: Vergleich der UV-Maxima (Anp,x) der Referenzsubstanzen aus der Literatur
mit den experimentell erhobenen Daten via Spektrometer in reinem Wasser bzw. via UV-
Spektrum in der Peakmitte des jeweiligen Analyten wihrend des HPLC-Laufs. Stationére
Phase: C18e-Siule, Hibar® 250-4, Purospher® STAR, Co.No.027442, mit Vorsiule,
250 x 4,0 mm, 5 um (Merck, Darmstadt, Deutschland), mobile Phase: Eluent A: Wasser
mit 0,01% Ameisensédure, Eluent B: Acetonitril mit 0,01% Ameisensédure, Gradient:
0-10 min: 3-10%, 10-20 min: 10-33%, 20-25 min: 33-50%, 25-30 min: 50-95%, 30-
35 min: 95%, 35-36 min: 95-3%, 36-44 min: 3% Eluent B, Fluss 1,0 mL/min, Sdulenofen:
25 £ 5°C, Detektion: DAD, HPLC-Anlage 1.

Referenzsubstanz ~ Ap,x  aus HPLC-  Ap.c via Spektro- Apax [nm] der Lite-

Lauf [nm] meter [nm] ratur
Catalpol 195 193 194 [157]
Aucubin 192 <190 191 [157]
Verbenalin <190, 238 a 236 [158]
Deacetylasperu- b b b
losidsduremethyl-
ester
Asperulosid 192, 237 a 192, 239 [157]
Globularin b b 204,217,283 [157]
Plantamajosid 200, 215sh, 280sh, * 327 [16]
328
Verbascosid 200, 218sh, 280sh, * 198, 219, 250sh,
330 290sh, 331 [157],
347 [158], 330 [16]
Isoverbascosid 200, 220sh, 280sh, 2 199, 218, 291, 328
329 [157]
Lavandulifoliosid ~ ° b 203, 219sh, 242sh,

291sh, 333 [45],
251, 327 [16]

a
b

wurde nicht bestimmt
war nicht verfligbar
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Um alle IGs detektieren zu konnen, wurde eine Detektionswellenlidnge von 195 nm zur
IG-Detektion ausgewdhlt. Aufgrund von Strukturdhnlichkeiten wurde davon ausgegangen,
dass bei dieser Wellenlénge auch die nicht als Referenzen vorliegenden 1Gs Globularin
und Deactylasperulosidsduremethylester bei dieser Wellenldnge problemlos detektiert
wiirden. Erstmalig in der Literaturhistorie wurde somit im Rahmen dieser Arbeit eine
Detektionswellenldnge von unter 200 nm zur Detektion von IGs verwendet (Tabelle 1.12
in Kapitel 1.4.3). Auch die zu analysierenden PEs Lavandulifoliosid, Plantamajosid, Ver-
bascosid und Isoverbascosid absorbieren im niederwelligen, unspezifischen Bereich von
200-203 nm. AuBerdem verfiigen sie aufgrund ihres chromophorreichen, substanzcharak-
teristischen Grundgeriists iiber ein zweites, Hydroxyzimtsdure-typisches Absorptionsma-
ximum bei 328-330 nm. Wie diese Maxima zustandekommen, ist weiter oben im Text
ausfiihrlich erldutert. Die hier erhobenen Daten stimmten mit denen der Literatur iiberein.
Kleinere Abweichungen sind auf unterschiedliche verwendete Losungsmittel zuriickzu-
fiihren. Da Verbascosid als Hauptphenylethanoid neben der qualitativen Erfassung auch
quantifiziert werden sollte, stiitzt sich die Wahl der PE-Detektionswellenldnge auf das
spezifische Absorptionsmaximum des Verbascosids. Aus diesem Grund findet die Detekti-
on aller fiir P. lanceolata postulierten PEs in der entwickelten HPLC-Fingerprintmethode
bei 330 nm statt. Die Nutzung einer spezifischen Detektionswellenldnge fiir die PEs
begiinstigt die Spezifitdt und Selektivitit der generierten HPLC-Methode. Wegen der che-
mischen Struktur der IGs, konnte bei der IG-Detektion konnte nicht auf eine spezifische
Detektionswellenldnge zuriickgegriffen werden. Die Miterfassung von Verbindungen
anderer Stoffgruppen ist somit bei der IG-Detektion in der Fingerprintanalytik schwierig

zu vermeiden und muss in der Methodenvalidierung besonders beriicksichtigt werden.

6.3.3.2 Hintergrundrauschen

Weiter wurde iiberpriift, inwiefern sich die variierende Zusammensetzung der mobilen
Phase iiber den angewendeten Gradienten hinweg auf die Eigenabsorption und damit
auf das Hintergrundrauschen auswirkt. Das Hintergrundrauschen wird im Verhalten der
Basislinie widergespiegelt. Durch den eingesetzten FlieBmittelgradienten zur HPLC-
Fingerprintanalytik kommt es zu einem variierenden Anteil an Wasser und Acetonitril
in der mobilen Phase. Die Sidurekonzentration bleibt hingegen, durch Zusatz gleicher
Mengen an Saure in beide Eluenten, iiber den gesamten Gradienten verteilt gleich. Aus-
gehend davon wurde UV-spektrometrisch evaluiert, wie die Absorption durch relevante
Wasser-Acetonitril-Gemische in Gegenwart von 0,01% Ameisensidure beeinflusst wird.
AuBerdem wurden die Spektren von reinem Acetonitril, reinem Wasser sowie 0,01%iger

Ameisensidure aufgenommen (Tabelle 6.3).

Anhand der gemessenen Absorptionsmaxima wird verstindlich, dass das wihrend des
Laufs ermittelte UV-Spektrum in Abhéngigkeit von der FlieBmittelzusammensetzung
leicht variiert. Deshalb konnen die UV-Spektren von Substanzen je nach Wasser-Aceto-

nitril-Verhéltnis andere oder zusitzliche Maxima ausfweisen. Dies galt es im nichsten
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Tabelle 6.3: UV-Maxima (Anax) relevanter Zusammensetzungen der mobilen Phase
wihrend des Gradientenlaufs, gemessen mittels UV-Spektrometer.

Analytlosung Amax [nm]
0,01% Ameisensiure 200
Wasser 194
Wasser mit 0,01% Ameisensiure 202
Wasser/Acetonitril (1:1, v/v) mit 0,01% Ameisensiure 210
Acetonitril mit 0,01% Ameisensiure 217
Acetonitril 191

Schritt der HPLC-Fingerprintmethodenentwicklung, der Validierung, insbesondere bei

der Reinheitsbestimmung der Peaks, zu beriicksichtigen.

6.3.4 Optimale HPLC-DAD-Fingerprintmethode

Letztendlich kristallisierte sich eine Methode an RP-Material als beste HPLC-Fingerprint-

methode zur simultanen Erfassung des iridoidglykosidischen und phenylethanoidischen

Inhaltstoffspektrums von P. lanceolata heraus, deren Parameter nachfolgend aufgelistet

sind.

Tabelle 6.4: Relevante
und PE-Analytik.

Parameter der entwickelten HPLC-Fingerprintmethode zur 1G-

Parameter

Einstellung

Stationdre Phase

Siulenofen

Mobile Phase
Eluent A
Eluent B
Gradient

Fluss

Detektor
Detektion der IGs
Detektion der PEs

Cl8e-Siule  (Hibar®  250-4,  Purospher®STAR,
Co0.No.027442, mit Vorsdule, 250 x 4,0 mm, 5 pm,
Merck, Darmstadt, Deutschland)

25 £ 5°C

Wasser mit 0,01% Ameisensédure

Acetonitril mit 0,01% Ameisensidure

0-5 min: 0%, 5-15 min: 0-10%, 15-30 min: 10-33%, 30-35 min:
33-50%, 35-40 min, 50-98%, 40-49 min: 98%, 49-50 min: 98-
0%, 50-60 min: 0% Eluent B

1,0 mL/min
DAD

A =195 nm
A =330nm

Das daraus resultierende HPLC-DAD-Fingerprintchromatogramm eines Frischpflanzen-

extraktes des Spitzwegerichs gibt Abbildung 6.16 wieder.
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Abbildung 6.16: HPLC-Chromatogramm eines Frischpflanzenextrakts der Spitzwege-
richblitter. Die Zuordnung der Peaks erfolgte anhand der Retentionszeiten der Refe-
renzsubstanzen: Catalpol (1, tg = 13,3 min), Aucubin (2, tg = 16,1 min), Asperulosid
(3, tr = 23,8 min), Verbenalin (4, tg = 24,7 min), Plantamajosid (5, tg = 27,5 min),
Verbascosid (6, tg = 28,4 min) und Isoverbascosid (7, tr = 29,4 min), Frischpflanzenex-
trakt 1, Injektion: 10 uL, stationire Phase: C18e-Siule, Hibar® 250-4, Purospher®STAR,
Co.No0.027442, mit Vorsidule, 250 x 4,0 mm, 5 um (Merck, Darmstadt, Deutschland),
mobile Phase: Eluent A: Wasser mit 0,01% Ameisensiure, Eluent B: Acetonitril mit
0,01% Ameisensdure, Gradient: 0-5 min: 0%, 5-15 min: 0-10%, 15-30 min: 10-33%,
30-35 min: 33-50%, 35-40 min, 50-98%, 40-49 min: 98%, 49-50 min: 98-0%, 50-60 min:
0% Eluent B, Fluss 1,0 mL/min, Sdulenofen: 25 + 5°C, Detektion: DAD, 195 nm (A)
bzw. 330 nm (B), HPLC-Anlage 1.

Anhand der Retentionszeiten der voneinander isoliert eluierenden Referenzsubstanzen
Catalpol (tg = 13,3 min), Aucubin (tg = 16,1 min), Asperulosid (tg = 23,8 min), Ver-
benalin (tg = 24,7 min), Plantamajosid (tg = 27,5 min), Verbascosid (tg = 28,4 min)
und Isoverbascosid (tg = 29,4 min) konnten die entsprechenden Peaks im angewendeten
Extrakt identifiziert werden.

Im Fingerprint des Frischpflanzenextraktes von P. lanceolata eluieren die relativ kleinen,
polaren IGs im mittleren Bereich und die groBeren PEs im hinteren Drittel des Chro-

matogramms. Geschuldet ist dies offenbar den gréferen und vermutlich auch besser
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zugénglichen unpolaren Bereichen der PEs im Vergleich zu den IGs, welche somit zu
einer verstarkten Interaktion mit der unpolaren stationédren Phase fithren. Die zwei bis drei
polarititssteigernden Zuckereinheiten in den untersuchten PEs im Gegensatz zu den IGs,
die nur iiber eine Zuckereinheit verfiigen, scheinen dabei nebenséchlich zu sein. Je groB3er
dieser Interaktionsbereich ist, desto intensiver sind die retardierenden Wechselwirkungen
und desto spiter ist die Elution von der Séule, was auch innerhalb der Stoffgruppen
beobachtet werden kann.

HPLC-DAD/ESI-MS"- (Kapitel 7.3.1.2) sowie HPLC-DAD/ESI-HRMS-Analysen (nicht
dargestellt) bestitigten die Identitiit der Peaks. Die Reinheit bestimmter Peaks in diversen,
pharmazeutisch relevanten Matrizes konnte zudem mithilfe von HPLC-DAD/ESI-MS"-
Experimenten bewiesen werden (Kapitel 7.3.1.3). Weitere Validierungsparameter werden
in Kapitel eingehend behandelt (Kapitel 7).

6.4 Zusammenfassung

Im Zuge der Methodenentwicklung einer geeigneten HPLC-DAD-Fingerprintmethode
zu Screeningzwecken des iridoidglykosidischen und phenylethanoidischen Inhaltsstoft-
spektrums in P. lanceolata kamen insgesamt elf verschiedene Séulen, bestehend aus den
insgesamt fiinf Materialien Diol, HILIC, Phenylhexyl, Biphenyl, C18(e) und C8e zum
Einsatz. Dabei ist festzuhalten, dass HPLC-Methoden zur Analytik diverser IGs in der
Literatur vor allem fiir C18(e)-Saulen beschrieben wurden. Diolmaterial wurden nach
aktuellem Wissenstand nur in einer Literaturquelle als geeignete stationédre Phase zur
IG-HPLC-Analytik befunden. Die restlichen, getesteten stationdren Phasen fanden bis
dato in der Wissenschaft noch keine Beachtung. Die RP bzw. RP-artigen Materialien
C8e und C18e bzw. Phenylhexyl und Biphenyl zeigten hoheres chromatographisches
Trennpotential als Normalphasen- bzw. inverse RP-Systeme, wie Diol- und HILIC-S&ule.
Interessant war dabei, dass bei den RP(-artigen)-Materialien die Elutionsreihenfolge der
Analyten Verbascosid und Plantamajosid variierte, wéhrend die restlichen vermessenen
Referenzen stets in der gleichen Reihenfolge retardierten. Konkret eluierte Verbascosid
an Phenylhexyl- und Biphenylmaterial vor Plantamajosid, wohingegen die Retention an
stationirer C8e- und C8(e)-Phase umgekehrt verlief. Dies wird auf die jeweiligen funk-
tionellen Gruppen der stationdren Phasen zuriickgefiihrt, die der entscheidende Faktor
fiir die Stirke der Wechselwirkungskrifte zwischen Analyt- und stationirem Material
sind. Folglich kann Verbascosid offensichtlich iiber seine zwei Kaffeesédure- und Phe-
nylethanoidstruktur stirker mit den Alkylketten der C8e- und C18e-Séulen interagieren
und so langer in der Sdule verbleiben als Plantamajosid, das nur eine Caffeoyleinheit
aufweist; vice versa bei stationdrem Phenylhexyl- und Biphenylmaterial. Alles in allem
war die Elutionsreihenfolge an den getesteten RP(-artigen)-Materialien wie folgt: Ca-
talpol, Aucubin, Asperulosid, Verbenalin, Plantamajosid/Verbascosid, Isoverbascosid.
Die Elution der betrachteten 1Gs grenzte sich von der der untersuchten PEs im Chroma-
togramm raumlich bzw. zeitlich ab. Eine Differenzierung der Verbindungen der beiden

unterschiedlichen Stoffgruppen kann somit, neben den erarbeiteten, stoffgruppenspezifi-
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schen Detektionswellenlidngen 195 nm und 330 nm zur IG- bzw. PE-Analytik, auch iiber
die Zeit im Chromatogramm erfolgen. In der mobilen Phase zeichneten sich aufgrund
ihrer geringen Eigenabsorptionsaktivitit, der geringen Dichte sowie einer geringen Vo-
lumenausdehungen bei Mischprozessen im Gradientenlauf Wasser und Acetonitril als
einzige, geeignete Elutionsmittel aus. Ein optimaler Sidurezusatz von 0,01% Ameisen-
sdure zu den beiden Eluenten A und B der mobilen Phase konnte experimentell ermittelt
werden. Schwankungen des Hintergrundrauschens bzw. der Basislinie konnten durch eine
konstante Sdurekonzentration von 0,01% in der mobilen Phase wéhrend des gesamten
Gradientenlaufs minimiert werden. Die Zugabe von Ameisensidure wurde hierbei der von
Phosphorsdure vorgezogen, obwohl letztere ein deutlich geringeres Hintergrundrauschen
und damit sowohl eine konstantere, linearere Basislinie als auch eine hohere Sensitivi-
tit gegeniiber den Analyten hervorbrachte. Da die Detektion bei 195 nm via DAD nur
bedingt zur aussagekriftigen Bestimmung diverser Validierungsparameter der IGs, wie
z.B. der Peakreinheitsbestimmung war, war ein Abgleich mit entsprechenden HPLC-
DAD-MS-Messungen unabdingbar. In Hinblick auf die Absorptionsmaxima, wurde die
Detektion der 1Gs und PEs bei 195 nm bzw. 330 nm vollzogen. Als Entscheidungs-
grundlage zur Bestimmung der besten HPLC-Fingerprintmethode dienten Analysen mit
relevanten Referenzsubstanzen sowie diversen Spitzwegerichextrakten. Schlussendlich
konnte eine geeignete HPLC-DAD-Methode zur Fingerprintanalytik von IGs und PEs
in P. lanceolata generiert werden. Anhand der Retentionszeiten ausgewihlter Vertre-
ter der jeweiligen Stoffguppen sowie Informationen aus HPLC-DAD/ESI-MS"- und
HPLC-DAD-ESI-HRMS-Analysen konnten Identitét und Reinheit fiir diese ausgewihlten
Verbindungen in diversen, pharmazeutisch relevanten Matrizes bestitigt werden. Diese
entwickelte HPLC-DAD-Methode wurde im spéteren Verlauf der Arbeit eingehend vali-
diert (Kapitel 7).

Es ist hierbei anzumerken, dass eine HPLC-DAD-Fingerprintmethode mit Detektion
vieler relativ dhnlich polarer Verbindungen bei 195 nm in einem Rohextrakt eine duferst
komplexe analytische Herausforderung darstellt, weswegen es sich bei der in dieser Arbeit
entwickelten Methode um eine Kompromisslosung handelt. So verlduft zum Beispiel die
Basislinie nicht iiber den gesamten Detektionsbereich linear sondern unterliegt gradien-
tenabhéngigen Schwankungen. Auf Basis der in dieser Arbeit erhobenen Daten kann in
fortfilhrenden Arbeiten an einer Optimierung der hier entwickelten Methode angesetzt

werden.
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6.5 Material und Methoden

6.5.1 Verwendete Chemikalien, Materialien, Gerite und Software

Die angewendeten Chemikalien, Materialien, Gerite und Software sind in Kapitel 10
angegeben. Verwendetes Acetonitril und Methanol fiir die HPLC-Analytik waren von
HPLC grade Qualitiit. Das eingesetzte Wasser wurde von einer Milliporefilteranlage
bezogen und lag stets unter 0,077 puS/cm. In der mobilen Phase zugesetzte Sduren waren

analyserein. Informationen zur HPLC-Analytik stehen zudem in Kapitel 6.5.4.

6.5.2 Verwendete Referenzen, Analytlosungen, Leerwerte und Extrakte

Wihrend der gesamten HPLC-Methodenentwicklung wurden alle in Kapitel 10.2 an-
gegebenen Referenzsubstanzen verwendet, sofern sie zu dem jeweiligen Zeitpunkt der
Methodenentwicklung zur Verfiigung standen. Weitere Informationen zu den jeweils ver-
wendeten Analytlosungen sind den Abbildungsbeschriftungen der zugehorigen Chroma-
togramme zu entnehmen. Als Leerwert wurden entweder Acetonitril, Methanol, Wasser,
Methanol-Wasser- oder Acetonitril-Wasser-Gemische eingesetzt. Drogenextrakte bestan-
den aus pulverisiertem Drogenmaterial 1 und 2 (Kapitel 10.5). Detaillierte Informationen
zum eingesetzten Frischpflanzenmaterial befinden sich in Kapitel 7.5.2.

Folgende Extrakte fanden in der HPLC-Methodenentwicklung Anwendung:

e Drogenextrakt 1: 1,0 g Drogenmaterial 2 wurde mit 8 mL eines Acetonitril p.a.-
Wasser-Gemisches (1:1, v/v) versetzt, fiir 30 min im Ultraschallbad extrahiert,
durch einen Faltenfilter in einem 10 mL-Messkolben filtriert, zweimal nachgespiilt
und anschlieBend bis zur Markierung aufgefiillt. Die Endkonzentration belief sich
damit auf 100 mg/mL. Vor analytischen Gebrauch wurde der Extrakt durch einen
0,20 pwm Filter filtriert.

e Drogenextrakt 2: 10,0 g Drogenmaterial 1 wurde mit einem 126 mL Ethanol
HSL-Wasser-Gemisch (70:30, v/v) via automatischer Feststoffextraktion (ASE)
bei RT in fiinf Zyklen fiir je 5 min pro Zyklus mit einem 60%igem Spiilvolumen
und einer Purgezeit von 100 s im Zelltyp SST extrahiert. Der erhaltene Extrakt
wurde gefriergetrocknet (Kapitel 3.5.5). Der trockene Extrakt (3,6 g) wurde in
einen 50 mL-Messkolben iiberfiihrt und bis zur Markierung mit Wasser aufgefiillt
(Endkonzentration 0,07 g/mL). Vor dem analytischen Gebrauch wurde der Extrakt
erst iiber Watte, dann durch einen 0,20 pwm Filter filtriert.

e Drogenextrakt 3: 1:10 Verdiinnung des filtrierten Drogenextrakts 2 mit einer End-

konzentration von 7,2 mg/mL.

o Drogenextrakt 4: 1:50 Verdiinnung des filtrierten Drogenextrakts 2 mit einer End-

konzentration von 1,4 mg/mL.

e Drogenextrakt 5: 1:10 Verdiinnung des filtrierten Drogenextrakts 1 mit einer End-

konzentration von 10 mg/mL.
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e Drogenextrakt 6: 0,3 g Drogenmaterial 2 wurde mit 8 mL. Wasser versetzt, fiir
30 min im Ultraschallbad extrahiert, duch einen Faltenfilter in einem 10 mL-
Messkolben filtriert, zweimal nachgespiilt und anschlieBend bis zur Markierung
aufgefiillt. Die Endkonzentration belief sich somit auf 30 mg/mL. Vor dem analyti-
schen Gebrauch wurde der Extrakt durch einen 0,20 pwm Filter filtriert.

e Frischpflanzenextrakt 1: 3,1 g Frischpflanzenmaterial (Kapitel 10.4.1) wurde mit
8 mL Wasser versetzt, fiir 30 s mit dem Ultraturrax (Stufe 1) zerkleinert, 15 min
im Ultraschallbad extrahiert, durch einen Faltenfilter in einem 10 mL-Messkolben
filtriert, zweimal nachgespiilt und anschlieend bis zur Markierung aufgefiillt. Die
Endkonzentration betrug 0,03 g/mL. Vor dem analytischen Gebrauch wurde der

Extrakt durch einen 0,20 um Filter filtriert.

e Fermentationsextrakt 1, 2 und 3: Informationen sind Kapitel 10.3 zu entnehmen.

6.5.3 UV-spektrometrische Analysen

UV-Spektren wurden mittels UV-Spektrometer Cary 50 Scan und Software Cary Wi-
nUV 3.00(182) der Firma Varian (Darmstadt, Deutschland) aufgenommen. Die Spektren
der Referenzen Aucubin (Artikel Nr. 89163, Charge Nr. 5970) und Catalpol (Artikel
Nr. 89595, Charge Nr. 1344) von Phytolab (Vestenbergsgreuth, Deutschland) wurden
dazu in Wasser gel6st und in einem Wellenldngenbereich von 190-800 nm vermessen
(Kapitel 6.3.3.1). Die Spektren der diversen Losungsmittelzusammensetzungen wurden
in einem Bereich von 190-400 nm gescannt (Kapitel 6.3.3.2). Das eingesetzte Wasser
(0,056 uS/cm) wurde analog der Referenzen UV-spektrometrisch im gesamten Mess-
bereich auf seine Reinheit hin iiberpriift. Es wies keinerlei Absorption im gesamten

Messbereich auf.

6.5.4 HPLC-Analytik

Zur Methodenentwicklung des Fingerprints der IGs und PEs in P. lanceolata kamen
die zwei HPLC-Anlagen 1 und 2 zum Einsatz (Kapitel 10.8). Alle HPLC-Siulen, die in
Kapitel 10.5 aufgelistet sind, wurden im Rahmen der HPLC-DAD-Fingerprintmethoden-
entwicklung getestet. Jeweilige stationdre sowie mobile Phasen sind den jeweiligen Chro-
matogrammabbildungen zu entnehmen. Die eingesetzten Injektionsvolumina variierten

mit dem Trennvermogen der Sdule, der Analytkonzentration und der Detektionsintensitit.

6.5.5 HPLC-DAD/ESI-HRMS- und MS"-Analytik

Informationen zur HPLC-DAD/ESI-HRMS- und MS"-Analytik sind im Validierungsteil
in den Kapiteln 7.5.14 und 7.5.15 zu finden.
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Kapitel 7

Validierung der entwickelten
HPLC-DAD-Fingerprintmethode

7.1 Hintergrund und Motivation

Ein Ziel dieser Dissertation bestand in der Erforschung der Inhaltsstoffspektren der IGs
bzw. PEs in den Blittern von P. lanceolata im Verlauf unterschiedlicher Bliitestadien.
Um abgesicherte, qualitative sowie quantitative Aussagen iliber ausgewihlte Vertreter
der beiden Stoffgruppen treffen zu konnen, war es notwendig, die im Rahmen dieser
Arbeit entwickelte HPLC-DAD-Fingerprintmethode zum Screening der IGs sowie PEs zu
validieren (Kapitel 6.3.4, Kapitel 6.4). Qualitativ und semi-quantitativ bewertet werden
konnen, sollten dabei die prominentesten IGs Aucubin, Catalpol, Verbenalin, Asperulo-
sid, Globularin und Deacetylasperulosidsduremethylester sowie die prominentesten PEs
Verbascosid, Plantamajosid, Isoverbascosid und Lavandulifoliosid. Im Vergleich zu den
meisten, herkommlichen Validierungsprozessen, wurde in dieser Arbeit den substanziel-
len Validierungsparametern Selektivitdt und Spezifitdt besondere Beachtung geschenkt
[159], da in vorangegangenen Experimenten dieser Dissertation eine gewisse Unsicherheit
beziiglich der tatsichlichen Identitéit der betrachteten Verbindungen, durch potentiell neu
entdeckte Isomere, gezeigt werden konnte (Kapitel 4 bzw. Kapitel 4.2.3).

Die entwickelte HPLC-DAD-Methode sollte zur Quantifizierung der Hauptkomponenten
der Stoffgruppen der IGs und PEs, ndmlich Aucubin und Catalpol bzw. Verbascosid,
dienen, um den Einfluss unterschiedlicher Vegetationsstadien beurteilen zu konnen. Zur
Evaluierung quantitativer Auswirkungen sollte, durch die Bearbeitung der Parameter
Linearitidt, Messbereich, LOD, LOQ, Robustheit, Prizision und Richtigkeit der Methode,
sichergestellt werden, dass die Gehalte der Hauptkomponenten der beiden bioaktiven
Stoffgruppen einwandfrei bestimmt werden kdnnen. Als unabdingbar wurde dabei die Be-
riicksichtigung des im Untersuchungsmaterial befindlichen Wassers angesehen, welcher
einen wesentlichen Einfluss auf den ermittelten Substanzgehalt ausiibt. Da fiir die Finger-

printuntersuchungen Frischpflanzen (FP) herangezogen wurden, erschien es sinnvoll, fiir
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die Methodenvalidierung ebenso FP-Material anstelle von Drogenmaterial zu verwenden.
Die zu einem definierten Zeitpunkt geernteten FPs wurden bis zum Validierungsprozess
tiefgefroren gelagert, wodurch sich z.T. unregelméBig viel externes Wasser (Eiskristalle)
unentfernbar anlagerte. Neben der Validierung der entwickelten HPLC-Methode war es
deshalb erforderlich, eine geeignete Aufarbeitungsmethode zur Bestimmung des internen

und externen Wassergehalts des gefrorenen Frischpflanzenmaterials herauszuarbeiten.

7.2 Strategie

Die in dieser Arbeit vorgenommene Validierung der entwickelten HPLC-DAD-Fin-
gerprintmethode (Kapitel 6.3.4) richtete sich nach den Vorgaben der harmonisierten
ICH-Richtlinie Q2 zur Validierung analytischer Verfahren von 2005 [160], welche die
Validierungsparameter Linearitit, Messbereich, Prizision, Richtigkeit, Detektions- (LOD)
und Quantifizierungslimit (LOQ), Robustheit, Spezifitit und Selektivitit definiert.

Als ersten Schritt im Validierungsprozess sollten die Spezifitdt und Selektivitét der aus-
gewdhlten IGs und PEs im Fingerprintchromatogramm des Extraktes bestimmt werden.
Die Peakzuordnung fand mithilfe verfiigbarer Referenzsubstanzen und Literaturdaten
statt. Als Zuordnungsparameter der verfiigbaren Referenzsubstanzen (Aucubin, Catal-
pol, Verbenalin, Asperulosid, Verbascosid, Plantamajosid und Isoverbascosid) wurden
Retentionszeiten, UV-Spektren sowie MS"-Daten herangezogen. Die Identifizierung der
ausgewdhlten Verbindungen, die nicht verfiigbar waren (Globularin, Deacetylasperulosid-
sduremethylester und Lavandulifoliosid), basierte ausschlieBlich auf einem Abgleich der
MS bzw. MS"-Daten aus der Literatur. Fiir Aucubin, Catalpol und Verbascosid wurde
die Peakreinheit via LC-DAD/ESI-MS"-Experimenten untersucht. Das im HPLC-Lauf
per DAD aufgenommene UV-Spektrum ist dabei nur bedingt geeignet, da es keine Unter-
scheidung von Substanzen einer Stoffgruppe bzw. mit gleichen Struktureinheiten zuldsst.
Eine hohere Aussagekraft zur Peakreinheit wurde stattdessen von dem masseabhiingigen
und empfindlicheren MS-Detektor [135, Seite 6-36] erwartet. Die durch MS"-Schaltung
resultierenden Fragmentierungsmuster boten dabei ergdnzende Informationen.

Nach Absicherung der Peakidentitit und -reinheit wurden im Rahmen der Validierung
der entwickelten HPLC-DAD Fingerprintmethode, als zweiter Schritt, Aucubin, Catal-
pol und Verbascosid auf die restlichen Validierungsparameter hin untersucht: Linearitt,
Messbereich, LOD, LOQ, Prizision, Robustheit und Richtigkeit, wobei in Vorversuchen
(nicht gezeigt) der Kalibrierbereich zunichst grob eingegrenzt wurde.
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7.2.1 Spezifitit und Selektivitiit

»Selektivitit ist die Fihigkeit einer Methode, verschiedene nebeneinander zu bestim-
mende Komponenten ohne gegenseitige Storung zu erfassen und sie somit eindeutig zu
identifizieren. [...] Spezifitdt ist die Fahigkeit einer Methode, eine Substanz oder eine
Substanzklasse ohne Verfidlschung durch andere in der Probe vorhandene Komponenten
zu erfassen und sie somit eindeutig zu identifizieren. “ [161, Seite 119]

Zur Ermittlung der Identitédt der ausgewéhlten Inhaltsstoffe wurde ihre spezifische Re-
tentionszeit sowie das dazugehorige UV/VIS-Spektrum verwendet, die aus den Daten
der entwickelten HPLC-DAD-Fingerprintmethode (Kapitel 6.3.4) resultierten und direkt
abgelesen werden konnten.

Die Bestimmung der Peakreinheit anhand der HPLC-DAD-Messung war jedoch unge-
eignet. Grund war die zugesetzte Ameisensiure in der mobilen Phase (Kapitel 6.3.3.2),
welche insbesondere bei kleinen Peaks die Reinheitsbestimmung durch ihre Eigenabsorpti-
on verfilschte (Ergebnisse nicht dargestellt). Generell konnten die chromophorarmen IGs,
die nur im kurzwelligen UV-Bereich eine (maximale) Absorption aufweisen, von anderen,
coeluierenden Substanzen mittels DAD und erst recht bei der experimentell festgelegten
Detektionswellenlidnge von 195 nm nicht verlésslich voneinander differenziert werden.
Zur Uberpriifung der Selektivitit wurde deshalb eine zusitzliche Detektionsart gewihlt,
die nicht absorptionsbasiert ist. Als Losung schien der Einsatz von LC-DAD/ESI-MS"-
Analysen mit Ionenfalle am sinnvollsten. Vorteilhaft hierbei war, dass die entwickelte
HPLC-DAD-Methode eins zu eins iibernommen werden konnte. Zudem ermoglichte
der wesentlich empflindlichere MS"-Detektor die Detektion geringerer Mengen an Ver-
unreinigungen als der im Vergleich dazu unempfindliche DAD [Seite 6-36][135]. Ein
weiterer positiver Aspekt der LC-DAD/ESI-MS"-Analytik stellte dariiber hinaus die
substanzcharakterisierende Zusatzinformation iiber das jeweilige Fragmentierungsmuster
dar. Die Vorziige des LC-DAD/ESI-MS"-Verfahrens gelten gleichermalen fiir die zu
analysierenden PEs, welche simultan und auf die gleiche Weise wie die IGs charakterisiert
wurden, obwohl sie ein charakteristisches UV-Maximum bei etwa 330 nm aufweisen.
Dieses ist allerdings nicht spezifisch genug fiir die Stoffgruppe der PEs, da es auch bei
anderen phenolischen Verbindungen auftreten kann.

7.2.2 Messbereich

Der Messbereich einer Methode, auch Arbeitsbereich [161] oder range [160, 161] ge-
nannt, orientiert sich an der Substanzmenge in den zu untersuchenden Pflanzenproben
[160, 161]. Sein Intervall wird durch die niedrigste und hochste, gemessene Analyt-
konzentration in der Untersuchungsprobe definiert, wobei iiblicherweise Grenzen von
80-120% der mittleren Konzentration als Unter- bzw. Obergrenze angesetzt werden [160,
162]. Fiir diesen kompletten Bereich miissen entsprechend Prézision, Richtigkeit sowie
Linearitit gewahrleistet werden [160].

Die Validierung der im Rahmen dieser Arbeit entwickelten HPLC-DAD-Fingerprint-

methode (Kapitel 6.3.4) stand dabei vor dem Problem, dass der Umfang an zu untersu-
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chenden Frischpflanzenproben zu grof3 war, um sie zur ordentlichen Prognostizierung
des Messbereichs alle einmal aufzuarbeiten und zu vermessen. Weder ein bendtigter,
aussagekriftiger Mittelwert aller relevanter Frischpflanzenproben wurde gebildet noch be-
grenzende, maximale und minimale Substanzkonzentration der Pflanzenproben ermittelt,
um den Konzentrationsbereich der zu untersuchenden Analyseproben zu prognostizieren.
Stattdessen wurde der Arbeitsbereich anhand von wenigen Stichproben in Vorversuchen
grob ermittelt (Kapitel 7.5.6) und dem Linearitédtsbereich angepasst, wobei die entspre-
chenden LODs und LOQs beriicksichtigt wurden. Messbereiche und Linearitdtsbereiche
sind somit identisch (Tabelle 7.5 in Kapitel 7.4). Innerhalb dieser Bereiche wurden jeweils
die Parameter Prézision, Robustheit und Richtigkeit bestimmt.

Bei der Analytik der Frischpflanzenproben wurde die Einhaltung des Arbeitens im validen
Messintervall iiber Anpassung der Injektionsvolumina der spéter durchgefiihrten Ana-
lysen gesteuert. Dies war zeitlich praktikabler, zumal die Substanzmengen in manchen
Proben so gering waren, dass eine Detektion nur durch eine Erhohung des Injektionsvolu-
mens moglich war. Die Anderung des Injektionsvolumens im Rahmen einer validierten
Methode kann eine zusitzliche Fehlerquelle bei nicht akkurat eingestellten Autosamplern
darstellen [135]. Eine direkt vor Beginn des Validierungsprozesses durchgefiihrte Wartung

der genutzten HPLC-Anlage sollte diesem Fehler minimal und vernachlédssigbar halten.

7.2.3 Linearitit

Einen weiteren Validierungsparamter der entwickelten HPLC-DAD-Fingerprintmethode
(Kapitel 6.3.4) stellte die Bestimmung der Linearitét dar. Dazu wurde fiir Aucubin, Catal-
pol und Verbascosid jeweils separat eine dquidistante Verdiinnungsreihe aus der matrixfrei-
en Analytlosung erstellt (n=6) und via der entwicklelten HPLC-Methode (n(Injektion)=2,
Kapitel 6.3.4) vermessen. Initial wurden hierbei sechs Kalibrierungspunkte angesetzt.
Ergab sich keine lineare Funktion, wurde der Messbereich verkleinert. Dabei wurden
entweder die oberen oder die unteren Endpunkte des Kalibrierbereichs ausgeschlossen,
da bei geniigend hohen und geniigend kleinen Konzentrationen hiufig keine linearen Zu-
sammenhinge zwischen Konzentration und Messsignal mehr vorliegen. Das Minimum an
erforderlichen fiinf Kalibrierpunkten zur Linearititsentscheidung wurde hierbei beachtet.
Die dquidistante Verteilung der Messwerte ermoglichte eine gleichméBige Gewichtung
der einzelnen Kalibrierpunkte bei der Ermittlung des Linearititszusammenhangs. Mithilfe
der erhaltenen Daten wurde eine Kalibrierfunktion sowie entsprechende Parameter via
Excel berechnet. Der getestete Konzentrationsbereich wurde durch gezielte Experimente
bereits im Vorfeld eingegrenzt (Kapitel 7.5.6. Die angewendeten Rechenwege gemif den
Ausfiihrungen von Gottwald [163] sind am Ende dieses Unterkapitels aufgefiihrt.

Die Entscheidung, ob die Kalibrierfunktion einem linearen oder quadratischen Bezie-
hung folgte, wurde anhand des Vergleichs der relativen Verfahrensstandardabweichung
Vyo aus linearer und quadratischer Regression getroffen [163]. Die zugehorigen Re-
chenschritte gemifl den Vorgaben von Gottwald [163] befinden sich in Kapitel 7.2.3.1

bzw. 7.2.3.2. Der Test auf Linearitit fiel positiv aus, wenn die relative Verfahrensstan-
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dardabweichung Vi der linearen Regression kleiner war als die der quadratischen [161,
163]. Bei Nichterfiillung dieser Bedingung, wurde der Anpassungstests nach Mandel
durchgefiihrt (Kapitel 7.2.3.3), welcher eine lineare Annahme trotz quadratischem Zu-
sammenhang legitimiert, sofern die Abweichung von der Idealform vernachléssigbar
erscheint [161, 163]. Dazu wurde die entsprechende Priifgrofe PG tiber die Restvarianz-
differenz Asy? berechnet und mit den korrelierenden Werten aus der F-Tabelle (99% bzw.
95%) verglichen [161]. Die Annahme der Linearitdt wurde akzeptiert, wenn die ermittelte
PriifgroBe PG kleiner als der F-Wert aus der entsprechenden F-Tabelle war [161, 163].

7.23.1 Lineare Regression

In diesem Unterkapitel sind die verwendeten Formeln zur Ermittlung der linearen Re-

gression dargestellt. Sie basieren auf den statistischen Ausfithrungen von Gottwald [163].

Gleichung 3: Allgemeine Formel der linearen Funktion, wobei y: Fliche [AUC], m:
Steigung der linearen Kalibriergerade, x: Analytkonzentration [mg/mL], b:

Ordinatenabschnitt.

y=m-x+b (7.1)

Gleichung 4: Formel zur Berechnung der Steigung m der linearen Kalibriergeraden,
wobei Qyy: Quadratsumme der x- und y-Werte, Qxx: Quadratsumme der x-Werte, x:
Analytkonzentration [mg/mL], y: Fliche [AUC].

m= ] (7.2)

Oxx

Gleichung 5: Formel zur Berechnung der Quadratsumme Qyy der x- und y-Werte,
wobei y: Fliche [AUC], b: Ordinatenabschnitt, N: Anzahl der Kalibrierpunkte.

Xyi - XX
Oy = Z(x;y;) — yT (7.3)

Gleichung 6: Formel zur Berechnung der Quadratsumme Qyy der x-Werte, wobei x:
Analytkonzentration [mg/mL], N: Anzahl der Kalibrierpunkte.

) (in)z
Qxx - in - N (74)
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Gleichung 7: Formel zur Berechnung der Quadratsumme Qyy der y-Werte, wobei y:
Fliache [AUC], N: Anzahl der Kalibrierpunkte.

(Zyi)?

ny :Zin_ N

(7.5)

Gleichung 8: Formel zur Berechnung des Ordinatenabschnitts b, wobei y:
Arbeitsbereichsmitte der abhiingigen GroBe (Fliche [AUC]), m: Steigung der linearen
Kalibriergeraden, X: Arbeitsbereichsmitte der unabhingigen Grofle (Analytkonzentration
[mg/mL]).

(7.6)

N
Il
<
|
3
=1

Gleichung 9: Formel zur Berechnung der Arbeitsbereichmitte x der unabhéngigen
GroBe x (Analytkonzentration [mg/mL]), wobei N: Anzahl der Kalibrierpunkte.

in

N (7.7)

X =

Gleichung 10: Formel zur Berechnung der Arbeitsbereichmitte y der abhingigen Grofie
(Flache [AUC]), wobei N: Anzahl der Kalibrierpunkte.

y="= (7.8)

Gleichung 11: Formel zur Berechnung der Reststandardabweichung sy, der linearen
(L) Kalibrierfunktion als Maf} der Streuung der y-Werte um die Regressionsgerade, wobei
y: Fliche [AUC], m: Steigung der linearen Kalibriergeraden, x: Analytkonzentration
[mg/mL], b: Ordinatenabschnitts, N: Anzahl der Kalibrierpunkte, Qyy: Quadratsumme

der y-Werte, Qyy: Quadratsumme der x- und y-Werte, Qxx: Quadratsumme der x-Werte.

QZ
BN £ e U R ) S ey (7.9)
yL N—2 N—2 '
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Gleichung 12: Formel zur Berechnung der Verfahrensstandardabweichung sy der
linearen Kalibrierfunktion, wobei sy : Reststandardabweichung der linearen (L)

Kalibrierfunktion, m: Steigung der linearen Kalibriergeraden.

Sx0 = —— (7.10)
m

Gleichung 13: Formel zur Berechnung der relativen Verfahrensstandardabweichung
Vo der linearen Kalibrierfunktion, wobei sxg: Verfahrensstandardabweichung der
linearen Kalibrierfunktion, X: Arbeitsbereichsmitte der unabhingigen Grofe

(Analytkonzentration [mg/mL]).

- 100
Vo= Sxox (%) (7.11)

Die gemil3 den oben stehenden Formeln kalkulierten Parameter der linearen Kalibrier-
funktion [163] wurden mittels expliziten Excelbefehlen kontrolliert und ergéinzt. Die

verwendeten Excelbefehle der betrachteten Kriterien sind in Tabelle 7.1 aufgefiihrt.

Tabelle 7.1: Ubersicht der angewendeten Excelbefehle (Microsoft Excel Version 2016)
zur Bestimmung relevanter Parameter der linearen Kalibrierfunktion bzw. Regressions-
geraden, wobei ,,x*“ die Konzentration der Analysesubstanzen und ,,y* die gemittelte
resultierende Fliche [AUC] der gemessenen Absorption [mAU] bei n=6 (gemittelte In-
jektionsduplikate entsprechen n=1) widergibt. ,,Y_Werte* bzw. ,,X_Werte* werden im
Excel-Sheet als ,,y;:y,“ bzw. ,.x;:x,* dargestellt. ,,Matrix1“ bzw. ,,Matrix2* werden im
Excel-Sheet ebenfalls durch die Eingabe ,,y1:y,* bzw. ,,x1:x,* generiert. Der Excelbefehl
~Zahll; [Zahl2];...* wird im Excel-Sheet als ,,y;:y,* ausgedriickt. Fiir ,.x“ des Regressions-
wertes der Regressionsgeraden wurde jeweils die hochste Analytkonzentration [mg/mL]
eingesetzt.

Parameter Excelbefehl

Steigung =STEIGUNG(Y_Werte;X_Werte)
Achsenabschnitt =ACHSENABSCHNITT(Y_Werte;X_Werte)
Bestimmtheitsmalf3 =BESTIMMTHEITSMASS(Y_Werte;X_Werte)
Reststandardabweichung =STFEHLER(Y_Werte;X_Werte)
Korrelationskoeffizient nach =KORREL(Matrix1;Matrix2)

Korrel

Korrelationskoeffizient nach =PEARSON(Matrix1;Matrix2)

Pearson

Summe der Abweichungsqua- =SUMQUADABW (Zahll1;[Zahl2];...)
drate vom Mittelwert
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7.2.3.2 Quadratische Regression

In diesem Unterkaptiel sind die verwendeten Formeln zur Ermittlung der quadratischen

Regression dargestellt. Sie entsprechen den statistischen Grundlagen von Gottwald [163].

Gleichung 14: Allgemeine Formel der polynomischen Funktion, wobei y: Fliche
[AUC], n: Steigung des quadratischen Funktionsabschnitts, x: Analytkonzentration

[mg/mL], m: Steigung des linearen Funktionsabschnitts, b: Ordinatenabschnitt.

y=n-x*>+m-x+b (7.12)

Gleichung 15: Formel zur Berechnung der Steigung n des quadratischen
Funktionsabschnitts der polynomischen Kalibrierfunktion, wobei Qyy: Quadratsumme
der x- und y-Werte, x: Analytkonzentration [mg/mL], y: Fliche [AUC], Q,s:
Kubiksumme der x-Werte, szy: Kubiksumme der x- und y-Werte, Qxx: Quadratsumme
der x-Werte, Q,+: Biquadrat der x-Werte.

_ Qxy : Qx3 - szy : Qxx

7.13
(Qx3)2 - Qxx . Qx4 ( )

Gleichung 16: Formel zur Berechnung der Steigung m des linearen Funktionsabschnitts
der polynomischen Kalibrierfunktion, wobei Qyy: Quadratsumme der x- und y-Werte, x:
Analytkonzentration [mg/mL], y: Fliche [AUC], n: Steigung des quadratischen
Funktionsabschnitts, Q,3: Kubiksumme der x-Werte, Qxx: Quadratsumme der x-Werte.

m= M (7.14)
Oxx
Gleichung 17: Formel zur Berechnung des Ordinatenabschnitts b, wobei y: Fliche
[AUC], m: Steigung des linearen Funktionsabschnitts, x: Analytkonzentration [mg/mL],

n: Steigung des quadratischen Funktionsabschnitts, N: Anzahl der Kalibrierpunkte.

Zyi—m-in—n-inz
N

b=

(7.15)

Gleichung 18: Formel zur Berechnung der Quadratsumme Qyy der x- und y-Werte,
wobei y: Fliche [AUC], b: Ordinatenabschnitt, N: Anzahl der Kalibrierpunkte.

Ly; - Xx;

Qxy:Z(xi'yi)_ N

(7.16)
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Gleichung 19: Formel zur Berechnung der Kubiksumme Q3 der x-Werte, wobei x:
Analytkonzentration [mg/mL], N: Anzahl der Kalibrierpunkte.

Tx; - Xx?

~ (7.17)

Gleichung 20: Formel zur Berechnung der Biquadratsumme Q.4 der x-Werte, wobei x:
Analytkonzentration [mg/mL], N: Anzahl der Kalibrierpunkte.

(Zx;)?
N

0.4 =2(x*) — (7.18)
Gleichung 21: Formel zur Berechnung der Kubiksumme Q,.y der x- und y-Werte, wobei
x: Analytkonzentration [mg/mL], y: Fliche [AUC], N: Anzahl der Kalibrierpunkte.

Zy,’ . Exiz

0.2 =X(x* —y) N

(7.19)

Gleichung 22: Formel zur Berechnung der Arbeitsbereichmitte X der unabhingigen
GroBe x (Analytkonzentration [mg/mL]) der quadratischen Regression ist identisch mit

der der linearen Regression, wobei N: Anzahl der Kalibrierpunkte.

xX= EEVXI) (7.20)

Gleichung 23: Formel zur Berechnung der Reststandardabweichung s,q der
quadratischen (Q) Kalibrierfunktion als Maf3 der Streuung der y-Werte um die
Regressionsgerade, wobei y: Fliache [AUC], m: Steigung der linearen Kalibriergeraden, x:
Analytkonzentration [mg/mL], b: Ordinatenabschnitts, N: Anzahl der Kalibrierpunkte,
Qyy: Quadratsumme der y-Werte, Qxy: Quadratsumme der x- und y-Werte, Qxx:

Quadratsumme der x-Werte.

Yy —b-Xyi—m-X(y;-x;) —n-X(y; - x*
syQ:\/y, yi—m-X(yi-xi) —n-X(yi-x;) (7.21)

N-3
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Gleichung 24: Formel zur Berechnung der Empfindlichkeit E der quadratischen
Kalibrierfunktion, wobei m: Steigung der linearen Kalibriergeraden, n: Steigung der
linearen Kalibriergeraden, x: Arbeitsbereichmitte der unabhiingigen Grofe x

(Analytkonzentration [mg/mL]).

E=m+2-n-x (7.22)

Gleichung 25: Formel zur Berechnung der Verfahrensstandardabweichung syg der
quadratischen Kalibrierfunktion, wobei syq: Reststandardabweichung der quadratischen
(Q) Kalibrierfunktion, E: Empfindlichkeit.

S
S0 = YFQ (7.23)

Gleichung 26: Formel zur Berechnung der relativen Verfahrensstandardabweichung
Vxo der quadratischen Kalibrierfunktion, wobei syg: Verfahrensstandardabweichung der
quadratischen Kalibrierfunktion, X: Arbeitsbereichsmitte der unabhingigen Grofe

(Analytkonzentration [mg/mL]).

0100
Vo = 22 (%] (7.24)

=

7.2.3.3 Test nach Mandel

Mithilfe des Tests nach Mandel wurde iiberpriift, ob, trotz Abweichung der erhaltenen
Kalibrierfunktion von der idealen linearen Form, anndherungsweise eine direkt propor-
tionale Relation angenommen werden durfte. Dazu wurden eine Priifgro3e PG aus den
Reststandardabweichungen der quadratischen (syq) und linearen (sy; ) Regressionsfunkti-
on berechnet und mit dem entsprechenden F-Wert aus der F-Tabelle (95% bzw. 99%)
verglichen. Der jeweilige F-Wert ergab sich aus den Freitheitsgraden f; und f;. Die
Annahme auf Linearitdt wurde akzeptiert, wenn die Priifgroe PG kleiner oder gleich
dem F-Wert war, d.h. wenn kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Reststan-
dardabweichungen vorlag [161, 163]. Da die Anzahl an Kalibrierpunkten der linearen
(NL) und der quadratischen (Nq) Kalibrierfunktion identisch waren, gilt im Folgenden:
NL =Ng =N [l161].

Gleichung 27: Formel zur Berechnung der Priifgrofie PG, wobei As?:

Restvarianzdifferenz, syq: Reststandardabweichung der quadratischen Regression.

As?

PG =—
s%yQ

(7.25)
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Gleichung 28: Formel zur Berechnung der Restvarianzdifferenz As?, wobei N : Anzahl
an Kalibrierpunkten der linearen Kalibrierfunktion, Ng: Anzahl an Kalibrierpunkten der
quadratischen Kalibrierfunktion, N: Anzahl an Kalibrierpunkten, szyL:
Reststandardabweichungder linearen Regression, szyL: Reststandardabweichungder

linearen Regression.

A = [(NL—2)-s%y] = [(Ng—3) - s%yq] = [(N —2)-s*y1] = [(N—3) - 5%yq]  (7.26)

Gleichung 29: Formel zur Berechnung des Freiheitsgrades f|, wobei Ny : Anzahl an
Kalibrierpunkten der linearen Kalibrierfunktion, Nqo: Anzahl an Kalibrierpunkten der
quadratischen Kalibrierfunktion, N: Anzahl an Kalibrierpunkten.

fi=(NL—-2)—(Ng—3)=(N-2)—-(N-3)=1 (7.27)

Gleichung 30: Formel zur Berechnung des Freiheitsgrades f>, wobei Nq: Anzahl an
Kalibrierpunkten der quadratischen Kalibrierfunktion, N: Anzahl an Kalibrierpunkten.

f2=N-3 (7.28)

7.2.3.4 Korrelationskoeffizient und BestimmtheitsmaB

Korrelationskoeffizient r und Bestimmtheitsmaf r> wurden zur Evaluierung der Linearitit
der Kalibrierfunktion verwendet, obwohl ihre Eignung hierzu umstritten ist [163, 164].
Dabei gilt: je hoher der Betrag von r bzw. r?, der zwischen 0 und 1 liegt, ist, desto groBer
ist die Wahrscheinlichkeit, dass ein direkt proportionaler Zusammenhang besteht [163].
Das BestimmtheitsmaB r? ist aufgrund seiner mathematischen Formel das strengere Richt-
kriterium der beiden [163]. Korrelationskoeffizient und Bestimmtheitsmal3 wurden mittels
Excelbefehl ermittelt, um die Qualitit der linearen Kalibrierfunktion bestimmen (Tabel-
le 7.1 in Kapitel 7.2.3.1). Dabei wurde der Korrelationskoeffizient sowohl nach Korrel als
auch nach Pearson ermittelt. Korrelationskoeffizienten und Bestimmtheitsmaf} von < 0,99
wurden hierbei als zusétzliche Bestétigung einer direkt proportionalen Beziehung erachtet
[165]. Zusitzlich wurden zur Linearitiatskontrolle die Grafiken der Kalibrierfunktion
begutachtet, welches laut [164] die zupriferierende Variante zur Linearitdtsverifizierung
darstellt.
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7.24 LOD und LOQ

Aus der Steigung der Kalibrierfunktion wurden die Parameter Detektionsgrenze (LOD)
und Quantifizierungsgrenze (LOQ) bestimmt. LOD und LOQ stehen im mathematischen
Zusammenhang mit den Konzentrationen, welche der Kalibrierfunktion zugrundeliegen.
Die Berechnung des LODs und LOQs erfolgte anhand folgender Gleichungen. [161]

Gleichung 31: Formel zur Berechnung des LODs, wobei szyL: Reststandardabweichung

der linearen Kalibrierfunktion, m: Steigung der linearen Kalibrierfunktion.

_3,3-SyL

LOD (7.29)

m

Gleichung 32: Formel zur Berechnung des LOQs, wobei szyL: Reststandardabweichung

der linearen Kalibrierfunktion, m: Steigung der linearen Kalibrierfunktion.

IO-SyL

LOQ = (7.30)

7.2.5 Prazision

Im Zuge der Validierung der entwickelten HPLC-DAD-Fingerprintmethode (Kapi-
tel 6.3.4) wurde hier sowohl die Mess- als auch die Methodenprizision bestimmt. Wih-
rend die Methodenprizision neben dem Fehler der chromatographischen Methode auch
die Fehler der Einwaage und kompletten Probenaufarbeitung miteinschliet, gibt die
Messprizision nur das Mal} des Fehlers der HPLC-Messung an, wie z.B. Fehler beziiglich
des Injektionsvolumen, der Chromatographie an der Sdule und der Detektionsfiahigkeit
des Detektors. Die Methodenprézision setzt sich aus der Summe der Einzelfehler von
Einwaage, Aufarbeitung und HPLC-Messung zusammen, welche jeweils aufaddiert wer-
den [135, 161]. Folglich wird fiir die Methodenprizision ein groferer Fehler als bei der

Messprizision erwartet.

7.2.5.1 Wiederhol- und Laborpriizision des Gerits

Wiederhol- und Laborprizision (intraday und interday precision) des Gerits, auch als
Mess-, System- oder Geriteprizision bezeichnet, wurden fiir die Analyten Aucubin, Catal-
pol und Verbascosid in wissriger Losung definierter Konzentration (Kapitel 7.5.5) sowie
im aufgearbeiteten Extrakt (Kapitel 8.3.2) ermittelt. Dazu wurden die entsprechenden
Proben in sechs unterschiedliche Vials gefiillt, ein definiertes Volumen aus jedem Vial
je einmal per entwickelter HPLC-DAD-Fingerprintmethode (Kapitel 6.3.4) chromato-
graphiert. Zur Auswertung wurden die Parameter Mittelwert, Standardabweichung und
relativen Standardabweichung der gemessenen Flidchen [AUC] mittels Excel generiert.
Die relative Standardabweichung wurde als Giitemall zur Evaluierung der jeweiligen

Prizision herangezogen und wurde gemif folgender Formel kalkuliert.
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Gleichung 33: Formel zur Berechnung der relativen Standardabweichung

STABW [%], wobei STABW: Standardabweichung, MW: Mittelwert, der entweder X:
Mittelwert der unabhingigen Grofle x (Analytkonzentration [mg/mL]) oder y: Mittelwert
der abhéngigen Grofle y (Peakfliche [AUC]) darstellen kann.

STABW
MW

STABW %] = =100 [%)] (7.31)
Dabei wurde die Standardabweichung STABW bzw. der Mittelwert MW mittels Excelbe-
fehl =STABW bzw. =MITTELWERT erhalten.

Zur Bestimmung der Wiederholprizision (intraday precision) wurden die HPLC-Messungen
an ein und demselben Tag durchgefiihrt. Insgesamt wurde die Wiederholprézision an
drei unterschiedlichen Tagen bestimmt. Die Mittelwerte, Standardabweichungen sowie
relative Standardabweichungen der einzelnen drei Tage wurden jeweils gemittelt, um das
Mal der Wiederholprizision als STABW 1444y [%] widerzugeben.

Gleichung 34: Formel zur Berechnung der Wiederholprizision (infraday precision),
wobei STABW: Standardabweichung, MW: Mittelwert, der entweder x: Mittelwert der
unabhingigen GroBe x (Analytkonzentration [mg/mL]) oder y: Mittelwert der
abhiéngigen Grofle y (Peakfliche [AUC]) darstellen kann.

STABWintraday [%] = MW(STABW[%]Tag 1;STABW [%]Tag 2, STABW[%]Tag 3) [%]
(7.32)

Zur Festlegung der Laborprizision (interday precision) wurden die Proben an drei unter-
schiedlichen Tagen (n=3) vermessen. Zur Auswertung wurden die Mittelwerte der drei
Tage per Excelbefehl gemittelt. Die Standardabweichung der Mittelwerte der drei Tage
wurde ebenso via Excelbefehl erhalten. Gemél oben aufgefiihrter Gleichung lieferte das
mit 100 multiplizierte Verhéltnis von errechneter Standardabeichung zu errechnetem Mit-
telwert die relative Standardabweichung, welche zur Beurteilung der Prizisionsqualitit
diente. Der Prizisionstest der Geréteprizisionen (intra- und interday) wurde bei relativen
Standardabweichungen von < 5 akzeptiert. Akzeptierbare Resultate der Messprézision,
sowohl der intra- als auch der interday precision, galten als Grundlage fiir eine einmalige
statt in Duplikaten vollzogene Injektion der im spéteren Verlauf der Arbeit zu untersuchen-
den, geernteten FP-Proben. Eine Aussage liber die Qualitit der FP-Aufarbeitungsmethode
ist anhand dieser Vorgehensweise nicht moglich, da lediglich Aliquote ein und desselben
aufgearbeiteten Extraktes verwendet wurden. Um sowohl im oberen als auch im unteren
Messbereich die Prizision der HPLC-Methode eruiren zu konnen, wurden zwei (Aucubin
und Verbascosid) bzw. drei (Catalpol) verschiedene Analytkonzentrationen gewihlt, die

im oberen bzw. unteren Bereichen lagen.
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7.2.5.2 Methodenprizision

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Methodenprizision der entwickelten HPLC-DAD-
Fingerprintmethode (Kapitel 6.3.4) unter Miteinbeziehung der angewendeten Aufarbei-
tungsmethode (Kapitel 8.3.2) fiir die Analysesubstanzen Aucubin, Catalpol und Verbasco-
sid bestimmt. Sechs unabhéngige Proben wurden dazu an einem (max. zwei) Tag(en) auf-
gearbeitet und mittels der entwickelten HPLC-Methode in Duplikaten vermessen (n=6),
wobei die zweifache Injektion gemittelt und als n=1 gehandhabt wurde. Die Evaluierung
der Methodenprizision erfolgte anhand der resultierten, relativen Standardabweichung
der x-Werte [mg/mL], welche iiber die entsprechenden Messsignale (y-Werte [AUC]) und
die zugehorige Geradengleichung (Tabelle 7.5 in Kapitel 7.3.2) sowie nach Normierung
auf 7,0 g Einwaage und 100% Trockensubstanz (TS) bzw. 0% Wasser erhalten wurden.
Die Gleichung zur Berechnung der relativen Standardabweichung ist in Kapitel 7.2.5.1
aufgefiihrt. Es fand keine Differenzierung in Wiederhol- und Laborprizision statt.

Der Methodenprizisionstest wurde in Anlehnung an die Wiederfindung auch bei hoheren
relativen Standardabweichungen als < 5 akzeptiert (< 20, Kapitel 7.2.7), da der Fehler
der kompletten Probenaufarbeitung zu dem Fehler der bloBen HPLC-Messung (Gerite-
prazision, Kapitel 7.2.5.1) hinzuaddiert wird und sich deshalb der Gesamtfehler erhoht
[135, 161].

7.2.6 Robustheit als Analytstabilitit

Als Kriterium fiir die Evaluierung der Robustheit der entwickelten HPLC-DAD-Finger-
printmethode (Kapitel 6.3.4 diente die Stabilitit der Analyten, da sowohl die enthaltenen
IGs als auch PEs als wenig stabil gelten [33] (Kapitel 1.1.2.1 bzw. 1.1.2.3). Die Proben
wurden hierbei in sechs Vials gefiillt. Pro Vial wurde einmal ein definiertes Volumen
injiziert (n=6). Die Vials wurden anschlieBend fiir 3 d im auf 4 °C temperierten HPLC-
Autosampler belassen, bevor sie erneut auf die gleiche Weise vermessen wurden. Als
Proben dienten verschieden konzentrierte, wéssrige Analytlosungen sowie ein aufgear-
beiteter Rohextrakt (Kapitel 7.2.5). Mittelwerte, Standardabweichungen und relativen
Standardabweichungen der erhaltenen Messignale (y-Werte [AUC]) wurden, wie in Ka-
pitel 7.2.5 beschrieben, berechnet. Die Werte wurden als relative Abweichung bezogen
auf die Anfangskonzentration (100%) dargestellt und bewertet. Werte innerhalb von
95-105% bestitigten die Analytstabilitit und damit eine unkritische Standdauer im Au-
tosampler (3 d, 4°C). Die Testung weiterer variierender Parameter zur Bestimmung
der Robustheit der entwickelter HPLC-DAD-Fingerprintmethode, wie z.B. die Siule-
nofentemperatur, der Einsatz einer anderen RP18e-Séule oder die Beriicksichtigung des
FP-Aufarbeitungsverfahrens wiirden die Beurteilung der Robustheit der entwickelten
HPLC-DAD-Fingerprintmethode jedoch mafigeblich verbessern.
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7.2.7 Richtigkeit als Wiederfindung

Zur Ermittlung der Richtigkeit der im Rahmen dieser Arbeit entwickelten HPLC-DAD--
Fingerprintmethode (Kapitel 6.3.4) wurde die Wiederfindung, auch Wiederfindungsrate
genannt, der Analysesubstanzen Catalpol, Aucubin und Verbascosid eruiert. Dazu wurde
ein definiertes Volumen an Analytlosung bestimmter Konzentration zu einer definierten
Menge an gefrorenem, vorzerkleinertem Frischpflanzenmaterial (Kapitel 7.5.2) in sechs
unabhiéngig durchgefiihrten Experimenten (n=6) hinzugefiigt, gemif der festgelegten
FP-Probenaufarbeitung (Kapitel 8.3.2) vollstindig aufgearbeitet und per entwickelter
HPLC-Methode analysiert. Es wurden im Schnitt 15-40% der im Extrakt enthaltenen
Analytmenge hinzugegeben. Die Berechnung mit Normierung erfolgte bezogen auf
die Einwaage von 7,0 g, aber ohne Normierung auf einen einheitlichen Wassergehalt.
Insgesamt wurden damit 115-140% der Anfangskonzentration erwartet. Die Analytkon-
zentration in den FP-Proben ohne Substanzzusatz, welche als Grundlage zur Berechnung
der erwarteten Analytkonzentration X, dienten, setzen sich ebenfalls aus sechs unabhén-

gigen Experimenten zusammen (n=6) und wurden wie folgt berechnet.

Gleichung 35: Formel zur Berechnung der Konzentration x [mg/mL] des Analyten,
wobei y: Fldche [AUC], b: y-Achsenabschnitt, m: Steigung der linearen Kalibriergerade.

Loy-b (7.33)
m

Zum besseren Vergleich der Analytkonzentrationen wurde zur Wiederfindung der erhalte-
ne Konzentrationswert der Pflanze [mg/mL] auf 7,0 g FP und 0% Wasser, ausgedriickt
als 100% Trockensubstanz (TS), normiert. Der Wasseranteil wurde per azeotroper Destil-
lation bestimmt (Kapitel 7.5.12). Die Berechnung der normierten Analytkonzentration

lag nachfolgender Gleichung zugrunde.

Gleichung 36: Formel zur Berechnung der normierten Konzentration xy [mg/mL] des
Analyten, wobei x: Konzentration des Analyten [mg/mL], EW: Einwaage der FP [g], TS:

Trockensubstanz, 25: Probenendvolumen (MeBkolben) [mL].

7.0 100
L) 734
*Ew Ts 2 (7.34)

XN =
TS resultierte aus folgender Gleichung.

Gleichung 37: Formel zur Berechnung der Trockensubstanz TS [%].

TS = 100 — Wassergehalt [%)] (7.35)

Zum genormten x-Wert der Frischpflanze xN (=XN, intern) Wurde die Konzentration Xexgern
[mg/mL] an definierter Analytlosung hinzuaddiert, um die theoretisch erreichbare Kon-

zentration (Xsop) Zu gewinnen. Dies erfolgte gemi3 nachstehender Formel.
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Gleichung 38: Formel zur Berechnung der theoretischen Konzentration x,j;, wobei
XN, intern: NOrmierte Analytkonzentration in der Pflanze [mg/mL], Xexiern: Konzentration
der extern zugesetzten Analytlosung [mg/mL], Vextern: Volumen an extern zugesetzter

Analytlésung [mL], verstanden als Verdiinungsfaktor.

Xsoll = XN, intern + Xextern (7.36)

Xextern S€tZte hierbei sich aus der Konzentration ¢ der Analytlosung [mg/mL], dem einge-
setzten Volumen Vexeern [mL] sowie dem Verdiinnungsvolumen am Ende des Aufarbei-

tungsprozesses (25 mL) zusammen.

Gleichung 39: Formel zur Berechnung der Konzentration Xextern des zugesetzten
Analyten, wobei c: Konzentration der extern zugesetzten Analytlosung [mg/mL], Vextern:
Volumen an extern zugesetzter Analytlosung [mL], 25: Probenendvolumen (MefBkolben)
[mL].

Vextern
=c — 7.37
Xextern = C 25 ( )

Die Wiederfindung wurde gemil folgender Formel ermittelt, wobei Xy die gemessene
Konzentration des tatsdchlich mit Analytlosung versetzten und vollstdndig aufgearbeiteten
FP-Materials wiedergab [161].

Gleichung 40: Formel zur Berechnung der Wiederfindung WF [ %], wobei Xjg:

gemessener X-Wert, Xsop1: theoretischer x-Wert, x-Wert: Analytkonzentration [mg/mL].

Xist

WF = 251100 [%] (7.38)

Xsoll
Neben akzeptablen Abweichungen von < 5% [166], werden hiufig auch Wiederfindungen
mit Abweichungen bis zu 8% akzeptiert [163]. Bei sehr geringen Mengen sind die
Toleranzgrenzen weiter gefasst. Grund dafiir ist, dass bei kleineren Werten Abweichungen,
relativ gesehen, stirker ins Gewicht fallen als bei groeren [161, 166]. Daher wurden die
Wiederfindungskriterien an die jeweiligen Gehalte der Analyten im FP-Extrakt angepasst.
Bei Werten im ppm-Bereich wurden grofiere Abweichungen von 80-120% geduldet [166].
Lagen die Abweichungen iiber 20%, machte der Einsatz eines Korrekturfaktors Sinn,
sofern die Variabilitidt der Werte akzeptabel war. Der Korrekturfaktor setzt sich geméaf

folgender Rechnung zusammen.

Gleichung 41: Formel zur Berechnung des Korrekturfaktors KF, wobei WF:
Wiederfindung [%].

100

KF
WF

(7.39)
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Der richtige x-Wert lautet demnach wie folgt:

Gleichung 42: Formel zur Berechnung des richtigen x-Werts Xyjchtig [mg/mL], wobei

Cist: gemessener X-Wert, cqop: berechneter x-Wert, x-Wert: Analytkonzentration [mg/mL].

Xrichtig = Xgemessen * KF [mg/mL] (7.40)

Wiederfindungen von Substanzen in Rohmatrizes von pflanzlichen Naturprodukten fiihren
hiufig zu groBeren Abweichungen vom Sollwert [167, 168], weswegen speziell fiir die
Wiederfindung auch gréfere Abweichungen geduldet wurden ohne einen Korrekturfaktor
einzusetzten.
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7.3 Ergebnis und Diskussion

7.3.1 Spezifitit und Selektivitit

7.3.1.1 Identifizierung ausgewihlter IGs und PEs im Rohextrakt der Frischpflan-
ze

Um die Identitét der ausgewéhlten IGs (Aucubin, Asperulosid, Catalpol, Deacetylasperu-
losidsduremethylester, Globularin und Verbenalin) und PEs (Verbascosid, Plantamajosid,
Lavandulifoliosid und Isoverbascosid) im Fingerprintchromatogramm von P. lanceolata
zu ermitteln, wurden neben HPLC-DAD- (Kapitel 6.4) auch LC-DAD/ESI-MS"-Analysen
(Kapitel 7.5.15) durchgefiihrt. Dabei konnten Aucubin, Asperulosid, Catalpol, Verbenalin,
Verbascosid, Plantamajosid und Isoverbascosid im Rohextrakt der frischen Pflanze via
HPLC-DAD- und LC-DAD/ESI-MS" identifiziert und den entsprechenden Peaks zuge-
ordnet werden. LC-DAD/ESI-MS"-Analysen konnten dariiber hinaus das Vorkommen
der nicht als Referenzsubstanz verfiigbaren, ausgewihlten IGs und PEs im Frischpflan-
zenmaterial bestitigen, mit Ausnahme des Deacetylasperulosidsduremethylesters. Die
erhobenen LC-DAD/ESI-MS"-Daten des Frischpflanzenrohextrakts sind in Tabelle 7.2

zusammengefasst.



Tabelle 7.2: Abgleich der erhobenen LC-DAD/ESI-MS"-Daten der IGs und PEs in einem Spitzwegerichfrischpflanzenextrakt bei Zielmassen von 400, 600 und
800 m/z mit den Daten der Referenzsubstanzen bzw. aus der einschligiger Literatur, dargestellt als einfache MS-Messung.

Nr. Substanzname tr [min] gemessene MS Fragmentierung Verifizie- Verifizierung mittels Litera- Diskrepanz mit Literaturdaten
m/z rung mittels turdaten
Standard

1 Catalpolisomer 11,6 407% 361,163 - - -
2 Catalpol 12,6 407°,361,199,169,137 + 407" 169 [170] 151,127 [170]
3 Aucubinisomer 13,0 391°,389,208, 165,141,123 - - -
4 Aucubin 15,3 391°,229,183, 165,135 + - -
5 Aucubinisomer 16,9 391% 167,123 - -
6 Verbenalinisomer 23,6 433% 387,207 - - -
7 Verbenalin 23,8 433b 387,161 + - -
8  Asperulosid 24,5 459 193,134 + - -
9 Asperulosid- 32,7 459° 399161 - - -

isomer
10 Globularin 28,6 491%311,267,163,162,161 - 491* [119, 170],161 [119, 315[119,170],175[119, 170], 147

Globularinisomer 170] [119]
11 Globularin 31,1 4912 473,152 - 491* [119, 170],161 [119, 315[119,170],175[119, 170], 147

Globularinisomer

170]

[119]

& m/z [M-HJ
5 m/z IM+HCOOT

¢ Fragmentierung stimmt genau mit der von Konstitutionsisomer Forsythosid B iiberein [169]

4 Fragmentierung stimmt genau mit der von Konstitutionsisomer Forsythosid A iiberein [169]

¢ Fragmentierung stimmt nicht mit der von Konstitutionsisomer Forsythosid H (im/z 639,487,477,461,443,178) iiberein [46]
f Fragmentierung stimmt teilweise mit der von Konstitutionsisomer Forsythosid I (m/z 639,487,477,461,443,315,205,203,179,162,163,145,143,135,134) iiberein [46]
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Nr. Substanzname tr [min] gemessene MS Fragmentierung  Verifizie- Verifizierung mittels Litera- Diskrepanz mit Literaturdaten
m/z rung mittels turdaten
Standard
12 Globularin bzw. 34,2 491%473,327,267,171,161,152 - 491 [119, 170],161 [119, 315[119, 170],175[119, 170], 147
Globularinisomer 170] [119]
13 Lavandulifoliosid 26,6 755%593,447,461,315°¢ - 755%[45] -
14  Plantamajosid 25,2 6392 621,459 + 6392144, 145, 147, 171] 477 [144, 145, 147, 171], 315 [144,
145, 147, 171], 251 [147], 179 [144,
147], 161 [144, 145, 147, 171], 131
[147]
15 Plantamajosid 25,4 6392 621,459 + 6392144, 145, 147, 171] 477 [144, 145, 147, 171], 315 [144,
145, 147, 171], 251 [147], 179 [144,
147], 161 [144, 145, 147, 171], 131
[147]
16  Plantamajosid- 25,6 6392 621,459,247 - 6392144, 145, 147, 171] 477 [144, 145, 147, 171], 315 [144,
isomer 145, 147, 171], 251 [147], 179 [144,
1471, 161 [144, 145, 147, 171], 131
[147]
& m/z [M-HJ

® m/z [M+HCOO]
¢ Fragmentierung stimmt genau mit der von Konstitutionsisomer Forsythosid B iiberein [169]

4 Fragmentierung stimmt genau mit der von Konstitutionsisomer Forsythosid A iiberein [169]
¢ Fragmentierung stimmt nicht mit der von Konstitutionsisomer Forsythosid H (m/z 639,487,477,461,443,178) iiberein [46]
f Fragmentierung stimmt teilweise mit der von Konstitutionsisomer Forsythosid I (rm/z 639,487,477,461,443,315,205,203,179,162,163,145,143,135,134) iiberein [46]

HAOHLIWLINTIdIIONIA-AVA-DTdH NHLTENDIMINA ¥9d ONONYHIAITVA "L

¥1¢



Nr. Substanzname tr [min] gemessene MS Fragmentierung  Verifizie- Verifizierung mittels Litera- Diskrepanz mit Literaturdaten
m/z rung mittels turdaten
Standard
17  Plantamajosid- 26,5 639%,621,459,178,151 - 639%[144, 145, 147, 171] 477 [144, 145, 147, 171], 315 [144,
isomer 145, 147, 171], 251 [147], 179 [144,
147], 161 [144, 145, 147, 171], 131
[147]
18  Verbascosid 27,8 623%461,315,179,135%¢ + 623% [128, 146, 169, 172], 443 [169], 202 [169], 161 [146, 170,
461 [128, 146, 169, 172],315 172]
[128, 169], 179 [128, 169],
135 [128, 169]
19  Isoverbascosid 28,8 623%461,315,135%¢ + 623% [128, 172], 461 [128, 297 [173], 161 [170, 173]
172, 173], 315 [128, 173],
179 [128, 173], 161 [128],
135 [128, 173]
4 /7 [M-HT

> /7 [IM+HCOOT

¢ Fragmentierung stimmt genau mit der von Konstitutionsisomer Forsythosid B iiberein [169]

4 Fragmentierung stimmt genau mit der von Konstitutionsisomer Forsythosid A iiberein [169]
¢ Fragmentierung stimmt nicht mit der von Konstitutionsisomer Forsythosid H (m/z 639,487,477,461,443,178) iiberein [46]
f Fragmentierung stimmt teilweise mit der von Konstitutionsisomer Forsythosid I (m/z 639,487,477,461,443,315,205,203,179,162,163,145,143,135,134) iiberein [46]
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Unter der Pramisse, dass die verwendeten Referenzsubstanzen auch hinsichtlich ihrer
Isomerie korrekt sind, konnten Aucubin, Catalpol, Verbenalin und Asperulosid sowie
Verbascosid, Plantamajosid und Isoverbascosid eindeutig im Rohextrakt der frischen
Pflanze mittels LC-DAD/ESI-MS" identifiziert werden. Zweifel beziiglich der isomeren
Richtigkeit der fiir P. lanceolata postulierten IGs und PEs wurden bereits diskutiert (Ka-
pitel 4 bzw. 4.2.3), weswegen an dieser Stelle nicht weiter darauf eingegangen werden
soll. Neben den Signalen der vorliegenden Referenzsubstanzen konnten weitere Signale
mit identischen Masse-Ladungs-Verhiltnissen und z.T. iibereinstimmendem Fragemen-
tierungsmuster erfasst werden. Es wird angenommen, dass es sich dabei um isomere
Verbindungen handelt 4.2.4, wobei die hierbei erhobenen Daten nicht fiir eine eindeutige
Charakterisierung ausreichen. Des Weiteren konnten drei Signale bzw. ein Signal mit liber-
einstimmendem Masse-Ladungs-Verhéltnis(sen) von Globularin bzw Lavandulifoliosid
gemessen werden. Die Fragmentierungen der drei Globularin- bzw. Globularinisomersi-
gnale waren nur teilweise mit der Literatur im Einklang. Fiir Lavandulifoliosid konnte
aufgrund eines fehlenden Fragmentierungsmusters kein Abgleich mit einschldgigen Li-
teraturdaten vorgenommen werden. Es sei hierbei aber darauf hingewiesen, dass das
ebenfalls im Spitzwegerich enthaltene Forsythosid B die gleiche Summenformel wie La-
vandulifoliosid besitzt und tiber ein identisches Masse-Ladungs-Verhiltnis verfiigt. Dies
veranschaulicht, dass eine gleiche Masse nicht automatisch ein Indiz fiir eine isomere
Verbindung darstellt und zeigt, dass der Verdacht auf weitere Isomere in P. lanceolata
iberpriift werden muss. Interessant ist, dass die kommerziell erworbene Referenzsubstanz
Plantamajosid stets zwei Peaks im Chromatogramm hervorbrachte und moglicherweise
ein Isomerengemisch enthilt. Hinweise in der Literatur beziiglich einer begiinstigten
Isomerisierung des Plantamajosids in Losung liegen aktuell nicht vor. Auffillig ist, dass
sowohl die Referenzlosung als auch der Rohextrakt entsprechende Peaks an exakt der
gleichen Stelle vorweisen, die dem Isomerengemisch Plantamajosid zugeordnet wer-
den konnen. Der Deacetylasperulosidsduremethylester konnte anhand der erhobenen
MS"-Daten im Spitzwegerichfrischpflanzenextrakt nicht mit ausreichender Sicherheit
nachgewiesen werden. Zur HPLC-DAD und LC-DAD/ESI-MS"-Analytik wurden zwei
unterschiedliche HPLC-Anlagen genutzt. Daraus ergaben sich unterschiedliche Verweil-
dauern der Substanzen im System und damit abweichende Retentionszeiten. Bestimmt
wurden diese Unterschiede fiir die drei zu quantifizierenden Hauptkomponenten Aucubin,

Catalpol und Verbascosid.
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Im LC-DAD/ESI-MS"-System waren die Retentionszeiten im Schnitt 0,5 min kiirzer als
in der genutzen HPLC-DAD-Anlage 1 (Tabelle 7.3).

Tabelle 7.3: Gegeniiberstellung der Retentionszeiten tg [min] von Aucubin, Catalpol und
Verbascosid mittels HPLC-DAD-Anlage 1 und LC-DAD/ESI-MS"-Anlage. Stationére
Phase: C18e-Siule, Hibar® 250-4, Purospher®STAR, Co0.No0.027442, mit Vorsiule,
250 x 4,0 mm, 5 um (Merck, Darmstadt, Deutschland), mobile Phase: Eluent A: Wasser
mit 0,01% Ameisensidure, Eluent B: Acetonitril mit 0,01% Ameisensidure, Gradient:
0-5 min: 0%, 5-15 min: 0-10%, 15-30 min: 10-33%, 30-35 min: 33-50%, 35-40 min, 50-
98%, 40-45 min: 98%, 45-47 min: 98-0%, 47-54 min: 0% Eluent B, Fluss 1,0 mL/min,
Sédulenofen: 25 £ 5°C, Detektion: DAD, 195 nm bzw. 330 nm.

Verbindung LC-DAD/ESI-MS" HPLC-DAD
Catalpol tg=12,9 min tg=13,3 min
Aucubin tr=15,4 min tr=16,1 min
Verbascosid tg=28,0 min tr=28,4 min

Eine exakte Zuordnung des detektieren Globularins war ohne Referenz nicht méglich, da
mehrere potentielle Peaks der Verbindung im Chromatogramm verteilt vorlagen. Lavan-
dulifoliosid konnte ebenfalls nicht mit ausreichender Sicherheit im Spitzwegerichextrakt
identifiziert werden, da charakterisierende Literaturdaten iiber sein Fragmentierungsmus-
ter zum Abgleich fehlten. Deacetylasperulosidsduremethylester war nicht im Rohextrakt
der Frischpflanze nachgeweisbar. Das Vorliegen diverser, fiir P. lanceolata noch unbe-
kannter Isoformen der Verbindungen Aucubin/6-epi-Aucubin, Asperulosid, Catalpol,
Globularin, Verbenalin sowie Plantamajosid/Isoplantamajosid kann aufgrund der erhobe-
nen LC-DAD/ESI-MS"-Daten vermutet werden, wobei Isomere des Asperulosids und
des Verbenalins bisher noch fiir keine Pflanze in der Literatur beschrieben wurden. Eine
eindeutige Unterscheidung potentieller Konformationsisomere anhand von MS"-Daten
ist jedoch kaum méglich. Der Abgleich mit der einschldgigen Literatur gestaltet sich

aufgrund der mangelnden Erforschung dieser Thematik als schwierig.
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7.3.1.2 Identifizierung von Aucubin, Catalpol und Verbascosid in verschiedenen
Matrizes

Als weiteren Punkt der Identitétspriifung ausgewéhlter IGs und PEs in P. lanceolata galt es,
die Identitdt dieser in verschiedenen, pharmazeutisch relevanten Matrizes bzw. Extrakten
zu bestimmen. Dazu dienten neben dem getesteten Rohextrakt des Frischpflanzenmateri-
als auch ein Rohextrakt der Droge sowie eine fermentierte, wéssrige Extraktzubereitung.
Diese wurden jeweils mittels LC-DAD/ESI-MS" analysiert (Abbildung 7.1).

Anhand der Chromatogramme in Abbildung 7.1 wird ersichtlich, dass alle betrachteten
Substanzen in dem Rohextrakt der Frischpflanze sowie der Droge detektiert werden
konnten. Im Gegensatz dazu konnten im wéssrigen Fermentationsextrakt nur Spuren von
Verbascosid bestimmt werden. Es wird angenommen, dass alle untersuchten Verbindun-
gen iliber Degradierungsprozesse der Fermentation abgebaut wurden [174, 175], so dass
sie , bis auf Verbascosid, nicht mehr nachweisbar waren. Dabei ist anzumerken, dass auch
Verbascosid nicht per DAD erfasst werden konnte. Lediglich mithilfe des empfindlicheren
MS-Detektors konnte es registriert werden. Die entwickelte HPLC-DAD-Fingerprint-
methode scheint spezifisch genug zu sein, um das IG- und PE-Inhaltsstoffspektrum von
P. lanceolata in den Matrizes von Frischpflanzenrohextrakten, Drogenrohextrakten und

fermentierten, wissrigen Zubereitungen zu erforschen.
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Abbildung 7.1: Identitdtszuordnungen der ausgewéhlten IGs und PEs von P. lanceolata
in verschiedenen Matrizes. LC-DAD/ESI-MS"-Chromatogramme eines FP- (A), Drogen-
(B) und Fermentationsextrakts (C) der Spitzwegerichblétter: Catalpol (1, tg = 12,8 min),
Aucubin (2, tg = 15,4 min), Asperulosid (3, tr = 23,3 min), Verbenalin (4, tg = 24, 1 min),
Plantamajosid (5, tg = 27,0 min), Verbascosid (6, tg = 28,0 min) und Isoverbascosid
(7, tr = 29,0 min). Stationdre Phase: C18e-Siule, Hibar® 250-4, Purospher®STAR,
Co0.No0.027442, mit Vorsidule, 250 x 4,0 mm, 5 um (Merck, Darmstadt, Deutschland),
mobile Phase: Eluent A: Wasser mit 0,01% Ameisensiure, Eluent B: Acetonitril mit
0,01% Ameisensdure, Gradient: 0-5 min: 0%, 5-15 min: 0-10%, 15-30 min: 10-33%,
30-35 min: 33-50%, 35-40 min, 50-98%, 40-45 min: 98%, 45-47 min: 98-0%, 47-54 min:
0% Eluent B, Fluss 1,0 mL/min, Sdulenofen: 25 + 5°C, Detektion: DAD und ESI-MS*
(HCT Ultra Ionenfalle): negativer Modus, Zielmassen m/z 400, 600 bzw. 800.
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7.3.1.3 Peakreinheit von Aucubin, Catalpol und Verbascosid in verschiedenen Ma-

trizes

Die Reinheit der zu quantifizierenden Substanzen Aucubin, Catalpol und Verbascosid
wurde mittels HPLC-DAD-ESI-MS" in drei verschiedenen Matrizes bestimmt: Droge,
Frischpflanze, fermentierter wéssriger Extrakt (Kapitel 7.3.1.2). Dieses Analyseverfahren
sollte mithilfe der MS-Detektion die per DAD erhaltenen Informationen kontrollieren
und ergéinzen. Insbesondere zur Reinheitsbestimmung der chromophorarmen und UV-
VIS-schwachen IGs Aucubin und Catalpol erschien dies notwendig. Eine Ubersicht der
erhaltenen LC-DAD-ESI-MS"-Daten zur Peakreinheit gibt Tabelle 7.4.

Tabelle 7.4: Ubersicht der erhaltenen LC-DAD-ESI-MS"-Daten zur Peakreinheit.

Verbindung  tr Kontrollbereich Frischpflanze Droge Fermentation
[min] [min]

Catalpol® 12,9  12,8-13,1 rein? rein rein®

Aucubin® 15,4 15,4-15,7 rein® rein rein®

Verbascosid® 28,0  27,8-28,2 rein rein®  rein"

& m/z MS: 407,361, MS?: 361,199,169, MS*: 199,169,137, MS*: 169,137

b m/z MS: 435,391,345, MS?: 389,345,307,271,183, MS3: 233,291, MS*: -

© m/z MS: 623, MS?: 461, MS?: 315,135, MS*: -

d Kontrollbereich: 12,6-12,9 min

¢ Kontrollbereich: 15,3-15,5 min

f Verunreinigung kurz vor Peakbeginn bei 27,8 min mit Substanz m/z MS: 545, MS2: 193, MS3: 131
& Substanz nicht detektierbar

b Substanz nur in Spuren enthalten

Die Peakreinheit der von Aucubin, Catalpol und Verbascosid kann fiir alle drei untersuch-
ten Matrizes bestitigt werden, weswegen die entwickelte HPLC-DAD-Fingerprintmethode
als selektiv hinsichtlich zur Analytik in den drei Matrizes Frischpflanze, Droge und wiss-

rig fermentierter Zubereitung eingestuft wird.

7.3.1.4 Zusammenfassung

Im Rahmen der Validierung der entwickelten HPLC-DAD-Fingerprintmethode (Kapi-
tel 6.3.4) zur simultanen Quantifizierung von Aucubin, Catalpol und Verbascosid sowie
zur qualitativen und semi-quantitativen Bestimmung von Catalpol, Aucubin, Asperulosid,
Verbenalin, Globularin, Deacetylasperulosidsduremethylester, Plantamajosid, Lavandu-
lifoliosid, Verbascosid und Isoverbascosid in Spitzwegerichextrakten galt es mitunter
Spezifitit und Selektivitit zu definieren. Mittels LC-DAD/ESI-MS"-Analysen konnten
Retentionszeit, UV/VIS-Spektrum sowie MS-Fragmentierungsmuster der Referenzsub-
stanzen erhalten und mit denen im Chromatogramm des Extraktes verglichen werden.
Anhand dieser Informationen lielen sich die Verbindungen Catalpol, Aucubin, Asperulo-
sid, Verbenalin, Plantamajosid, Verbascosid und Isoverbascosid eindeutig im Fingerprint
der frischen Pflanze identifizieren und den entsprechenden Peaks zuordnen. Globularin
und Lavandulifoliosid konnten ebenfalls darin nachgewiesen, jedoch allein iiber den

Vergleich mit Literaturdaten nicht eindeutig zugeordnet werden (keine Referenz). Weder
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Nachweis noch Zuordnung war bei Deacetylasperulosidsduremethylester moglich (keine
Referenz).

Die Methode ist spezifisch zur Analytik von Catalpol, Aucubin, Asperulosid, Verbenalin,
Plantamajosid, Verbascosid und Isoverbascosid in der frischen Pflanze von P. lanceolata.
Dies gilt auch fiir die getrocknete Pflanze sowie fiir wissrig fermentierte Extrakte. Die Ver-
bindungen Catalpol, Aucubin und Verbascosid lagen im Fingerprintchromatogramm der
Frischpflanze, der Droge und der fermentierten Zubereitung jeweils als reine Peaks vor. Ei-
ne selektive Bestimmung dieser mittels der entwickelten HPLC-DAD-Fingerprintmethode

kann somit bestitigt werden.

7.3.2 Verbleibende Validierungsparameter

Nach Bestitigung der Spezifitit und Selektivitit (Kapitel 7.3.1) wurden im Zuge der
Validierung der entwickelten HPLC-DAD-Fingerprintmethode (Kapitel 6.3.4) die Vali-
dierungsparameter Linearitdt, Messbereich, LOD, LOQ, intra- und interday Messprizi-
sion (Wiederhol- und Laborprizision), Methodenprizision, Robustheit und Richtigkeit
bestimmt [160, 161]. Dazu wurden die drei zu quantifizierenden Hauptkomponenten
Aucubin und Catalpol (IGs) sowie Verbascosid (PEs), die im spiteren Verlauf der Arbeit
als Marker zur Ermittlung des Einflusses des Erntezeitpunkts auf das Inhaltsstoffspek-
trum von P. lanceolata dienen sollten, herangezogen. Sie wurden, falls nicht explizit

angegebenen, in Hexaplikaten vermessen (Tabelle 7.5).

7.3.2.1 Linearitit, Messbereich, LOD und LOQ

Die drei Analysesubstanzen resultierten - unter Gewdhrleistung von Linearitit, LOD
und LOQ - in Messbereiche mit unterschiedlichen Konzentrationsspannweiten: Catalpol
mit 0,0066-0, 1035 mg/mL, Aucubin mit 0,0128-0,0642 mg/mL und Verbascosid mit
0,0887-0,4437 mg/mL. Die Annahme einer direkten Proportionalitét der Kalibrierfunk-
tion der drei Analyte konnte jeweils nicht anhand des Vergleichs der linearen mit der
quadratischen relativen Verfahrensstandardabweichung bestitigt werden, sondern, statt-
dessen, mittels des Tests nach Mandel. Alle ermittelten Korrelationskoeffizienten bzw.
BestimmtheitsmaBe betrugen mindestens 0,99 und bestitigen die lineare Relation, welche
auch durch optische Kontrolle der Kalibriergeraden evaluiert werden konnte (Grafiken
nicht dargestellt). Resultierende LODs und LOQs befanden sich jeweils unterhalb des
Arbeits- und Linearitédtsbereichs (0,0015 bzw. 0,0046 mg/mL (Catalpol), 0,0026 bzw.
0,0078 mg/mL (Aucubin), 0,0088 bzw. 0,0268 mg/mL (Verbascosid)), wodurch eine
Quantifizierung innerhalb der Arbeitsgrenzen als gesichert galt.
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Tabelle 7.5: Ermittelte Validierungsparameter der entwickelten HPLC-DAD-
Fingerprintmethode. Die Ergebnisse stammen aus sechs unabhéngigen Experimenten
(n=6), sofern nicht anders beschrieben.

Substanz Catalpol Aucubin Verbascosid

tr [min] 13,3 16,1 28.4

Linearitit 0,0040-0,1035¢ 0,0128-0,0642°¢ 0,0887-0,4437¢
[mg/mL]

Arbeitsbereich  0,0066-0, 1035° a a

[mg/mL]

Arbeitsbereich  236.411-4.319.111°  811.838-4.357.036°  5.421.308-
[AUC] 29.047.660°
Kalibrier- y = 42133131 - x - y = 68972729 - x - y = 66553103 - x -
funktion 41668° 71013¢ 481952¢

1912 0,9999°; 0,9998° 0,9994¢; 0,9989°¢ 0,9999¢; 0,9997°¢

LOD [mg/mL];
LOQ [mg/mL]

0,0015%; 0,0046°

0,0026° ; 0,0078¢

0,0088¢; 0,0268¢

LOD [AUC];  21.532°;152.144>  108.316°; 466.974¢  103.715% 1.301.671¢

LOQ [AUC]

Messprizision  1,59; 2,02; 1,19; 1,51;0,93;2,54% 2,03;1,63; 1,90

(intraday) [%]" 1,613

Messprizision  0,22; 1,56; 1,43; 0,50;0,37;3,64% 1,74;1,04; 1,13!

(interday) [%]%¢ 0,16

Methoden- 12,79 9,10 14,08

prizision [%]"

Robustheit [%]" 101,63; 98,61 99,82; 98,74 93,96; 91,47
98,65; 101,93 97,78 91,20

Richtigkeit [%]' 122,20 + 19,84 53,19+4,57(8,60) 27,07 + 8,66
(16,24) (31,96)

a

entspricht dem Linearitétsbereich

b 9 Kalibrierungspunkte, d.h. N=9
¢ 5 Kalibrierungspunkte, d.h. N=5

d

¢ 10 Kalibrierungspunkte, d.h. N=10

f

¢ n=3
h

Angabe der relativen Standardabweichung

durchschnittliche Wiederfindung in Bezug auf 100% bei t=0
i Angabe der durchschnittlichen Wiederfindung=+Standardabweichung (relative Standardabweichung)
§°0,0849 mg/mL Analytlosung; 0,0265 mg/mL Analytlssung; 0,0066 mg/mL Analytldsung; Extrakt
k' 0,0514 mg/mL Analytlssung; 0,0128 mg/mL Analytlosung; Extrakt
10,3125 mg/mL Analytlosung; 0,0781 mg/mL Analytlosung; Extrakt

Berechnungen nach Pearson und nach Korrel fithrten zu dem gleichen Ergebnis

Stabilitidt der Analytlosung bzw. des Extrakts bei Lagerung fiir 3 d bei 4°C im Autosampler, Angabe als
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7.3.2.2 Priazision

Die relativen Standardabweichungen von Wiederhol- und Labormessprézision der reinen,
matrixfreien Analytlosungen sowie des Frischpflanzenrohextrakts lagen stets unter 5%
und waren somit ausreichend niedrig zur Akzeptierung des Tests auf intra- und interday
precision. Durch die Verifizierung der Messprizision wird eine Injektion, statt der iib-
lichen Zweifachmessung, folglich als ausreichend sicher betrachtet. Dadurch kann die
hohe Probenzahl an Frischpflanzen zur Bestimmung des Einflusses des Erntezeitpunkts
auf das IG- und PE-Spektrum im spiteren Teil der Arbeit in kiirzerer Zeit analysiert
werden. Da der Arbeitsbereich fiir Catalpol nachtriglich angepasst wurde, erschien es
sinnvoll den nach oben erweiterten Bereich in die Prizisionsbestimmmung miteinzuglie-
dern, weswegen hier drei anstatt der zwei Konzentrationen zur Testung herangezogen
wurden. Die relativen Standardabweichungen der Wiederholprézision der Analytlosun-
gen (0,93-2,02%) dhnelten denen des Extraktes (1,61-2,59%). Gleiches kann fiir die
Laborprizision mit 0,22-1,43% fiir die matrixfreien Losungen und 0, 16-3,23 im Extrakt
beobachtet werden.

Die relativen Standardabweichungen der Methodenprizision der entwickelten HPLC-
Methode unter Beriicksichtigung der kompletten Probenaufarbeitungsmethode lagen fiir
alle drei Analyten mit 9,10% (Aucubin), 12,79% (Catalpol) und 14,08% (Verbasco-
sid) unter 15%, aber damit hoher als die der Messprizision mit < 5%. In Anbetracht
dessen, dass, im Gegensatz zur Messprizision des HPLC-Gerits mit der angewendeten
HPLC-Methode, hier neben der Geriteprizision zusétzlich der Fehler der Einwaage
und der gewihlten Aufarbeitungsmethode von sechs individuell vorbereiteten Proben
hinzukommt, werden die erhaltenen Abweichungen trotzdem akzeptiert, angelehnt an
die Grenzen der Wiederfindung kleiner Werte im ppm-Bereich (Kapitel 7.2.7) [166].
Die grofieren relativen Standardabweichungen der Methodenprézision im Vergleich zur
Geriteprizision machen darauf aufmerksam, dass hochstwahrscheinlich die gewahlte
Aufarbeitungsmethode eine nicht unerhebliche Fehlerquelle darstellt, die es zukiinftig
ndher zu untersuchen gilt. Zu beriicksichtigen ist, dass die Messprizision anhand ein und
derselben Probe ermittelt wurde, wihrend die Methodenprézision aus sechs individuel-
len, komplett aufgearbeiteten Proben stammte. Die Unsicherheit der Gesamtprézision
setzt sich aus den Summen der einzelnen Fehler zusammen [135]. Somit wird ersicht-
lich, dass der Fehler der Methodenprizision durch Aufaddierung der Unsicherheiten aus
Messprizision, Einwaage und Wassergehaltsbestimmung zusammensetzt, und von daher
logischerweise grofer ist [135].

Es fiel zudem auf, dass die gemessenen Verbascosidsignale bei der Evaluierung der
Methodenprézision mit der Zeit - von der ersten bis zur letzten gemessenen Probe - abnah-
men. Bei den Injektionen von Aliquoten der gleichen Losung sowie gleichen Extraktes
trat dieser Effekt nicht auf. Dies deutet auf einen Abbau des Verbascosids bei langerer

Aufarbeitungsdauer hin. Bei den beiden IGs konnte dieser Trend nicht beobachtet werden.
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7.3.2.3 Robustheit

Die Resultate der Robustheitsbestimmung der matrixfreien Losungen entsprachen im
Wesentlichen denen der Extrakte, bis auf Aucubin, welches im Extrakt eine positive Ab-
weichung von knapp 4% besall, wihrend die Analytlosungen negative Abweichungen von
1-2% aufzeigten. Dies wird auf Matrixeffekte zuriickgefiihrt. Aufféllig ist, dass Aucubin
und Catalpol mit Fehlern < 5% kleinere Abweichungen aufwiesen als Verbascosid mit
Fehlern zwischen 5-10%. Damit werden die Grenzen von 95-105% Analytstabilitét von
den beiden IGs Aucubin und Catalpol in den verschieden konzentrierten Analytlosungen
sowie im Extrakt eingehalten, wohingegen Verbascosid die Robustheitsanforderungen
weder innerhalb noch auBerhalb relevanter Matrix erfiillt. Verbascosid besitzt demnach so-
wohl in wissriger Losung als auch im Extrakt eine geringere Stabilitét als die beiden IGs.
Folglich wird ein ldngeres Stehenlassen der Vials im gekiihlten Autosampler als kritisch
zur Verbascosidquantifizierung beurteilt, wohingegen sich die Quantifizierung der IGs als
unproblematisch erweist. Uberdies konnte in Analogie zur kontinuierlichen Wertabnahme
des Verbascosidsignals mit der Zeit bzw. mit der Anzahl der gemessenen Proben wihrend
der Methodenprizisionsbestimmung (Kapitel 7.3.2.2) bei der Robustheitsevaluierung
eine entsprechende Tendenz beobachtet werden. In zukiinftigen Robustheitstestungen
wire es, gerade im Hinblick auf die geringe Stabilitédt des PEs Verbascosid, von Interesse,
explizit das FP-Aufarbeitungsverfahren auf seine Robustheit hin zu kontrollieren, um
das Ausma@ stabilitdtsbeeintrichtigender Prozessvorginge hierbei besser beurteilen zu
konnen. Dariiber hinaus wire es interessant, zu erforschen, ob sich die Instabilitit auf

alle PEs sowie andere Inhaltsstoffe bezieht.

7.3.2.4 Richtigkeit

Die Richtigkeit der Methode wurde anhand der Wiederfindung der Referenzen im Ro-
hextrakt evaluiert. Aufgrund der mit etwa 140 und 110 ppm geringen Substanzgehalte
der IGs Aucubin respektive Catalpol in der Frischpflanze fanden hier die erweiterten
Akzeptanzgrenzen von 80-120% Wiederfindung Anwendung. Das Hauptphenylethanoid
Verbascosid bewegte sich mit natiirlichen Gehalten von rund 820 ppm am Limit dieser
und muss daher strenger beurteilt werden als die beiden IGs. Catalpol erzielte die hochste
Wiederfindung der drei Analyten mit 122,20 4 19,84% (16,24%) und befand sich somit
aufBerhalb des akzeptablen Bereichs. In Anbetracht der Komplexitit der Wiederfindung
in nativen Pflanzen(roh)extrakten, fiir die in der Literatur vermehrt hohere Wiederfin-
dungsabweichungen erzielt und toleriert wurden [167, 168], wurde die Wiederfindung des
Catalpols ohne Einsatz eines Korrekturfaktors akzeptiert. Bestérkt wurde die Entschei-
dung durch die kalkulierte Variabilitit der genormten x-Werte von £19,84%, welche sich
mit einer relativer Standardabweichung von 16,24%, in Analogie zur Methodenprézisi-
onsbestimmung (Kapitel 7.3.2.2), innerhalb der akzeptablen 20%-Grenze befand.

Schlechter fiel die Wiederfindung von Aucubin und Verbascosid in der Frischpflanzenma-
trix aus. Mit 53,19£4,57% (8,60%) bzw. 27,07 £ 8,66% (31,96%) fiir Aucubin bzw.

Verbascosid, bewegten sich die Wiederfindungen ganz klar ausserhalb des in dieser Arbeit
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festgelegten Akzeptanzbereichs sowie auBBerhalb der Toleranzbereiche aus der Literatur
[167, 168]. Aufgrund der geringen Standardabweichungen < 10% der Wiederfindungen
beider Analyten, welche sich prozentual gesehen bei Verbascosid mit einer inakzeptablen
relativen Abweichung von 31,94% deutlich stirker auf das Endergebnis auswirkten als
bei Aucubin mit passablen 8,60%, wird die Variabilitit der Werte als geniligend klein
befunden, um mithilfe eines Korrekturfaktors den richtigen Substanzgehalt der beiden
Analyten im Spitzwegerich zu bestimmen (Kapitel 7.2.7). Der Korrekturfaktor fiir Aucu-
bin bzw. Verbascosid betrigt gemaf den Kalkulationen des Kapitels 7.2.7 1,886081 bzw.
3,707524.

Die geringen Wiederfindungen von Aucubin und Verbascosid erhirten den Verdacht auf
Substanzverlust des Verbascosids im Zuge der Probenaufbereitung und geben gleich-
zeitig Grund zu Annahme, dass auch Aucubin im 24-stiindigen Aufarbeitungsverfahren
eine Degradation wiederfahrt. Die Hypothese iiberpriifende Untersuchungen wéren hier
aufschlussreich. Neben den langen Standzeiten in Aceton/Wasser (1:1, v/v) wihrend
der Extraktion werden insbesondere beim Evaporieren des Losungsmittels am Rotati-
onsverdampfer entscheidende Fehlerquellen vermutet. Dabei konnte die Temperatur des
Wasserbads sowie Einrotierdauer von Bedeutung sein. Als besonders sensibel wird der
Einrotierungsschritt bis fast zur Trockene eingestuft, da bereits ausgefallene Substanz
(der Farbe nach vermutlich Verbascosid) am Glasrand ungeschiitzt der direkten Tempera-
tureinwirkung ausgesetzt ist, wodurch Degradationsreaktionen begiinstigt werden. Weiter
ist zu kldren, inwieweit Substanzen im verwendeten Celitematerial zur Filtration hdngen
bleiben. Die Aufarbeitungsmethode stellt zusammenfassend eine entscheidende Fehler-
quelle bei der Validierung der entwickelten HPLC-DAD-Methode zur Untersuchung des
Inhaltsstoffspektrums von P. lanceolata, insbesondere der Evaluierung des Parameters
Richtigkeit, dar. Es sei deshalb zu iiberlegen, ob das fiir Gerbstoffe verifizierte Aufar-
beitungsverfahren eventuell weiter angepasst oder durch ein komplett anderes Verfahren
ersetzt werden sollte, welches besser zur Analytik der instabilen Substanzen geeignet ist.
Nicht auBler Acht gelassen werden darf hierbei die Tatsache, dass Aucubin und Verbas-
cosid nebeneinander wiedergefunden wurden, wobei die Wiederfindung von Catalpol
separart untersucht wurde. Moglicherweise konnte dies auch eine Erkldrung dafiir sein,
dass Catalpol eine Abweichung nach oben erfdhrt, wohingegen kleinere Mengen an
Aucubin und Verbacosid wiedergefunden wurden. Eventuell waren die Extraktionslosun-
gen der Proben, welche iiber zugesetztes Aucubin und Verbascosid verfiigten, zu stark
durch die Menge an beiden Komponenten gesittigt, um noch eine ausreichend starke
Extraktionsfahigkeit gegeniiber der in der Pflanze enthaltenen Verbindungen aufbringen
zu konnen. Auch dieser Aspekt konnte in nachfolgenden Untersuchungen geklért werden.
Weiter muss beriicksichtigt werden, dass Aucubin und Verbacosid der ,,neuen‘ Frischpflan-
ze hinzugefiigt wurden, der theoretische Sollwert jedoch aus der ,,alten* Frischpflanze
stammte. Da die Qualitédt des Wasserbestimmungsverfahren nicht nach den Validierungs-
kriterien der ICH guidelines [160] verifiziert wurde, kann der Fehler der azeotropen

Destillation nicht klar defininiert werden. Somit stellt das nicht validierte Verfahren,
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neben der nicht validierten Probenaufarbeitungsmethode, eine potentielle Fehlerquelle
unbekannten Ausmales dar. Auf eine nihere Charakterisierung dieser Fehlerquelle sollte

in nachfolgenden Analysen eingegangen werden.

7.3.2.5 Zusammenfassung

Im Rahmen der Validierung der entwickelten HPLC-DAD-Fingerprintmethode konnten
fiir Catalpol, Aucubin und Verbascosid in der Spitzwegerichfrischpflanze die Validierungs-
parameter Linearitéit, Messbereich, LOD, LOQ, Methodenprizision, Geréteprézision als
Labor- sowie Wiederholprizision, Robustheit als Stabilitit und Richtigkeit als Wieder-
findung erfolgreich evaluiert werden. Unter Zuhilfenahme von Korrekturfaktoren bei
der Ermittlung des richtigen Aucubin- und Verbacosidgehalts konnen alle Parameter
als valide eingestuft werden. Ausgenommen davon ist die Stabilitit des Verbascosids.
Es wird davon ausgegangen, dass sich Verbascosid bei lingeren Verweildauern (3 d)
zersetzt. Geachtet werden sollte deshalb auf kurze Standdauern der Analyseproben vor
der HPLC-DAD-Messung. Zudem ldsst die miserable Wiederfindung der verhdltnisméBig
instabilen Analyten Aucubin und Verbascosid an der Eignung der herangezogenen Aufar-
beitungsmethode zweifeln und sollte in zukiinftigen Forschungen eingehend iiberpriift
werden. Betont werden soll dariiber hinaus die verifizierte, ausreichend gute Messpri-
zision aller drei Analyten, welche, bei den nachfolgenden Untersuchungen zahlreicher
FP-Proben zur Bestimmung des IG- und PE-Inhaltsstoffspektrums des Spitzwegerichs,

eine Einfachinjektion, statt den sonst iiblichen Duplikatmessungen, legitimiert.

7.4 Zusammenfassung

Die erhaltenen Resultate bestétigen die Validitdt der neuen HPLC-DAD-Fingerprintmetho-
de (Kapitel 6.3.4) zur qualitativen Analytik der IGs Aucubin, Asperulosid, Catalpol und
Verbenalin sowie der PEs Verbascosid, Isoverbascosid und Plantamajosid in den Blittern
von P, lanceolata in den Matizes der frischen, getrockneten und fermentierten Pflanze.
Die Quantifizierung von Catalpol, Aucubin und Verbascosid in der Frischpflanze mittels
entwickelter HPLC-DAD-Fingerprintmethode (Kapitel 6.3.4) kann unter Verwendung
der Korrekturfaktoren fiir Aucubin und Verbascosid ebenfalls als gewihrleistet eingestuft
werden, wobei aufgrund der geringen Stabilitéit des Verbascosids auf kurze Standzeiten
der Proben geachtet werden muss. Alles in allem eignet sich die im Rahmen dieser Arbeit
generierte HPLC-DAD-Methode zur Erforschung des Einflusses des Erntezeitpunkts auf
das Inhaltsstoffspektrum der IGs und PEs in den Blittern von P. lanceolata. Ein Einsatz
der entwickelten Methode in der Routineanalytik zur Qualititskontrolle diverser IG- und

PE-haltiger Pflanzenrohmaterialien sowie deren Produkte ist denkbar.
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7.5 Material und Methoden

7.5.1 Verwendete Chemikalien und Materialien

Die eingesetzten Chemikalien sind in Kapitel 10 angegeben. Acetonitril und Methanol
fir die HPLC-Analytik waren von HPLC grade Qualitit. Fir die MS"-Analytik wurde
Acetonitril mit ultra HPLC grade Qualitit eingesetzt. Das verwendete Wasser wurde von
einer Milliporefilteranlage bezogen, wobei darauf geachtet wurde, dass eine Leitfdhigkeit
von < 0,077 uS/cm nicht iberschritten wurde. Das Wasser wurde spitestens nach sieben
Tagen gewechselt. Die der mobilen Phase zugesetzten Sduren zur HPLC-Analytik waren

analyserein, die zur MS-Analytik verwendete Ameisensdure hatte MS-Qualitit.

7.5.2 Verwendetes Frischpflanzenmaterial

Zur Validierung der entwickelten HPLC-DAD-Fingerprintmethode wurde das in Kapi-
tel 10.4.1 aufgefiihrte FP-Material herangezogen. Ernte und Lagerung des FP-Materials
bis zur Analyse fanden gemif3 Kapitel 10.4.4 statt. Die Aufarbeitung der FP-Proben zum
Analyseextrakt wird in Kapitel 10.4.5 beschrieben.

7.5.3 Verwendete Drogen- und Fermentationsextrakte

Drogenextrakt 5 (Kapitel 6.5.2) mit einer Endkonzentration von 10 mg Drogenmaterial 2
(Kapitel 10.5) pro mL Acetonitril p.a.-Wasser-Gemisch (1:1, v/v) sowie Fermentationsex-
trakt 3 (Kapitel 6.5.2) wurden zur Identitéts- und Reinheitsbestimmung (Spezifitdt und
Selektivitit in Kapitel 7.3.1) genutzt.

7.5.4 Verwendete Referenzen

Im Rahmen der Spezifitits- und Selektivitidtsbestimmungen der generierten HPLC-
Methode (Kapitel 7.3.1) wurden die in Kapitel 10.2 angegebenen Referenzsubstanzen
verwendet.

Zur Bestimmung der restlichen Validierungsparameter (Kapitel 7.4) wurden die unten

aufgelisteten Referenzsubstanzen eingesetzt (Tabelle 7.6).

Tabelle 7.6: Eingesetzte Paramter zur Bestimmung der Validierungsparameter Linearitit,
Messbereich, LOD, LOQ, Robustheit, Prizision, Richtigkeit.

Bezeichnung Substanz Charge  absolute  Hersteller
Reinheit

Aucubin Aucubin 3 - 92% im Rahmen dieser Ar-
beit isoliert (Kapitel 3
bzw. 3.3.2.1)

Catalpol Catalpol 3 8920 97% PhytoLab, Vestenbergs-
greuth, Deutschland

Verbascosid ~ Verbascosid 2 10528 91% PhytoLab, Vestenbergs-

greuth, Deutschland
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7.5.5 Herstellung der Analytlosungen

Die verwendeten Referenzsubstanzen (Kapitel 7.5.4) wurden zur Bestimmung des Va-
lidierungsparameters Linearitét jeweils in Wasser gelost, entsprechend verdiinnt und in
Duplikaten vermessen, wobei der resultierenden Mittelwert beider Injektionen ein und
derselben Probe als n=1 definiert wurde. Motivation war hierbei primér die Definierung
eines linearen Arbeitsbereichs. Zur Evaluierung eines Linearitéitsbereichs sollten sechs
(N=6) bzw. mindestens fiinf (N=5) Kalibrierpunkte der jeweiligen Analysesubstanzen
(Aucubin, Catalpol und Verbascosid) dienen. Um den Fehler der Einwaage auf der Ana-
lyenfeinwaage minimal zu halten, wurden Mengen < 5 mg eingewogen. Zudem wurden
anstatt einer einzigen Einwaage, aus der sechs Verdiinnungsreihen unterschiedlicher
Konzentrationen entstehen, zwei Einwaagen mit moglichst Zhnlichen Mengen an Ana-
lysesubstanz vorgenommen, aus denen jeweils drei Verdiinnungsreihen erstellt wurden.
Niherungsweise wurde fiir den Bereich eine Linearitit angenommen, so dass sich insge-
samt n=6 fiir jeden einzelnen Kalibrierpunkt ergaben, deren gemessene Flidchen auf eine
Konzentration pro Kalibrierpunkt umgerechnet wurden. Es wurde des Weiteren darauf
geachtet, dass zwischen den einzelnen Messpunkten dquidistante Abstinde vorherrschten,
um eine gleichm@Bige Verteilung der Kalibrierpunkte und ihre ausgeglichene Gewichtung
der einzelnen Kalibrierpunkte zu erreichen. Die hergestellten Analytlosungen (Stammlo-
sung und/oder verdiinnte Kalibrierlosung) wurden zudem zur Bestimmung der restlichen
Validierungsparameter Prizision, Robustheit und Richtigkeit verwendet.

Catalpol, Aucubin und Verbascosid wurden getrennt voneinander in ein Schnappdeckel-
glas eingewogen, mit wenig Wasser versetzt und im Ultraschallbad fiir mindestens 10 min
vollstindig geldst. AnschlieBend wurden sie iiber einen Glastrichter in einen geeigneten
MebBkolben iiberfiihrt, um eine definierte Konzentration zu erreichen. Um eine quantitative
Uberfithrung zu gewihrleisten, wurden die GlasgefiBe mehrmals mit Wasser nachgespiilt,
bevor der MeBkolben bis zur Markierung aufgefiillt wurde. Nach zehnmaligem, lang-
samem manuellem Umschiitteln wurden aus dem MeBkolben entsprechende Aliquote
via Glasvollpipette in weitere MelBkolben pipettiert, die wiederum mit Wasser bis zur
Markierung aufgefiillt und manuell durchmischt wurden. Die Kalibrierlosungen wurden
in Plastikfalcons umgefiillt und bei nicht sofortigem Gebrauch bei -20°C aufbewahrt.
Die Lagerung in Plastikgefid8en wurde gewihlt, da Glasgefilie in vorangegangenen Ex-
perimenten bei der gefrorenen Aufbewahrung bei -20°C zerrissen. Zur HPLC-Analyse
wurden die Kalibrierlosungen vollstindig aufgetaut und wiederholt mindestens zehnmal
per Hand durch Umschiitteln durchmischt, um eine gute Durchmischung und gleich-
mifBige Konzentrationsverteilung im Gefil3 sicherzustellen. Aus zwei Einwaagen pro
Analysesubstanz wurden jeweils drei quasi gleiche Verdiinnungsreihen generiert (Kapi-
tel 7.5.7). Die eingewogenen Mengen an Analyt sowie Volumen und Konzentration der

daraus resultierenden Stammldsungen sind in Tabelle 7.7 widergegeben.

Aus den erstellten Stammldsungen wurden zunédchst Verdiinnungsreihen mit je sechs
unterschiedlich konzentrierten Messpunkten erstellt. Nicht dargestellte Vorversuche mit

Frischpflanzenmaterial (Kapitel 7.5.2) gaben Anhaltspunkte iiber die enthaltenen Sub-



7. VALIDIERUNG DER ENTWICKELTEN HPLC-DAD-FINGERPRINTMETHODE 229

Tabelle 7.7: Einwaagen der Referenzsubstanzen Aucubin, Catalpol und Verbascosid
inklusive Volumen und Konzentration der daraus resultierenden Stammldsung.

Substanz Aucubin Catalpol Catalpol? Verbascosid
absolute Reinheit [%] 92 97 97 91
Losungvolumen [mL] 100 200 50 100
Einwaage KF1 [mg] 6,98 6,83 5,33 42,93
tatsichliche Menge KF1 [mg]b 6,42 6,63 5,17 39,06

Konzentration KF1 [mg/mL]¢  0,0642 0,1035 0,0332 0,3906

Einwaage KF2 [mg] 6,99 7,26 5,47 48,76
tatséchliche Menge KF2 [mg]b 6,43 7,05 5,31 44,37
Konzentration KF2 [mg/mL]°  0,0643 0,1062 0,0353 0,4437

a

nachtrigliche Einwaage zur Erweiterung des Kalibrierbereichs
b tatsichliche Menge an eingewogener Substanz nach Einberechnung der absoluten Reinheit
¢ Konzentration der resultierenden Stammldsung

stanzmengen in den zu analysierenden Pflanzenproben. Allerdings wurden fiir Catalpol
in nachfolgenden Analysen im Rahmen der Arbeit hidufig Mengen auferhalb des linearen
Arbeitsbereichs gemessen, weswegen dieser nachtriglich auf 10 Messpunkte erweitert
wurde. Fiir Verbascosid wurden zudem zwei Kalibrierpunkte im unteren Bereich einge-
fugt, um die richtige Berechnung von LOD und LOQ aussagekriftiger bestimmen zu
konnen [161]. In den Tabellen 7.8, 7.9 und 7.10 sind die erstellten Verdiinnungen der
einzelnen Kalibrierpunkte fiir Catalpol, Aucubin und Verbascosid angegeben, anhand
derer die Validierungsparameter Linearitét, Arbeitsbereich, LOD und LOQ ermittelt

wurden.

7.5.6 Vorversuche zur Evaluierung der Kalibrierfunktion

Verschieden konzentrierte Analytlosungen (Catalpol, Aucubin und Verbascosid) wurden
per entwickelter HPLC-DAD-Fingerprintmethode (Kapitel 6.3.4) vermessen. Anhand
der Flichen [AUC] der dabei erhaltenen Absorptionssignale [mAU], welche gegen die
injizierte Analytkonzentrationen [mg/mL] aufgetragen wurde, konnte eine provisorische
Kalibriergerade erstellt werden. Diese wurde mithilfe der Software Valoo (Kapitel 10.7)
vor allem auf ihren direkt proportionalen Zusammenhang iiberpriift. Der Konzentra-
tionsbereich der vorlidufigen Kalibriergeraden wurde so angepasst, dass eine lineare
Abhingigkeit gemil der Valoo Software bestétigt werden konnte.

Um den Gehalt der Analysesubstanzen in den zukiinftigen FP-Proben abschitzen zu kon-
nen, wurde aufgearbeitetes FP-Material (Kapitel 7.5.2) via HPLC-DAD-Fingerprintmethode
analysiert. Es wurde darauf geachtet, dass sich der Extraktwert in der Mitte der Ka-
librierfunktion befand. Anhand der vorldufigen Kalibriergeradenfunktion wurden die
enthaltenen Analytmengen iiber die erhaltenen Flichen [AUC] berechnet (Kapitel 8.3.7).
Sie dienten neben der Linearititsbestimmung mittels Valoo als Anhaltspunkt fiir die

Definierung des Arbeits- und Linearitétsbereichs.
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Tabelle 7.8: Herstellung der Verdiinnungsreihe der Kalibrierfunktionen KF1 und KF2
von Catalpol unter Angabe des eingesetzten Volumens an Stammldsung sowie Gesamtvo-
lumens.

N Konzentration Konzentration Volumen der Volumen des MeB-

KF1 KF2 Stammlodsung [mL] kolbens (Gesamtvo-
lumen) [mL]

1 0,1035 0,1062 -2 -

2 0,0828 0,0849 42 5

3 0,0621 0,0667 34 5

4 0,0414 0,0425 22 10

5 0,0331 0,0352 b -

6 0,0265 0,0282 2b 5

7 0,0199 0,0211 2b 5

8 0,0133 0,0141 2b 10

9 0,0066 0,0070 2b 10

10 0,0040 0,0042 2b 25

a
b

urspriingliche Einwaage basierend auf den Ergebnissen der Vorversuche
nachtrigliche Einwaage zur Erweiterung des Kalibrierbereichs basierend auf den in der Arbeit nachfolgend
durchgefiihrter FP-Analysen

Tabelle 7.9: Herstellung der Verdiinnungsreihe der Kalibrierfunktionen KF1 und KF2
von Aucubin unter Angabe des eingesetzten Volumens an Stammlosung sowie Gesamtvo-
lumens.

N Konzentration Konzentration Volumen der Volumen des MeB-

KF1 KF2 Stammlodsung [mL] kolbens (Gesamtvo-
lumen) [mL]

1 0,0642 0,0643 - -

2 0,0541 0,0541 4 5

3 0,0385 0,0385 3 5

4 0,0275 0,0275 2 5

5 0,0128 0,0128 5 25

6 0,0013 0,0013 2 100

Tabelle 7.10: Herstellung der Verdiinnungsreihe der Kalibrierfunktionen KF1 und KF2
von Verbascosid unter Angabe des eingesetzten Volumens an Stammldsung sowie Ge-
samtvolumens.

N Konzentration Konzentration Volumen der Volumen des MeB-

KF1 KF2 Stammlosung [mL] kolbens (Gesamtvo-
lumen) [mL]

1 0,3906 0,4437 - -

2 0,3125 0,3550 4 5

3 0,2344 0,2662 3 5

4 0,1563 0,1775 4 10

5 0,0781 0,0887 10 50

6 0,0156 0,0177 12 10

7 0,0078 0,0089 5b 50

8 0,0016 0,0018 1 250

4 Verdiinnung erstellt durch 1:10-Verdiinnung von Konzentration 4
b Verdiinnung erstellt durch 1:10-Verdiinnung von Konzentration 5
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7.5.7 Linearitit, Messbereich, LOD und LOQ

Zur Evaluierung der Kriterien Linearitdt, Messbereich, LOD und LOQ wurden die in
Kapitel 7.5.5 hergestellten Analytldsungen per entwickelter HPLC-DAD-Methode ver-
messen. Die erhaltenen Signale mit der Einheit mAU - min, synonym auch als AUC
ausgedriickt, werden im Text auch als y-Wert oder Messwert bezeichnet. Die zugrun-
deliegenden Berechnungsformeln bzw. expliziten Excelbefehle zur Bestimmung der
Validierungsparameter werden in den jeweiligen Unterkapitel des Kapitels 7.2 erldutert

und sollen deshalb hier nicht wiederholt werden.

7.5.7.1 Catalpol

Zur Erstellung der Kalibrierfunktion wurden die in Kapitel 7.5.5 hergestellten Analytlo-
sungen in Duplikaten vermessen, wobei der Mittelwert der zweifachen Injektion als n=1
gewertet wurde (Tabelle 7.11).



Tabelle 7.11: Messwerte (MW) [AUC] zur Erstellung der Kalibrierfunktion von Catalpol der beiden Einwaagen (EW1 und EW2) der jeweiligen Kalibrierpunkte

N1-N10 der Kalibrierfunktionen KF1, KF2 und KF3.

KF1 KF2 KF3

EW N c¢[mg/mL] : X .
MWI1 MW?2 Mittelwert MWI1 MW?2 Mittelwert MW1 MWwW2 Mittelwert
EwWl 1 0,1035 4.571.258 4.587.552 4.579.405 4.527.490 4.423.183 4.475.337 4.413.737 4.406.125 4.409.931
20,0828 3.500.213 3.505.964 3.503.089 3.493.583 3.486.908 3.490.246 3.517.929 3.493.840 3.505.885
30,0621 2.614.851 2.626.518 2.620.685 2.611.232 2.610.030 2.610.631 2.626.874 2.613.174  2.620.024
4 0,0414 1.720.936  1.718.350 1.719.643 1.735.957 1.724.664 1.730.311 1.730.159 1.719.312 1.724.736
5 0,0331 1.334.639 1.344.313 1.339.476 1.341.548 1.333.158 1.337.353 1.336.638 1.348.314 1.342.476
6 0,0265 1.085.386  1.096.110  1.090.748 1.087.767 1.087.710 1.087.739 1.073.986 1.049.638 1.061.812
70,0199 786.152 772.615 779.384 787.906 782.793 785.350 777.956 775.383 776.670
8 0,0133 527.262 537.849 532.556 519.109 519.781 519.445 531.517 533.445 532.481
9 0,0066 263.681 256.961 260.321 257.254 258.234 257.744 253.693 256.670 255.182
10 0,0040 150.116 152.838 151.477 154.105 152.059 153.082 148.601 149.302 148.952
EwW2 1 0,1062 4.338.202 4.320.029 4.329.116 4.304.216  4.294.957 4.299.587 4.337.672 4.297.216 4.317.444
20,0849 3.446.791 3.447.915 3.447.353 3.428.265 3.439.604 3.433.935 3.444.841 3.425.960 3.435.401
30,0637 2.561.746  2.593.723  2.577.735 2.569.886 2.566.472 2.568.179 2.601.379  2.579.353  2.590.366
40,0425 1.709.730 1.693.612 1.701.671 1.716.838 1.712.878 1.714.858 1.728.369  1.739.172  1.733.771
5 0,0352 1.422.968 1.439.413 1.431.191 1.396.508 1.391.959 1.394.234 1.382.576  1.391.385 1.406.279
6 0,0282 1.127.075 1.119.979 1.123.527 1.076.478 1.066.711  1.071.595 995.284 1.035.540 1.077.024
7 0,0211 806.154 805.342 805.748 791.334 805.342 798.338 797.691 778.741 798.586
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KF1 KF2 KF3
EW N c[mg/mL] - - -

MWI1 MW?2 Mittelwert MWI1 MW2 Mittelwert MWI1 MWwW2 Mittelwert

0,0141 532.018 541.476 536.747 547.201 543.130 545.166 544.057 538.569 541.045

0,0070 261.715 152.336 207.026 246.412 254.759 250.586 251.875 251.828 234.567

10 0,0042 160.897 158.197 159.547 153.662 156.422 155.042 152.798 153.476 156.255
Ew2* 10,1035 4.227.237 4.209.529 4.218.383 4.194.120 4.185.098 4.189.609 4.226.721 4.187.299 4.207.010
20,0828 3.358.627 3.359.722  3.359.175 3.340.575 3.351.624  3.346.099 3.356.727 3.338.329  3.347.528
30,0621 2.496.220 2.527.379 2.511.800 2.504.152  2.500.825 2.502.489 2.534.839  2.513.377 2.524.108

4 0,0414 1.665.998 1.650.292 1.658.145 1.672.924  1.669.065 1.670.994 1.684.160 1.694.686 1.689.423

5 0,0331 1.338.726  1.354.198  1.346.462 1.313.833  1.309.553 1.311.693 1.300.725 1.309.013  1.323.025

6 0,0265 1.060.351  .053.675 1.057.013 1.012.749  1.003.560  1.008.155 936.362 974.235 1.013.262

70,0199 758.428 757.665 758.047 744.486 757.665 751.075 750.467 732.638 751.309

8 0,0133 500.522 509.420 504.971 514.806 510.976 512.891 511.848 506.685 509.015

9 0,0066 246.221 143.317 194.769 231.824 239.677 235.750 236.964 236.919 220.680

10 0,0040 151.372 148.832 150.102 144.565 147.162 145.863 143.752 144.390 147.005

4 EW2 in EW1 umgerechnet
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Die gemittelten Messsignale der Duplikate pro Kalibrierpunkt wurden wiederum gemittelt
(n=6). Dabei konnten prozentuale Standardabweichungen von < 5 verzeichnet werden,

welche auf unauffillige Variationen der Messignale schlieBen lieBen (Tabelle 7.12).



Tabelle 7.12: Gemittelte Messwerte (MW) [AUC] zur Erstellung der Kalibrierfunktion von Catalpol der beiden Einwaagen (EW1 und EW2) der jeweiligen
Kalibrierpunkte N1-N10 der Kalibrierfunktionen KF1, KF2 und KF3, aus denen der gemittelte y-Wert ygemitelr [AUC] fiir jeden Kalibrierpunkt erhalten werden

konnte (n=6).

N EWI1 EW2 Yigemite] STABW  STABW [%]
KF1 KF2 KF3 KF1 KF2 KF3
1 4.579.405  4.475337  4.409.931 4218383  4.189.609  4.207.010 4.346.612  164.532 3,79
2 3.503.089  3.490.246  3.505.885 3.359.175  3.346.099  3.347.528 3.425.337  81.801 2,39
3 2.620.685  2.610.631  2.620.024 2.511.800  2.502.489  2.524.108 2.564.956  57.655 2,25
4 1.719.643  1.730.311  1.724.736 1.658.145  1.670.994  1.689.423 1.698.875  30.377 1,79
5 1.339.476  1.337.353  1.342.476 1.346.462  1.311.693  1.304.869 1.330.388  17.529 1,32
6 1.090.748  1.087.739  1.061.812 1.123.527  1.071.595  1.015.412 1.075.139  36.059 3,35
7 779.384 785.350 776.670 805.748 798.338 788.216 788.951 11.191 1,42
8 532.556 519.445 532.481 536.747 545.166 541313 534.618 8.940 1,67
9 260.321 257.744 255.182 257.026 250.586 251.852 255.452 3.692 1,45
10 151.477 153.082 148.952 159.547 155.042 153.137 153.539 3.578 2,33
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Mithilfe der gemittelten y-Werte wurde kalkuliert, ob ein linearer oder quadratischer
Zusammenhang zwischen Messsignal und resultierendem Substanzgehalt vorlag (Tabel-
len 7.13 und 7.14). Da der unterste Kalibrierpunkt mit 0,0040 mg/mL unterhalb des LOQs
lag, wurde zur Bestimmung der Kalibrierfunktion und den dazugehorigen Parametern
mit N=9 (N2-N10) gearbeitet. Die Grenzen des Linearititsbereichs fiir Catalpol stimmen

deshalb nicht mit denen des Messbereichs iiberein.

Tabelle 7.13: Berechnete Validierungsparameter zur Evaluierung des Messbereichs fiir
Catalpol, mit N=9 (N2-N10) und n=6.

Validierungsparameter lineare Regression quadratische Regression

Qxx 0,008715% 0,008715%

Qyy 15473753410980%° 4

Qxy 367196% 367196%

Qs d 0,00094622

Q,4 d 0,00010875%
2y d 399682

Steigung der linearen Kalibrier- 42133131%° 402777522

funktion m

Steigung der quadratischen 9 170900422

Kalibrierfunktion n

Arbeitsbereichsmitte der y-Werte 17800362 d

y

Arbeitsbereichsmitte der x-Werte  0,04322 0,04322

X

Ordinatenabschnitt b -41668%° -9945%

Reststandardabweichung Sy 19357% 119912

Anzahl der einbezogenen 9 (N2-N10) 9 (N2-N10)

Kalibrierpunkte

Empfindlichkeit E d 417555922

Verfahrensstandardabweichung  0,00045942 0,00028722

Sxo

relative Verfahrensstandard- 1,06 0,662

abweichung Vg

Bestimmtheitsmaf 12 0,9998 ¢

Korrelationskoeffizient r nach 0,9999° ¢

Korrel

Korrelationskoeffizient r nach 0,9999° ¢

Pearson

LOD [mg/mL] 0,0015% ¢

a

b

aus den Berechnungen erhalten
aus den Excelbefehlen erhalten
¢ nicht bestimmt

d entfillt
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Tabelle 7.14: Test nach Mandel zur Verifizierung einer linearen KF fiir Catalpol, mit N=9
(N2-N10) und n=6.

Validierungsparameter Resultat

Restvarianzdifferenz As? 1,76 -10°

Priifgrofle PG 12,24

aus F-Wert (99%) 13,75

aus F-Wert (95%) 5,99

Validierungsparameter lineare Regression quadratische Regression
LOQ [mg/mL] 0,00462 ¢

4 aus den Berechnungen erhalten

b aus den Excelbefehlen erhalten

¢ nicht bestimmt

d entfallt

Da die relative Verfahrensstandardabweichung V(o der quadratischen Regression mit 0, 66
kleiner als die der linearen mit 1,06 war, wurde der Test nach Mandel angewendet. Der
Vergleich der erhobenen Priifgroe mit dem F-Wert (99%) rechtfertigte die angenéherte
Annahme eines direkt proportionalen Zusammenhangs zwischen dem Messsignals und
der Substanzkonzentration [mg/mL] und verifizierte die Linearitit des untersuchten
Messbereichs (Tabelle 7.14). [161]

Waurden alle Kalibrierpunkte zur Festlegung des LODs und LOQs von Catalpol (N1-N10)
herangezogen, so ergab sich ein LOQ-Wert von 0,0048 mg/mL (Tabelle 7.13 in Kapi-
tel 7.5.7.1), der oberhalb des untersten Kalibrierpunkts (N10) mit 0,0040 mg/mL lag.
Somit galt dieser nicht mehr als geniigend abgesichert, wodurch sich der Messbereich
verkleinerte. Grund waren die hohen Konzentrationen der KF, welche mathematisch zu
hoheren LOD- und LOQ-Werten fiihren, als z.T. tatsdchlich richtig und notwendig. Um
auch die Frischpflanzenproben mit sehr geringem Catalpolgehalt quantitativ beurteilen zu
konnen, wurde deshalb zur Bestimmung des LODs und LOQs nur der untere Kalibrierbe-
reich N2-N10 betrachtet [161], wodurch sich ein LOD und ein LOQ von 0,0015 mg/mL
bzw. 0,0046 mg/mL erreichen liefen.

Schlussendlich lieferte die Valdierungskalkulation fiir Catalpol einen linearen Arbe-
tisbereich zwischen 0,0066-0,1035 mg/mL mit dazugehoérigem LOD und LOQ von
0,0015 mg/mL bzw. 0,0046 mg/mL aus neun dquidistanten Kalibrierpunkten. Aufer-
halb des Arbeitsbereichs befindlicher LOD und LOQ gewiéhrleisten eine aussagekriftige

Quantifizierung innerhalb der angegebenen Messgrenzen.
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7.5.7.2 Aucubin

Zur Ermittlung der Kalibrierfunktion wurden die in Kapitel 7.5.5 hergestellten Analytlo-
sungen in Duplikaten vermessen, wobei der Mittelwert der zweifachen Injektion als n=1
gewertet wurde (Tabelle 7.15).



Tabelle 7.15: Messwerte (MW) [AUC] zur Erstellung der Kalibrierfunktion von Aucubin der beiden Einwaagen (EW 1 und EW?2) der jeweiligen Kalibrierpunkte

N1-N6 der Kalibrierfunktionen KF1, KF2 und KF3.

EW N c[mg/mL] KF1 ‘ KF2 ' KF3 |
MWI1 MW?2 Mittelwert MW1 MW?2 Mittelwert MW1 MWwW2 Mittelwert
EW1l 1 0,0642 4.405.408 4.315.484 4.360.446 4.326.496 4.358.299 4.342.398 4.441.458 4.300.668 4.371.063
2 0,0514 3.475.113 3.372.386  3.423.750 3.398.865 3.393.408 3.396.137 3.525.622 3.382.163  3.453.893
30,0385 2.573.050 2.521.051 2.547.051 2.492.514 2.465.733 2.479.124 2.529.213 2.447.349 2.488.281
4 0,0257 1.725.781 1.696.431 1.711.106 1.733.263 1.720.541 1.726.902 1.720.004 1.682.401 1.701.203
5 0,0128 853.044 838.695 845.870 835.755 832.224 833.990 848.012 831.363 839.688
6 0,0013 80.664 81.137 80.901 79.929 79.372 79.651 80.447 79.623 80.035
EW2 1 0,0643 4.601.341 4.379.298 4.490.320 4.605.465 4.377.473 4.491.469 4.407.028 4.396.046 4.401.537
20,0514 3.502.167 3.414.751 3.458.459 3.535.435 3.455.598 3.495.517 3.440.463 3.482.082 3.461.273
30,0385 2.553.870 2.476.532 2.515.201 2.571.773  2.509.142  2.540.458 2.523.452  2.557.848  2.540.650
4 0,0257 1.718.832  1.674.659 1.696.746 1.736.177 1.728.037 1.732.107 1.673.335 1.693.276  1.683.306
5 0,0128 849.416 855.958 852.687 854.950 845.544 850.247 867.733 862.856 865.295
6 0,0013 82.951 84.354 83.653 81.943 86.648 84.296 85.664 84.994 85.329
EwW22 10,0642 4.594.758 4.373.033  4.483.896 4.598.876 4.371.211 4.485.043 4.400.723  4.389.757 4.395.240
20,0514 3.502.167 3.414.751 3.458.459 3.535.435 3.455.598 3.495.517 3.440.463 3.482.082 3.461.273
30,0385 2.553.870 2.476.532 2.515.201 2.571.773  2.509.142  2.540.458 2.523.452 2.557.848  2.540.650
4 0,0257 1.718.832  1.674.659 1.696.746 1.736.177 1.728.037 1.732.107 1.673.335 1.693.276 1.683.306
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KF1 KF2 KF3
EW N c¢[mg/mL] - : -
MW1 MW2 Mittelwert MW1 MW2 Mittelwert MW1 MW2 Mittelwert
5 0,0128 849.416 855.958 852.687 854.950 845.544 850.247 867.733 862.856 865.295
6 0,0013 82.951 84.354 83.653 81.943 86.648 84.296 85.664 84.994 85.329

4 EW2 in EW1 umgerechnet
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Die gemittelten Messsignale der Duplikate pro Kalibrierpunkt wurden wiederum gemittelt
(n=6). Dabei konnten prozentuale Standardabweichungen von < 5 verzeichnet werden,

welche auf unauffillige Variationen der Messignale schlieBen lieBen (Tabelle 7.16).



Tabelle 7.16: Gemittelte Messwerte (MW) [AUC] zur Erstellung der Kalibrierfunktion von Aucubin der beiden Einwaagen (EW1 und EW2) der jeweiligen
Kalibrierpunkte N1-N6 der Kalibrierfunktionen KF1, KF2 und KF3, aus denen der gemittelte y-Wert ygemiwere [AUC] fiir jeden Kalibrierpunkt erhalten werden

konnte (n=6).

N EWI w2 Y{gemitelt} ~ STABW STABW [%]
KF1 KF2 KF3 KF1 KF2 KF3
1 4.360.446 4.342.398 4.371.063 4.483.896 4.485.043 4.395.240 4.406.348 62.884 1,43
2 3.423.750 3.396.137 3.453.893 3.458.459 3.495.517 3.461.273 3.448.171 34.222 0,99
3 2.547.051 2.479.124 2.488.281 2.515.201 2.540.458 2.540.650 2.518.461 29.197 1,16
4 1.711.106 1.726.902 1.701.203 1.696.746 1.732.107 1.683.306 1.708.561 18.595 1,09
5 845.870 833.990 839.688 852.687 850.247 865.295 847.963 10.918 1,29
6 80.901 79.651 80.035 83.653 84.296 85.329 82.311 2.412 2,93
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Mithilfe der gemittelten y-Werte konnten Validierungskriterien berechnet und die Ent-
scheidung iiber einen linearen oder quadratischen Zusammenhang zwischen Messsignal
und resultierendem Substanzgehalt getroffen werden. Diese wurden unter Miteinbe-
ziehung aller sechs Kalibrierpunkte berechnet (Daten nicht aufgefiihrt). Da die daraus
resultierende LOD- und LOQ-Werte von 0,0025 mg/mL bzw. 0,0076 mg/mL weit iiber
dem untersten Kalibrierpunkt (0,0013 mg/mL) der KF lagen, wurde - trotz der erlaubten
Annahme eines linearen Zusammenhangs laut dem Test nach Mandel (95%) - der unterste
Kalibrierpunkt nicht in die Kalkulation der Geradengleichung miteinbezogen. Die fiinf
verbleibenden Kalibrierpunkte N1-N5 fiihrten zu unten aufgelisteten Validierungsparame-
tern (Tabelle 7.17).
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Tabelle 7.17: Berechnete Validierungsparameter zur Evaluierung des Messbereichs fiir
Aucubin, mit N=5 (N1-N5) und n=6.

Validierungsparameter lineare Regression quadratische Regression
Qxx 0,001649% 0,001649?
Qyy 7852238711162%> 4

Qxy 1137442 1137442
Q3 d 0,00012712
Q. d 0,000010182
Qe d 88172
Steigung der linearen Kalibrier- 68957735 402212422
funktion m

Steigung der quadratischen Kali- ¢ 1363923112
brierfunktion n

Arbeitsbereichsmitte der y-Werte 25859012 d

y

Arbeitsbereichsmitte der x-Werte  0,03852 0,0385%

X

Ordinatenabschnitt b -35102%° 86470%°
Reststandardabweichung Sy 53828%P 283402
Anzahl der einbezogenen Kali- 5 (N1-N5) 5 (N1-N5)
brierpunkte

Empfindlichkeit E d 68957735%
Verfahrensstandardabweichung  0,0007806? 0,00041102
Sxo

relative Verfahrensstandard- 2,032 1,072
abweichung Vo

Bestimmtheitsmal r? 0,9989° ¢
Korrelationskoeffizient r nach 0,9994° ¢

Korrel

Korrelationskoeffizient r nach 0,9994° ¢

Pearson

LOD [mg/mL] 0,00262 ¢

LOQ [mg/mL] 0,00782 ¢

4 aus den Berechnungen erhalten

b aus den Excelbefehlen erhalten

¢ nicht bestimmt

4 entfillt

Da die relative Verfahrensstandardabweichung Vo der quadratischen Regression mit
1,07 kleiner als die der linearen mit 2,03 war, wurde der Test nach Mandel angewen-
det. Der Vergleich der erhobenen Priifgro3e mit dem F-Wert (95%) rechtfertigte die
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ndherungsweise Annahme eines direkt proportionalen Zusammenhangs zwischen dem
Messsignal und der Substanzkonzentration [mg/mL] und verifizierte die Linearitit des
untersuchten Messbereichs (Tabelle 7.18). [161]

Tabelle 7.18: Test nach Mandel zur Verifizierung einer linearen KF fiir Aucubin, mit
N=5 (N1-N5) und n=6.

Validierungsparameter Resultat
Restvarianzdifferenz As? 7,09-10°
Priifgrofe PG 8,82

aus F-Wert (99%) 98,50
aus F-Wert (95%) 18,51

Schlussendlich konnte fiir Aucubin aus fiinf dquidistanten Kalibrierpunkten (N1-N5)
ein linearer Messbereich zwischen 0,0128-0,0642 mg/mL erarbeitet werden. Eine ein-
wandfreie Quantifizierung im Messbereich wird durch die unterhalb des niedrigsten Kali-
brierpunktes gelegenen LOD- und LOQ-Wertes mit 0,0025 mg/mL bzw. 0,0076 mg/mL

verifiziert, welche anhand der unteren sechs Kalibrierpunkte kalkuliert wurden.

7.5.7.3 Verbascosid

Zur Definierung der Kalibrierfunktion wurden die in Kapitel 7.5.5 hergestellten Ana-
lytlésungen in Duplikaten vermessen, wobei der Mittelwert der zweifachen Injektion
als n=1 gewertet wurde (Tabelle 7.19). Die Kalibrierpunkte N6 und N7 wurden aus den
Losungen der Punkte N4 bzw. N5 verdiinnt (1:10, v/v). Dazu ist anzumerken, dass N6 nur
aus einer Einwaage (EW1) der Konzentration N4 gewonnen wurde. Die entsprechenden
Verdiinnungen werden im Folgenden als N6A und N6B bezeichnet und tauchen deshalb

nur unter EW1 auf.



Tabelle 7.19: Messwerte (MW) [AUC] zur Erstellung der Kalibrierfunktion von Verbascosid der beiden Einwaagen (EW1

Kalibrierpunkte N1-N8 der Kalibrierfunktionen KF1, KF2 und KF3.

und EW2) der jeweiligen

EW N c[mgmL] KF1 . KF2 . KF3 |
MWI1 MW?2 Mittelwert MWI1 MW?2 Mittelwert MW1 MW?2 Mittelwert

EwW1l 1 0,3906 28.149.612 28.003.192 28.076.402 27.494.870 27.453.060 27.473.965 26.139.154 26.059.460 26.099.307
20,3125 21.713.312 21.151.699 21.432.506 21.570.935 21.320.578 21.445.757 21.187.052 21.059.460 21.123.256
30,2344 15.900.142 15.826.403 15.863.273 15.881.160 15.595.575 15.738.368 15.598.701 15.870.576 15.734.639
4 0,1563 10.472.071 10.388.604 10.430.338 10.381.191 10.413.165 10.397.178 10.472.036 10.370.591 10.421.314
5 0,0781 5.069.372 5.076.986 5.073.179 5.145.073  5.208.032 5.176.553 5.108.696 5.115.104 5.111.900
6A 0,0156 1.065.139  1.064.743  1.064.941 1.070.887 1.055.672  1.063.280 1.063.956 1.060.297 1.062.127
6B 0,0156 1.058.175 1.059.309 1.058.742 1.067.426 1.066.984 1.067.205 1.082.767 1.084.090 1.083.429
70,0078 559.403 555.796 557.600 555.791 551.692 553.742 542.556 541.576 542.066
8 0,0016 83.854 83.080 83.467 91.180 75.164 83.172 83.584 81.595 82.590

EwW2 1 0,4437 28.445.825 28.287.194 28.366.510 27.357.007 27.277.884 27.317.446 26.894.504 26.955.781 26.925.143
20,3550 22.011.274 22.173.089 22.092.182 21.881.420 21.879.180 21.880.300 21.631.774 21.455.666 21.543.720
30,2662 16.278.342 16.179.706 16.229.024 16.303.571 16.265.161 16.284.366 16.112.423 16.081.830 16.097.127
4 0,1775 10.707.087 10.673.265 10.690.176 10.957.404 10.802.137 10.879.771 10.724.771 10.615.007 10.669.889
5 0,0887 5.333.032 5.325.007 5.329.020 5.318.211 5.303.193  5.310.702 5.307.245 5.335.162  5.321.204
60,0177 a a a a a a a a a
70,0089 542.186 546.631 544.409 552.380 548.551 550.466 550.285 552.265 551.275

a4 entfillt

b EW1 in EW2 umgerechnet
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EW N c[mg/mL] KFl - KF2 - KF3 -

MWI1 MW?2 Mittelwert MWI1 MW2 Mittelwert MWI1 MW2 Mittelwert

8 0,0018 90.392 90.697 90.545 84.471 85.941 85.206 89.544 90.562 90.053
EWI1° 10,4437 31.974.882 31.808.564 31.891.723 31.231.166 31.183.675 31.207.420 29.691.221 29.600.697 29.645.959
20,3550 24.663.948 24.026.017 24.344.983 24.502.224 24.217.846 24.360.035 24.066.175 23.921.244 23.993.709
30,2662 18.060.823 17.977.063 18.018.943 18.039.261 17.714.868 17.877.065 17.718.419 18.027.239 17.872.829
4 0,1775 11.895.128 11.800.318 11.847.723 11.791.898 11.828.217 11.810.057 11.895.088 11.779.858 11.837.473
5 0,0887 5.758.252  5.766.901 5.762.577 5.844.240 5.915.755 5.879.998 5.802.920 5.810.199  5.806.559
6A 0,0177 1.209.881 1.209.432  1.209.657 1.216.411 1.199.128 1.207.769 1.208.538 1.204.381 1.206.460
6B 0,0177 1.201.971 1.203.259 1.202.615 1.212.479 1.211.977 1.212.228 1.229.905 1.231.408 1.230.656

0,0089 635.421 631.323 633.372 631.318 626.662 628.990 616.284 615.171 615.728

0,0018 95.249 94.370 94.809 103.571 85.378 94.474 94.942 92.683 93.813

& entfillt

b EW1 in EW2 umgerechnet
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Die gemittelten Messsignale der Duplikate pro Kalibrierpunkt wurden wiederum gemittelt
(n=6). Dabei konnten prozentuale Standardabweichungen von < 5 verzeichnet werden,

welche auf unauffillige Variationen der Messignale schlieBen lieBen (Tabelle 7.20).



Tabelle 7.20: Gemittelte Messwerte (MW) [AUC] zur Erstellung der Kalibrierfunktion von Verbascosid der beiden Einwaagen (EW1 und EW2) der jeweiligen
Kalibrierpunkte N1-N8 der Kalibrierfunktionen KF1, KF2 und KF3, aus denen der gemittelte y-Wert ygemitcelry [AUC] fiir jeden Kalibrierpunkt erhalten werden

konnte (n=6).

EWI1 EW2

N KF1 KF2 KF3 KF1 KE2 KF3 Vigemioely  STABW - STABW [%]
1 31.891.723  31.207.420  29.645.959 28.366.510 27.317.446  26.925.143 29225700  2.043.708 6,99

2 24.344.983  24.360.035 23.993.709 22.092.182  21.880.300 21.543.720 23.035.821 1.329.439 5,77

3 18.018.943  17.877.065 17.872.829 16.229.024  16.284.366  16.097.127 17.063.226  945.204 5,54

4 11.847.723  11.810.057 11.837.473 10.690.176  10.879.771  10.669.889 11.289.181  598.974 5,31

5 5.762.577  5.879.998  5.806.559 5329.020 5310702  5.321.204 5.568.343  274.348 4,93

6 1.209.657  1.207.769  1.206.460 1202.615  1.212.228  1.230.656 1211564  9.891 0,82

7 633.372 628.990 615.728 544.409 550.466 551.275 587.373 42.809 7,29

8 94.809 94.474 93.813 90.545 85.206 90.053 91.483 3.681 4,02
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Mithilfe der gemittelten y-Werte konnte errechnet werden, ob ein linearer oder quadrati-
scher Zusammenhang zwischen Messsignal und resultierendem Substanzgehalt vorlag.
Diese wurden unter Miteinbeziehung aller acht Kalibrierpunkte berechnet (Daten nicht
gezeigt). Uber den Vergleich der relativen Verfahrensstandardabweichungen der quadrati-
schen mit der der linearen Regression sowie geméf des Tests nach Mandel zeigte sich
fiir N=8 eine quadratische Beziehung zwischen x- und y-Werten. Erfahrungswerte lieen
vermuten, dass der Grund fiir den nicht-linearen Kontext in den oberen oder unteren Rand-
bereichen lag, welche hiufig nicht-linearen Relationen folgen [161]. Da sich die untere(n)
Konzentration(en) unterhalb des LODs und LOQs befand(en), wurden von unten her so
lange Werte entfernt, bis die Kalibriergerade im linearen Bereich lag. Letztlich ergab sich
ein Linearitédtsbereich aus den oberen fiinf Kalibrierpunkten N1-N5. Die quadratische
Regression lieferte dabei zwar kleinere relative Verfahrensstandardabweichungen als die
lineare, doch konnte mithilfe des Tests nach Mandel (99%) die ndherungsweise Annahme

einer direkten Proportionalitit angewendet werden (Tabelle 7.21).
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Tabelle 7.21: Berechnete Validierungsparameter zur Evaluierung des Messbereichs fiir
Verbascosid, mit N=5 (N1-N5) und n=6.

Validierungsparameter lineare Regression quadratische Regres-
sion

Qxx 0,078754% 0,078754%

Qyy 348918552259794%° 4

Qxy 52412942 52412942

Q. d 0,04193312

Q,4 d 0,023195942

Q. d 27997262

Steigung  der  linearen 66553103%° 610639152

Kalibrierfunktion m

Steigung der quadratischen ¢ 103091252

Kalibrierfunktion n

Arbeitsbereichsmitte der y- 172364542 d

Werte y

Arbeitsbereichsmitte der x- 0,26622 0,26622

Werte X

Ordinatenabschnitt b -4819528° 86364 P

Reststandardabweichung Sy 178140% b 382172

Anzahl der einbezogenen 5 (N1-N5) 5 (N1-N5)

Kalibrierpunkte

Empfindlichkeit E d 665531032

Verfahrensstandard- 0,0026767* 0,00057422

abweichung Syg

relative Verfahrensstandard- 1,012 0,22?

abweichung Vg

BestimmtheitsmaB r? 0,9997° ¢

Korrelationskoeffizient r nach ~ 0,9999° ¢

Korrel

Korrelationskoeffizient r nach ~ 0,9999° ¢

Pearson

LOD [mg/mL] 0,00882 ¢

LOQ [mg/mL] 0,0268% ¢

a
b

C

aus den Berechnungen erhalten
aus den Excelbefehlen erhalten
nicht bestimmt

4 entfallt

Da die relative Verfahrensstandardabweichung Vo der quadratischen Regression mit

0,22 kleiner als die der linearen mit 1,01 war, wurde der Test nach Mandel angewendet.
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Die zur Linearitiatsannahme fithrenden Werte des Tests nach Mandel fiir N=8, N=7, N=6
und N=5 sind in Tabelle 7.22 angegeben.

Tabelle 7.22: Test nach Mandel zur Verifizierung einer linearen KF fiir Verbascosid, fiir
N=8, N=7, N=6 und N=5 bei n=6.

Validierungsparameter N=8 N=7 N=6 N=5
Restvarianzdifferenz As>  2,55-10'T  2,52-10'T  2,24-10""  9,23.10'°
PriifgroBe PG 101,30 165,72 206,95 63,18

aus F-Wert (99%) 16,26 21,20 34,12 98,50

aus F-Wert (95%) 6,61 7,71 10,13 18,51

Der Vergleich der erhobenen Priifgrofe fiir N=5 mit dem F-Wert (99%) rechtfertigte die
Annahme eines direkt proportionalen Zusammenhangs zwischen dem Messsignal und
der Substanzkonzentration [161]. Zudem befanden sich der ermittelte LOD- und LOQ-
Wert mit 0,0088 mg/mL bzw. 0,0268 mg/mL unterhalb der niedrigsten Konzentration
des Kalibrierbereichs (0,0887 mg/mL), wodurch eine einwandfreie Quantifizierung im
Messbereich legitimiert wird. Somit konnte letztendlich fiir Verbascosid ein linearer
Messbereich zwischen 0,0887-0,4437 mg/mL aus fiinf dquidistanten Kalibrierpunkten
(N1-N5) evaluiert werden.
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7.5.8 Prizision
7.5.8.1 Messprizision

Die Messprizision der Quantifizierung der Analyten Catalpol, Aucubin und Verbascosid
mittels entwickelter HPLC-DAD-Methode wurde iiber den gesamten Arbeitsbereich
getestet. Dazu wurden verschieden konzentrierte, matrixfreie Analytlésungen verwendet.
Zusitzlich wurde der Effekt der Matrix durch die Analytik im Rohextrakt des Spitzwege-
richs untersucht, wobei durch die Verwendung ein und desselben Extraktes zur Analyse
auf eine Normierung auf eine definierte Einwaagemenge oder Wassergehalt verzichtet

werden konnte.

Catalpol Fir Catalpol wurden, neben dem Extrakt (Tabelle 7.23), drei verschiedene
Analytkonzentrationen (0,0849 mg/mL, 0,0265 mg/mL, 0,0066 mg/mL) zur Festlegung
der intra- und interday Messprizision eingesetzt (Tabelle 7.24, Tabelle 7.25, Tabelle 7.26).
Ausgangsmaterial zur Extraktherstellung war das ,,neue‘ FP-Material.

Tabelle 7.23: Erhaltene Flachen von Catalpol im Extrakt zur Ermittlung der Messprézisi-
on aus sechs Injektionen pro Tag an insgesamt drei aufeinanderfolgenden Tagen.

Injektion Tag 1 Tag 2 Tag 3

1 1.949.789 1.956.105 1.953.437
2 1.929.135 1.930.637 1.935.144
3 1.919.182 1.891.529 1.889.037
4 1.902.539 1.886.940 1.880.631
5 1.878.432 1.885.821 1.876.182
6 1.872.838 1.891.428 1.883.078
MW 1.908.653 1.907.077 1.902.918
STABW 29.853 29.335 32.828
STABW [%] 1,56 1,54 1,73

Tabelle 7.24: Erhaltene Fldchen von Catalpol in wissriger Losung (0,0849 mg/mL) zur
Ermittlung der Messprizision aus sechs Injektionen pro Tag an insgesamt drei aufeinan-
derfolgenden Tagen.

Injektion Tag 1 Tag 2 Tag 3

1 3.600.048 3.585.533 3.627.667
2 3.571.090 3.567.757 3.595.692
3 3.515.720 3.486.703 3.544.735
4 3.504.179 3.497.198 3.483.563
5 3.482.873 3.472.171 3.460.182
6 3.502.723 3.481.044 3.453.274
MW 3.529.439 3.515.068 3.527.519
STABW 45.670 48.710 73.420

STABW [%] 1,29 1,39 2,08
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Tabelle 7.25: Erhaltene Fldachen von Catalpol in wissriger Losung (0,0265 mg/mL) zur
Ermittlung der Messprizision aus sechs Injektionen pro Tag an insgesamt drei aufeinan-

derfolgenden Tagen.

Injektion Tag 1 Tag 2 Tag 3

1 1.165.420 1.147.133 1.130.485
2 1.145.718 1.154.327 1.126.010
3 1.142.297 1.127.968 1.103.956
4 1.142.620 1.109.776 1.101.300
5 1.122.811 1.104.734 1.074.382
6 1.106.996 1.090.688 1.080.993
MW 1.137.644 1.122.438 1.102.854
STABW 20.211 25.057 22.768
STABW [%] 1,78 2,23 2,06

Tabelle 7.26: Erhaltene Fldchen von Catalpol in wissriger Losung (0,0066 mg/mL) zur
Ermittlung der Messprizision aus sechs Injektionen pro Tag an insgesamt drei aufeinan-

derfolgenden Tagen.

Injektion Tag 1 Tag 2 Tag 3

1 264.266 253.027 254.474
2 263.199 254.892 257.225
3 259.960 260.758 249.524
4 264.180 256.305 255.247
5 257.358 252.738 259.778
6 261.366 253.531 256.553
MW 261.722 255.209 255.467
STABW 2.719 3.026 3.441
STABW [%] 1,04 1,19 1,35

Aus den HPLC-Messungen fiir Catalpol ergaben sich schlieBlich intra- (Tabelle 7.27)
und interday (Tabelle 7.28) Messprizisionen < 5%, welche in Kapitel 7.3.2.2 diskutiert

werden.

Tabelle 7.27: Wiederholungsmessprizision von Catalpol aus sechs Injektionen pro Tag
an insgesamt drei aufeinanderfolgenden Tagen (n=6).

Extrakt 0,0849 mg/mL.  0,0265 mg/mL.  0,0066 mg/mL
MW 1.906.216  3.524.008 1.120.979 257.466
STABW 30.672 55.933 22.678 3.062
STABW [%] 1,64 1,59 2,02 1,19
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Tabelle 7.28: Labormessprizision von Catalpol aus sechs Injektionen pro Tag an insge-

samt drei aufeinanderfolgenden Tagen (n=3).

Extrakt 0,0849 mg/mL. 0,0265 mg/mL.  0,0066 mg/mL
MW 1.906.216  3.524.008 1.120.979 257.466
STABW 2.963 7.802 17.441 3.688
STABW [%] 0,16 0,22 1,56 1,43

Aucubin Fiir Aucubin wurden, neben dem Extrakt (Tabelle 7.29), zwei verschiedene

Analytkonzentrationen (0,0514 mg/mL, 0,0128 mg/mL) zur Festlegung der intra- und

interday Messprizision eingesetzt (Tabelle 7.30, Tabelle 7.31). Ausgangsmaterial zur

Extraktherstellung war das ,,neue‘ FP-Material.

Tabelle 7.29: Erhaltene Flichen von Aucubin im Extrakt zur Ermittlung der Messprizisi-
on aus sechs Injektionen pro Tag an insgesamt drei aufeinanderfolgenden Tagen.

Injektion Tag 1 Tag 2 Tag 3

1 3.015.733 2.749.092 2.906.635
2 2.963.147 2.771.222 2.889.734
3 2.912.701 2.663.819 2.830.617
4 2.851.894 2.617.334 2.808.509
5 2.764.939 2.641.922 2.807.159
6 2.747.266 2.663.918 2.804.810
MW 2.875.947 2.684.551 2.841.244
STABW 107.661 61.430 45.389
STABW [%] 3,74 2,29 1,60

Tabelle 7.30: Erhaltene Flichen von Aucubin in wissriger Losung (0,0514 mg/mL) zur
Ermittlung der Messprézision aus sechs Injektionen pro Tag an insgesamt drei aufeinan-

derfolgenden Tagen.
Injektion Tag 1 Tag 2 Tag 3
1 3.557.189 3.576.590 3.548.753
2 3.535.905 3.518.496 3.535.288
3 3.433.063 3.535.566 3.465.272
4 3.397.600 3.447.460 3.488.008
5 3.439.891 3.483.882 3.460.458
6 3.456.572 3.469.397 3.424.375
MW 3.470.037 3.505.232 3.487.026
STABW 62.671 47.467 47.423
STABW [%] 1,81 1,35 1,36
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Tabelle 7.31: Erhaltene Flichen von Aucubin in wissriger Losung (0,0128 mg/mL) zur
Ermittlung der Messprizision aus sechs Injektionen pro Tag an insgesamt drei aufeinan-
derfolgenden Tagen.

Injektion Tag 1 Tag 2 Tag 3

1 812.151 807.200 804.914
2 806.511 796.852 804.490
3 801.085 808.847 802.217
4 820.104 808.559 818.803
5 816.927 800.935 799.494
6 816.284 815.806 819.658
MW 812.177 806.367 808.263
STABW 7.175 6.645 8.716
STABW [%] 0,88 0,82 1,08

Aus den HPLC-Messungen fiir Aucubin ergaben sich schlieBlich intra- (Tabelle 7.32) und
interday (Tabelle 7.33) Messprazisionen < 5%, wobei die Abweichungen der Substanz
im Extrakt deutlich hoher ausfallen als die in den matrixfreien Losungen. Zur Diskussion

der Resultate sei auf Kapitel 7.3.2.2 verwiesen.

Tabelle 7.32: Wiederholungsmessprizision von Aucubin aus sechs Injektionen pro Tag
an insgesamt drei aufeinanderfolgenden Tagen (n=6).

Extrakt 0,0849 mg/mL 0,0265 mg/mL
MW 2.800.581 3.487.431 808.935
STABW 71.494 52.520 7.512
STABW [%] 2,54 1,51 0,93

Tabelle 7.33: Labormessprézision von Aucubin aus sechs Injektionen pro Tag an insge-
samt drei aufeinanderfolgenden Tagen (n=3).

Extrakt 0,0849 mg/mL 0,0265 mg/mL
MW 2.800.581 3.487.431 808.935
STABW 101.972 17.601 2.963

STABW [%)] 3,64 0,50 0,37
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Verbascosid Fiir Verbascosid wurden, neben dem Extrakt (Tabelle 7.34), zwei verschie-
dene Analytkonzentrationen (0,3125 mg/mL, 0,0781 mg/mL) zur Festlegung der intra-
und interday Messprizision eingesetzt (Tabelle 7.35, Tabelle 7.36). Ausgangsmaterial zur
Extraktherstellung war das ,,neue FP-Material.

Tabelle 7.34: Erhaltene Flichen von Verbascosid im Extrakt zur Ermittlung der Messpré-
zision aus sechs Injektionen pro Tag an insgesamt drei aufeinanderfolgenden Tagen.

Injektion Tag 1 Tag 2 Tag 3

1 14.823.346 15.495.494 15.218.793
2 14.835.097 15.209.443 15.089.171
3 14.692.952 14.921.403 14.792.117
4 14.600.880 14.738.344 14.536.490
5 14.449.461 14.730.148 14.595.633
6 14.289.598 14.589.089 14.593.273
MW 14.615.222 14.947.320 14.804.246
STABW 215.135 343.231 287.368
STABW [%] 1,47 2,30 1,94

Tabelle 7.35: Erhaltene Flichen von Verbascosid in wissriger Losung (0,3125 mg/mL)
zur Ermittlung der Messprizision aus sechs Injektionen pro Tag an insgesamt drei aufein-
anderfolgenden Tagen.

Injektion Tag 1 Tag 2 Tag 3

1 21.983.794 20.962.374 21.435.419
2 21.978.330 21.280.621 21.093.586
3 21.488.606 21.092.970 21.018.076
4 21.155.649 20.934.982 20.262.055
5 21.031.509 20.918.541 20.392.161
6 20.887.591 20.566.050 19.981.048
MW 21.420.913 20.959.256 20.697.058
STABW 477.193 235.806 565.743
STABW [%] 2,23 1,13 2,73
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Tabelle 7.36: Erhaltene Flichen von Verbascosid in wissriger Losung (0,0781 mg/mL)
zur Ermittlung der Messprizision aus sechs Injektionen pro Tag an insgesamt drei aufein-
anderfolgenden Tagen.

Injektion Tag 1 Tag 2 Tag 3

1 5.032.256 4.927.369 5.105.499
2 5.214.628 5.077.912 4.978.567
3 5.113.660 5.112.384 4.962.990
4 5.189.853 4.946.656 5.103.485
5 5.051.997 5.192.609 5.082.381
6 5.223.878 5.036.562 5.032.191
MW 5.137.712 5.048.915 5.044.186
STABW 83.792 100.896 62.892
STABW [%] 1,63 2,00 1,25

Aus den HPLC-Messungen fiir Verbascosid ergaben sich schlieBlich intra- (Tabelle 7.37)
und interday (Tabelle 7.38) Messprizisionen < 5%.

Tabelle 7.37: Wiederholungsmessprizision von Verbascosid aus sechs Injektionen pro
Tag an insgesamt drei aufeinanderfolgenden Tagen (n=6).

Extrakt 0,3125 mg/mL 0,0781 mg/mL
MW 14.788.930 21.025.742 5.076.938
STABW 28.911 426.247 82.527
STABW [%] 1,90 2,03 1,63

Tabelle 7.38: Labormessprizision von Verbascosid aus sechs Injektionen pro Tag an
insgesamt drei aufeinanderfolgenden Tagen (n=3).

Extrakt 0,3125 mg/mL 0,0781 mg/mL
MW 14.788.930 21.025.742 5.076.938
STABW 166.578 366.479 52.685
STABW [%] 1,13 1,74 1,04

Die Resultate werden in Kapitel 7.3.2.2 diskutiert.
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7.5.8.2 Methodenpriizision

Zur Evaluierung der Methodenprizision wurde in sechs unabhingigen Experimenten
(n=6) das FP-Material (Kapitel 7.5.2) aufgearbeitet (Kapitel 10.4.5) und mit der entwi-
ckelten HPLC-DAD-Fingerprintmethode (Kapitel 6.3.4) in Duplikaten chromatographiert,
wobei eine Doppelinjektion zu n=1 gemittelt wurde. Die Bestimmung der Methoden-
prizision fand iiber die erhaltenen Peakflaichen [AUC] des Analyten statt. Die Auswer-
tung erfolgte via Excel, wobei eine Normierung auf 7,0 g eingewogenes FP-Material
vorgenommen wurde. Eine Normierung auf einen einheitlichen Wassergehalt bzw. Tro-
ckensubstanzgehalt eriibrigte sich, da als Ausgangsmaterial ausschlieflich einheitliches
FP-Material eingesetzt wurde (,,altes* FP-Material, siehe Kapitel 7.5.11).

Catalpol Fiir Catalpol konnten im Rohextrakt der Spitzwegerichblitter aus sechs unab-
hiangigen Experimenten (n=6), wobei die Proben n1-n3 an einem anderen Tag aufgearbei-
tet wurden als die Proben n4-n6, Variationen um den Mittelwert von 12,82% festgestellt
werden (Tabelle 7.39).

Tabelle 7.39: Ermittlung der Methodenprézision von Catalpol aus sechs unabhéngigen
Experimenten (n=6), wobei die Proben n1-n3 an einem anderen Tag aufgearbeitet wurden
als die Proben n4-n6.

n  EWJg] ylI[AUC] y2 [AUC] Ygemittelt [AUC]  ygemittelt, N [AUC]

1 6,60 1.090.013 1.086.680 1.088.347 1.154.307

2 5,47 1.054.530 1.047.449 1.050.990 1.344.955

3 5,43 1.052.822 1.055.238 1.054.030 1.358.786

4 6,72 949.965 949.178 949.572 989.1387

5 6,90 1.270.147 1.256.650 1.263.399 1.281.705

6 7,10 1.085.942 1.071.633 1.078.788 1.063.593
MW 1.198.745
STABW 153.656
STABW [%] 12,82

Die Resultate werden in Kapitel 7.3.2.2 diskutiert.

Aucubin Fiir Aucubin konnten im Rohextrakt der Spitzwegerichblitter aus sechs un-
abhingigen Experimenten (n=6) Variationen um den Mittelwert von 9,33% festgestellt
werden (Tabelle 7.40).

Die Resultate werden in Kapitel 7.3.2.2 diskutiert.

Verbascosid Fiir Verbascosid konnten im Rohextrakt der Spitzwegerichblitter aus
sechs unabhingigen Experimenten (n=6) Variationen um den Mittelwert von 14,53%
festgestellt werden (Tabelle 7.41).

Die Resultate werden in Kapitel 7.3.2.2 diskutiert.
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Tabelle 7.40: Ermittlung der Methodenprizision von Aucubin aus sechs unabhingigen
Experimenten (n=6).

n EW [g] yl[AUC] y2 [AUC] Ygemittelt [AUC] Ygemittelt, N [AUC]

1 7,06 3.159.224 3.141.754 3.150.489 3.312.714

2 7,09 3.013.742 3.004.014 3.008.878 2.970.683

3 7,04 3.131.100 3.096.661 3.113.881 3.096.188

4 7,05 3.158.348 3.153.224 3.155.786 3.133.405

5 7,01 2.435.050 2.414.275 2.424.663 2.421.204

6 7,01 3.059.787 3.152.672 3.106.230 3.101.798
MW 2.974.495
STABW 277.373
STABW [%] 9,33

Tabelle 7.41: Ermittlung der Methodenprizision von Verbascosid aus sechs unabhingigen
Experimenten (n=6).

n EW [g] yl [AUC] y2 [AUC] Y gemittelt [AUC] Ygemittelt, N [AUC]

1 7,06 17.452.990 17.367.717 17.410.354 17.262.390

2 7,09 14.777.513 14.695.264 14.736.389 14.549.326

3 7,04 17.726.649 17.591.082 17.658.866 17.558.531

4 7,05 15.050.292 14.910.028 14.980.160 14.873.918

5 7,01 13.862.257 13.913.884 13.888.071 13.868.259

6 7,01 11.746.072 11.798.120 11.772.096 11.755.303
MW 14.977.954
STABW 2.176.671
STABW [%] 14,53

7.5.9 Robustheit als Analytstabilitit

Die Robustheit der Methode wurde durch die Analytstabilitit definiert. Das gewihlte Sta-
bilitdtskriterium war eine dreitdgige Standdauer der Probe im Autosampler, welcher auf
4°C temperiert war. Aus sechs unterschiedlichen Vials mit ein und derselben Probe wurde
an einem Tag (t=0) je eine einmal in die HPLC injiziert, per entwickelter HPLC-DAD-
Methode (Kapitel 6.3.4) chromatographiert und die Proben im gekiihlten Autosampler
fiir drei Tage belassen, bevor der Vorgang auf die gleiche Weise wiederholt wurde (t=3 d).
Die erhaltenen Flidchen des ersten Tages wurden mit denen des dritten Tages verglichen.
Die resultierenden Unterschiede wurden als Diffferenz zum ersten Tag, welcher auf 100%
gesetzt wurde, angegeben. Getestet wurden Proben der Analyten Aucubin, Catalpol und
Verbascosid in matrixfreier, wissriger Losung (Kapitel 7.5.5) sowie in einem Rohextrakt
der Spitzwegerichblitter (Kapitel 7.5.2 und Kapitel 10.4.5). In den wissrigen Losungen
wurden die drei Analyten einzeln untersucht, wohingegen eine simultane Bestimmung
im angewendeten Extrakt stattfand. Fiir t=0 konnten folgende Werte erhoben werden
(Tabelle 7.42).
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7.5.9.1 Catalpol

Die prozentuale Variation der erhaltenen Mittelwerte fiir t=0 bewegte sich dabei bei
allen untersuchten catalpolhaltigen Proben unter 2% und bestitigte somit eine akzeptable
Prizision der Resultate (Tabelle 7.42).

Tabelle 7.42: Ermittlung der Flidchen von Catalpol [AUC] fiir t=0 aus sechs unabhingigen
Experimenten (n=6) aus unterschiedlich konzentrierten, wissrigen Analytlosungen sowie
im Rohextrakt der Spitzwegerichblitter.

n Analytlosung Extrakt
0,0849 mg/mL. 00,0265 mg/mL  0,0066 mg/mL  ?

1 3.585.533 1.165.420 264.266 1.956.105
2 3.567.757 1.145.718 263.199 1.930.637
3 3.486.703 1.142.297 259.960 1.891.529
4 3.497.198 1.142.620 264.180 1.886.940
5 3.472.171 1.122.811 257.358 1.885.821
6 3.481.044 1.106.996 261.366 1.891.428
MW 3.515.068 1.137.644 261.722 1.907.077
STABW 48.710 20.211 2.719 29.335
STABW [%] 1,39 1,78 1,04 1,54

4 Konzentration nicht bestimmt

Fiir t=3 d konnten folgende Werte ermittelt werden (Tabelle 7.43).

Tabelle 7.43: Ermittlung der Flichen von Catalpol [AUC] fiir t=3 d aus sechs unabhin-
gigen Experimenten (n=6) aus unterschiedlich konzentrierten, wissrigen Analytlosungen
sowie im Rohextrakt der Spitzwegerichblitter.

n Analytlosung Extrakt
0,0849 mg/mL  0,0265 mg/mL  0,0066 mg/mL.  *

1 3.691.938 1.113.650 256.943 1.971.264
2 3.623.251 1.130.766 257.934 1.965.483
3 3.585.479 1.142.260 247.879 1.991.126
4 3.520.080 1.099.122 267.452 1.894.980
5 3.504.806 1.143.570 258.124 1.907.216
6 3.507.938 1.101.290 260.760 1.933.375
MW 3.572.249 1.121.776 258.182 1.943.907
STABW 75.509 19.871 6.330 38.196
STABW [%] 2,11 1,77 2,45 1,96

4 Konzentration nicht bestimmt

Die prozentuale Variation der erhaltenen Mittelwerte fiir t=3 d bewegte sich dabei bei
allen untersuchten Proben unter 3% und bestitigte somit eine akzeptable Prézision der
Resultate. Aus der Differenz der Analytflichen von t=0 und t=3 d konnte letztlich die
Stabilitéit des Analyten in der jeweiligen Probe abgeleitet werden (Tabelle 7.44).
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Tabelle 7.44: Ermittlung der Differenz der Flichen von Catalpol [AUC] nach drei tigiger
Lagerung der Probengefifle im Autosampler bei 4 °C in sechs unabhingigen Experimen-
ten (n=6).

Analytlosung Extrakt
0,0849 mg/mL  0,0265 mg/mL  0,0066 mg/mL  *

y-Wert 57.181 -15.867 “3.540 36.831
[AUC]

y-Wert [%] 1,63 -1,39 1,35 1,93
WF [%] 101,63 98,61 98,65 101,93

4 Konzentration nicht bestimmt

Alle vier catalpolhaltigen Proben lieferten mit 101,63% (0,0849 mg/mL Analytlésung),
98,61% (0,0265 mg/mL Analytlosung), 98,65% (0,0066 mg/mL Analytlosung) und
101,93% (Extrakt) eine Wiederfindung innerhalb der Akzeptanzgrenzen von 95-105%,
wodurch die Stabilitdt des Catalpols bei den angewendeten Kriterien (3 d bei 4°C) im
gesamten Messbereich auBerhalb der Matrix (verschiedene Konzentrationen an Analytlo-

sung) sowie in Gegenwart der Matrix (Extrakt) als verifiziert galt.
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7.5.9.2 Aucubin

Die prozentuale Variation der erhaltenen Mittelwerte fiir t=0 bewegte sich fiir die ma-
trixfreien Aucubinlésungen unter 2% und bestitigte somit eine akzeptable Prézision der
Resultate, wohingegen sich die aus den Extrakten gewonnenen Variationen des Aucu-
bins mit 6,55% relativer Standardabweichung aulerhalb der < 5%-Grenze befanden
(Tabelle 7.45).

Tabelle 7.45: Ermittlung der Fliachen von Aucubin [AUC] fiir t=0 aus sechs unabhéngigen
Experimenten (n=6) aus unterschiedlich konzentrierten, wissrigen Analytldsungen sowie
im Rohextrakt der Spitzwegerichblitter.

n Analytlésung Extrakt
0,0514 mg/mL 0,0128 mg/mL a

1 3.576.590 807.200 1.548.596
2 3.518.496 796.852 1.465.350
3 3.535.566 808.847 1.426.361
4 3.447.460 808.559 1.361.492
5 3.483.882 800.935 1.339.586
6 3.469.397 815.806 1.297.728
MW 3.505.232 806.367 1.406.519
STABW 47.467 6.645 92.069
STABW [%] 1,35 0,82 6,55

4 Konzentration nicht bestimmt

Fiir t=3 d konnten folgende Werte ermittelt werden (Tabelle 7.46).

Tabelle 7.46: Ermittlung der Fldchen von Aucubin [AUC] fiir t=3 d aus sechs unabhin-
gigen Experimenten (n=6) aus unterschiedlich konzentrierten, wéssrigen Analytldsun-
gen sowie im Rohextrakt der Spitzwegerichblitter.

n Analytlosung Extrakt
0,0514 mg/mL 0,0128 mg/mL a

1 3.529.436 789.037 1.394.544
2 3.553.086 797.319 1.388.638
3 3.550.175 796.512 1.372.899
4 3.492.592 773.174 1.356.816
5 3.456.663 809.864 1.369.972
6 3.411.224 811.219 1.369.180
MW 3.498.863 796.188 1.375.342
STABW 56.584 14.108 13.867
STABW [%] 1,62 1,77 1,01

2 Konzentration nicht bestimmt
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Die prozentuale Variation der erhaltenen Mittelwerte fiir t=3 d bewegte sich dabei bei
allen untersuchten Proben unter 2% und bestitigte somit eine akzeptable Prézision der
Resultate. Aus der Differenz der Analytfiichen von t=0 und t=3 d konnte letztlich die
Stabilitdt des Analyten in der jeweiligen Probe definiert werden (Tabelle 7.47).

Tabelle 7.47: Ermittlung der Differenz der Flichen von Aucubin [AUC] nach drei
tagiger Lagerung der Probengefdfie im Autosampler bei 4°C in sechs unabhéingigen
Experimenten (n=6).

Analytlosung Extrakt

0,0514 mg/mL 0,0128 mg/mL a
y-Wert [AUC] -6.369 -10.179 -31.177
y-Wert [%] 0,18 1,26 2,22
WF [%] 99,82 98,74 97,78

4 Konzentration nicht bestimmt

Alle drei aucubinhaltigen Proben lieferten mit 99,82% (0,0514 mg/mL Analytlosung),
98,74% (0,0128 mg/mL Analytlosung) und 97,78% (Extrakt) Wiederfindungen inner-
halb der Akzeptanzgrenzen von 95-105%, wodurch die Stabilitit von Aucubin bei den
angewendeten Kriterien (3 d bei 4°C) im gesamten Messbereich au3erhalb der Matrix
(verschiedene Konzentrationen an Analytlosung) sowie in Gegenwart der Matrix (Extrakt)

als verifiziert galt.
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7.5.9.3 Verbascosid

Die prozentuale Variation der erhaltenen Mittelwerte fiir t=0 bewegte sich bei allen
untersuchten verbascosidhaltigen Proben unter 3% und bestétigte somit eine akzeptable
Prizision der Resultate (Tabelle 7.48).

Tabelle 7.48: Ermittlung der Flichen von Verbascosid [AUC] fiir t=0 aus sechs unab-
hingigen Experimenten (n=0) aus unterschiedlich konzentrierten, wissrigen Analytlo-
sungen sowie im Rohextrakt der Spitzwegerichblitter.

n Analytlésung Extrakt
0,3125 mg/mL 0,0781 mg/mL a

1 22.189.929 5.585.236 15.495.494
2 22.504.260 5.522.672 15.209.443
3 21.912.844 5.386.120 14.921.403
4 22.239.395 5.360.029 14.738.344
5 22.077.575 5.484.034 14.730.148
6 21.852.610 5.404.010 14.589.089
MW 22.129.436 5.457.017 14.947.320
STABW 237.688 88.004 343.231
STABW [%] 1,07 1,61 2,30

4 Konzentration nicht bestimmt

Fiir t=3 d konnten folgende Werte ermittelt werden (Tabelle 7.49).

Tabelle 7.49: Ermittlung der Flichen von Verbascosid [AUC] fiir t=3 d aus sechs
unabhingigen Experimenten (n=6) aus unterschiedlich konzentrierten, wéssrigen Ana-
lytlosungen sowie im Rohextrakt der Spitzwegerichblitter.

n Analytlosung Extrakt
0,3125 mg/mL 0,0781 mg/mL a

1 20.737.526 5.072.030 13.612.579
2 21.941.342 5.161.308 13.804.486
3 20.317.240 4.910.018 13.972.619
4 21.101.291 4.868.902 13.390.788
5 20.264.880 5.235.688 13.463.320
6 20.398.464 4.700.270 13.544.790
MW 20.793.457 4.991.369 13.631.430
STABW 644.628 200.715 219.267
STABW [%] 3,10 4,02 1,61

2 Konzentration nicht bestimmt

Die prozentuale Variation der erhaltenen Mittelwerte fiir t=3 d bewegte sich dabei bei
allen untersuchten Proben unter 5% und bestitigte somit eine akzeptable Prézision der
Resultate. Aus der Differenz der Analytflichen von t=0 und t=3 d konnte letztlich die
Stabilitit des Analyten in der jeweiligen Probe definiert werden (Tabelle 7.50).
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Tabelle 7.50: Ermittlung der Differenz der Flichen von Verbascosid [AUC] nach
dreitdgiger Lagerung der Probengefdfle im Autosampler bei 4 °C in sechs unabhingigen
Experimenten (n=6).

Analytlosung Extrakt
0,3125 mg/mL 0,0781 mg/mL a
y-Wert [AUC] -1.335.978 -465.648 -1.315.890
y-Wert [%] -6,04 -8,53 -8,80
WF [%] 93,96 91,47 91,20

4 Konzentration nicht bestimmt

Alle drei verbascosidhaltigen Proben lieferten mit 93,96% (0,3125 mg/mL Analytlo-
sung), 91,47% (0,0781 mg/mL Analytlésung) und 91,20% (Extrakt) Wiederfindungen
auflerhalb der Akzeptanzgrenzen von 95-105%, wodurch die Stabilitdt von Verbascosid
bei den angewendeten Kriterien (3 d bei 4 °C) weder aulerhalb der Matrix (Analytlosung)
noch in Gegenwart der Matrix (Extrakt) akzepiert werden konnte. Als Konsequenz der
geringen Analytstabilitit wird empfohlen, bei den Analysen - sogar unter gekiihlten Be-
dingungen - auf eine rasche Analytik und somit kurze Standzeiten der verbascosidhaltigen
Proben zu achten. Auf die Evaluierung einer konkreten Standzeitdauer mit Ergebnissen

innerhalb der Akzeptanzgrenzen wurde verzichtet.

7.5.10 Richtigkeit als Wiederfindung

Die Wiederfindung (WF) der drei Analyten Aucubin, Catalpol und Verbascosid wurde,
wie in Kapitel 7.2.7 beschrieben, ausgefiihrt. Es wurden je sechs unabhéingige Experimen-
te zur Bestimmung von Xji und X0 herangezogen (n=6), welche, sofern nicht explizit
berichtigt, an einem Tag aufbereitet und in Duplikaten per HPLC vermessen wurden. Der
Mittelwert der Duplikate wurde als n=1 behandelt. Aucubin und Verbascosid wurden

zusammen analysiert, wihrend die Wiederfindung von Catalpol separat untersucht wurde.

7.5.10.1 Catalpol

Die Ermittlung von X, ineern VOn Catalpol basierte auf sechs unabhéngigen Experimen-
ten des ,,alten* FP-Materials (n=6), wobei die Proben nl-n3 an einem anderen Tag
aufgearbeitet wurden als die Proben n4-n6. Insgesamt konnte eine mittlere genormte
Konzentration X, intern 1n den Spitzwegerichbléttern von 11,0513 £ 1,4022 mg/mL mit
einer prozentualen Standardabweichung von 12,69% erzielt werden (Tabelle 7.51). Zur
Berechnung von xn; inern Wurde ein Wassergehalt des eingesetzten FP-Materials von
93,31% herangezogen (Tabelle 7.58 in Kapitel 7.5.11).



Tabelle 7.51: Ermittlung von Xy ineern VOn Catalpol aus sechs unabhéngigen Experimenten des ,,alten* FP-Materials (n=6), wobei die Proben n1-n3 an einem
anderen Tag aufgearbeitet wurden als die Proben n4-n6.

n EW [g] yl [AUC] y2 [AUC] Ygemittelt [AUC] X [Il’lg/ mL] XN, intern [ng/ mL]
1 6,60 1.090.013 1.086.680 1.088.347 0,0268 10,6378
2 5,47 1.054.530 1.047.449 1.050.990 0,0259 12,4111
3 5,43 1.052.822 1.055.238 1.054.030 0,0260 12,5373
4 6,72 949.965 949.178 949.572 0,0235 9,1648
5 6,9 1.270.147 1.256.650 1.263.399 0,0310 11,7516
6 7,1 1.085.942 1.071.633 1.078.788 0,0266 9,8050
MW 0,0266 11,0513
STABW 0,0024 1,4022
STABW [%] 9,10 12,69
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Nach erfolgter Einwaage des FP-Materials wurden 5 mL einer 0,0352 mg/mL konzen-
trierten wiassrigen Analytlosung (Kapitel 7.5.5) zum FP-Material hinzupipettiert und
aufgearbeitet (Kapitel 10.4.5). Somit belief sich die zugesetzte Analytmenge Xextern Unter
Beriicksichtigung des Verdiinnungsvolumens von 25 mL auf 0,0070 mg/mL und fiihrte
zu einem Xgop-Wert von 11,0583 mg/mL. Zur Berechnung der Wiederfindung wurde ein
Wassergehalt des eingesetzten FP-Materials von89,48% angenommen (Tabelle 7.58 in
Kapitel 7.5.11). GeméB den mathematischen Formeln in Kapitel 7.2.7 konnte iiber den Ver-
gleich der x;s-Werte mit dem X0 die Wiederfindung+Standardabweichung sowie die da-
zugehorige prozentuale Standardabweichung erhalten werden, welche 122,20+ 19,84%
mit 16,24% relativer Abweichung betrug (Tabelle 7.52). Die erzielten Resultate werden
in Kapitel 7.3.2.4 diskutiert.



Tabelle 7.52: Ermittlung der Wiederfindung sowie des xy is--Wertes von Catalpol aus sechs unabhidngigen Experimenten des ,,alten* FP-Materials (n=6).

n  EW[g] y 1 [AUC] y 2 [AUC] Ygemittelt [AUC] X [mg/mL] XN, ist [mg/mL]  Xgon [mg/mL] WEF[%]
1 6,77 1.797.930 1.775.473 1.786.702 0,0433 16,7798 11,0583 151,74
2 7,02 1.420.933 1.409.957 1.415.445 0,0345 12,8964 11,0583 116,62
36,99 1.566.242 1.568.530 1.567.386 0,0381 14,3023 11,0583 129,34
4 7,27 1.486.707 1.486.716 1.486.712 0,0362 13,0620 11,0583 118,12
5 7,09 1.096.719 1.114.315 1.105.517 0,0271 10,0531 11,0583 90,91
6 6,94 1.511.151 1.529.282 1.520.217 0,0370 13,9831 11,0583 126,45
MW 0,0361 13,5128 122,20
STABW 0,0053 2,1941 19,84
STABW [%)] 14,63 16,24 16,24
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7.5.10.2 Aucubin

Die Ermittlung von XN inern VON Aucubin basierte auf sechs unabhéngigen Experimenten
des ,,alten FP-Materials (n=6). Insgesamt konnte eine mittlere genormte Konzentration
XN, intern 10 den Spitzwegerichblittern von 16,5104 £ 1,5032 mg/mL mit einer prozentua-
len Standardabweichung von 9, 10% erzielt werden (Tabelle 7.53). Zur Berechnung von
XN, intern WUrde ein Wassergehalt des eingesetzten FP-Materials von 93,31% angenommen
(Tabelle 7.58 in Kapitel 7.5.11).



Tabelle 7.53: Ermittlung von Xy, inern VON Aucubin aus sechs unabhédngigen Experimenten des ,,alten* FP-Materials (n=6).

n  EW[g] yl [AUC] y2 [AUC] Ygemittelt [AUC] X [mg/mL] XN, intern [Mg/mL]
1 7,06 3.159.224 3.141.754 3.150.489 0,0467 17,3186
2 7,09 3.013.742 3.004.014 3.008.878 0,0447 16,4872
3 7,04 3.131.100 3.096.661 3.113.881 0,0462 17,1704
4 7,05 3.158.348 3.153.224 3.155.786 0,0468 17,3717
5 7,01 2.435.050 2.414.275 2.424.663 0,0362 13,5123
6 17,01 3.059.787 3.152.672 3.106.230 0,0461 17,2025
MW 0,0444 16,5104
STABW 1,5032
STABW [%] 9,10
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Nach erfolgter Einwaage des FP-Materials wurden 5 mL einer 0,0653 mg/mL konzen-
trierten wiassrigen Analytlosung (Kapitel 7.5.5) zum FP-Material hinzupipettiert und
aufgearbeitet (Kapitel 10.4.5). Somit belief sich die zugesetzte Analytmenge Xextern Unter
Beriicksichtigung des Verdiinnungsvolumens von 25mL auf 0,0131 mg/mL und fiihrte
Zu einem Xgop-Wert von 16,5235 mg/mL. Zur Berechnung der Wiederfindung wurde
ein Wassergehalt des eingesetzten FP-Materials von 89,48% angenommen (Tabelle 7.57
in Kapitel 7.5.11). Gemil den Formeln in Kapitel 7.2.7 konnte iiber den Vergleich
der x;ji-Werte mit dem Xgo die Wiederfindung+Standardabweichung sowie die dazu-
gehorige prozentuale Standardabweichung erhalten werden, welche 53,19 £4,57% mit
8,60% relativer Abweichung betrug (Tabelle 7.54). Die gewonnenen Resultate werden in
Kapitel 7.3.2.4 diskutiert.



Tabelle 7.54: Ermittlung der Wiederfindung sowie des xy;, js-Wertes von Aucubin aus sechs unabhéngigen Experimenten des ,,neuen* FP-Materials (n=0).

n  EW[g] yl [AUC] y2 [AUC] Ygemittelt [AUC] X [mg/mL] XN, ist [mg/mL]  Xgon [mg/mL] WF[%]
1 6,87 2.654.618 2.636.831 2.645.725 0,0394 9,5405 16,5235 57,74
2 7,00 2.314.304 2.298.272 2.306.288 0,0345 8,1935 16,5235 49,59
37,05 2.806.110 2.835.046 2.820.578 0,0419 9,8953 16,5235 59,89
4 6,99 2.345.837 2.368.700 2.357.269 0,0352 8,3812 16,5235 50,72
5 6,87 2.388.942 2.401.675 2.395.309 0,0358 8,6611 16,5235 52,42
6 7,04 2.286.788 2.276.298 2.281.543 0,0341 8,0621 16,5235 48,79
MW 0,0368 8,7890 53,19
STABW 0,0031 0,7556 4,57
STABW [%)] 8,53 8,60 8,60
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7.5.10.3 Verbascosid

Die Ermittlung von XN, inern VOn Verbascosid basierte auf sechs unabhéngigen Experi-
menten des ,,alten” FP-Materials (n=6). Insgesamt konnte eine mittlere genormte Kon-
zentration Xy inern 10 den Spitzwegerichbléttern von 86,8548 12,23 mg/mL mit einer
prozentualen Standardabweichung von 14,08% erzielt werden (Tabelle 7.55). Zur Berech-
nung von Xy, inern WUrde ein Wassergehalt des eingesetzten FP-Materials von 93,31%

angenommen (Tabelle 7.58 in Kapitel 7.5.11).



Tabelle 7.55: Ermittlung von XN, ineern VOn Verbascosid aus sechs unabhédngigen Experimenten des ,,alten* FP-Materials (n=6).

n  EW[g] yl [AUC] y2 [AUC] Ygemittelt [AUC] X [mg/mL] XN, intern [Mg/mL]
1 7,06 17.452.990 17.367.717 17.410.354 0,2688 99,6849
2 7,09 14.777.513 14.695.264 14.736.389 0,2287 84,4285
3 7,04 17.726.649 17.591.082 17.658.866 0,2726 101,3566
4 17,05 15.050.292 14.910.028 14.980.160 0,2323 86,2676
5 7,01 13.862.257 13.913.884 13.888.071 0,2159 80,6320
6 17,01 11.746.072 11.798.120 11.772.096 0,1841 68,7590
MW 0,2337 86,8548
STABW 12,23
STABW [%] 14,08
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Nach erfolgter Einwaage des FP-Materials wurden 5 mL einer 0,4437 mg/mL (n1-nS5)
bzw. 4 mL einer 0,3906 mg/mL (n6) konzentrierten wéssrigen Analytlosung (Kapi-
tel 7.5.5) zum FP-Material hinzupipettiert und aufgearbeitet (Kapitel 10.4.5). Somit
belief sich die zugesetzte Analytmenge Xextern Unter Beriicksichtigung des Verdiinnungs-
volumens von 25mL auf 0,0131 mg/mL (n1-n5) bzw. 0,3906 mg/mL (n6) und fiihrte
Zu einem Xgo-Wert von 16,5235 mg/mL (nl1-n5) bzw. 16,5235 mg/mL (n6). Zur Be-
rechnung der Wiederfindung wurde ein Wassergehalt des eingesetzten FP-Materials von
89,48% angenommen (Tabelle 7.57 in Kapitel 7.5.11). Geméall den mathematischen
Formeln in Kapitel 7.2.7 konnte iiber den Vergleich der x;i-Werte mit dem Xgop die
Wiederfindung+Standardabweichung sowie die dazugehorige prozentuale Standardab-
weichung erhalten werden, welche 27,08 + 8,66% mit 31,96% relativer Abweichung
betrug (Tabelle 7.56). Die erhaltenen Resultate werden in Kapitel 7.3.2.4 diskutiert.



Tabelle 7.56: Ermittlung der Wiederfindung sowie des xn;, js-- Wertes von Verbascosid aus sechs unabhingigen Experimenten des ,,neuen® FP-Materials (n=6),

wobei die Proben n1-n5 auf einer anderen zugesetzten Analytmenge beruhten als n6.

n EwW [g] yl [AUC] y2 [AUC] Ygemittelt [AUC] X [mg/ mL] XN, ist [mg/ mL] Xsoll [I’Ilg/ mL] WF[%]
1 6,87 8.317.177 8.463.767 8.390.472 0,1333 32,2907 86,9435 37,14
2 7,00 7.675.860 7.685.809 7.680.835 0,1227 29,1563 86,9435 33,53
37,05 7.398.062 7.441.260 7.419.661 0,1187 28,0232 86,9435 32,23
4 6,99 5.627.831 5.639.185 5.633.508 0,0919 21,8748 86,9435 25,16
5 6,87 4.070.415 4.054.940 4.062.678 0,0683 16,5399 86,9435 19,02
6 7,04 3.291.547 3.279.626 3.285.587 0,0566 13,3806 86,9329 15,39

MW 0,0986 23,5442 86,9417 27,08

STABW 0,0314 7,5260 8,66

STABW [%)] 31,81 31,97 31,96
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7.5.11 Bestimmung des Wassergehalts

Zur Wiederfindungsevaluierung wurden zum besseren Vergleich die betracheten x-Werte
auf einen Wassergehalt von 0% bzw. TS-Gehalt von 100% des eingesetzten FP-Materials
genormt. Dazu wurde das verwendete Frischpflanzenmaterial (Kapitel 7.5.2) einer azeo-
tropen Destillation (Kapitel 7.5.12.2) unterzogen.

Aufgrund des hohen analytischen Verbrauchs an FP-Material, reichte ein Gefafl an FP-
Material nicht aus, weswegen zu einem spiteren Zeitpunkt noch einmal gefrorenes
Blattmaterial des gleichen Erntezeitpunkts der gleichen Pflanzenkategorie vorzerkleinert
und in einem neuen Behilter aufbewahrt wurde. Die erste Zerkleinerung wurde als ,,alte*
Frischpflanze, die zweite als ,,neue” Frischpflanze bezeichnet. Der Wassergehalt der alten
FP setzte sich aus acht, der der neuen FP aus sechs unabhingigen Versuchen zusammen.
Dabei wurden pro Tag aus logistischen Griinden nur drei Bestimmungen durchgefiihrt.
Einzelne Versuche mussten dabei aufgrund von Stérungen, wie Undichtigkeit des Ap-
paraturhahns oder unzureichende Phasentrennung im Messrohr, bei der Bildung des
Mittelwerts ausgeschlossen werden.

Tabelle 7.57 fasst die Resultate der Wasserbestimmung der neuen Frischpflanze zusam-

men, welche an zwei unterschiedlichen Tagen innerhalb einer Woche erhalten wurden.

Tabelle 7.57: Wasserbestimmung des ,,neuen‘ FP-Materials (n=6).

Datum n VI V2 AV EW [g] Wassergehalt
[mL] [mL] [mL] [%]
28.07.2017 1 1,50 3,45 1,95 2,25 86,67
2 2,60 4,45 1,85 1,93 95,85
3 0,20 1,90 1,70 1,93 88,08
02.08.2017 4 1,75 3,30 1,55 1,73 89,60
5 1,75 3,50 1,75 1,95 89,74
6 0,60 2,20 1,60 1,84 86,96
MW 89,48
STABW 3,38

STABW [%] 3,77

Der durchschnittliche Wassergehalt der ,,neuen* Frischpflanze betrug 89,48%. Die Streu-
ung um den Mittelwert lag mit einer prozentualen Standardabweichung < 5% im akzep-
tablen Bereich. Weiter wurden keine Validierungsparameter zur Beurteilung der Wasser-
bestimmung betrachtet. Im Vergleich dazu war der Wasseranteil im ,,alten* FP-Material
mit durchschnittlichen 93,31% Wasser hoher, was auf die optisch sichtbare, vermehrte
Anlagerung von externem Haftwasser auf dem FP-Material, bedingt durch die lingere
Gebrauchsdauer, zuriickgefiihrt wurde. Der Wassergehalt des ,,alten* FP-Materials wurde
an vier unterschiedlichen Tagen innerhalb einer Woche erhoben und wies ebenfalls eine
akzeptable Wertevariation von < 5% auf (Tabelle 7.58).
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Tabelle 7.58: Wasserbestimmung des ,,alten* FP-Materials (n=8).

Datum n V1 V2 AV EW [g] Wassergehalt
[mL] [mL] [mL] [%]
03.08.2017 1 1,75 3,50 1,75 1,81 96,69
0,30 4,00 3,70 3,77 98,14
04.08.2017 3 1,95 3,60 1,65 1,75 94,29
4 0,60 2,65 2,05 2,27 90,31
08.08.2017 5 1,80 3,45 1,65 1,79 92,18
6 0,60 2,65 2,05 2,27 90,31
09.08.2017 7 1,75 3,55 1,80 1,93 93,26
8 0,50 2,40 1,90 2,08 91,35
MW 93,31
STABW 2,90

STABW [%] 3,11

Es sei an dieser Stelle darauf hingewiesen, dass die angewendete Methode zur Was-
serbestimmung (azeotrope Destillation) unter den vorliegenden Gegebenheiten keiner
fundierten Validierung geméfl ICH guidelines [160] unterzogen wurde. Zwar handelt
es sich bei der herangezogenen azeotropen Destillation prinzipiell um eine validierte
Methode des Ph. Eur. [176], doch sind die zugrundeliegenden Validierungsaspekte nicht
identisch. Es wird davon ausgegangen, dass zur Validierung der Methode des Ph. Eur.
die Droge eingesetzt wurde, wihrend hier das FP-Material verwendet wurde. Von einem
sehr signifikanten Unterschied im Wassergehalt der frischen und getrockneten Spitzwege-
richblétter wird ausgegangen, was die Validitdt der Methode zur FP-Analytik in Frage
stellt. Deswegen ergibt sich ein Fehler unbekannter Hohe. Eine fundierte Validierung
unter den vorliegenden Bedingungen gemif ICH guidelines [160] hitten den Rahmen
dieser Dissertation deutlich gesprengt und empfiehlt sich als Thema fiir zukiinftige For-

schungsprojekte.
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7.5.12 Methodenfindung zur Bestimmung des Wassergehalts

Der Wassergehalt einer Pflanze hingt von diversen Faktoren ab, wie z.B. Temperatur und
Niederschlag und kann in ein und derselben Pflanze innerhalb eines Tages variieren. Es
wurde eine deutliche Variation der Substanzgehalte an Aucubin, Catalpol und Verbascosid
wihrend der Methodenfindung eines geeigneten Aufarbeitungsverfahrens festgestellt. Fiir
diese Schwankungen wurde mitunter der sich verdndernde Wassergehalt im eingefrorenen
Frischpflanzenmaterial tiber die Zeit verantwortlich gemacht.

Das grob zerkleinerte, gefrorene Frischpflanzenmaterial wurde in einer Schottflasche
bei -20°C aufbewahrt, die wihrend der Methodenfindung immer wieder gettfnet wurde.
Somit war das gefrorene Material zeitweise der Temperatur im Raum ausgesetzt und
taute z.T. sogar leicht auf. AuBBerdem konnte auf diese Weise Feuchtigkeit aus der Luft
in die Flasche, die anschlieBend immer wieder bei -20°C gelagert wurde, gelangen.
Im Laufe der Monate konnte die zunehmende Entstehung von Haftwasser auf dem
zerkleinerten Pflanzenmaterial beobachtet werden. In den Literaturstellen, die sich mit
der Analytik von Frischpflanzenmaterial beschiftigen, wurde der Wassergehalt bis dato
kaum beriicksichtigt. Aus diesem Grund wurden verschiedene Verfahren zur Ermittlung
des Gehalts an Wasser in gefrorenem Frischpflanzenmaterial getestet und miteinander

verglichen, um eine geeignete Methode definieren zu kénnen (Kapitel 7.5.12.5).

7.5.12.1 Karl-Fischer-Titration

Die Karl-Fischer-Titration wurde an einem 870 KF Titrino Plus der Firma METROHM
(Filderstadt, Deutschland) mit den Reagenzien Methanol (p.a.) und der Kombilosung
Aquastar ComiTitrant 5 der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland), die die restlichen
oben erwdhnten Komponenten (Iod, Schwefeldioxid, Base) beinhaltete, durchgefiihrt.
Das Gerit wurde vor den Messungen mit Wasser kalibriert (10 uL, n = 5).

Die Proben wurden folgendermallen vorbereitet: 2,0 g préapariertes Frischpflanzenmate-
rial (Blétter, Libor, Ernte 05.08.2013, Kapitel 7.5.2, Kapitel 8.3.2) wurden mit 15 mL
Methanol (p.a.) versetzt, analog der Frischpflanzenaufbereitung (Abbildung 10.2) in Ka-
pitel 8.3.2 per Ultraturrax zerkleinert und unter Verwendung von Methanol (p.a.) in einen
vorher gewogenen Erlenmeyerkolben mit Schliff tiberfiihrt. Der volle Erlenmeyerkolben
wurde riickgewogen, ein Teil des Inhalts in ein Falcon tiberfiihrt, zentrifugiert (4000 rpm,
15 min) und der Uberstand abgenommen. Dieser stellte die zu vermessene Probenlosung
dar, welche in die Losungsmittelvorlage pipettiert wurde. Zur Messung wurden je 500 pL

der Probenlosung eingesetzt (n = 5).
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7.5.12.2 Azeotrope Destillation

Die azeotrope Destillation wurde gemif3 Ph. Eur. Methode 2.2.13 [176] mithilfe einer
speziellen Wasserabscheideapparatur durchgefiihrt. Die Methode wurde an die verwende-
te Apparatur angepasst, bei denen die geforderten 2 mL Wasser bei der Vordestillation
nicht ausreichten, um in der Messskala des Abscheiderohrs abgelesen zu werden. Letzt-
endlich wurden zur Vordestillation 200 mL Toluol (p.a.) und 3 mL Wasser in einen
500 mL Rundkolben mit Siedesteinen gefiillt und fiir 2 h im Heizpilz unter starkem
Riickfluss erhitzt. Um in dem System der Apparatur anhaftende Wasserreste quantitativ
in das Wasserabscheiderohr zu bringen, wurde 5 min vor Beendigung der Destillation
in die obere Offnung des Riickflusskiihlers ausreichend Toluol (p.a.) gegossen. Nach
30 miniitigem Erkaltenlassen der Apparatur wurde das im Abscheider gesammelte Was-
servolumen an der Skala des Abscheidebereichs auf 0,05 mL genau abgelesen. Eine
definierte Menge des zu analysierenden Frischpflanzenmaterials, wenn moglich 2,0 g,
wurde in den abgekiihlten Rundkolben gegeben. Darauthin wurde auf die gleiche Weise
verfahren, wie zuvor. Die abgelesenen Volumina wurden voneinander substrahiert um
den Gehalt an Wasser in der Probe zu berechnen. Um der Adsorption von Wasser an der
Glaswand, speziell Messbereich des Abscheiderohrs, zu vermeiden, wurde die Apparatur
iiber Nacht in verdiinnter Natronlauge (1 : 5, v/v) eingelegt. Der Wassergehalt wurde
anhand folgender Gleichung kalkuliert.

Gleichung 43: Formel zur Berechnung des Wassergehalts WG [%] im
Frischpflanzenmaterial, wobei V,: abgelesenes Volumen nach Vordestillation, V:
abgelesenes Volumen nach Destillation (welches dem Volumen der Vordestillation plus

Volumen der FP-Destillation entspricht), m: Einwaage der Frischpflanze [g].

V-V,

WG = -100 [%] (7.41)

7.5.12.3 Trocknungsverlust

Der Wassergehalt des préparierten Frischpflanzenmaterials (Blétter, Libor, Ernte 05.08.2013,
Kapitel 7.5.2, Kapitel 8.3.2) wurde unter anderem anhand des Trocknungsverlustes so-
wohl via Exsikkator als auch via Lyophilisation ermittelt.

Zur Bestimmung des Wassergehalts mittels Exsikkator wurden 2,0 g pripariertes Frisch-
pflanzenmaterial mit 15 mL Methanol (p.a.) versetzt, analog der Frischpflanzenaufberei-
tung (Abbildung 10.2) in Kapitel 8.3.2 per Ultraturrax zerkleinert und unter Zuhilfenahme
von Methanol (p.a.) in einen ausgewogenen 100 mL Rundkolben iiberfiihrt. Nach Ab-
dampfen des Methanols am Rotationsverdampfer wurde der Kolben im Exsikkator iiber
Orangegel 10 bzw. 15 Tage getrocknet, gewogen und der Wassergehalt berechnet.

Zur Bestimmung des Wassergehalts mittels Lyophilisation wurden 2,0 g pripariertes
Frischpflanzenmaterial mit 15 mL Methanol (p.a.) versetzt, analog der Frischpflanzen-

aufbereitung (Abbildung 10.2) in Kapitel 8.3.2 per Ultraturrax zerkleinert und unter
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Zuhilfenahme von Methanol (p.a.) in einen ausgewogenen 100 mL. Rundkolben iiber-
fiihrt. Nach vollstindigem Abdampfen des Methanols am Rotationsverdampfer wurde
der Riickstand mit 10 mL Wasser versetzt, im Ultraschallbad gut durchmischt und mittels
Isopropanolbad eingefroren und an der Gefriertrocknungsanlage das Wasser entfernt. Die

Kolben wurden riickgewogen und der Wassergehalt berechnet.

7.512.4 'H-NMR

Auch spektroskopische Untersuchungen via 'H-NMR dienten zur Bestimmung des Was-
sergehalts in Frischpflanzenproben. Als Probenmaterial wurden vorzerkleinerte, gefrorene
Spitzwegerichblitter (Libor, Ernte 05.08.2013, Kapitel 7.5.2, Kapitel 8.3.2) eingesetzt.
Die NMR-Spektren wurden an einem AVANCE III 300 NMR-Spektrometer (Bruker
Corporation, Billerica, MA, USA) der Zentralen Analytik der Fakultit Chemie und Phar-
mazie an der Universitit Regensburg bei 300 MHz und RT aufgenommen und anhand der
Software TopSpin 3.2 ausgewertet. Als deuteriertes Losungsmittel wurde, aufgrund seiner
verhiltnismifBig geringen Fliichtigkeit, DMSO-dg eingesetzt. Zudem weist DMSO-dg
keine Signale zwischen 5-10 ppm auf, in denen die Signale des Standards Phloroglucin
erwartet werden. Phloroglucin wurde als Standard ausgewaihlt, da er zwei definierte, ein-
deutig zuordbare 'H-Signale aufweist. AuBerdem ist Phloroglucin bei RT fest. Der Vorteil
fester Standards im Vergleich zu fliissigen liegt darin, dass bei der exakten Umrechnung
von Volumen in Masse die Temperatur im Raum beriicksicht werden muss, die nicht
immer exakt bekannt ist und eine Fehlerquelle darstellt.

Eine definiert eingewogene Menge an Phloroglucin wurde in einer definiert eingewoge-
nen Menge an DMSO-dg gelost. Diese Mischung, bezeichnet als Mix I, wurde NMR-
spektroskopisch vermessen und das Integral des 'H-Protonen-Signals ermittelt. Im An-
schluss daran wurde eine definiert eingewogene Menge an Frischpflanzenmaterial in
genau diesem Mix I im Ultraschallbad innerhalb von 30 min geldst, filtriert (0,20 um)
und NMR-spektroskopisch vermessen. Der Wassergehalt wurde iiber das Verhiltnis der
Integrale der 'H-Protonen-Signale von Phloroglucin in Mix I und der Frischpflanze

bestimmt. Zur Berechnung wurden die entsprechenden Stoffmengen herangezogen.

7.5.12.5 Beurteilung der getesteten Methoden zur Bestimmung des Wassergehalts
in FP-Material

Zur Bestimmung des Wassergehalts des in dieser Arbeit verwendeten, gefrorenen Frisch-
pflanzenmaterials (Kapitel 10.4.1) wurden folgende Verfahren getestet und miteinander
verglichen: azeotrope Destillation, Karl-Fischer-Titration, gNMR, Trocknungsverlust via
Lyophilisation sowie per Exsikkator (Tabelle 7.59).

In Hinblick auf Prézision liefern fast alle getesteten Methoden genaue Ergebnisse mit
Variationskoeffizienten < 5%, wobei der Trocknungsverlust via Lyophilisation und im
Exsikkator sowohl nach 15 als auch nach 10 Tagen Trocknung unter 1% am geringsten
sind. Untersuchungen via QNMR ergaben dabei die grofiten Standardabweichungen sowie

Variationskoeffizienten mit 6,90% bzw. 5,26% und befanden sich somit knapp iiber der
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Tabelle 7.59: Vergleich der Verfahren zur Bestimmung des Wassergehalts in Frischpflan-
zenmaterial. Alle Experimente wurden in drei unabhéngigen Experimenten durchgefiihrt
(n=3).

Methode Wassergehalt+Standard-  Variations- Analyse-

abweichung [%] koeffizient dauer
[%]

Azeotrope Destilla- 90,69 +2,12 [%] 2,34 1d

tion

Karl-Fischer- 94,23+2,04 [%] 2,16 1d

Titration

Trocknungsverlust  91,19+£0,75 [%] 0,82 10d

im Exsikkator

Trocknungsverlust 90,69 £ 0,25 [%] 0,28 15d
im Exsikkator

Trocknungsverlust 91,54 +£0,12 [%] 0,13 2-3d
via Lyophilisation

gNMR 133,79+ 6,90 [%] 5,26 1-2d

allgemein akzeptierten Grenze von < 5 Prézision.

Nach Riicksprache mit Fachexperten konnen fiir die verwendeten frischen Bléttern des
Spitzwegerichs jedoch Werte zwischen von 60-95% als realistisch betrachtet werden.
Demnach liefern alle herangezogenen Verfahren, bis auf die quantitative NMR (QNMR)
realistische Wassergehalte. Mogliche Fehlerquelle bei der durchgefiihrten gNMR kann
das Nichtbestimmen bzw. das Bewegen auflerhalb eines giiltigen, linearen Kalibrierbe-
reichs sein. Weiter ist es moglich, dass die Losungsmittel wihrend des Handlings Wasser
aus der Luft gezogen haben und somit ein hoherer Wassergehalt resultierte.

Weiter fillt auf, dass von den restlichen vier realistischen Wassergehalten einer merklich
abweicht. Die Karl-Fischer-Titration ergab einen Wassergehalt von 94,23%, wohingegen
sich die anderen Methoden Trocknungsverlust via Lyophilisation und im Exsikkator
sowie azeotrope Destillation im Bereich von 90,69-91,19% bewegten. Es wird vermu-
tet, dass mittels der Karl-Fischer-Methode tendenziell ein etwas héherer, nicht wahrer
Wasserwert gemessen wurde. Ursédchlich dafiir wird das Aufnehmen von Wasser in das
Methanol-Frischpflanzengemisch, das wihrend der Aufarbeitung, konkret dem Homo-
genisieren via Ultraturrax, sowie durch Luftfeuchtigkeit wihrend des Handlings der
Proben (Kapitel 7.5.12.1) gemacht. Dieses wird letzendlich im anschlieBenden Titrati-
onsverfahren miterfasst. Weiter wird vermutet, dass dieser Effekt zum Tragen kommt,
obwohl explizit der Wassergehalt im Methanol beriicksichtigt wurde. Obwohl auch bei
der Aufbereitung mittels Trocknungsverlust via Lyophylisation und im Exsikkator das

gleiche Aufarbeitungsverfahren unter Zugabe von Methanol am Ultraturrax eingesetzt
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wurde, wirkt sich die Aufnahme von Wasser aus der Luft nicht auf das Ergebnis aus.
Bei dem Lyophylisationsverfahren wird sogar bewusst Wasser hinzugegeben. Grund ist,
das unterschiedliche Messprinzip. Bei der Bestimmung des Trocknungsverlustes wird
die Differenz zwischen Anfangs- und Endwert bemessen. Ob zwischenzeitlich mehr
Wasser in der Probe war, ist daher irrelevant bei dieser Methodik. Im Vergleich dazu
verfiigt die azeotrope Destillation iiber ein in sich geschlossenes System, das von dem
Umgebungswassergehalt relativ unbeeinflusst ist.

Obwohl im Vergleich der Punkte Prézision und wahrer Gehalt bzw. Richtigkeit, die
Bestimmung des Trocknungsverlustes via Lyophilisation, knapp gefolgt von der des
Trocknungsverlustes via Exsikkator, am besten abschnit, wurde zur Bestimmung des
Wassergehalts in den Frischpflanzenproben die azeotropen Destillation ausgewéhlt. Aus-
schlaggebend hierfiir waren die Praktikabilitit des Verfahrens sowie logistische Vorteile.
Zum einen ist diese Methode ohne aufwindiges Handling innerhalb der kurzen Dau-
er von einem Tag durchfithrbar. Nur die Karl-Fischer-Titration kann bei der kurzen
Analysedauer von einem Tag mithalten, im Vergleich beispielsweise 10-15 Tagen des
Trocknungsverlustes im Exsikkator, basiert aber auf einem deutlich intensiveren Aufwand
in der Handhabung. Zum anderen konnten die Apparaturen, die zur azeotropen Destillati-
on bendtigt wurden, jederzeit benutzt werden, im Gegensatz zur Gefriertrocknungsanlage

oder dem NMR-Gerit, und ermoglichten somit ein unabhingiges und schnelles Arbeiten.

7.5.12.6 Zusammenfassung

Schlussendlich kristallisierte sich die azeotrope Destillation als Methode der Wahl zur
Bestimmung des Wassergehalts in FP-Material heraus und fand sowohl bei der Vali-
dierung der entwickelten HPLC-Methode (Kapitel 7.2) als auch bei der Analytik der
FP-Proben zur Definierung von Einfliissen auf das IG- und PE-Inhaltsstoffspektrum
des Spitzwegerichs Anwendung. Ausschlaggebend fiir die Entscheidung war die kurze
Analysedauer, das unkomplizierte Handling und die durchweg freie Verfiigbarkeit aller
bendtigten Geréte und Materialien. Eine geringere Prézision als z.B. bei der Bestimmung
via Trocknungsverlust im Vergleich zur azeotropen Destillation wurde zugunsten der

Praktikabilitdt in Kauf genommen.

7.5.13 Analytische HPLC-DAD

Die Validierung der entwickelten HPLC-DAD-Fingerprintmethode wurde mit HPLC-
Anlage 1 (Kapitel 10.8) an stationirer C18e-Siule, Hibar® 250-4, Purospher® STAR,
Co.No0.027442, mit Vorsiule, 250 x 4,0 mm, 5 um (Merck, Darmstadt, Deutschland)
in Kombination mit der mobile Phase aus Eluent A: Wasser mit 0,01% Ameisensiu-
re, Eluent B: Acetonitril mit 0,01% Ameisensdure, Gradient: 0-5 min: 0%, 5-15 min:
0-10%, 15-30 min: 10-33%, 30-35 min: 33-50%, 35-40 min, 50-98%, 40-49 min: 98%,
49-50 min: 98-0%, 50-60 min: 0% Eluent B, Fluss 1,0 mL/min, Saulenofen: 25 4+ 5°C
und Detektion mittels DAD 190-400 nm, A = 195 nm zur Bestimmung der 1Gs und

A =330 nm zur Bestimmung der PEs durchgefiihrt. Das Injektionsvolumen der Referenz-
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substanzen Aucubin, Catalpol und Verbascosid sowie der gespikten Extrakte im Rahmen
der Wiederfindung betrug 10 pL.

7.5.14 HPLC-DAD/ESI-HRMS

HPLC-DAD/ESI-HRMS-Untersuchungen wurden von der Zentralen Analytik der Fa-
kultdt Chemie und Pharmazie an der Universitidt Regensburg an einer Agilent Infinity
1290 HPLC-Anlage (Agilent Technologies Inc., Palo Alto, USA) mit bindrer Pumpe,
Mikrovakuumdegasser, Autosampler, thermostatischem Sidulenofen und UV-VIS Dioden-
array-Detektor gekoppelt mit an einem quadrupol-Time of Flight (q-TOF) 6540 UHD
(Agilent Technologies Inc., Palo Alto, USA) Massenspektrometer mit einer Dual-ESI-
bzw. Jet Stream lonenquelle (Agilent Technologies Inc., Palo Alto, USA), unter den
Parametern Spannung +3500 V, Trockengasfluss (N») 10,00 L/min, 300°C, Zerstiu-
bungsdruck 50 psi, Scanbereich m/z 40-1400, durchgefiihrt. Die Aufnahmen fanden im
negativen Modus statt. Die Steuerung der Gerite und Auswertung der Daten wurde
mithilfe der Software MassHunter Workstation B.06.01 bzw. B.07.00 unternommen.

7.5.15 HPLC-DAD/ESI-MS"

HPLC-DAD/ESI-MS"-Analysen wurden an einem Agilent 1200 HPLC-System (Agilent
Technologies Inc., Palo Alto, USA), mit bindrer Pumpe, Mikrovakuumdegasser, Auto-
sampler, thermostatischem Sdulenofen und UV-VIS Diodenarray-Detektor durchgefiihrt.
Als stationiire Phase wurde eine C18e-Siule, Hibar® 250-4, Purospher®STAR, Sédulen-
nummer 027442, mit Vorsdule, 250 x 4,0 mm, 5 um (Merck, Darmstadt, Deutschland)
in Kombination mit der mobile Phase aus Eluent A: Wasser mit 0,01% Ameisensiu-
re, Eluent B: Acetonitril mit 0,01% Ameisensdure, Gradient: 0-5 min: 0%, 5-15 min:
0-10%, 15-30 min: 10-33%, 30-35 min: 33-50%, 35-40 min, 50-98%, 40-49 min: 98%,
49-50 min: 98-0%, 50-60 min: 0% Eluent B, Fluss 1,0 mL/min, Sdulenofen: 25 £+ 5°C,
Detektion: DAD 190-400 nm verwendet. Das LC-System war an eine HCTultra Ionenfal-
le (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany) mit ESI Ionenquelle gekoppelt, die im
negativen Modus mit einer Kapillarspannung von +4000 V, einem Trockengasfluss (N>)
von 9,00 L/min, einer Kapillartemperatur von 365 °C sowie einem Zerstaubungsdruck
von 50 psi gefahren wurde. [M-H] -Ionen resultierten nach Einstellung der Zielmas-
sen m/z 400, 600 bzw. 800 fiir nieder-, -mittel- bzw. hohermolekulare Verbindungen.
MS"-Daten wurden im auto MS Modus erhalten. Das System wurde mittels Agilent
Chemstation (Agilent Technologies Inc., Palo Alto, USA) and EsquireControl Software
(V7.1, Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany) betrieben.
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Kapitel 8

Einfluss des Erntezeitpunkts auf
das Inhaltsstoffspektrum der 1Gs
und PEs in den Blittern von

P. lanceolata

8.1 Hintergrund, Motivation und Strategie

Quantitative Verdnderungen im Sekundérstoffprofil sollten bekannt sein, um den opti-
malen Erntezeitpunkt wihlen zu konnen. Wie aus der Literatur bekannt (Kapitel 1.2),
kann das Sekundirstoffspektrum sowohl qualitativ als auch quantitativ von zahlreichen
Faktoren beeinflusst werden, wobei dies bein Spitzwegerichblittern auffallend stark aus-
fallen kann [33, Seite 95]. Hervorgehoben werden sollte hier der ontogenetische Aspekt
der Vegetation bzw. die Variationen im IG- und PE-Spektrum von P. lanceolata tiber die
Dauer der gesamten Bliitezeit. Dazu wurden pro Jahr fiinf Probenziige vorgenommen,
welche jeweils kurz vor Offnung der Bliite (Juni) sowie zu Beginn jeden Monats wihrend
bzw. am Ende der Bliitezeit (Juli - Oktober). Explizit wurden die Blitter der Heilpflanze
untersucht, da nur diese gemil3 Europdischem Arzneibuch monographiert werden [49].

Um Resultate unabhingig von diurnalen Abhingigkeiten zu vermeiden, wurde stets
morgens geerntet. Annuale Besonderheiten im Inhaltsstoffspektrum sollten durch die Be-
probung in drei aufeinanderfolgenden Jahren (2014, 2015 und 2016) erkennbar gemacht
werden. Um mogliche Unterschiede zwischen wilden und in Kultur wachsenden Pflanzen
bestimmen zu koénnen, wurden insgesamt zwei Kulturpflanzenkategorien (Libor und
Hortus) und eine Wildpflanzenkategorie (Nollen) analysiert (Kapitel 10.4.2 und 10.4.4).
Bei Libor handelt es sich um eine kommerziell erwerbbare Spitzwegerichsorte, Hortus
steht fiir die in Kultur genommene Wildpflanze, welche ebenfalls kduflich erworben wur-
de. Als Nollen wird die auf einer biologisch-dynamischen Wiese geerntete Wildpflanze

bezeichnet, auf der lediglich M#harbeiten, jedoch keine Diinge-, Hack- oder Jitemal-
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nahmen ausgefiihrt wurden (Kapitel 10.4.2). Die Standorte der Pflanzen variierten nur
leicht voneinander und besaBen die gemeinsamen Koordinaten 48°37'n.B. und 9°35'6.B.
(Kapitel 10.4.3).

Um Variationen im IG- und PE-Muster ausgewihlter Vertreter des Spitzwegerichs {iber
den gesamten Verlauf der Bliitezeit in drei aufeinanderfolgenden Jahren bestimmen zu
konnen, war es notwendig, eine geeignete Fingerprintmethode zur Identifizierung und
Quantifizierung der ausgewihlten Verbindungen an der Hand zu haben. In der Litera-
tur wurde bisher noch keine geeignete Fingerprintmethode zur Beantwortung dieser
Fragestellung beschrieben, weswegen im Rahmen dieser Arbeit eine geeignete HPLC--
DAD-Methode entwickelt (Kapitel 6) und validiert (Kapitel 7) wurde.

Die Frischpflanzen wurden nach der Ernte gereinigt und bis zur Aufarbeitung unter
Vakuum eingefroren aufbewahrt (Kapitel 10.4.4). Nach erfolgter Probenaufarbeitung
(Kapitel 10.4.5) wurden sie mithilfe der etablierten HPLC-DAD-Fingerprintmethode
(Kapitel 6.3.4) analysiert. Zur Ermittlung des Gehalts der betrachteten Analyten wurde
hierbei erstmalig in der vergleichbaren FP-Analytik der Gesamtwassergehalt des verwen-
deten Frischpflanzenmaterials mit einbezogen, wobei die Art der Wasserbestimmung
(azeotrope Destillation) im Zuge dieser Arbeit eruiert wurde (Kapitel 7.5.12). Die Be-
riicksichtigung des Wassergehalts des eingefrorenen FP-Materials wird als essentiell
fiir eine aussagekriftige Vergleichbarkeit der Resultate erachtet, da unterschiedlich viel
externes, nicht entfernbares Wasser (Eiskristalle) in den eingefrorenen FP-Materialproben
festgestellt werden konnte. Zudem muss aufgrund unterschiedlicher Umgebungs-, speziell
Witterungsbedingungen, bei den Probenziigen davon ausgegangen werden, dass auch das
interne Pflanzenwasser von Probenzug zu Probenzug variierte. Schlussendlich wurden die
Gehalte der Hauptvertreter der IGs (Aucubin und Catalpol) und PEs (Verbascosid) unter
Normierung des Wassergehalts auf Null und gemaf} den aus der Validierung erhaltenen
Geradengleichungen berechnet (Tabelle 7.5 in Kapitel 7.3.2).
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8.2 [Ergebnis und Diskussion

Uber den gesamten Bliitezeitraum wurden einmal pro Monat (insgesamt fiinf Erntezeit-
punkte) von drei Pflanzenkategorien (Libor, Hortus, Nollen) des Spitzwegerichs in drei
aufeinanderfolgenden Jahren 2014, 2015 und 2016 Proben genommen und mithilfe der
HPLC-DAD-Fingerprintmethode analysiert. Ziel war die Festlegung eines optimalen
Erntezeitpunkts der Arzneipflanze, definiert durch den maximalen Gehalt pharmazeu-
tisch relevanter Inhaltsstoffe. Dabei wurden die Gehalte der Hauptkomponenten der IGs
(Aucubin und Catalpol) sowie der PEs (Verbascosid) herangezogen. Die erzielten Resul-
tate werden im Folgenden behandelt. Die Gehalte werden als Analytmenge pro Menge
des entsprechenden FP-Materials [mg/g] (m/m) bezogen auf die trockene Frischpflanze

angegeben.

8.2.1 Catalpolgehalte

Es fillt auf, dass sich die Catalpolgehalte in den in Kultur aufgezogenen Pflanzenka-
tegorien Libor und Hortus in allen untersuchten Jahren und Erntezeitpunkten um die
< 0,1 mg/g bewegten. Davon ausgenommen waren einzelne Erntezeitpunkte. Fiir Libor
traten zwei Ausnahmen auf. Beide konnten fiir das Jahr 2014 verzeichnet werden: vor
der Bliite mit 2,99 mg/g und Anfang September mit 4,38 mg/g. Hortus hingegen zeigte
nur ein Maximum vor der Bliite im Jahr 2016 mit 4,92 mg/g. Im Gegensatz dazu lagen
die Gehalte in der wilden, auf der Wiese habitierten Pflanze mit < 0,2 mg/g tendenziell
hoher als bei den Kulturpflanzen, bei welcher sich insgesamt drei Maxima heraushoben.
Diese lagen mit 0,47 mg/g (Anfang Juli 2016), 2,98 mg/g (Anfang September 2014)
und 1,08 mg/g (Anfang Oktober 2016) unterhalb der Spitzenwerte der Kulturpflanzen.
Insgesamt konnten Catalpolgehalte zwischen 0,02-4,38 mg/g (Libor), 0,01-4,92 mg/g
(Hortus) und 0,01-2,98 mg/g (Nollen) erhalten werden, welche sich im Groflen und
Ganzen dhneln und nur durch ihre Maximalgehalte leicht voneinander abweichen. Eine
Relation zwischen Substanzgehalt und Erntezeitpunkt bzw. Bliitestadium war anhand der

erhobenen Daten visuell nicht zu erkennen (Abbildung 8.1).

8.2.2 Aucubingehalte

Wie bei Catalpol zeichneten sich auch fiir Aucubin sichtlich erhéhte Gehalte zu den Ern-
tezeitpunkten vor der Bliite (Libor 2014 mit 4,95 mg/g und Hortus 2016 mit 5,34 mg/g),
Anfang September (Libor 2014 mit 9, 88 mg/g, Nollen 2014 mit 3,84 mg/g) sowie Anfang
Oktober (Nollen 2016 mit 1,33 mg/g) ab. Dabei bewegten sich die restlichen ermittelten
Gehalte jeweils unter 0,4 mg/g (Libor, Nollen) bzw. 0,3 mg/g (Hortus) und differenzier-
ten sich damit kaum voneinander. Allein bei Hortus konnten durchweg hohere Gehalte
im Jahr 2016 als im vorhergehenden Jahr erzielt werden. Dies konnte weder bei den
andern betrachteten Pflanzenkategorien noch fiir Catalpol beobachtet werden. Damit
korrelierend wiesen im Jahr 2016 alle kultivierten Hortusexemplare ein sehr auffilliges,

erhohtes Pflanzenwachstum auf, welches jedoch nicht ausreichend protokolliert wurde.
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Ein moglicher Zusammenhang diesbeziiglich ist tendenziell moglich, kann aber aufgrund
zu geringer Probenstichzahl nicht mit Sicherheit belegt werden und bietet sich als Ansatz-
punkt zukiinftiger Forschungen an. Ansonsten waren die Gehalte auch hier unregelmiflig
verteilt und lieen keine Korrelation mit dem Erntemonat erkennen. Insgesamt konn-
ten Aucubingehalte zwischen 0,04-9,88 mg/g (Libor), 0,06-5,34 mg/g (Hortus) und
0,01-3,84 mg/g (Nollen) erhalten werden. Die Spannweiten beginnen etwa mit gleich
niedrigen Gehalten, variieren jedoch stédrker in ihren oberen Grenzen als Catalpol. Die
gefundenen Aucubinmengen waren im Schnitt etwa doppelt so hoch wie die des Catalpols
(Abbildung 8.2).
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Abbildung 8.1: Catalpolgehalte der Spitzwegerichblitter bezogen auf die trockene Frisch-
pflanze [mg/g] tiber die Jahre 2014 (14), 2015 (15) und 2016 (16) der Pflanzenkategorien
Libor (A), Hortus (B) und Nollen (C) zu den Erntezeitpunkten (von links nach rechts) vor
der Bliite, Anfang Juli, Anfang August, Anfang September, Anfang Oktober. Die einfach
durchgefiihrten Probenziige (n=1) wurden in Triplikaten (n=3 Messwerte) aufgearbeitet.
Angegeben sind die MW =+ VarK, wobei a: nicht geerntet, b: Arbeitsbereich > Mess-
wert > LOQ, ¢c: LOQ > Messwert > LOD, d: n=2 Messwerte, e: n=4 Messwerte.
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Abbildung 8.2: Aucubingehalte der Spitzwegerichblitter bezogen auf die trockene Frisch-
pflanze [mg/g] tiber die Jahre 2014 (14), 2015 (15) und 2016 (16) der Pflanzenkategorien
Libor (A), Hortus (B) und Nollen (C) zu den Erntezeitpunkten (von links nach rechts) vor
der Bliite, Anfang Juli, Anfang August, Anfang September, Anfang Oktober. Die einfach
durchgefiihrten Probenziige (n=1) wurden in Triplikaten (n=3 Messwerte) aufgearbeitet.
Angegeben sind die MW =+ VarK, wobei a: nicht geerntet, b: Arbeitsbereich > Mess-
wert > LOQ, c: LOQ > Messwert > LOD, d: n=2 Messwerte, e: n=4 Messwerte.
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8.2.3 Verbascosidgehalte

In den Spitzwegerichblittern konnte im Schnitt merklich mehr an Verbacosid als an Aucu-
bin oder Catalpol nachgewiesen werden, wobei die Maximalgehalte an Verbascosid sich,
im Gegensatz zu den beiden IGs, weniger deutlich von den restlichen Gehalten abhoben.
Generell war eine wesentlich groflere Spannweite der Gehalte zu vermerken als bei den
IGs. So wurden Minimalgehalte an Verbascosid unterhalb des LOQs detektiert (Nollen,
vor der Bliite im Jahr 2016), wohingegen der hochste gemessene Gehalt 30,15 mg/g
(Nollen, Anfang Oktober im Jahr 2014) betrug. Im Kontrast zu den beiden IGs konnten
Abweichungen der Gehalte der Kulturpflanzen mit der Wildpflanze beobachtet werden.
So lieferte die auf der Wiese wachsenden Wildpflanze (Nollen) durchschnittlichen hohere
Verbascosidgehalte (> 12,5 mg/g) als die beiden in Kultur lebenden Pflanzen. Libor und
Hortus zeigten je etwa < 7,0 mg/g an Verbascosidgehalt auf. Die Differenz zwischen
Kultur- und Wiesenpflanzen konnte, neben den vermutlich stressfreieren Bedingungen
im Beet als auf der freien Wiese, auch auf das unterschiedliche Alter der Pflanzen in
Kultur und freier Wildbahn zuriickzufiihren sein. Wihrend der wilde Spitzwegerich im
Allgemeinen mehrjéhrig ist, wurden die Kulturpflanzen hier jedes Jahr neu angepflanzt.
Untersuchungen dazu wiirden dariiber Aufschluss geben. Maximalgehalte fiir Libor er-
reichten 12,18 mg/g (Anfang Juli, 2015) und 13,57 mg/g (Anfang Oktober, 2015) und
lagen damit hoher als die fiir die kultivierte Wildform Hortus mit 9,85 mg/g (Anfang Juli,
2016) sowie 9,94 mg/g (Anfang September, 2015). Insgesamt konnten Verbascosidgehal-
te zwischen 0,31-13,57 mg/g (Libor), 0,26-9,94 mg/g (Hortus) und 0,43-30, 15 mg/g
(Nollen) erhalten werden. Die Gehaltsbereiche der Kulturpflanzen dhneln sich, sind je-
doch maximal halb so groB wie bei der Wildpflanze. In Ubereinstimmung mit den beiden
IGs kann auch hinsichtlich des Verbascosidgehalts keine klare Tendenz beziiglich eines

idealen Erntezeitpunktes anhand der erhobenen Daten erkannt werden (Abbildung 8.3).
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Abbildung 8.3: Verbascosidgehalte der Spitzwegerichblitter bezogen auf die trockene
Frischpflanze [mg/g] iiber die Jahre 2014 (14), 2015 (15) und 2016 (16) der Pflanzenka-
tegorien Libor (A), Hortus (B) und Nollen (C) zu den Erntezeitpunkten (von links nach
rechts) vor der Bliite, Anfang Juli, Anfang August, Anfang September, Anfang Oktober.
Die einfach durchgefiihrten Probenziige (n=1) wurden in Triplikaten (n=3 Messwerte)
aufgearbeitet. Angegeben sind die MW =+ VarK, wobei a: nicht geerntet, b: Arbeitsbe-
reich > Messwert > LOQ, c: LOQ > Messwert > LOD, d: n=2 Messwerte, e: n=4

Messwerte.
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8.2.4 Positiv korrelierende 1G-Gehalte

Etwaige Korrelationen zwischen den ermittelten Gehalten der Inhaltsstoffe Aucubin, Ca-
talpol und Verbascosid untereinander sowie zu ausgewahlten Umweltparametern wurden
im Rahmen dieser Arbeit mithilfe der Software SPSS untersucht (Kapitel 8.3.5). Als
verfiigbare okologische Parameter dienten Lufttemperatur und Niederschlag, welche von
der Firma WALA Heilmitte]l GmbH direkt vor Ort gemessen wurden (Kapitel 8.3.3). In
die Korrelationsstatistik miteingeflossen sind weiter alle Gehalte der drei Leitsubstanzen
unabhiingig vom jeweiligen Erntemonat, Jahr oder der jeweiligen Pflanzenkategorie. Die
Resultate wurden mittels SPSS Software grafisch dargestellt (Abbildung 8.4).
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Abbildung 8.4: Korrelationen der verfiigbaren Wetterdaten Lufttemperatur (°C) und
Niederschlag (mm/m?) mit den erhobenen Analytgehalten via SPSS, wobei die Werte aller
Jahre 2014, 2015 und 2016 und Erntemonate zusammengefasst wurden. Die Grafik wurde
mittels SPSS generiert. Signifikante Korrelationen wurden via parametrischem Pearson
(rot) und nicht-parametrischem Spearman (blau) Test iber SPSS ermittelt: *p< 0,05,
**p< 0,01, ***p<0,001.

Eine eindeutig nachweisbare, starke positive Korrelation konnte ausschlieSlich zwischen
den Gehalten der beiden IGs Aucubin und Catalpol nachgewiesen werden, welche si-
gnifikante Korrelationen von p< 0,001 sowohl anhand des parametrischen Pearson als
auch anhand des nicht-parametrischen Spearman Test aufwiesen. Dies ldsst vermuten,
dass die Produktion der beiden Hauptiridoidglykoside in der Pflanze gemeinsam reguliert
wird. Es konnte keine eindeutige Korrelation zwischen dem Verbacosidgehalt und einem
der IG-Gehalte nachgewisen werden. Ebenso konnte keine Korrelation der jeweiligen
Gehalte mit einem der Wetterparameter verifiziert werden. In Anbetracht dessen, dass
eine aussagekriftige Statistik sowie eine grundlegende Einteilung in parametrischer und
nicht-parametrischer Datenverteilung bei zu geringer Probenzahl schwierig ist (Kapi-
tel 8.3.5), wurde hier sowohl mittels parametrischem als auch nicht-parametrischem Test
gearbeitet. Beide Tests zeigen eine deutliche, positive Korrelation zwischen Aucubin-

und Catalpolgehalt. Die Ubereinstimmung beider Tests sichert das Resultat zusitzlich
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ab. Damit konnte erstmalig eine ausgeprigte Korrelation zwischen dem Aucubin- und
Catalpolgehalt in P. lanceolata - unter den gegebenen Bedingungen - gezeigt werden. Die
erhaltene, stark positive Korrelation der beiden Hauptiridoidglykoside des Spitzwegerichs
steht im Widerspruch zu den Resultaten von Tamura und Nishibe [18], welche einen
starken Anstieg von Aucubin wihrend der Bliitezeit beobachten konnten, wohingegen
der Gehalt an Catalpol iiber den Messzeitraum relativ konstant war [18, 33]. Da die
hier erhobenen Daten auf verschiedenen Einflusspools beruhen (drei unterschiedliche
Jahre, fiinf unterschiedliche Erntemonate und drei unterschiedliche Pflanzenkategorien),
wohingegen Tamura und Nishibe [18] nur in einem Jahr Proben gezogen hat, werden die

Resulate dieser Arbeit als aussagekriftiger erachtet.

8.2.5 Variationen des Gehalts um den Mittelwert

Die gemessenen Gehalte von Aucubin, Catalpol und Verbascosid variierten um den Mit-
telwert der drei Aufarbeitungen einer gezogenen Probe in einigen Fillen stark. Dafiir
konnen neben generellen, unregelméBigen Fehlern aus der Probenaufarbeitungsmethode
(Kapitel 8.2.6.2) auch unterschiedlich verteilte Substanzgehalte im Blatt selbst verant-
wortlich gemacht werden. Die mehreren Zentimeter langen Blitter der Pflanzen wurden
vor der Aufarbeitung grob zerkleinert. Es ist moglich, dass, aufgrund der variierenden
Verteilung der Substanzen iiber das gesamte Blatt (Blattspitzen, Blattmitte, -anfang, Ober-
und Unterseite, Kapitel 1.2.1, [33]), sich zufillig in einer Aufarbeitungsprobe merklich
mehr oder wengier an Analysesubstanz befand als in der anderen bzw. den anderen
beiden und deshalb in verschiedenen Aufarbeitungen der Proben deutlich abweichen-
de Gehalte erfasst wurden. Vergleichbar hohe Gehaltsschwankungen [167, 177] sowie
hohere von bis zu 87% [167] oder sogar 104% [177] konnten auch in anderen nativen

Pflanzenrohextrakten vorgefunden werden.

8.2.6 Bewertung der Resultate

Die Auswertung der Experimente birgt Probleme. Neben der Integration der IGs im
Rohextrakt bei unspezifischer Wellenldnge von A=195 nm, rithren diese mitunter von der
Art der Probennahme der Frischpflanze und ihrer Aufarbeitung her. Zudem erschwert die
generell geringe Probenanzahl eine statistische Absicherung der Resultate. Der Fehler
der neu entwickelten und validierten HPLC-DAD-Methode zur Fingerprintanalytik aus-
gewihlter IGs und PEs (Kapitel 6.3.4) wird in Kapitel 7 ausfiihrlich behandelt und muss

an dieser Stelle daher nicht wiederholt werden.

8.2.6.1 Probennahme

Bei der Interpretation der Resultate muss beriicksichtigt werden, dass die Probenziige
mit n=1 von einer Stelle (Hortus, Libor) bzw. einem kleinem Erntegebiet (Nollen) pro
betrachteter Pflanzenkategorie und Erntezeitpunkt erfolgten und nicht reprisentativ sind.
Dieser grundlegende und richtigkeitslimitierende Faktor der Probennahme auf das Ender-

gebnis kann nachtréglich nicht ausgeglichen werden. Hinzukommt, dass sich der Fehler
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der Probennahme im Vergleich zu dem der Probenaufbereitung und insbesondere zu dem
der analytischen Messung betréchtlich stirker auf den Gesamtfehler auswirkt. [135]

Von dembher sind die gewonnenen Resultate als erste Richtwerte fiir eine intensivere
Grundlagenforschung zu verstehen und legen lediglich Tendenzen fiir zukiinftige Experi-
mente offen. In Zukunft sollte auf eine reprisentativere Probennahme geachtet werden,

womit allerdings auch ein erheblich hoherer Arbeitssaufwand einhergeht (Kapitel 8.2.6.4).

8.2.6.2 Probenaufbereitung

Da es sich bei den FP-Proben nicht um gleichmiBig pulverisiertes Drogenmaterial, son-
dern um grob vorzerkleinertes FP-Material handelte, bestand in der Einwaage des frischen
FP-Materials vermutlich ein groerer Fehler als bei der Einwaage von homogenem Dro-
genpulver.

Hinzu kommt, dass das eingefrorene Spitzwegerichfrischpflanzenmaterial von Ernte zu
Ernte und wahrscheinlich auch von Pflanzenkategorie zu Pflanzenkategorie und von Pflan-
zenexemplar zu Pflanzenexemplar unterschiedlich hohe Wassergehalte fiihrt. Dariiber
hinaus sammelte sich externes Wasser an dem eingefrorenen Pflanzenmaterial wihrend
der Aufbewahrung bei -20°C bzw. -80°C an, wobei sich die mit bloBem Auge gut sichtba-
ren Wasseranlagerungen unregelméBig und irreversibel verhielten. Eine Miteinbeziehung
des Wassergehalts in die Quantifizierung bestimmter Inhaltsstoffe des Spitzwegerichs
wurde daher als sinnvoll erachtet. Die zur Wassergehaltsbestimmung eingesetzte azeotro-
pe Destillation, welche eine valide Arzneibuchmethode darstellt [43, 49], wurde nicht
explizit auf ihre Eignung und Validitit gemalB ICH guidelines [160] hin iiberpriift. Die der
Methode zugrundeliegenden Validierungsdaten des Ph. Eur. [43, 49] sind {iberdies nicht
bekannt. Ein Resiimee iiber mogliche Diskrepanzen bei der Evaluierung des extrernen und
internen Wassergehalts der Pflanze von wasserarmem, relativ trockenem Drogenpulver
und der wasserreichen, eingefrorenen Frischpflanze kann daher nicht gestellt werden. Es
wird empfohlen die Giite der Wassergehaltsbestimmungsmethode in zukiinftigen Studien
im Nachhinein zu kontrollieren, um den Fehler der angewendeten Methode festlegen zu
konnen.

Eine weitere Fehlerquelle verbirgt sich in der Methodik zur Probenvorbereitung. Ver-
glichen mit dem Fehler der Probennahme wirkt sich der Fehler der Probenaufbereitung
schwicher auf das Gesamtergebnis aus, besitzt jedoch einen wesentlich stirkeren Ein-
fluss als die nachfolgende analytische Messung [135]. Indirekt kann durch Anwendung
des Fehlerquadratgesetzes [135] die GroBenordnung der Unsicherheit der Probenauf-
arbeitung abgeschitzt werden, indem die Differenz der ins Quadrat genommenen Va-
riationen (STABW [%]) aus Methoden- und Messprizision (Tabelle 7.5) gebildet wird
(Kapitel 8.3.4). Dabei muss beriicksichtigt werden, dass streng genommen auch andere
Fehlerquellen dabei miterfasst werden, wie z.B. Variationen durch die Einwaage oder die
Ermittlung des Wassergehalts. Es wird somit eher ein potentieller Maximalfehler errech-
net, von dem die quadrierten Einzelfehler der Einwaage und des Wassergehalts noch zu

subtrahieren sind. Der ermittelte Fehler der Probenaufarbeitung der Analyten Catalol,
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Aucubin und Verbascosid belief sich dabei auf 12,69%, 8,74% und 13,95%, respektive.
Dieser ist erheblich groBer als der der jeweiligen Messprizision und entspricht etwa dem
der jeweiligen Methodenprizision der drei Analyten. Die Abweichungen befinden sich
ausserhalb der normalen Akzeptanzgrenzen von < 5 und deuten somit darauf hin, dass
die verwendete Probenaufarbeitungsmethode, inklusive weiterer potentieller Fehler aus
Einwaage und Wasserbestimmung,den Lowenanteil des per Methodenprézision der drei
Analyten.

Da der Fehler einheitlich bei allen Messergebnissen der drei Analyten involviert ist,
konnen die Endresultate aufgrund gegebener Vergleichbarkeit trotzdem zu einander in
Relation gesetzt werden. Gleiches gilt fiir die hier nicht néher diskutierten Fehlerwahr-

scheinlichkeiten aus den restlichen Validierungsparametern (Kapitel 7).

8.2.6.3 Integration

Verlissliche Ergebnisse der HPLC-Analytik basieren auf einer korrekten und vor allem
einheitlichen Integration der Peaks. Dazu ist es von Bedeutung neben Linearitit, Richtig-
keit, Priazision und Robustheit der betreffenden Analyten Spezifitidt und Selektivitit der
Substanzpeaks zu garantieren. Die iiblicherweise dazu als Maf} der Spezifitit (Selektivi-
tat) betrachtete Entfernung eines beliebigen Peaks zum Peak der Analysesubstanz ergab
aufgrund der Komplexitit der erhaltenen Rohextraktchromatogramme, insbesondere fiir
die bei der Detektionswellenldnge von A=195 nm detektierten IGs, keinen Sinn. Durch
das Zusammenspiel der pflanzlichen Matrix und der unspezifischen Detektionswellen-
lange war es oft nicht moglich, einen grofen Abstand zwischen die relevanten Peaks
der IGs und die nicht-relevanten Peaks zu bringen. Die Zielvorgabe an die entwickelte
HPLC-DAD-Fingerprintmethode vier IGs und drei PEs simultan qualitativ sowie Au-
cubin, Catalpol und Verbascosid gleichzeitig quatitativ zu analysieren, wobei sich die
Verbindungen nicht wesentlich in ihrer Polaritit unterschieden, erschwerte dieses Kri-
terium zudem. Von storenden Coabsorptionen betroffen waren dabei eher die I1Gs, da
sie bei unspezifischen A=195 nm quantifiziert wurden. Die Integration des Verbascosids
bei spezifischeren A=330 nm erwies sich hingegen als relativ unproblematisch. Uberdies
fiihrten unterschiedlich hohe Substanzgehalte in den zu analysierenden FP-Proben im
Vergleich zum FP-Material, welches zur Methodenvalidierung genutzt wurde, zu Variatio-
nen in den Peakgrofen. Weiter bildeten sich, in Abhéngigkeit der Probenmatrix bzw. der
Substanzgehalte, z.T. Doppelpeaks (Abbildung 8.5 D) bis hin zu Peakclustern aus, welche
ebenfalls in ihrer Form variieren konnten (Abbildung 8.5 E, F). Dieser Effekt wurde
durch Injektion von z.T. hohen Volumina (< 99 umL), aufgrund der sonst zu geringen
Detektionsmengen (<LOD, <LOQ), teilweise verstédrkt (Abbildung 8.5 E, F). Bei sehr
niedrigen Substanzkonzentrationen (<LOD) kam zusétzlich dem Verlauf der Basislinie
eine ausschlaggebendere Rolle auf die ermittelte Flache bzw. den daraus errechneten
Gehalt zu (Abbildung 8.5 C).
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Abbildung 8.5: Problematik der IG-Integration am Beispiel von Aucubin (tg=16, 1 min).
Chromatogrammausschnitte verschiedener FP-Proben, mit A: Nollen, Ernte: 01.09.2014,
tr=16,080 min, Injektion: 10 puL; B: Hortus, Ernte: 01.08.2016, tg=16,073 min, Injekti-
on: 10 puL; C: Hortus, Ernte 04.08.2015, tg=16, 080, Injektion: 80 uL; D: Nollen, Ernte
31.08.2016, tr=16,067, Injektion: 99 uL; E: Libor, Ernte: 02.07.2014, tg=16,073 min,
Injektion: 80 pL; F: Libor, Ernte: 01.08.2016, tr=16,087 min, Injektion: 80 uL.

Um dennoch eine weitestgehend einheitliche Integration der Peaks zu realisieren, wur-

den kritische Peakintegrationssituationen kategorisiert. Die Kategorien umfassen fiinf

verschiedene Peakmuster mit entsprechenden Integrationsrichtlinien (Tabelle 8.1).

Tabelle 8.1: Erarbeitete Peakintegrationskategorien (Kat.) zur einheitlichen Quantifizie-
rung der IGs Aucubin und Catalpol im Spitzwegerichrohextrakt.

Kat. Spezifizierung Beispiel Integrationsverfahren
1 Perfekter Peak nicht gezeigt Integration des ganzen
(Gauss’sche Kurve) Peaks von Basislinie zu
Basislinie
2 Zwei sich iiberschneiden- Abbildung 8.5 B, C, D  Splitpeak
de Peaks mit Valley
3 Peak mit Fronting Abbildung 8.5 A Integration des ganzen
Peaks von Basislinie zu
Basislinie
4 Peakcluster mit Valley Abbildung 8.5 E, F Splitpeak
5 Anormale Peakform (oh- nicht gezeigt Intergration des ganzen

ne Valley)

Peaks
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Der Fehler der Integration wird abschlieBend, unter Einhaltung der Integrationskategorien,
als akzeptabel betrachtet. Zudem wird der, von den unterschiedlich hohen Injektionsvolu-
mina der Proben (1-99 pL) herrithrende Fehler hier als vernachlissigbar eingestuft, da
das Gerit vor den HPLC-Messungen fachgerecht gewartet wurde. Alles in allem wird,
in Anbetracht der Komplexitit der untersuchten Rohextrakte, insbesondere bei hoheren
Injektionsvolumina und unspezifischer Detektionswellenldnge, die angewendete HPLC-
DAD-Methode und -Integrationsweise als solide eingestuft. Die gravierenden Variationen
im Peakmuster der IGs sind der enormen Spannweite an deutlich unterschiedlich zusam-
mengesetzten Frischpflanzenproben geschuldet, welche neben verschiedenen Genotypen
auch Variationen beziiglich des Standorts und vor allem beziiglich des Erntezeitpunkts

aufweisen.

8.2.6.4 Statistik

Wie in Kapitel 8.2.6.1 angedeutet, wurden die Probenziigen mit n=1 von einer Stelle
(Hortus, Libor) bzw. einem kleinem Erntegebiet (Nollen) pro betrachteter Pflanzenka-
tegorie (Libor, Hortus, Nollen) und Erntezeitpunkt (vor der Bliite, Juli - Oktober) pro
untersuchtem Jahr (2014, 2015, 2016) nur von einer Stelle genommen und bieten keine
reprisentative Verteilung der Probennahme. Werden die Gehalte der Pflanzenkategorien
und Erntemonate hinsichtlich der drei Erntejahre verglichen, so ergibt sich dafiir n=3.
Gleiches trifft auf die Zusammenfassung der drei Erntejahre und der fiinf Erntemonate
beziiglich der verschiedenen drei Pflanzenkategorien zu. n=5 wiirde sich bei der ge-
meinsamen Betrachtung der drei Erntejahre und den drei Pflanzenkategorien iiber die
fiinf Erntezeitpunkte ergeben. Findet keine Differenzierung in Erntemonat, Jahr oder
Pflanzenkategorie statt, so kann mit n=15 gerechnet werden.

Eine Miteinbeziehung der pro Probenzug aufgearbeiteten und gemittelten drei Frisch-
pflanzenextrakte ist hierbei nicht legitim, denn sie haben keine Aussagekraft beziiglich
der Variationen des getitigten Probenzugs. Stattdessen geben sie Aufschluss iiber die
Giite der Aufarbeitungsmethode, Einwaage und HPLC-Analytik.

Fiir eine aussagekréftige, deskriptive Statstik werden mindestens 15 individuelle Proben
bendtigt (n=15) [178]. Dies heiit im Umkehrschluss, dass eine differenzierte Betrach-
tung nach Erntezeitpunkt, -jahr und Pflanzenkategorie (n=< 15), wie oben aufgefiihrt,
statistisch nicht sinnvoll ist.

Die Frage der Datenverteilung geht als Konsequenz der geringen Stichprobenzahl nicht
mehr klar aus den Messwerten hervor. [178]

Wird bei kleiner Stichprobenzahl ein parametrischer Test bei eigentlichem Vorliegen
eines nicht-parametrischen Datensatzes durchgefiihrt, so besteht eine hohere Wahrschein-
lichkeit eines Fehlers erster Art, auch «-Fehler genannt. Dabei werden Gruppen als unter-
schiedlich gewertet (Hypothese H1), obwohl sie gleich sind. Der eingesetzte, statistische
Test verliert dabei an Robustheit. Als Schutz vor «-Fehler konnen strikte Post-hoc-Tests
angewendet werden. [178]

Wird bei zu geringer Stichprobenzahl stattdessen ein nicht-parametrischer Test verwendet,
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obwohl eine parametrische Verteilung vorherrscht, so erhoht sich die Wahrscheinlichkeit
eines Fehlers zweiter Art, auch 3-Fehler genannt. Als Folge werden Gruppen als gleich
bewertet (Nullhypothese HO), obwohl sie unterschiedlich sind. Der {3-Fehler kann nur
durch eine vermehrte Stichprobenzahl behoben werden. [178]

Schlussendlich miissten zur Erhohung der Aussagekraft der erhobenen Daten, deutlich
mehr Proben gezogen und analysiert werden. Die grofere Anzahl der Proben, kombiniert
mit einer Probenaufarbeitungen in Triplikaten zur HPLC-Analyse, miindet in einer be-
trachlichen Verldngerung der ohnehin schon verhéltnismafBig langen Bearbeitungdauer
(Probenaufarbeitung ca. 1 d, HPLC-Messung ca. 1 h) miinden. Arbeitsaufwand und

Resultat miissen daher fiir zukiinftige Forschungen eingehend abgewogen werden.

8.2.6.5 Zusammenfassung

Zusammenfassend setzt sich der Gesamtfehler der gewonnenen Resultate aus den Unsi-
cherheiten der Probennahme, der Probenaufarbeitung, der Einwaage und der HPLC-DAD-
Analytik inklusive Peakintegration zusammen, wobei die Fehlergewichtung der Reihe
nach abnimmt und durch die nachfolgenden Schritte nicht korrigiert werden kann [135].
Eine hier vorgenommene Probenanzahl von n=1 pro Probenzug, stellt in jedem Sinne die
grofte Unsicherheit in diesem Prozess dar und erschwert eine verldssliche statistische
Auswertung. Die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Resultate fiir den Aucubin-, Catalpol-
und Verbascosidgehalt in P. lanceolata sind daher als erste Grundbausteine fiir weitere
Forschungsprojekte zu verstehen.

Das Umsteigen auf eine andere Analysemethode zur Minimierung des Integrations-
fehlers konnte zwar Vorteile bringen, bendtigt aber ebenfalls eine hohe Trennféhigkeit
zur Analytik des Spitzwegerichrohextrakts der frischen Pflanze (Kapitel 5). In diversen
Naturstoffsystemen [177, 179] sowie speziell fiir P. lanceolata [76] konnte die HPLC-
MS-Analytik erfolgreich als qualitétssicherndes Verfahren angewendet werden. Um die
Analysezeit (60 min) zu verkiirzen, ist dabei die Verwendung eines UPLC-Systems von
Vorteil.
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8.2.7 Abgleich der Gehalte mit der Literatur
8.2.7.1 Allgemeine Datenlage

In der Literatur werden sehr unterschiedliche Catalpol-, Aucubin- und Verbascosidgehalte

fiir die Blitter des Spitzwegerichs beschrieben (Tabelle 8.2).

Tabelle 8.2: Literaturwerte der Catalpol-, Aucubin- und Verbascosidgehalte in P. lanceo-
lata umgerechnet auf die Einheit mg/g des Trockengewichts der Spitzwegerichblitter.

nihere Informationen
zur Pflanze
Wachstum auf Expe-
rimentfeld in Japan,
Kultivar Grasslands
Lancelot aus Neusee-
land

Wachstum auf Expe-
rimentfeld in Japan,
Kulivar Ceres Tonic
aus Neuseeland
Droge (Ph. Eur. 6)
Aufzucht in Garten
und Gewichshaus,
USA

Wildwuchs
Schleswig-Holstein,
Deutschland

Verbascosid
[mg/g]
34-71

Aucubin
[mg/g]
[18] 21-48

Literatur Catalpol

[mg/g]
10-20

[18] 10-27 n.d. 15-41

10,3

[28] 6,640,3 3,440,2 n.b.

[83] 1,1 1,0 4,7

1,15+0,10
<10
<10

<22

1,59+0,01
<20
<90

<150

n.b.
n.b.
n.b.

n.b.

Wildwuchs, Kroatien
unbehandelte Pflanze
mechanische Blatt-
kiirzung

Behandlung mit Rau-

pe Grammia incor-
rupta

Wildwuchs, Freiburg,
Deutschland

[30] 4,6 3,2 n.b.

Dabei fillt auf, dass z.T. auBBerordentlich hohe Gehalte an Aucubin, Catalpol und Verbas-
cosid in der speziellen Ziichtung Grasslands Lancelot sowie, mit mit etwas geringeren
Werten, auch in der Ziichtung Ceres Tonic, auftreten [18]. Diese wurden als Futtermittel
fiir Weidevieh, wie Schafe und Kiihe, geziichtet und sollen méglichst hohe Gehalte an
gesundheitsforderlichen Stoffen enthalten [180]. Dies erklirt auch die weitaus hoheren
Susbtanzgehalte als in herkommlichen Vertretern. Dariiber hinaus konnten noch héhere
Gehalte durch mechanisches Stutzen der Blitter erzeilt werden, die jedoch unter den
Gehalten nach herbizidem Stress lagen [85]. Die im Rahmen dieser Arbeit ermittelten

Analytgehalte wiesen ebenso betrichtliche Intervalle auf. Die kleinsten Gehaltsbereich
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lassen sich bei Catalpol mit 0,02-4,38 mg/g (Libor), 0,01-4,92 mg/g (Hortus) und 0,01-
2,98 mg/g (Nollen) finden. Aucubin zeigt mit 0,04-9, 88 mg/g (Libor), 0,06-5,34 mg/g
(Hortus) eine doppelt so hohe Gehaltsvariation. Fiir Verbascosid findet sich eine Variation
von 0,31-13,57 mg/g (Libor), 0,26-9,94 mg/g (Hortus) und 0,43-30, 15 mg/g (Nollen).
Die emittelten Gehalte der drei Analysesubtanzen stimmen mit denen in der Litera-
tur fiir Exemplare ohne Insektenbefall, mechanische Blattverkiirzung oder besondere

Zichtungsverfahren weitgehend iiberein.

8.2.7.2 Postulierte Vegetationsabhiingigkeit

Tamura und Nishibe [18] beobachteten anhand von Proben eines Jahres (2000), in Un-
terkapitel 1.2.2.1 ndher ausgefiihrt, einen gleichbleibenden Catalpolgehalt sowie einen
Einbruch des Aucubingehalts Mitte August. Verbascosid wies zwei Minima in der Ge-
haltskurve (Mitte August und Ende September) auf. Fiir Aucubin- und Verbascosidgehalt
konnte im Verlauf der Blithperiode eine positive Korrelation vermerkt werden. Bei[18]
In dieser Arbeit konnte nur fiir Nollen im Jahr 2014 eine konstante Zunahme des Ver-
bascosidgehalts beobachtet werden, der mit dem von Tamura und Nishibe [18] in etwa
ibereinstimmt. Ansonsten verliefen die Gehaltsvariationen nach keinem erkennbaren oder
mit Tamura und Nishibe [18] vergleichbaren Muster fiir Verbascosid. Gleiches gilt fiir Au-
cubin. Die Abweichung von den Literaturangaben kann auf interannuale Differenzen [78],
genetische, standortfaktorische oder umweltbedingte Bedingungen beruhen. Fiir Catalpol
konnte im Einklang mit den Angaben von Tamura und Nishibe [18] meist ein relativ
gleichbleibender Gehalt in den Proben festgestellt werden. Auftretende Abweichungen
konnen aufgrund der geringen Probenzahl nicht als zufillige Ausreiler eingestuft werden.
Aufgrund der zahlreichenauf das Sekundédrmuster einflussnehmenden Faktoren kann
nicht eindeutig differenziert werden, ob potentielle Gehaltsverldufe tatsdchlich auf das
Bliitestadium zuriickzufiihren sind, oder ob es sich um die Auswirkung nicht-betrachteter
Parameter handelt.

Alles in allem konnten die von Tamura und Nishibe [18] proklamierten Gehaltsverldufe
der drei Verbindungen nicht bestitigt werden. Wegen der geringen Probenanzahl konnten
sie jedoch auch nicht mit Sicherheit widerlegt werden. Definitiv konnte jedoch gezeigt
werden, dass die Betrachtung von Sekundirstoffverldufen iber mehrere Jahre hinweg
und eine allgemeingiiltige eine intensive Erforschung der individuellen Parameter wire
in Zukunft wiinschenswert, da der Spitzwegerich offensichtlich sehr anpassungsfihig

gegeniiber diversen Umweltfaktoren ist.
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8.2.8 Ideale Erntebedingungen

Anhand der erhobenen Daten konnte (noch) kein idealer Erntezeitpunkt definiert wer-
den. Die sich @ndernden Gehalte von Catalpol, Aucubin und Verbascosid verhalten sich
nicht einheitlich. Weder fiir den von WALA Heilmittel GmbH vorgenommenen Ernte-
zeitpunkt kurz vor der Bliite noch fiir den in Hénsel etal. [3] beschriebenen wihrend
der Bliitezeit (Mai - September) noch fiir den in der Studie von Tamura und Nishibe
[18] priferierte Erntezeitpunt im Oktober gibt eine Bestitigung (Kapitel 8.2.7.2). Die
geringe Probenstiickzahl (n=1) ermdglicht dariiber hinaus keine zuverlissige Statistik
(Kapitel 8.2.6.1und 8.2.6.4). Auch nach Zusammenschluss verschiedener Gruppen, wie
Erntejahr, Erntemonat oder Pflanzenkategorie (Resultate nicht gezeigt), reichen die ge-
nommenen Proben nicht fiir eine aussagekriftige Statistik aus (Kapitel 8.2.6.4). Uberdies
ist der Zusammenschluss der Einzelresultate zu iibergeordneten Gruppen fragwiirdig.
Individuelle, extraordinire Messspitzen kdnnen dabei weniger gut herausgelesen werden
und verfilschen stattdessen das Gesamtergebnis durch ein iiberméBig hohes Fehlerinter-
vall. Aufgrund der mannigfaltigen Einfliisse auf den Substanzgehalt gestaltet sich die
Korrelation von Substanzmengenzu- oder -abnahmen mit einem konkreten Faktor gene-
rell als duBerst schwierig [33, 159]. Speziell eine Unterscheidung zwischen genetischer
und ontogenetischer Ursache ist duflerst kompliziert [181]. Weiter konnen Verféalschun-
gen angenommener, ontogenetisch begriindeter Zusammenhinge durch spezifische und
unspezifische Frafifeinde erzeugt werden [87], wodurch sich, neben abiotischen Faktoren
wie Wetter und Bodenbeschaffenheit, die Substanzgehalte dndern. Fiir weitere Faktoren
sei auf Kapitel 1.2 bzw. die Unterkapitel 1.2.1 und 1.2.2 verwiesen.

Durch die Fokussierung auf drei Verbindungen wird der Blick auf das variierende Ge-
samtspektrum der Inhalte limitiert. Mégliche signifikante Verdnderungen (unbekannter)
Nebenverbindungen werden nicht erfasst. Von Vorteil wire eine ganzheitlichere Be-
trachtung aller in P. lanceolata enthaltenen IGs und PEs. In diesem Kontext konnten
Diskrepanzen bei der Einstufung des Einflusses von Herbivoren und Phytohormonen
auf das IG-Spektrum in P. lanceolata durch ganzheitliche und auf Leitverbindungen
fixierte mittels der LC-TOF-MS herausgearbeitet werden [76]. Die hier erhobenen Daten
sind somit als erste Vorexperimente mit tendenzieller Aussagekraft zu verstehen und
sollten in weiterfithrenden Experimenten intensiv und statistisch fundiert weiter erforscht
werden. Mogliche Ansitze wiren z.B. das Wachstum in Gewichshédusern, wodurch sich
bestimmte externe Parameter wie Bodenbeschaffenheit und umgebende, kommunikati-
onsverfiigbare Pflanzen einheitlich festlegen lieBen. Weiter wiirden sich eine regelmiBige
und fachgerechte Bestimmung relevanter externer Faktoren, wie Bodenbeschaffenheitkri-
terien, Lichteinstrahlungsart und Dauer, Niederschlag/Gie3wasser etc., als forderlich fiir
die Differenzierung ontogenetischer von anderweitigen Ursachen erweisen. Besondere
Beachtung sollte auch die Interaktion der Pflanze mit Insekten und anderen Pflanzenschéd-
lingen finden, da diese den Gehalt an relevanten Inhaltsstoffen mageblich hochregulieren
konnen, wie mehrfach in der Literatur beschrieben [28, 80, 82, 84, 85, 87, 182].
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8.2.9 Wild- vs. Kulturpflanze

Keine nennenswerten Unterschiede wiesen die Gehalte der IGs Catalpol und Aucubin
in der Wild- (Nollen) versus den Kulturpflanzen (Libor und Hortus) auf. Dahingegen
zeigte sich fiir Verbascosid im Schnitt ein deutlich hoherer Gehalt im Wildwuchs als bei
Libor und Hortus. Ein héherer Gehalt phamakologisch aktiver Inhaltsstoffe gilt als Kenn-
zeichen fiir bessere Erntebedingungen. Die frither vorgenommenen, heute den speziell
angelegten Erntefeldern gewichenen, Wildsammlungen, welche fiir die Verwendung von
pharamzeutischen Spitzwegerichzubereitungen hergenommen wurden, sind den Pflanzen
aus Kulturanbau daher iiberlegen. Dies muss allerdings mit einer gréferen Probenstiick-
zahl in nachfolgenden Untersuchungen noch verifiziert werden. Ein Umsteigen auf die
pharmazeutisch hochwertigere Wildpflanze birgt dennoch Risiken, wie unkontrolliertere
Umgebungsbedingungen, geringeres Verhiltnis von Blattzahl und -menge pro Pflanze
und vor allem keine sicher Abgrenzung der Blitter zu dhnlichen Morphologien wie z.B.
zu P. media oder zu Digitalis lanatae folium [3, 49]und fiihrt schlussendlich zu einer

verschlechterten Zeit-Kosten-Bilanz.

8.2.10 Morphologische Unterschiede

Die Ermittlung morphologischer Variationen war zwar nicht Thema dieser Arbeit, wurde
aber am Rande mitberiicksichtigt, um die Variabilitidt des Sekundidrmusters der Pflanze
ganzheitlicher zu verstehen. Dazu wurden Blatt, Bliitenschaft und Bliitenkopf von Libor,
Hortus und Nollen in drei aufeinanderfolgenden Jahren stichprobenhaft vermessen, wobei
erhebliche Variationen beziiglich Pflanzenkategorie, Jahr und Saison fiir alle drei Pflan-
zengewebe festgestellt werden konnten. Trotz der nur exemplarisch durchgefiihrten Maf3-
bestimmungen, sollen die Resultate hier vorgestellt werden, um zu verdeutlichen, dass
die starke Variabilitdt von P. lanceolata auch die Morphologie betrifft (Abbildung 8.6).
Unabhiingig von Jahr, Erntemonat oder Pflanzenkategorie sind die Bliiten in der Regel
ldnger als die Blitter, wie auch in der Literatur beschrieben [3]. Bei dem Wildwuchs
(Nollen) treten stets kiirzere Pflanzenorgane auf als bei den kultivierten Habitanten -
mit Ausnahme der Messung im Juli 2015. Die gewonnenen Werte von Nollen stimmen
mit denen aus der Literatur fiir Bliitenschaft (< 50 cm [3]) und Blattlinge (< 25 cm
[3]) liberein, wohingegen die kultivierten Habitanten (Libor und Hortus) weitaus hohere
Wuchshohen erreichten. Auffillig war iiberdies die eher langliche Form des Bliitenkopfes
bei hohem Wuchs, wohingegen kleinere Pflanzen eine stiarkere Walzenform aufwiesen.
Am Beispiel der Gegeniiberstellung der Kulturpflanze Libor mit der Wildform von der
Wiese des Erntetags 04.08.2014 sollen die Groenunterschiede veranschaulicht werden
(Abbildung 8.7).

Eine absolut maximale Blattlinge von bis zu 70 cm konnte fiir Libor im August 2014
vermerkt werden. Diese iiberdimensionale Wuchshohe und generelle tippige Erscheinung
wird auch als Mastigkeit bezeichnet und ist typisch fiir Kulturpflanzen mit ausreichend
Nahrung und wenig Konkurrenz. Sie trat in besonders hohem Ausmalf bei Libor 2014

und Hortus 2016 auf. Im Zusammenhang damit konnte beim direkten Vergleich der
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Abbildung 8.6: Ubersicht der Hohen bzw. Lingen einzelner Pflanzenorgane der drei
Pflanzenkategorien Libor, Hortus und Nollen, erhalten aus vier Stichprobenmessungen
zu beliebigen Erntezeitpunkte der drei aufeinanderfolgenden Jahre 2014, 2015 und 2016.
Im Jahr 2014 wurde die Kategorie Hortus nicht angepflanzt und ist deshalb nicht im
Diagramm abgebildet. Im Juli 2015 wurden die BliitenkopfgréBen fiir Libor, Hortus und
Nollen nicht bestimmt. Zu diesem Zeitunkt waren fiir Hortus per se weder Bliitenkopfe

noch Bliitenschifte ausgebildet und konnten daher nicht vermessen werden.
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Abbildung 8.7: GroBenunterschied zwischen Kultur- und Wildwuchs am Erntetag
04.08.2014, fotografiert nach der Ernte als ganze Pflanze (A) und nach der Trennung in
einzelne Pflanzenteile (B), wobei sich jeweils links Libor und rechts Nollen befindet.

beiden kultivierten Typen Libor und Hortus eine nennenswerte Zunahme der Blattldnge
von Hortus im Jahr 2016 in Vergleich mit dem Vorjahr beobachtet werden, wihrend die
von Libor in etwa gleichblieb. Auch Bliitenschaft- und -kopflinge von Hortus zeigten
Maximalwerte im Jahr 2016 im Gegensatz zu den anderen beiden Pflanzenkategorien, vor
allem verglichen mit Nollen, fiir welche die kiirzesten Lingen im Jahr ermittelt wurden.
Der Unterschied war so immens, dass zusitzlich eine botanische Kontrolle der Blitter
vorgenommen wurde: die Blitter von Hortus sind rundum sehr starke behaart, wohin-
gegen Libor iiber eine schwach ausgeprigte Blattbehaarung verfiigt. Die {iblicherweise
verldsslichen Differenzierungmerkmale (der urspriinglich stets geringeren Wuchshhe
sowie das Auftreten von mehr Blittern und fast keinen Bliiten von Hortus im Vergleich
zu Libor) griffen dabei nicht. Verantwortlich fiir die starke Wachstumszunahme von
Hortus, jedoch nicht der anderen beiden Pflanzenkategorien, konnte z.B. eine stirkere
Sonnenexposition sein, welche aus einer weniger baumnahen/schattigen Lage im Garten,
welcher aufgrund 6kodynamischer Gartenfithrung jedes Jahr wechselt, resultierte. Als
potentieller Ausloser kommen auch genetische Variationen des Saatguts in Frage [183].
Eine absolut maximale Blattlinge von bis zu 70 cm konnte fiir Libor im August 2014
vermerkt werden. Diese iiberdimensionale Wuchshohe und generelle iippige Erscheinung
wird auch als Mastigkeit bezeichnet und ist typisch fiir Kulturpflanzen mit ausreichend
Nahrung und wenig Konkurrenz. Sie trat in besonders hohem Ausmal bei Libor 2014 und
Hortus 2016 auf. Im Zusammenhang damit konnte beim direkten Vergleich der beiden
kultivierten Pflanzenkategorien Libor und Hortus eine nenennswerte Zunahme der Blatt-

lange von Hortus im Jahr 2016 in Vergleich mit dem Vorjahr beobachtet werden, wihrend
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die von Libor in etwa gleichblieb. Auch Bliitenschaft- und -kopflinge von Hortus zeigten
Maximalwerte im Jahr 2016 im Gegensatz zu den anderen beiden Pflanzenkategorien,
vor allem verglichen mit Nollen, fiir welchen die niedrigsten dngen im Jahr ermittelt
wurden. Der Unterschied war so immens, dass zusitzlich eine botanische Kontrolle der
Blitter vorgenommen wurde: die Blétter von Hortus weisen rundum eine sehr starke
Blattbehaarung auf, wohingegen Libor iiber eine geringer ausgeprigte Blattbehaarung
verfiigt. Die iiblicherweise verlédsslichen Differenzierungmerkmale (der urspriinglich stets
geringeren Wuchshohe sowie das Auftreten von mehr Blittern und fast keinen Bliiten
von Hortus im Vergleich zu Libor) griffen dabei nicht. Verantwortlich fiir die starke
Wachstumszunahme von Hortus, jedoch nicht der anderen beiden Pflanzenkategorien
kann kein allgemeiner, alle betreffender Parameter, wie Niederschlag und Lufttemperatur,
als Ursache sein. Denkbar wére stattdessen z.B. eine bessere Sonnenexposition als Ursa-
che, welche aus einer weniger baumnahen/schattigen Lage im Garten, welcher aufgrund
okodynamischer Gartenfithrung jedes Jahr wechselt, resultierte. Als potentieller Ausloser
kommen auch genetische Variationen des Saatguts in Frage [183].

Generell konnte kein eindeutiges System in den Morphologievariationen der untersuchten
Pflanzenkategorien erkannt werden, was sicherlich hauptséchlich auch an den spérlichen
Messergebnissen liegt. Eine verléssliche Korrelation von Morphologie und Inhaltsstoff-
spektrum konnte daher hier nicht vorgenommen werden und wird fiir nachfolgende
Studien als ergiinzende Thematik erachtet. Eine moglicherweise positive Korrelation zwi-
schen dem auffillig starken Wachstum und den Aucubin- sowie in geringerem Ausmaf

auch den Catalpolgehalten konnte im Jahr 2016 fiir Hortus beobachtet werden.

8.2.11 Zusammenfassung

Mithilfe der neu entwickelten und validierten Methode konnten die gezogenen FP-Proben
von P. lanceolata erfolgreich analysiert werden. Die Gehalte an Aucubin, Catalpol und
Verbascosid variierten stark hinsichtlich des Erntejahres, Erntemonats und Pflanzenkate-
gorie. Aus eine Tendenz war durch die Betrachtung verschiedener Jahre und Pflanzenka-
tegorien ersichtlich. Dies wird auch als Kritikpunkt der Studie von Tamura und Nishibe
[18] gesehen, welche Oktober als idealen Erntezeitpunkt empfiehlt. Diese Empfehlung
kann weder bestitigt noch eindeutig widerlegt werden. Des Weiteren ist eine bessere
Eignung der Wildpflanze im Vergleich zur Kulturpflanze fiir die Verwendung in pharma-
zeutischen Produkten zu diskutieren, da in der Wildsammlung deutlich mehr Verbacosid
gefunden werden konnte. Dariiber hinaus wurde erstmalig eine signifikante, positive
Korrelation zwischen Aucubin- und Catalpolgehalt unter den gegebenen Bedingungen zu
festgestellt. Weiterfithrende Untersuchungen beziiglich eines optimalen Erntezeitpunkts
sind mit einer hoheren, statistisch besser verwertbaren Probenzahl zu empfehlen. Die
Beprobung iiber mehrere, Jahre wird als duflerst sinnvoll erachtet. Aulerdem sollte zur
besseren Einzelbetrachtung von vegetativen Effekten auf das Sekundérstoffspektrum auf

moglichst identische Umgebungsparameter geachtet werden.
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8.3 Material und Methoden

8.3.1 Verwendete Chemikalien, Materialien, Software und Geriite

Verwendete Chemikalien, Materialien, Geréte und Software sind den Kapiteln 10.1, 10.6

und 10.8 zu entnehmen.

8.3.2 Verwendetes FP-Material und Aufbereitung der FP-Proben

Zur Untersuchung des IG- und PE-Inhaltsstoffspektrums von P. lanceolata kamen die in
Kapitel 10.4.1 aufgelisteten Frischpflanzen zum Einsatz, deren Ernte und Aufbewahrung
bis zur Analyse in Kapitel 10.4.4 erldutert wird. Die Aufbereitung der FP-Proben fand
gemil der Beschreibung in Kapitel 10.4.5 statt. Zur Gehaltsbestimmung der FP-Proben
wurde zusitzlich der Wassergehalt im eingesetzten FP-Material am Tag der Aufarbeitung
bestimmt (Kapitel 7.5.12).

8.3.3 Verwendete Wetterdaten

Die verwendeten Wetterdaten wurden von der Firma WALA Heilmitte]l GmbH direkt vor
Ort erhoben und zur Verfiigung gestellt, wobei zur Korrelationskalkulation die Mittelwerte
aus der minimalen und maximalen Tagestemperatur gebildet und eingesetzt wurden
(Tabelle 8.3).

8.3.4 Abschitzung des Fehlers der Probennahme

In Anlehnung an das Fehlerquadratgesetz lisst sich aus der Summe der quadrierten
Einzelfehler der Gesamtfehler berechnen [135]. Dazu wurden die relativen Variationen
der Methoden- und Messprizision des Extrakts verwendet (Tabelle 8.4).

Der hierbei resultierende Fehler der Probenaufarbeitung (A) bezieht streng genommen
auch andere Fehlerquellen ein, wie z.B. Fehler der Einwaage oder der Wassergehaltsbe-
stimmung. Es handelt sich folglich nur um eine Abschitzung der GroBBenordnung des
Probenaufarbeitungsfehlers bzw. eines Maximalfehlers, von dem die quadrierten Einzel-
fehler von Einwaage und Wassergehalt noch abgezogen werden miissen. Die Resultate
werden in Kapitel 8.2.6.1 diskutiert.

8.3.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte tiber die Statistiksoftware SPSS
gemal dem Leitfaden von Pallant [184]. Die jeweils eingesetzten Tests sind im entspre-

chenden Kapitel bzw. der entsprechenden Abbildung angegeben.
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Tabelle 8.3: Wetterdaten am Ernteort. Angabe der Lufttemperatur Tinimar Und Tmaximal
in °C und des Niederschlags des Erntetags (NdSgmeerag), der gesamten vorhergehenden
Woche (Ndswoche) und des gesamten vorhergehenden Monats (Ndsponat) als Summe in
mm/m? fiir die jeweiligen Erntezeitpunkte der Jahre 2014 - 2016.

Erntetag Tiinimat [°C] Tiinimal [OC] N dSErntetag NdSwoche NdSmonat
[mm/m?] [mm/m?] [mm/m?]
02.06.2014 8 22 2 30 77
12.06.2014 15 24 0 1 53
02.07.2014 12 21 0 16 39
04.08.2014 12 25 19 64 264
01.09.2014 10 14 0 92 179
02.10.2014 9 18 0 1 96
15.06.2015 17 20 7 16 76
30.06.2015 15 29 0 13 105
02.07.2015 20 34 0 3 105
04.08.2015 19 29 3 4 61
07.09.2015 8 15 0 23 63
01.10.2015 4 17 0 0 50
28.06.2016 15 25 2 57 223
05.07.2016 14 25 0 149
01.08.2016 14 23 19 16 68
31.08.2016 15 28 0 3 45
30.09.2016 4 23 0 0 42

8.3.6 HPLC-DAD-Analytik und Auswertung

Mithilfe der hier entwickelten und validierten HPLC-DAD-Fingerprintmethode (Kapi-
tel 6.3.4 und Kapitel 7) wurden die aufgearbeiteten Proben (Kapitel 8.3.2) vermessen.
Das urspriinglich angewendete Injektionsvolumen von 10 uL wurde bei Uber- oder Un-
terschreiten des Arbeitsbereichs entsprechend angepasst (1 - 99 uL). Die Integration der
relevanten Peaks wurde durchweg manuell vorgenommen. So konnte die entsprechen-
de Integrationsart individuell nach der Kategorisierung (Tabelle 8.1 in Kapitel 8.2.6.3)
gewdhlt und durchgefiihrt werden.
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Tabelle 8.4: Abschitzung des Fehlers A der angewendeten Probenaufarbeitungsmethode
in Anlehung an das Fehlerquadratgesetz [135] unter Angabe der Fehler als relative Stan-
dardabweichung (STABW [%]) der im Extrakt bestimmten Methoden- und Messprizision
(n=06).

Substanz Catalpol Aucubin Verbascosid
Methodenprizision 12,79 9,10 14,08
Methoden- 163,5841 82,81 198,2464
prizision?

Messprizision (in- 1,61 2,54 1,90
traday)

Messprizision (in- 2,5921 6,4516 3,61
traday)?

A? 160,992 76,3584 194,6546
A 12,69 8,74 13,95

8.3.7 Berechnung der Analytgehalte

Der Gehalt der jeweiligen Analyten in der Frischpflanze wurde als Analytmenge pro
FP-Menge [mg/g] angegeben.

Dazu wurde zunédchst zur Ermittlung der Aufarbeitungsprézision die erhaltene Peakfliche
(y [AUC]) auf ein Injektionsvolumen von 10 uL, eine Einwaage von 7,0 g sowie einen TS-
Gehalt von 100% genormt. Die genormte Peakfliche wird im Weiteren mit yn bezeichnet

und anhand folgender Formel berechnet.

Gleichung 44: Formel zur Berechnung von yn [AUC] im FP-Material, wobei V:
Injektionsvolumen [pL], EW: Einwaage der FP [g], TS: Trockensubstanzgehalt als
Differenz des Wassergehalts von 100% [%].

10-7-100

e 8.1
V.TS-EW @1

IN=Y
Die entsprechende Kalibrierfunktionsgelichung lieferte aus yn den dazugehérigen x-
Wert. Dieser wurde mit dem Verdiinnungsvolumen (25 mL) multipliziert und durch die
genormte Einwaagemenge (7,0 g) dividiert, um den Gehalt an Analysesubstanz in mg/g

zu erhalten, wie in folgender Gleichung beschrieben.

Gleichung 45: Formel zur Berechnung von yn [AUC] im FP-Material, wobei V:
Injektionsvolumen [pL], EW: Einwaage der FP [g], TS: Trockensubstanzgehalt als
Differenz des Wassergehalts von 100% [%].

25
=X —
7

G [mg/¢g] (8.2)



8.3.8 Erhobene Messwerte und Daten

8.3.8.1 Catalpol

Tabelle 8.5: Messwerte zur Kalkulation des Gehalts an Catalpol fiir das Jahr 2014.

Erntezeit- Ernte- Pflanzen- Aufar- n EW]g] Wasser- Injektion y Kat. yn [AUC] MW STABW STABW X Gehalt
punkt datum kategorie  beitung gehalt [uL] [AUC] [AUC] [AUC] [%] [mg/mL] [mg/g]
[%]
vor Bliite  02.06.14  libor 06.09.17 1 7,03 87,08 2 851.721 3 32.820.679  35.200.561 3.365.661 9,56 0,84 2,99
2 7,00 87,08 2 238.064 9.213.003
3 7,68 87,08 2 1.065.412 3 37.580.443
Juli 02.07.14  libor 06.11.17 1 7,04 89,66 80 201.678 2 242.423 334.210 158.074 47,30 0,01 0,03
2 7,07 89,66 80 203.412 2 243.470
3 7,03 89,66 80 429.277 2 516.737
August 04.08.14  libor 04.09.17 1 7,65 83,91 80 2.300.452 4 1.635.324 1.510.990 108.475 7,18 0,04 0,13
2 7,13 83,91 80 1.882.325 2 1.435.678
3 7,17 83,91 80 1.927.549 2 1.461.969
nollen 1511.17 1 6,82 86,44 80 1.702.060 3 1.610.419 1.588.144 42.159 2,65 0,04 0,14
2 7,00 86,44 80 1.670.071 3 1.539.520
36,9 86,44 80 1.748.899 3 1.614.492
September 01.09.14  libor 07.09.17 1 6,80 85,56 1 802.553 3 57.213.123  51.592.175 5.001.583 9,69 1,23 4,38
2 7,15 85,56 1 736.445 3 49.930.409
4 entfillt

b EW1 in EW2 umgerechnet
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Erntezeit- Ernte- Pflanzen-  Aufar- n EW]g] Wasser- Injektion y Kat. yn [AUC] MW STABW STABW X Gehalt
punkt datum kategorie  beitung gehalt [uL] [AUC] [AUC] [AUC] [%] [mg/mL] [mg/g]
[%]
3 696 85,56 1 683.890 3 47.632.992
nollen 09.11.17 1 6,50 88,06 10 3.874.322 3 34.944.278  35.056.041 1.013.332 2,89 0,83 2,98

2 7,00 88,06 10 4.071.925 3 34.103.224

3 733 88,06 3 1.354.836 3 36.120.621
Oktober 06.10.14  libor 24.10.17 1 6,88 74,75 80 272.850 4 137.430 137.482 773 0,56 0,00 0,02

2 7,00 74,75 80 276.206 4 136.736

3 690 74,75 80 275333 4 138.279

nollen 04.10.17 1 6,94 87,11 80 154.644 4 151.262 83.135 59.234 71,25 0,00 0,01

2 732 87,11 80 47230 4 43.799

3 742 87,11 80 59.404 4 54.346
4 entfillt
Y EW1 in EW2 umgerechnet

Tabelle 8.6: Messwerte zur Kalkulation des Gehalts an Catalpol fiir das Jahr 2015.
Erntezeit- Ernte- Pflanzen- Aufar- n EW]g] Wasser- Injektion y Kat. yn [AUC] MW STABW STABW  x Gehalt
punkt datum kategorie  beitung gehalt [uL] [AUC] [AUC] [AUC] [%] [mg/mL] [mg/g]
[%]

vor Blite  15.06.15  hortus 30.08.17 1 8,16 90,67 80 137.742 4 158.308 194.419 50.138 25,79 0,01 0,02

2 7,10 90,67 80 131.188 4 173.285

3 740 90,67 80 198.576 4 251.664

2 entfillt
Y EW1 in EW2 umgerechnet

INOIILINAISAHOLSSLTVHNI SVA ANV SIANNALIAZAINYA SHA SSATANIH '8
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Erntezeit- Ernte- Pflanzen-  Aufar- n EW]g] Wasser- Injektion y Kat. yn [AUC] MW STABW STABW  x Gehalt
punkt datum kategorie  beitung gehalt [uL] [AUC] [AUC] [AUC] [%] [mg/mL] [mg/g]
[%]
Juli 02.07.15  libor 14.09.17 1 7,63 90,80 80 342958 4 427.500 451.509 124.280 27,53 0,01 0,04
2 734 90,80 80 263.154 4 340.984
3 7,40 90,80 80 455974 4 586.042
hortus 31.08.17 1 7,30 88,12 80 59.223 4 59.753 62.737 4.220 6,73 0,00 0,01
2 715 88,12 80 63.800 4 65.721
3 7,13 88,12 80
nollen 26.10.17 1 6,61 78,08 80 1.825.142 2 1.102.206 1.238.254 154.305 12,46 0,03 0,11
2 6,90 78,08 80 2.085.733 2 1.206.638
3 6,75 78,08 80 2.377.368 2 1.405.918
August 04.08.15  libor 23.10.17 1 6,93 71,65 80 1.147.978 4 511.276 519.320 11.270 2,17 0,01 0,05
2 6,80 71,65 80 1.172.546 4 532.201
3 7,07 71,65 80 1.178.514 4 514.482
hortus 18.09.17 1 7,61 84,17 80 1.106.572 2+4  803.752 752.114 52.688 7,01 0,02 0,07
2 697 84,17 80 950.968 2+4  754.154
3 7,16 84,17 80 904.715 2+4  698.435
nollen 28.09.17 1 6,98 84,33 99 474864 4 306.978 374.131 74.992 20,04 0,01 0,04
2 695 84,33 99 700.897 4 455.054
3 6,99 84,33 99 558.239 4 360.360
September 07.09.15  libor 05.09.17 1 6,90 81,88 80 606.672 3 424.575 459.133 111.166 24,21 0,01 0,04
2 734 81,88 80 561.416 3 369.350

4 entfallt
b EW1 in EW2 umgerechnet

INQILIAISHHOLSSLTVHNI SVA ANV SIMNNdLIHZAINYT SHA SSNTANIH '8
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Erntezeit- Ernte- Pflanzen- Aufar- n EW [g] Wasser- Injektion 'y Kat. yn [AUC] MW STABW STABW  x Gehalt
punkt datum kategorie  beitung gehalt [uL] [AUC] [AUC] [AUC] [%] [mg/mL] [mg/g]
[%]
3 7,66 81,88 80 925.551 3 583.474
hortus 19.09.17 1 7,04 80,65 80 892.572 4 573.321 602.732 25.498 4,23 0,02 0,05
2 17,00 80,65 80 957.609 2+4 618.610
3 7,80 80,65 80 1.063.004 4 616.265
nollen 30.10.17 1 6,09 74,31 80 1.004.957 4 562.049 528.854 60.577 11,45 0,01 0,05
2 6,53 74,31 80 1.084.332 4 565.579
3 6,11 74,31 80 823283 4 458.936
Oktober 01.10.15  libor 27.09.17 1 6,98 85,74 40 594.277 2+4  1.044.845 947.944 302.134 31,87 0,02 0,08
2 7,09 85,74 40 687.352  2+4 1.189.738
3692 85,74 40 343543 244 609.247
hortus 01.11.17 1 6,88 77,00 80 431.194 2 238.432 243.665 37.252 15,29 0,01 0,02
2 715 77,00 80 532.361 2 283.257
3 6091 77,00 80 380.172 2 209.306
nollen 20.09.17 1 7,00 85,50 40 589.926 2+4 1.017.114 1.006.859 170.331 16,92 0,02 0,09
2 698 85,50 40 677.720 2+4 1.171.831
3 754 85,50 40 519.556 2+4 831.632

4 entfallt
Y EW1 in EW2 umgerechnet

INOIILINAISAHOLSSLTVHNI SVA ANV SIANNALIAZAINYA SHA SSATANIH '8
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Tabelle 8.7: Messwerte zur Kalkulation des Gehalts an Catalpol fiir das Jahr 2016.

Erntezeit- Ernte- Pflanzen-  Aufar- n EW|[g] Wasser- Injektion y Kat. yn [AUC] MW STABW STABW  x Gehalt
punkt datum kategorie  beitung gehalt [uL] [AUC] [AUC] [AUC] [%] [mg/mL] [mg/g]
[%]
vor Bliite  28.06.16  hortus 20.11.17 1 7,17 87,39 2 1.569.376 3 60.752.032  58.041.636  3.833.078 6,60 1,38 4,92
2 695 87,39 2 1.455.599 3 58.131.282
3 7,20 87,39 2 1.435324 3 55.331.241
Juli 05.07.16  libor 18.10.17 1 7,36 83,41 80 424986 4 304.550 235.756 60.642 25,72 0,01 0,02
2 693 83,41 80 279.440 4 212.675
3 6,87 83,41 80 247541 4 190.043
hortus 09.10.17 1 6,93 88,76 80 246513 1 276.916 225.117 52.064 23,13 0,01 0,02
2 698 88,76 80 202.319 1 225.644
3 7,11 88,76 80 157.816 1 172.792
nollen 28.08.17 1 7,14 66,94 10 1.893.542 4 5.615.287 5.515.302 683.395 12,39 0,13 0,47
2 6,60 66,94 10 1.914.887 3+4  6.143.196
3 6,03 66,94 10 1.363.402 3+4 4.787.423
August 01.08.16  libor 28.03.17 1 7,01 94,07 80 262.523 445 552.590 555.334 43.957 7,92 0,01
2 701 94,07 80 243.626 4 512.813
3 7,00 94,07 80 284.924 2+44  600.599
hortus 17.01.17 1 17,02 76,26 10 212.090 1 890.841 1.061.994 148.683 14,00 0,03 0,09
2 7,03 76,26 10 276.387 2+4  1.159.257
24.01.17 3 7,00 76,26 10 269.659 2+4  1.135.885
nollen 05.10.17 1 17,03 85,67 50 671.048 3 932.567 826.488 97.908 11,85 0,02 0,07
4 entfallt

Y EW1 in EW2 umgerechnet

INQILIAISHHOLSSLTVHNI SVA ANV SIMNNdLIHZAINYT SHA SSNTANIH '8
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Erntezeit- Ernte- Pflanzen- Aufar- n EW [g] Wasser- Injektion 'y Kat. yn [AUC] MW STABW STABW  x Gehalt
punkt datum kategorie  beitung gehalt [uL] [AUC] [AUC] [AUC] [%] [mg/mL] [mg/g]
[%]
2 692 85,67 50 523.861 3 739.591
3 6,86 85,67 50 566.865 3 807.304
September 31.08.16  libor 21.03.17 1 7,00 93,81 80 414224  2+4 836.478 437.966 345.159 78,81 0,01 0,04
2 7,00 93,81 80 115.691 2+4 233.625
3 701 93,81 80 120.900 4 243.796
hortus 29.08.17 1 6,65 85,23 80 262.867 1 234.176 304.489 104.823 34,43 0,01 0,03
29.08.17 2 592 85,23 80 253704 3 253.883
240117 2 7,04 85,23 80 320489 4 269.692
21.02.17 3 17,00 85,23 80 543780 4 460.206
nollen 14.03.17 1 6,98 91,67 99 92460 4 112.439 109.026 21.416 19,64 0,00 0,01
2 6,99 91,67 99 105.844 4 128.531
36,99 91,67 99 70910 4 86.109
Oktober 30.09.16  libor 07.03.17 1 7,01 84,06 30 724928 4+5 1.513.789 1.088.949 416.104 38,21 0,03 0,10
2 1701 84,06 30 326.679 245 682.169
3 7,00 84,06 30 512.100 2+5 1.070.891
hortus 01.03.17 1 7,00 84,24 40 631.900 2 1.002.379 1.054.851 66.370 6,29 0,03 0,09
2 17,01 84,24 40 713.029 2 1.129.460
3 6,9 84,24 40 650.092 2 1.032.713
nollen 27.02.17 1 7,00 82,00 10 2.213.937 244 12.299.650 12.694.014  964.969 7,60 0,30 1,08
2 17,00 82,00 10 2.482.867 2+4  13.793.706
3 6,99 82,00 10 2.154.881 2+4  11.988.688

2 entfillt
b EW1 in EW2 umgerechnet

INOIILINAISAHOLSSLTVHNI SVA ANV SIANNALIAZAINYA SHA SSATANIH '8

91¢



8.3.8.2 Aucubin

Tabelle 8.8: Messwerte zur Kalkulation des Gehalts an Aucubin fiir das Jahr 2014.

Erntezeit- Ernte- Pflanzen- Aufar- n EW]g] Wasser- Injektion y Kat. yn [AUC] MW STABW STABW X Gehalt
punkt datum kategorie  beitung gehalt [uL] [AUC] [AUC] [AUC] [%] [mg/mL] [mg/g]
[%]
vor Bliite  02.06.14  libor 06.09.17 1 7,03 87,08 2 2.315.780 1 89.237.523  95.597.942  8.994.991 9,41 1,39 4,95
2 7,00 87,08 2 756.869 29.290.596
3 7,68 87,08 2 2.890.537 1 101.958.361
Juli 02.07.14  libor 06.11.17 1 7,04 89,66 80 1.841.561 4 2.213.609 2.550.856 327.863 12,85 0,04 0,14
2 7,07 89,66 80 2.396.510 4+5 2.868.450
3 7,03 89,66 80 2.135.438 4 2.570.509
August 04.08.14  libor 04.09.17 1 7,65 83,91 10 1.216.391 3 6.917.573 7.119.724 179.389 2,52 0,10 0,37
2 7,13 83,91 10 1.176.990 3 7.181.667
3 7,17 83,91 10 1.196.492 4 7.259.933
nollen 15.11.17 1 6,82 86,44 80 3.128.960 2 2.960.493 3.181.078 231.627 7,28 0,05 0,17
2 7,00 86,44 80 3.428.383 2 3.160.383
36,9 86,44 80 3.707.270 2 3.422.358
September 01.09.14  libor 07.09.17 1 6,80 85,56 1 3.128.680 3 223.040.166 190.730.100 28.636.162 15,01 2,77 9,88
2 7,15 85,56 1 2.664.690 3 180.663.948
3 6,96 85,56 1 2.419.038 1 168.486.185
nollen 09.11.17 1 6,50 88,06 3 2.340.156 1 70.356.449  74.134.255 5.554.513 7,49 1,08 3,84
@ entfillt

Y EW1 in EW2 umgerechnet

INQILIAISHHOLSSLTVHNI SVA ANV SIMNNdLIHZAINYT SHA SSNTANIH '8
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Erntezeit- Ernte- Pflanzen-  Aufar- n EW]g] Wasser- Injektion y Kat. yn [AUC] MW STABW STABW X Gehalt
punkt datum kategorie  beitung gehalt [uL] [AUC] [AUC] [AUC] [%] [mg/mL] [mg/g]
[%]

2 7,00 88,06 3 2.562.363 1 71.534.422

3 733 88,06 3 3.019.893 1 80.511.893
Oktober 06.10.14  libor 24.10.17 1 6,38 74,75 80 1.656.195 2+4  834.199 1.067.181 204.754 19,19 0,02 0,06

2 7,00 74,75 80 2.461.394 2+4 1.218.512

3 690 74,75 80 2.287.486 2+4 1.148.831

nollen 04.10.17 1 6,94 87,11 80 1.169.637 2+4  1.144.055 1.139.583 36.805 3,23 0,02 0,06

2 732 87,11 80 1.186.980 2+4  1.100.747

3 742 87,11 80 1.283.209 2+4  1.173.947
4 entfillt
Y EW1 in EW2 umgerechnet

Tabelle 8.9: Messwerte zur Kalkulation des Gehalts an Aucubin fiir das Jahr 2015.
Erntezeit- Ernte- Pflanzen-  Aufar- n EW]g] Wasser- Injektion y Kat. yn [AUC] MW STABW STABW X Gehalt
punkt datum kategorie  beitung gehalt [uL] [AUC] [AUC] [AUC] [%] [mg/mL] [mg/g]
[%]

vor Bliite  15.06.15  hortus 30.08.17 1 8,16 90,67 99 1.441.186 4 1.338.478 1.256.386 116.095 9,24 0,02 0,07

2 7,10 90,67 99 1.100.156 4 1.174.295

3 740 90,67 99 1.068.028 4
Juli 02.07.15  libor 14.09.17 1 7,63 90,80 80 2.613.900 2+4 3.258.252 3.109.948 600.661 19,31 0,05 0,16
2 entfillt

Y EW1 in EW2 umgerechnet

INOIILINAISAHOLSSLTVHNI SVA ANV SIANNALIAZAINYA SHA SSATANIH '8
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Erntezeit- Ernte- Pflanzen-  Aufar- n EW]g] Wasser- Injektion y Kat. yn [AUC] MW STABW STABW  x Gehalt
punkt datum kategorie  beitung gehalt [uL] [AUC] [AUC] [AUC] [%] [mg/mL] [mg/g]
[%]
2 734 90,80 80 1.890.033 2+4  2.449.027
3 740 90,80 80 2.818.562 2+4  3.622.564
hortus 31.08.17 1 7,30 88,12 80 1.264.219 4+5 1.275.531 1.280.081 6.434 0,50 0,02 0,07
2 7,15 88,12 80 1.247.075 4+5 1.284.630
3 7,13 88,12 80
nollen 26.10.17 1 6,61 78,08 40 2.277.008 2 2.750.177 3.012.172 270.616 8,98 0,04 0,16
2 690 78,08 40 2.589.093 2 2.995.684
3 6,75 78,08 40 2.782.201 2 3.290.654
August 04.08.15  libor 23.10.17 1 6,93 71,65 80 3.372.649 4 1.502.079 1.583.656 129.103 8,15 0,02 0,09
2 6,80 71,65 80 3.340.905 4 1.516.388
3 7,07 71,65 80 3.968.608 3+4 1.732.502
hortus 18.09.17 1 7,61 84,17 80 1.643.296 2+4  1.193.599 1.228.361 62.423 5,08 0,02 0,07
2 697 84,17 80 1.639.802 2+4  1.300.426
3 7,16 84,17 80 1.542.834 2+4 1.191.059
nollen 28.09.17 1 6,98 84,33 99 1.009.521 4 652.610 673.993 27.696 4,11 0,01 0,04
2 695 84,33 99 1.086.306 4 705.279
3 6,9 84,33 99 1.028.748 4 664.088
September 07.09.15  libor 05.09.17 1 6,90 81,88 80 2.862.258 2+4  2.003.132 2.183.780 352.244 16,13 0,03 0,12
2 734 81,88 80 2.976.950 2+4  1.958.508
3 7,66 81,88 80 4.107.979 2+4  2.589.699
hortus 19.09.17 1 7,04 80,65 80 2.393.861 4 1.537.635 1.623.774 120.572 7,43 0,02 0,09

4 entfallt
b EW1 in EW2 umgerechnet

INQILIAISHHOLSSLTVHNI SVA ANV SIMNNdLIHZAINYT SHA SSNTANIH '8
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Erntezeit- Ernte- Pflanzen- Aufar- n EW [g] Wasser- Injektion 'y Kat. yn [AUC] MW STABW STABW  x Gehalt
punkt datum kategorie  beitung gehalt [uL] [AUC] [AUC] [AUC] [%] [mg/mL] [mg/g]
[%]
2 17,00 80,65 80 2.433.642 2+4  1.572.120
3 7,80 80,65 80 3.038.553 2+4 1.761.568
nollen 30.10.17 1 6,09 74,31 80 1.886.884 2 1.055.290 1.057.340 42.240 3,99 0,02 0,06
2 6,53 74,31 80 2.110.017 2 1.100.568
3 6,11 74,31 80 1.822.890 2 1.016.163
Oktober 01.10.15  libor 27.09.17 1 6,98 85,74 40 2.327.897 2+4  4.092.860 3.899.482 512.197 13,13 0,06 0,21
2 7,09 85,74 40 2.476.651 2+4  4.286.838
3692 85,74 40 1.871.380 2+4 3.318.749
hortus 01.11.17 1 6,88 77,00 80 1.999.759 4 1.105.782 1.209.055 89.444 7,40 0,02 0,07
2 715 77,00 80 2.367.252 4 1.259.559
3 691 77,00 80 2.291.904 4 1.261.823
nollen 20.09.17 1 7,00 85,50 40 1.638.961 2+4  2.825.795 3.027.041 856.540 28,30 0,04 0,16
2 698 85,50 40 2.293.873 2+4  3.966.286
3 754 85,50 40 1.430.063 2+4  2.289.043

4 entfillt
b EW1 in EW2 umgerechnet

INOIILINAISAHOLSSLTVHNI SVA ANV SIANNALIAZAINYA SHA SSATANIH '8
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Tabelle 8.10: Messwerte zur Kalkulation des Gehalts an Aucubin fiir das Jahr 2016.

Erntezeit- Ernte- Pflanzen-  Aufar- n EW|[g] Wasser- Injektion y Kat. yn [AUC] MW STABW STABW  x Gehalt
punkt datum kategorie  beitung gehalt [uL] [AUC] [AUC] [AUC] [%] [mg/mL] [mg/g]
[%]
vor Bliite  28.06.16  hortus 20.11.17 1 7,17 87,39 2 2.770.138 3 107.234.667 102.991.593 6.000.613 5,83 1,49 5,34
2 695 87,39 2 3.017.684 3 120.515.224
3 7,20 87,39 2 2.561.593 3 98.748.519
Juli 05.07.16  libor 18.10.17 1 7,36 83,41 80 1.109.042 4 794.752 755.629 75.012 9,93 0,01 0,04
2 693 83,41 80 1.055.073 4 802.991
3 6,87 83,41 80 871593 4 669.143
hortus 09.10.17 1 6,93 88,76 80 1.620.248 4 1.820.078 1.844.252 158.758 8,61 0,03 0,10
2 698 88,76 80 1.523.346 4 1.698.967
3 7,11 88,76 80 1.839.183 4+5 2.013.711
nollen 28.08.17 1 7,14 66,94 10 1.997.295 3+4  5.922.965 6.185.211 837.733 13,54 0,09 0,32
2 6,60 66,94 10 2.220.205 3+4  7.122.695
3 6,03 66,94 10 1.569.176 3+4  5.509.974
August 01.08.16  libor 28.03.17 1 7,01 94,07 80 1.756.616 4 3.697.534 3.867.049 166.227 4,30 0,06 0,20
2 701 94,07 80 1.840.372 4 3.873.834
3 7,00 94,07 80 1.911.728 4 4.029.781
hortus 17.01.17 1 17,02 76,26 10 971.339 2 4.079.914 4.113.996 96.050 2,33 0,06 0,22
2 7,03 76,26 10 963.119 2 4.039.633
24.01.17 3 7,00 76,26 10 1.002.407 2 4.222.439
nollen 05.10.17 1 17,03 85,67 50 1.786.353 2 2.482.526 2.323.211 184.701 7,95 0,03 0,12
4 entfallt

Y EW1 in EW2 umgerechnet

INQILIAISHHOLSSLTVHNI SVA ANV SIMNNdLIHZAINYT SHA SSNTANIH '8
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Erntezeit- Ernte- Pflanzen- Aufar- n EW [g] Wasser- Injektion 'y Kat. yn [AUC] MW STABW STABW  x Gehalt
punkt datum kategorie  beitung gehalt [uL] [AUC] [AUC] [AUC] [%] [mg/mL] [mg/g]
[%]
2 692 85,67 50 1.502.158 2 2.120.759
3 6,86 85,67 50 1.661.579 2 2.366.349
September 31.08.16  libor 21.03.17 1 7,00 93,81 80 1.483.346 2+4  2.995.448 3.670.167 595.500 16,23 0,05 0,19
2 7,00 93,81 80 1.927.661 2+4  3.892.692
3 701 93,81 80 2.044.309 2+4  4.122.360
hortus 29.08.17 1 6,65 85,23 80 1.749.137 3+4  1.558.223 2.241.978 594.755 26,53 0,03 0,12
29.08.17 2 592 85,23 80 1.928.583 3+4  1.929.942
240117 2 7,04 85,23 80 3.236.831 3+4  2.723.798
21.02.17 3 17,00 85,23 80 3.256.427 3+4  2.755.947
nollen 14.03.17 1 6,98 91,67 99 151.792 2 184.591 196.876 10.642 5,41 0,00 0,01
2 6,99 91,67 99 167.390 2 203.269
36,99 91,67 99 166978 2 202.768
Oktober 30.09.16  libor 07.03.17 1 7,01 84,06 80 1.640.235 4 1.284.422 1.322.959 136.887 10,35 0,02 0,07
2 1701 84,06 80 1.544.521 4 1.209.471
3 7,00 84,06 80 1.880.900 4 1.474.984
hortus 01.03.17 1 7,00 84,24 40 3.190.530 2+4 5.061.120 4.822.306 213.083 4,42 0,07 0,25
2 17,01 84,24 40 2.936.565 2+4  4.651.612
3 6,9 84,24 40 2.992.758 2+4  4.754.187
nollen 27.02.17 1 7,00 82,00 10 4.277.360 2 23.763.111  25.529.428 4.616.557 18,08 0,37 1,33
2 17,00 82,00 6 3.322.982 2 30.768.352
3 6,99 82,00 10 3.964.556 2 22.056.821

2 entfillt
b EW1 in EW2 umgerechnet

INOIILINAISAHOLSSLTVHNI SVA ANV SIANNALIAZAINYA SHA SSATANIH '8
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8.3.8.3 Verbascosid

Tabelle 8.11: Messwerte zur Kalkulation des Gehalts an Verbascoid fiir das Jahr 2014.

Erntezeit- Ernte- Pflanzen- Aufar- n EW]g] Wasser- Injektion y Kat. yn [AUC] MW STABW STABW X Gehalt
punkt datum kategorie  beitung gehalt [uL] [AUC] [AUC] [AUC] [%] [mg/mL] [mg/g]
[%]
vor Bliite  02.06.14  libor 06.09.17 1 7,03 87,08 10 12.026.0131 92.683.381 90.965.696  2.429.174 2,67 1,37 491
2 7,00 87,08 10 3.996.452 1 30.932.291
3 7,68 87,08 10 12.650.982 1 89.248.011
Juli 02.07.14  libor 06.11.17 1 7,04 89,66 80 4.229.829 1 5.084.376 5.236.823 2.174.776 41,53 0,09 0,31
2 7,07 89,66 80 6.252.515 1 7.483.812
3 7,03 89,66 80 2.610.436 1 3.142.283
August 04.08.14  libor 04.09.17 1 7,65 83,91 10 17.105.2351 97.276.874  114.600.651 20.176.886 17,61 1,73 6,18
2 7,13 83,91 10 22.412.3731 136.754.085
3 7,17 83,91 10 18.091.0911 109.770.994
nollen 15.11.17 1 6,82 86,44 12.322.3631 310.904.293 312.267.979 9.701.641 3,11 4,70 16,78
2 7,00 86,44 12.339.0711 303.320.329
36,9 86,44 13.103.7801 322.579.313
September 01.09.14  libor 07.09.17 1 6,80 85,56 10 15.305.5411 109.111.523 111.442.788 25.162.501 22,58 1,68 6,01
2 7,15 85,56 10 20.308.4581 137.689.795
3 6,96 85,56 10 12.566.683 1 87.527.045
nollen 09.11.17 1 6,50 88,06 3 16.688.1721 501.727.458 522.545.281 44.275.350 8,47 7,86 28,07
@ entfillt

Y EW1 in EW2 umgerechnet

INQILIAISHHOLSSLTVHNI SVA ANV SIMNNdLIHZAINYT SHA SSNTANIH '8
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Erntezeit- Ernte- Pflanzen-  Aufar- n EW]g] Wasser- Injektion y Kat. yn [AUC] MW STABW STABW X Gehalt
punkt datum kategorie  beitung gehalt [uL] [AUC] [AUC] [AUC] [%] [mg/mL] [mg/g]
[%]

2 7,00 88,06 3 17.641.9131 492.515.717

3 733 88,06 3 21.507.1891 573.392.668
Oktober 06.10.14  libor 24.10.17 1 6,38 74,75 10 8.334.069 1 33.581.904 18.102.048 13.459.524 74,35 0,28 1,00

2 7,00 74,75 80 18.508.0391 9.162.396

3 690 74,75 60 17.265.963 1 11.561.844

nollen 04.10.17 1 6,94 87,11 2 12.792.2291 500.497.465 561.288.522 52.690.688 9,39 8,44 30,15

2 732 87,11 2 16.009.0191 593.839.068

3 742 87,11 2 16.109.9421 589.529.034
4 entfillt
Y EW1 in EW2 umgerechnet

Tabelle 8.12: Messwerte zur Kalkulation des Gehalts an Verbascoid fiir das Jahr 2015.
Erntezeit- Ernte- Pflanzen-  Aufar- n EW]g] Wasser- Injektion y Kat. yn [AUC] MW STABW STABW X Gehalt
punkt datum kategorie  beitung gehalt [uL] [AUC] [AUC] [AUC] [%] [mg/mL] [mg/g]
[%]
vor Bliite  15.06.15  hortus 30.08.17 1 8,16 90,67 80 12.544.1341 14.417.068  12.764.445 3.288.589 25,76 0,20 0,71
7,10 90,67 80 6.796.392 1 8.977.315

3 740 90,67 80 11.756.0391 14.898.952
Juli 02.07.15  libor 14.09.17 1 7,63 90,80 7 17.203.7721 245.081.942 226.489.115 31.217.513 13,78 3,41 12,18
2 entfillt

Y EW1 in EW2 umgerechnet

INOIILINAISAHOLSSLTVHNI SVA ANV SIANNALIAZAINYA SHA SSATANIH '8
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Erntezeit- Ernte- Pflanzen-  Aufar- n EW]g] Wasser- Injektion y Kat. yn [AUC] MW STABW STABW  x Gehalt
punkt datum kategorie  beitung gehalt [uL] [AUC] [AUC] [AUC] [%] [mg/mL] [mg/g]
[%]
2 734 90,80 7 16.472.5851 243.937.108
3 740 90,80 7 12.965.7201 190.448.296
hortus 31.08.17 1 7,30 88,12 10 11.313.5701 91.318.424  77.166.485 20.013.865 25,94 1,17 4,171
2 7,15 88,12 10 7.646.545 1 63.014.545
3 7,13 88,12 40 12.099.8591
nollen 26.10.17 1 6,61 78,08 2 10.545.5011 254.737.717 259.474.362 8.364.864 3,22 391 13,95
2 690 78,08 2 11.000.1671 254.552.685
3 6,75 78,08 2 11.377.3921 269.132.685
August 04.08.15  libor 23.10.17 1 6,93 71,65 3 9.594.096 1 113.944.810 129.783.486 14.537.187 11,20 1,96 6,99
2 6,80 71,65 3 11.774.804 1 142.517.599
3 7,07 71,65 3 11.415.1501 132.888.051
hortus 18.09.17 1 7,61 84,17 7 20.598.7591 170.991.879 159.959.667 12.654.346 7,91 2,41 8,61
2 697 84,17 7 16.125.0291 146.145.959
3 7,16 84,17 7 18.445.5391 162.741.162
nollen 28.09.17 1 6,98 84,33 2 12.450.0891 398.397.020 395.668.160 4.319.744 1,09 5,95 21,26
2 6,95 84,33 2 12.381.7261 397.919.693
36,99 84,33 2 12.226.663 1 390.687.768
September 07.09.15  libor 05.09.17 1 6,90 81,88 30 10.441.2231 19.485.918 18.034.193 1.424.484 7,90 0,28 0,99
2 734 81,88 30 9.484.065 1 16.638.610
3 7,66 81,88 30 10.694.3101 17.978.050
hortus 19.09.17 1 7,04 80,65 4 15.066.688 1 193.554.029 184.692.905 8.196.998 4,44 2,78 9,94

4 entfallt
b EW1 in EW2 umgerechnet

INQILIAISHHOLSSLTVHNI SVA ANV SIMNNdLIHZAINYT SHA SSNTANIH '8
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Erntezeit- Ernte- Pflanzen- Aufar- n EW [g] Wasser- Injektion 'y Kat. yn [AUC] MW STABW STABW  x Gehalt
punkt datum kategorie  beitung gehalt [uL] [AUC] [AUC] [AUC] [%] [mg/mL] [mg/g]
[%]
2 17,00 80,65 4 14.175.308 1 183.143.514
3 7,80 80,65 4 15.298.366 1 177.381.173
nollen 30.10.17 1 6,09 74,31 10 12.301.5521 55.039.762  56.206.191  4.718.895 8,40 0,85 3,04
2 6,53 74,31 10 12.504.9651 52.179.899
3 6,11 74,31 10 13.767.908 1 61.398.913
Oktober 01.10.15  libor 27.09.17 1 6,98 85,74 9.421.877 1 220.871.290 252.362.867 56.270.810 22,30 3,80 13,57
2 7,09 85,74 9.484.449 1 218.888.593
3692 85,74 13.420.176 1 317.328.718
hortus 01.11.17 1 6,88 77,00 80 10.629.9501 5.877.911 4.422.225 1.404.908 31,77 0,07 0,26
2 715 77,00 80 8.108.726 1 4.314.464
3 691 77,00 80 5.583.984 1 3.074.301
nollen 20.09.17 1 7,00 85,50 12.738.1711 292.831.517 325.249.645 29.149.194 8,96 4,89 17,48
2 698 85,50 15.151.1051 349.299.262
3 754 85,50 15.631.9171 333.618.156

4 entfillt
b EW1 in EW2 umgerechnet

INOIILINAISAHOLSSLTVHNI SVA ANV SIANNALIAZAINYA SHA SSATANIH '8
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Tabelle 8.13: Messwerte zur Kalkulation des Gehalts an Verbascoid fiir das Jahr 2016.

Erntezeit- Ernte- Pflanzen-  Aufar- n EW|[g] Wasser- Injektion y Kat. yn [AUC] MW STABW STABW  x Gehalt
punkt datum kategorie  beitung gehalt [uL] [AUC] [AUC] [AUC] [%] [mg/mL] [mg/g]
[%]
vor Bliite  28.06.16  hortus 20.11.17 1 7,17 87,39 10 16.515.4681 127.865.883 116.877.500 15.539.920 13,30 1,76 6,30
2 695 87,39 10 14.580.6491 116.459.522
3 7,20 87,39 10 13.734.1211 105.889.117
Juli 05.07.16  libor 18.10.17 1 7,36 83,41 10 18.914.984 1 108.437.580 100.573.299 6.823.369 6,78 1,52 5,42
2 693 83,41 10 15.940.7891 97.057.306
3 6,87 83,41 10 15.667.2601 96.225.011
hortus 09.10.17 1 6,93 88,76 10 15.394.3571 138.343.911 183.100.812 50.247.329 27,44 2,76 9,85
2 698 88,76 10 19.446.1451 173.504.134
3 7,11 88,76 10 27.109.2861 237.454.392
nollen 28.08.17 1 7,14 66,94 2 15.059.0221 223.287.161 225.023.942 3.515.655 1,56 3,39 12,10
2 6,60 66,94 2 14.280.6161 229.069.992
3 6,03 66,94 2 12.685.306 1 222.714.673
August 01.08.16  libor 28.03.17 1 7,01 94,07 25 15.251.5751 102.730.645 100.613.852 8.100.950 8,05 1,52 543
2 701 94,07 25 13.608.698 1 91.664.653
3 7,00 94,07 25 15.928.908 1 107.446.260
hortus 17.01.17 1 17,02 76,26 10 21.887.9911 91.936.108  74.637.920 14.985.017 20,08 1,13 4,03
2 7,03 76,26 10 15.818.9391 66.349.759
24.01.17 3 7,00 76,26 10 15.580.0621 65.627.894
nollen 05.10.17 1 17,03 85,67 2 10.544.6971 366.353.744 360.763.321 4.951.316 1,37 5,43 19,39
4 entfallt

Y EW1 in EW2 umgerechnet

INQILIAISHHOLSSLTVHNI SVA ANV SIMNNdLIHZAINYT SHA SSNTANIH '8
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Erntezeit- Ernte- Pflanzen- Aufar- n EW [g] Wasser- Injektion 'y Kat. yn [AUC] MW STABW STABW  x Gehalt
punkt datum kategorie  beitung gehalt [uL] [AUC] [AUC] [AUC] [%] [mg/mL] [mg/g]
[%]
2 692 85,67 2 10.112.7281 356.930.850
3 6,86 85,67 2 10.083.3121 359.005.369
September 31.08.16  libor 21.03.17 1 7,00 93,81 80 12.129.2431 24.493.625 28.009.561  6.128.139 21,88 0,43 1,53
2 7,00 93,81 80 17.374.4291 35.085.681
3 701 93,81 80 12.124.6281 24.449.378
hortus 29.08.17 1 6,65 85,23 80 14.759.3371 13.148.396  19.108.414  6.221.869 32,56 0,29 1,05
29.08.17 2 592 85,23 80 27.150.5591 27.169.686
240117 2 7,04 85,23 80 24.537.4341 20.648.288
21.02.17 3 17,00 85,23 80 18.276.144 1 15.467.285
nollen 14.03.17 1 6,98 91,67 99 5.589.986 1 6.797.874 7.589.736 686.318 9,04 0,12 0,43
2 6,99 91,67 99 6.553.601 1 7.958.307
36,99 91,67 99 6.598.663 1 8.013.027
Oktober 30.09.16  libor 07.03.17 1 7,01 84,06 30 11.060.208 1 23.095.839  21.584.151 3.764.580 17,44 0,33 1,18
2 1701 84,06 30 8.284.053 1 17.298.694
3 7,00 84,06 30 11.647.9571 24.357.919
hortus 01.03.17 1 7,00 84,24 40 10.318.8601 16.368.750  23.437.443  6.314.005 26,94 0,36 1,28
2 17,01 84,24 40 16.050.9611 25.425.228
3 6,9 84,24 40 17.952.2851 28.518.350
nollen 27.02.17 1 7,00 82,00 10 14.852.5151 82.513.972  97.052.308 13.780.732 14,20 1,47 5,23
2 17,00 82,00 10 17.769.445 1 98.719.139
3 6,99 82,00 10 19.758.0201 109.923.812

2 entfillt
b EW1 in EW2 umgerechnet

INOIILINAISAHOLSSLTVHNI SVA ANV SIANNALIAZAINYA SHA SSATANIH '8
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Kapitel 9

Zusammenfassung

Die vorliegende Dissertationsarbeit liefert eine sehr umfassende Zusammenfassung der
fiir P. lanceolata beschriebenen IGs und PEs. Dis bisher in den grolen Sammelwer-
ken Hénsel etal. [3], Wichtl [11] und Sticher etal. [33] aufgefiihrten Vertreter dieser
beiden Stoffgruppen (sechs IGs (Aucubin, Catalpol, Asperulosid, Deacetylasperulosid-
sdauremethylester, Globularin und Verbenalin) und fiinf PEs (Verbascosid, Isoverbascosid,
Plantamajosid, Lavandulifoliosid, Cistanosid F)) in P. lanceolata konnten durch umfas-
sende Recherche der aktuellen Literatur auf insgesamt 15 IGs und acht PEs erweitert und
durch Alpinosid, Arborescosidsidure, 6-epi-Aucubin, Dihydroaucubin, Dihydrocatalpol,
Gardosid, Geniposidsidure, 8-epi-Loganséure, Shanzisid bzw. Forsythosid B, Plantaino-
sid D, Martynosid ergénzt werden.

Die Aufgabenstellungen Isolierung der Hauptiridoidglykoside Aucubin und Catalpol
und Verifizierung ausgewdihlter IGs (Aucubin, Catalpol, Asperulosid und Globularin
sowie Deacetylasperulosidsduremethylester und Verbenalin mit endstandiger Methoxy-
gruppe) untersucht. Die Hauptiridoidglykoside konnten - komplett ohne den Einsatz von
potentiell methoxylierend wirkendem Methanol - erfolgreich aus der Droge gewonnen
werden. Schlussendlich konnten 169,7 mg Aucubin und 48,7 mg Catalpol mit einer
Reinheit 92 4+ 1% (absolut) von bzw. 99 + 0% (HPLC-DAD, MaxPlot) aus der Spitz-
wegerichdroge isoliert werden. Thre Identitét und vollstdndige Strukturcharakterisierung
gelang mittels 'H-NMR, '*C-NMR, HSQC, HMBC, COSY und NOESY-Experimenten,
LC-DAD/ESI-HRMS-Messungen sowie DC- und HPLC-DAD-Analysen, welche mit
Referenzsubstanzen und einschlidgigen Literaturdaten abgeglichen wurden. Im Bezug auf
die Korrektheit der Literaturangaben konnte die Genuinitit der sechs betrachteten I1Gs
bestitigt werden.

Dariiber hinaus konnten moglicherweise neue IGs und PEs anhand von LC-DAD/ESI-
HRMS bzw. LC-DAD/ESI-MS"-Analysen detektiert werden. Dabei handelt es sich um
potentielle Isoformen der angegebenen prominentesten IGs und PEs der Pflanze. Diese
werden im Rahmen dieser Arbeit zum GroBteil erstmalig fiir P. lanceolata postuliert.
Manche davon wurden bisher auch noch fiir keine andere Pflanze beschrieben. Eine ein-

deutige Strukturspezifizierung der mutmaBlichen Isomere war anhand der vorliegenden
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Daten nicht moglich. Eine Verifizierung der in dieser Arbeit gewonnenen Resultate in
zukiinftigen Analysen wird als duflerst interessant erachtet.

Als Kernstiick dieser Dissertation konnte erstmalig eine HPLC-UV-Analysemethode
entwickelt werden, mit welcher die in P. lanceolata enthaltenen, prominentesten I1Gs
(Aucubin, Catalpol, Asperulosid, Deacetylasperulosidsduremethylester, Globularin und
Verbenalin) und PEs (Verbascosid, Isoverbascosid, Plantamajosid und Lavandulifoliosid)
nebeneinander identifiziert und die jeweiligen Hauptvertreter der Stoffgruppen (Aucu-
bin, Catalpol und Verbascosid) simultan quantifiziert werden konnen. Dieses Verfahren
kann vielfiltig in der Analytik des Spitzwegerichs in verschiedenen Matrizes (Drogen-,
Frischpflanzen- und Fermentationsextrakt der Blitter) genutzt werden. Als Analyseme-
thoden wurden (HP)TLC und HPLC-DAD-Verfahren getestet und miteinander verglichen.
Das (HP)TLC-Verfahren erwies sich als ungeeignet zur anspruchsvollen Fingerprintana-
Iytik der sechs IGs in Spitzwegerichzubereitungen. Die drei Hauptgriinde der Unzulidng-
lichkeit der (HP)TLC-Analytik waren hierbei ein unzureichendes Trennvermogen der
(HP)TLC-Platten, keine selektive oder spezifische Derivatierung- und Detektion sowie
eine zu grof3e Diskrepanz zwischen den Gehalten an Minor- und Hauptkomponenten
der betrachteten IGs des Spitzwegerichs. Letzter Punkt dullerste sich darin, dass die
Chromatogramme entweder in einer angemessenen Detektion der Haupt- jedoch keinerlei
Sichtbarmachung der Minorverbindungen resultierte oder sich eine verniinftige Visua-
lisierung der Minorkomponenten auf Kosten einer massiven, andere relevante Zonen
verdeckenden Zoneniiberladung der Hauptkomponenten ergab.

Im Gegensatz dazu konnte wihrend dieser Arbeit eine neue, erstmals fiir alle prominenen
IGs und PEs geeignete Fingerprintmethode zur Analytik der IG- und PE-Muster in P. lan-
ceolata per HPLC-DAD an stationdrer RP18e-Phase mit einem ameisensauren Gradienten
aus Wasser und Acetonitril und einer Detektion bei A=195 nm (IGs) bzw. A=330 nm (PEs)
erfolgreich entwickelt und validiert werden. Untersuchungen der IGs in P. lanceolata
beschrinkten sich bisher in der Regel auf die beiden Hauptiridoidglykoside Aucubin und
Catalpol [29, 81, 103]. Dies ist vermutlich auch der deutlich htheren Konzentration im
Vergleich zu den anderen IGs geschuldet. Neben der erstmaligen, simultanen Analytik
beider Stoffgruppen im Spitzwegerich mittels HPLC-DAD besteht die Besonderheit der
entwickelten Methode in der erstmals unter 200 nm liegenden Detektionswellenlénge fiir
die 1Gs. Die Analytik des Rohextrakts mit vielen dhnlich polaren Verbindungen bei einer
Wellenldnge von 195 nm stellte {iberdies, aufgrund der Komplexitit der resultierenden
Chromatogramme, eine gro3e analytische Herausforderung dar.

Mit der angewendeten, fiir bestimmte phenolische Verbindungen (Gerbstoffe, Flavonoide
und Hydroxyzimtsidurederivate) generierten Aufarbeitungsmethode (Modifikation der
Methode von Duckstein und Stintzing [185]) wurden akzeptable Wiederfindungen fiir
Catalpol, jedoch suboptimale Wiederfindungen fiir Aucubin und Verbascosid erzielt,
weswegen Korrekturfaktoren zur Quantifizierung eingesetzt werden sollten. Das Um-
schwenken auf eine andere bzw. modifizierte Aufarbeitungsmethode konnte sich positiv

auf die Richtigkeit auswirken und bietet ein interessantes Thema fiir zukiinftige Studien.
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Insbesondere fiir Verbascosid werden fiir die geringe Wiederfindungsrate Abbauprozesse
wihrend des Aufarbeitungsprozesses vermutet, wie sich bereits in den Tests zur Robust-
heit der Analytstabilitét abzeichneten. Es wird dariiber hinaus, aufgrund der geringen
Stabilitédt dieser Verbindung, empfohlen, die aufgearbeiteten Spitzwegerichproben stets
gekiihlt zu lagern und rasch zu analysieren, da bereits nach 3 Tagen bei 4°C im Auto-
sampler Degradationsprozesse bemerkbar waren.

Weiter wurde im Rahmen dieser Arbeit eine geeignete Methode zur Bestimmung des
Wassergehalts in FP-Material herausgearbeitet, um den Substanzgehalt der betrachteten
Analyten unabhingig vom internen Wassergehalt des jeweiligen eingefrorenen Frisch-
pflanzenmaterials sowie unabhéngig von der Menge des potentiell extern angesammelten
Wassers bestimmen zu konnen. Dies war fiir die Quantifizierung von Aucubin, Catalpol
und Verbascosid in den eingefrorenen Spitzwegerichfrischpflanzenproben von Bedeutung,
da diese unterschiedlich viele, externe Wasserkristalle aufzeigten. Die Einbeziehung des
Wassergehalts bei der Analytik der FP-Proben stellt hierbei ein Alleinstellungsmerkmal
dieser Arbeit im vergleich zur einschldgigen Literatur dar.

Mithilfe der entwickelten und validierten HPLC-DAD-Methode konnten Anderungen
der Metabolitprofile der Hauptkomponenten beider Stoffgruppen (Aucubin, Catalpol
und Verbascosid) in den Blittern des frischen Spitzwegerichs iiber den Bliitezeitraum
(Juni-Oktober) von drei verschiedenen Pflanzenkategorien (Wildwuchs: Nollen, Kultur-
wuchs: Libor und Hortus) in drei aufeinander foglenden Jahren (2014, 2015 und 2016)
erfolgreich ermittelt werden. Die gezogenen Proben variierten z.T. zusétzlich in ihrer
Genetik, ihrem exakten Standort, ihren biotischen (Frafeinde, benachbarte Pflanzen,
etc.) und abiotischen (Lichtqualitit und -quantitit, Bodenparameter, etc.) Faktoren. Die
Gehalte der drei Leitsubstanzen variieren in allen drei untersuchten Gruppierungen (Ern-
tejahr, Erntemonat und Pflanzenkategorie) anhand derer kein einheitliches Verlaufsbild
ersichtlich war. Eine ontogenetische Abhiingigkeit der jeweiligen Substanzgehalte mit
dem Erntezeitpunkt kann daher nicht postuliert werden. Folglich ist es nicht moglich
einen perfekten Erntezeitpunkt mit maximalen Substanzgehalten zu definieren. Die iso-
lierte Beurteilung der Effekte des Bliitenstadiums wurde durch die unterschiedlichen
Nebenparameter sowie der geringen Probenanzahl erschwert. Generell konnte aufgrund
der zu geringen Probenzahl (n=1) pro Erntezeitpunkt der durchgefiihrten Probenziige
in dieser Arbeit keine verlidssliche deskriptive Statistik zur Bestimmung eines idealen
Ertnezeitpunkts betrieben werden. Weiter konnte der von Tamura und Nishibe [18] prife-
rierte Erntezeitpunkt im Oktober nicht bestitigt werden. Stattdessen konnte, durch die
Ermittlung der Substanzgehalte der drei Analyten iiber die Jahre, gezeigt werden, dass
die Allgemeingiiltigkeit und damit Ubertragbarkeit der von Tamura und Nishibe [18]
erhobenen Daten zweifelhaft ist, da sie nur aus einem Erntejahr stammen.

Mit geniigend hoher Sicherheit (***p< 0,001) konnte dariiber hinaus erstmalig eine signi-
fikante positive Korrelation der Aucubin- und Catalpolgehalte gezeigt werden, welche auf
allen erhaltenen Werten der drei Jahre, fiinf Erntezeitpunkte und drei Pflanzenkategorien

basiert. Eine Korrelation der einzelnen Substanzgehalte mit biotischen Daten (Nieder-
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schlag, Lufttemperatur) konnte dabei nicht verifiziert werden. Alles in allem konnten
entscheidende Grundlagen zur weiteren Erforschung des Inhaltstoffspektrums der IGs
und PEs in P. lanceolata und anderen diese Substanzgruppen tragenden Pflanzen gelegt

werden, auf die in zukiinftigen Studien aufgebaut werden kann.
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Kapitel 10

Material und Methoden

10.1 Verwendete Chemikalien

Bezeichnung Spezifizierung Hersteller

Aceton p-a. Sigma-Aldrich, Taufkir-
chen, Deutschland

Aceton technisch CSC Jéklechemie, Niirn-
berg, Deutschland

Acetonitril p-a. Merck, Darmstadt,
Deutschland

Acetonitril HPLC-grade Merck, Darmstadt,
Deutschland

Acetonitril ultra HPLC-grade J. T. Baker, Fisher Scienti-
fic International Inc., Pitts-
burgh, USA

Ameisensidure 98-100%, p.a. Merck, Darmstadet,
Deutschland

Ameisensidure > 98%, p.a., ACS, Roth, Karlsruhe, Deutsch-

Rotipuran® land
Ameisensdure 98%, for mass spectrome- Fluka, St. Gallen, Schweiz
try

Anisaldehyd 98% Sigma-Aldrich, Taufkir-
chen, Deutschland

n-Butanol >99,5%, p.a. Sigma-Aldrich, Taufkir-
chen, Deutschland

Chloroform-d; 99,8% Sigma-Aldrich, Taufkir-

chen, Deutschland
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Bezeichnung Spezifizierung Hersteller
Deuteriumoxid 99,9% Deuterio GmbH, Kastel-
laun, Deutschland
Dichlormethand-d, 99,6% Deuterio GmbH, Kastel-
laun, Deutschland
DMSO-dg 99,8% Deuterio GmbH, Kastel-

Diphenylboryloxyethylamin

Echtblausalz B

Eisen(III)-chlorid B

Essigsdure/Eisessig

Ethylacetat

Ethylacetat

Ethanol

Ethanol

n-Hexan

n-Hexan

Heptan

Isopropanol

Isopropanol

Karl-Fischer Reagenz

Macrogol 400

Methanol

> 97%, p.a.

p.a.

wasserfrei, p.a.

konz., p.a. 99%

p.a.

technisch

absolut

technisch

HPLC-grade

p.a.

p.a.

HPLC-grade

technisch

Aquastar CombiTitrant 5,

p.a.
p.a.

p.a.

laun, Deutschland

Fluka, St. Gallen,
Schweiz/Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Deutschland
Fluka, St. Gallen, Schweiz

Merck, Darmstadt,
Deutschland
Merck, Darmstasdt,
Deutschland

Acros Organics, Geel, Bel-
gien

CSC Jiklechemie, Niirn-
berg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkir-
chen, Deutschland

CSC Jdklechemie, Niirn-
berg, Deutschland

Fisher
national Inc., Pittsburgh,
USA

Acros Organics, Geel, Bel-

Scientific Inter-

gien

Acros Organics, Geel, Bel-
gien

Fisher Scientific Inter-
national Inc., Pittsburgh,
USA

CSC Jéklechemie, Niirn-
berg, Deutschland

Merck, Darmstadt,
Deutschland
Merck, Darmstadt,
Deutschland
Merck, Darmstadt,

Deutschland
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Bezeichnung Spezifizierung Hersteller
Methanol HPLC-grade Merck, Darmstadt,
Deutschland
Methanol-dy4 99,8% Deutero GmbH, Kastel-
laun, Deutschland
Natriumchlorid 100, 1%, p.a. Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland
Natriumhydroxid Plattchen Merck, Darmstadt,
Deutschland
Natronlauge 1N Merck, Darmstadt,
Deutschland
Natriumitrit NaNQO, , Ph. Eur. Merck, Darmstadt,
Deutschland
Natriummolybdat Na, MoO4 -2H,0O Sigma Chemie GmbH,
Deisenhofen, Deutschland
Petrolether technisch CSC Jidklechemie, Niirn-
berg, Deutschland
Phloroglucin (1,3,5- >99%, p.a. Merck, Darmstadt,
Trihydroxybenzol) Deutschland
o-Phosphorséure 85%, p.a. Merck, Darmstadt,
Deutschland
Pyridin-ds 99,5% Deuterio GmbH, Kastel-
laun, Deutschland
Salpetersdure 65%, p.a. Merck, Darmstadt,
Deutschland
Salzsdure I N, p.a. Merck, Darmstadt,
Deutschland
Salzsdure rauchend, konz., 36% Merck, Darmstadt,
Deutschland
Schwefelsdure konz. 95-97%, p.a. Merck, Darmstadt,
Deutschland
Touluol p.a. Acros Organics, Geel, Bel-
gien
Vanillin > 99%, p.a. Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland
Wasser Leitfdhigkeit 0,055- MembraPure, Hennigsdor-
0,077 pS/cm, millipore f{/Berlin, Deutschland
gefiltert (Astacus Filteran-
lage)
p-Xylol p.a. Merck, Darmstadt,

Deutschland
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10.2 Verwendete Referenzsubstanzen

Bezeichnung Reinheit [%] Charge Hersteller

Asperulosid 962 11262 PhytoLab, Vestenbergsgreuth,
Deutschland

Aucubin 1 952 5970 PhytoLab, Vestenbergsgreuth,
Deutschland

Aucubin 2 91b 311159717 Roth, Karlsruhe, Deutschland

Aucubin 3 922 ¢ im Rahmen dieser Arbeit isoliert
(Kapitel 3 bzw. 3.3.2.1)

Catalpol 1 100* 1344 PhytoLab, Vestenbergsgreuth,
Deutschland

Catalpol 2 > 982 03-14 TransMIT, Gieflen, Deutschland

Catalpol 3 972 8920 PhytoLab, Vestenbergsgreuth,
Deutschland

Catalpol 4 99° ¢ im Rahmen dieser Arbeit isoliert
(Kapitel 3 bzw. 3.3.2.2)

Verbenalin 1 992 3244 PhytoLab, Vestenbergsgreuth,
Deutschland

Isoverbascosid 842 2168 PhytoLab, Vestenbergsgreuth,
Deutschland

Plantamajosid 922 7638 PhytoLab, Vestenbergsgreuth,
Deutschland

Verbascosid 1 96? 7613 PhytoLab, Vestenbergsgreuth,
Deutschland

Verbascosid 2 912 10528 PhytoLab, Vestenbergsgreuth,
Deutschland

L-Glukose > 082 d Roth, Karlsruhe, Deutschland

L-Rhamnose > 992 d Sigma-Aldrich, Taufkirchen,

Deutschland

4 absolute Reinheit
b Reinheit per HPLC

¢ keine Charge, da selbst isoliert
d keine Charge angegeben

10.3 Verwendete fermentierte Extrakte

Zur HPLC-Methodenentwicklung wurden Fermentationsextrakte der frischen Spitzwege-
richpflanze von der Firma WALA Heilmittel GmbH (Bad Boll/Eckwélden, Deutschland)

zur Verfiigung gestellt. Fermentationsextrakte sind wissrige, fermentierte Zubereitungen

frischer Spitzwegerichblitter (Plantago lanceolatae foliis ferm 34c, welche gemifl dem
Homoopathischen Arzneibuch HAB2011 nach der Vorschift 34c aus frischen zerklei-
nerten Pflanzenteilen, Molke und gereinigtem Wasser im Verhéltnis 100:50:75 (m/m/m)
hergestellt wurden. Ch. 904528 (Fermentationsextrakt 1) und 904542 (Fermentationsex-
trakt 2) wurden im Mai 1999 produziert, Ch. 908521 (Fermentationsextrakt 3) im August

1999.
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10.4 Verwendetes Frischpflanzenmaterial

10.4.1 FP-Material zur Methodenentwicklung und -validierung

Zur (HP)TLC und HPLC-DAD-Methodenentwicklung, HPLC-DAD-Methodenvalidierung
sowie Findung einer geeigneten Wassergehaltsbestimmung der FP-Proben wurden die fri-
schen, gefroren gelagerten Blitter des Spitzwegerichs verwendet, welche am 05.08.2013
auf dem landwirtschaftlichen Betrieb Sonnenhof (Bad Boll, Deutschland) geerntet, einge-
froren und bis zur Analyse gefroren aufbewahrt wurden (Kapitel 10.4.4). Die Lagertempe-
raturen betrugen -30°C, -80°C bzw. -20°C in den Zeitrdumen 05.08.2013 - 12.09.2013,
12.09.2013 - 01.07.2018 bzw. ab dem 01.07.2018. Zur Analyse wurde das gefrorene
Material mit einem Hammer vorzerkleinert. Es wurde darauf geachtet, dass das gefrorene

FP-Material bei der Vorzerkleinerung nicht auftaute.

10.4.2 FP-Material zur Analytik des Inhaltsstoffspektrums von P. lanceo-
lata

Frischpflanzenmaterial des Spitzwegerichs zur Untersuchung des IG- und PE-Inhaltsstoff-
spektrums wurde in drei aufeinanderfolgenden Jahren in Bad Boll/Eckwilden (Baden-
Wiirttemberg, Deutschland) geerntet, gereinigt und bis zur Aufarbeitung bei -20°C bzw.
-80°C gelagert (Kapitel 10.4.4). Das verwendete Pflanzenmaterial wurde in drei Kategori-
en eingeteilt: Libor, Hortus und Nollen. Bei Libor handelt es sich um eine kommerziell
erworbene Sorte, die im Garten der Firma WALA Heilmittel GmbH (Bad Boll/Eckwiélden,
Deutschland) in Kultur genommen wurde. Hortus stellt den kommerziell erworbenen,
z.T. selbst weiterkultivierten Samen von wilden Spitzwegerichpflanzen dar. Er wurde im
gleichen Garten der Firma WALA Heilmittel GmbH (Bad Boll/Eckwélden, Deutschland)
angepflanzt. Nollen bezeichnet die wilde Pflanze, welche auf einer biologisch-dynamisch
bewirtschafteten Fliche (Wiese) hinter dem WALA-Garten wuchs, auf welcher lediglich
Miharbeiten, jedoch keine Diinge-, Hack- oder JitemaBBnahmen ausgefiihrt wurden. Die
Identitit der Wildsammlungen wurde {iber ihre Morphologie bestimmt. Die Identitit der
Kulturpflanzen war zusétzlich durch ihr Saatgut abgesichert. Die in Kultur wachsenden
Pflanzen wurden, trotz mehrjdhrigen Wachstums, jedes Jahr neu angepflanzt. Aufgrund
der biodynamischen Gartenfiithrung, variierte die Anbaufliache der beiden Pflanzenkate-
gorien Hortus und Libor innerhalb des Gartens, wohingegen der Standort von Nollen
iiber die drei Jahre gleich blieb. Es wurde in drei aufeinander folgenden Jahren (2014,
2015 und 2016) geerntet, wobei mehrmals im Jahr, verteilt tiber die Bliitezeit, beprobt
wurde. Der erste Probenzug fand kurz vor Offnung der Bliite statt, der letzte wurde
gegen Ende der Bliitezeit vollzogen. In diesem Zeitraum wurde, mit Ausnahme des
ersten Probenzuges kurz vor Beginn der Bliitezeit, immer Anfang des Monats geerntet.
Der Beginn der Bliitezeit variierte von Anfang bis Ende Juni (02.06.2014, 15.06.2015,
28.06.2016), wodurch sich unterschiedliche Zeitintervalle zwischen dem ersten und dem
zweiten Probenzug ergaben. Die Erntezeitpunkte der FP-Probenziige sind in Tabelle 10.2,

die geernteten Spitzwegerichpflanzenkategorien in Tabelle 10.3 angegeben.
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Tabelle 10.2: Erntezeitpunkte der FP-Probenziige der Jahre 2014 - 2016.

Erntezeitpunkt Erntejahr 2014 Erntejahr 2015 Erntejahr 2016
vor der Bliite 02.06.2014 15.06.2015 28.06.2016
Anfang Juli 02.07.2014 02.07.2015 05.07.2016
Anfang August 04.08.2014 04.08.2015 01.08.2016
Anfang September  01.09.2014 07.09.2015 31.08.2016
Anfang Oktober 02.10.2014 01.10.2015 30.09.2016

Tabelle 10.3: Geerntete Pflanzenkategorien pro Probenzug der Jahre 2014 - 2016.

Erntezeitpunkt Erntejahr 2014 Erntejahr 2015 Erntejahr 2016

vor der Bliite Libor Hortus Hortus

Anfang Juli Libor Hortus, Libor, Nol- Hortus, Libor, Nol-
len len

Anfang August Libor, Nollen Hortus, Libor, Nol- Hortus, Libor, Nol-
len len

Anfang September  Libor, Nollen Hortus, Libor, Nol- Hortus, Libor, Nol-
len len

Anfang Oktober Libor, Nollen Hortus, Libor, Nol- Hortus, Libor, Nol-
len len

10.4.3 Archivierung von Belegexemplaren

Einmal pro Jahr (Septemberernte) wurden ausgewéihlte Pflanzenexemplare mit Wasser
gereinigt, trockengetupft und bei RT unter Druck gepresst und getrocknet. Diese sind
als Belegexemplare im Herbarium am Institut fiir Botanik der Universitdt Hohenheim
(Hohenheim/Stuttgart, Deutschland) hinterlegt (Tabelle 10.4).
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Tabelle 10.4: Herbarnummern der Belegexemplare des gesammelten Spitzwegerichs, die
im Herbarium am Institut fiir Botanik der Universitidt Hohenheim (Hohenheim/Stuttgart,
Deutschland) hinterlegt sind.

Pflanzen-  Sammlungs- Fundort Koordinaten Herbarnummer
kategorie datum
Libor? 01.09.2014  WALA-Garten, Bad 48°37'n.B., HOH-020283
Boll/Eckwiilden, Deutsch-  9°35'6.B.
land

Nollen® 01.09.2014 Wiese hinter WALA- 48°37'n.B., HOH-020284
Garten, Bad Boll/Eckwil- 9°35'6.B.
den, Deutschland

Libor? 07.09.2015 WALA-Garten, Bad 48°37'n.B., HOH-020281
Boll/Eckwilden, Deutsch- 9°35'6.B.
land

Nollen® 07.09.2015 WALA-Garten, Bad 48°37'n.B., HOH-020285
Boll/Eckwilden, Deutsch- 9°35'6.B.
land

Hortus® 07.09.2015 Wiese hinter WALA- 48°37'n.B., HOH-022620
Garten, Bad Boll/Eckwil- 9°35'6.B.
den, Deutschland

Libor? 31.08.2016 WALA-Garten, Bad 48°37'n.B., HOH-022619
Boll/Eckwilden, Deutsch- 9°35'6.B.
land

Nollen® 31.08.2016 WALA-Garten, Bad 48°37'n.B., HOH-020286
Boll/Eckwilden, Deutsch- 9°35'6.B.
land

Hortus® 31.08.2016 Wiese hinter WALA- 48°37'n.B., HOH-020282
Garten, Bad Boll/Eckwil- 9°35'6.B.
den, Deutschland

4 Libor ist der Name der Sorte von P. lanceolata, die kduflich erworben und jedes Jahr in Kultur neu ausgesiit
wurde.

b Nollen bezeichnet die Wildsammlung von P. lanceolata, welche mehrjihrig ist.

¢ Hortus lautet der Name des Saatgutvertreibers des kommerziell erworbenen Spitzwegerichsaatguts, welcher
jedes Jahr in Kultur neu ausgesit wurde.

10.4.4 Ernte, Reinigung und Lagerung des FP-Materials

Der zur Analytik herangezogene Spitzwegerich wurde als planta tota geerntet (Abbildung
10.1A). Nach einer ersten Vorreinigung unter flieBendem Wasser, bei der vor allem
Fremdbestandteile wie Erde entfernt wurden (Abbildung 10.1B), wurden die Pflanzen
erneut mit Wasser gereinigt. Das auflen anhaftende Wasser wurde durch Abtupfen und
kurzes Lufttrocknen (< 2 h) entfernt. AnschlieBend fand eine Selektion nach Bliite mit
Schaft, Blatt und Wurzel statt (Abbildung 10.1C). Es wurden pro Probe mindestens 50 g

Gesamtpflanze geerntet.

Die weitgehend abgetrockneten, selektierten Pflanzenteile wurden ohne Zerkleinerung

in Plastiktiiten gepackt, gewogen, einvakuuminiert und bei -20°C bzw. -80°C bis zur
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Abbildung 10.1: Ernte der gesamten Frischpflanze (A), Entfernen von Fremdbestand-
teilen (B), Separierung in Einzelbestandteile: Bliite mit Schaft, Blatt und Wurzel (C).
Spezifizierung: Libor, Erntedatum: 01.09.2014, Ernteort: WALA-Garten, Bad Boll/Eck-
wilden, Deutschland (48°37'n.B., 9°35'6.B.).

Aufarbeitung aufbewahrt. Bei Bedarf wurden zur besseren Verpackung lange Blatter und
Bliitenschifte mit einer Schere geteilt.
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10.4.5 Probenaufbereitung

Der Umgang mit Frischpflanzenmaterial ist in der Literatur seltener anzutreffen als der mit
getrocknetem Pflanzenmaterial. Aus diesem Grund galt es im Rahmen dieser Arbeit eine
geeignete Extraktionsmethode zur Aufarbeitung von Frischpflanzenmaterial zu etablieren.

In Vorversuchen setzte sich eine erschopfende Extraktionsmethode zur Aufarbeitung des
Frischpflanzenmaterials gegeniiber einer schnelleren, jedoch nicht-erschopfenden durch.
Grund waren geringere Schwankungen der Messwerte und damit der daraus resultieren-
den Gehalte an Aucubin, Catalpol und Verbascosid. Neben statistischen Aspekten kann
durch eine erschopfende Extraktion dem wahren Gehalt in der Pflanze niher gekom-
men werden. Schlussendlich wurde eine von Duckstein und Stintzing [185] entwickelte
Aufarbeitungsmethode gewihlt, welche vor allem zur Extraktion von phenolischen Ver-
bindungen aus Frischpflanzen Anwendung findet [177, 186, 187] und sich durch eine
schonende Prozessfithrung (Sauerstoff- und Lichtausschluss, milde Temperaturen von
4 - 38°C) auszeichnet. Diese wurde an die vorliegenden Bedingungen (logistische Gege-
benheiten, unterschiedliche Stoffgruppen im Fokus) angepasst. Zur Probenaufbereitung
wurde das gefrorene Frischpflanzenmaterial kurz einer Temperatur von -80°C ausgesetzt
und anschlieBend mit einem Hammer vorzerkleinert. Es wurde darauf geachtet, dass das
Material bei diesem Vorgang nicht auftaute, um potentiellen Degradationsprozessen zu
vermeiden. Die Aufarbeitung der praparierten Proben verlief darauthin nach folgendem
Schema (Abbildung 10.2).

Kritische Schritte dieser Aufarbeitung stellen das quantitiative Entfernen der Riickstinde
des piirierten Frischpflanzenmaterials, die sich im Mixstab des Ultraturraxs verfangen,
und des Evaporieren am Rotationsverdampfer dar. Es darf nicht gidnzlich zur Trockene
evaporiert werden, da sich sonst das griine Prizipitat nicht mehr vom Kolbenrand ent-
fernen ldsst. Der wassserunlosliche, griine Riickstand konnte teilweise durch Abspiilen
via Pasteurpipette entfernt und in den Messkolben iiberfiihrt werden. Ob sich dieser

nachtriglich wieder in Losung ging, wurde nicht iiberpriift.
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7,0 g gefrorenes, prapariertes P — Homogenisieren und N
Frischpflanzenmaterial in Zellen aufbrechen via
Metallgefalk einwiegen +63 mL E - Ultraturrax (3 min) in
Aceton/Wasser (1+1, v/v) =LM1 Eiswasser

Quantitatives Uberfiihren der Pflanzenriickstinde durch Abkratzen des in
seine Einzelbestandteile zerlegten Mixstabes mittels feinem Spatel und
Absplilen mit 20 mL LM1 via Pasteurpipette in das Metallgefal 4

v

Quantitatives Uberfiihren des Homogenisats in 250 mL Erlenmeyerkolben mit Schliff
mit 20 mL LM1 = Zeitpunkt t=t;

Mazeration im Dunkeln (Alufolie) bei 4°C (Kiihlraum) unter Luftausschluss (Stopfen)
fiir 6 h {(beim 2. Durchgang fiir 17 h)

v t

Praparieren der Uberfiihren des Riickstands via
Glasfritte (G3) mit Pulvertrichter zurtick in
0,5 cm Celite- und Erlenmeyerkolben + 63 mL LM1

0,25cm g— (verwerfen)
Seesandschicht % T
} } [
Mazerat auf einmal in Fritte gieRen, =  Filtration unter Vakuum
Rest mit 10 mL (40 mL) LM1 iiberfiihren — und schrittweisem
Waschen mit 40 mL (20
mL) LM1

A

Filtrat quantitativ mit 210 mL (20 mL) LM1 in 250 mL Rundkolben tberfiihren
(vereinigen) und bei 38°C am Rotationsverdampfer (bis fast zur Trockene) einengen

v

Riickstand in Wasser aufnehmen, | Bei Bedarf:

| via Pasteurpipette schrittweise in Lagerung bei
25,0 mL Messkolben quantitativ -20°Cin 15 mL
tberfiihren und auffiillen Falkon

v v

HPLC-DAD-Analytik nach Filtration (0,20 pm)

Abbildung 10.2: Schema der Aufarbeitung des Frischpflanzenmaterials.
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10.5 Verwendetes Drogenmaterial

10.5.1 Verwendetes Drogenmaterial

e Drogenmaterial 1:
Fiir Vorversuche wurde das geschnittene Drogenmaterial Folia Plantaginis lanceola-
teae conc. Ph. Eur. 7.3, Charge 12362906 der Firma Caesar&Loretz (Caelo, Hilden,
Deutschland) herangezogen. Das Drogenmaterial wurde mittels Handmiihle vor

der Bearbeitung vermahlen.

e Drogenmaterial 2:
Geschnittene Plantaginis lanc. herba conc. DAB 1999 der Firma Galke wurde iiber

die Kreuz Apotheke in Seelze bezogen und enthalten keine Chargennummer.

10.5.2 Bestimmung des Verbascosidgehalts

Fiir das Drogenmaterial 2 wurde der Verbascosidgehalts gemif3 der Gehaltsanforderung
des Ph. Eur. 7.0 bestimmt, da das kéduflich erworbene Drogenmaterial lediglich DAB 1999
gepriift war [188] und den Qualitdtsanspriichen des Ph. Eur. 7.0 (2011) entsprechen sollte
[43]. Dazu wurden fiinf unabhingige Versuche durchgefiihrt. Das Drogenmaterial wurde
vorbereitet, indem es mithilfe einer Ultrazentrifugalmiihle auf Stufe 1 etwa eine Minute
gemahlen wurde. In Ermangelung des in der Monografie vorgeschriebenen Siebeinsatzes
355, der einer Lochgro3e von 355 pm entspricht, fand ein kleinerporiger Siebeinsatz mit

einer Lochgrofe von 250 pm Anwendung.

Die eingesetzten Reagenzien wurden wie folgt hergestellt.

e Ethanol 50%: 100,0 mL Ethanol technisch wurden in einem 200 mL Messkolben

mit Wasser bis zur Markierung aufgefiillt.
e Salzsdure 0,5 M: 10 mL 1 N Salzsidure wurden mit 10 mL Wasser vermischt.

o Natriumnitrit-Natriummolybdat-Losung: 2,51 g Natriumnitrit und 2,51 g Natrium-
molybdat wurden in einen 25 mL Messkolben eingefiillt, in Wasser gelost und bis

zur Markierung aufgefiillt.
e Natronlaugenreagenz: 1,74 g NaOH-Plittchen wurden in 20,5 mL Wasser gelost.

e Stammlosung: 1,000 g der gemahlenen Droge wurden in ein Wégeschiffchen abge-
wogen, mit 5 mL Ethanol 50% in einen 250 mL Rundkolben iiberfiihrt, mit weiteren
85 mL Ethanol 50% versetzt und 30 Minuten im Olbad unter Riickflusskiihlung
erhitzt. Nach Erkalten des Kolbens unter flieBendem Wasser wurde das Gemisch
durch einen Faltenfilter in einen 100 mL Messkolben filtriert, wobei Kolben und
Filter mit 10 mL Ethanol 50% in den Messkolben nachgespiilt und anschlieBend
mit Ethanol 50% auf 100,0 mL aufgefiillt wurden.
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e Untersuchungslosung: Der Reihe nach wurden in einen 10 mL Messkolben
1,0 mL der Stammlosung, 2 mL Salzsdure 0,5 M, 2 mL der Natriumnitrit-
Natriummolybdat-Losung und 2 mL des Natronlaugenreagenzes pipettiert, mit
Wasser bis zur Markierung aufgefiillt und sofort vermessen. Um eine homogene
Vermischung zu gewihrleisten, wurde der Messkolben nach jedem Reagenzzusatz

gut geschwenkt.

o Kompensationsfliissigkeit: Der Reihe nach wurden in einen 10 mL Messkolben
1,0 mL der Stamml6sung, 2 mL Salzsdure 0,5 M und 2 mL des Natronlaugenrea-
genzes pipettiert, mit Wasser bis zur Markierung aufgefiillt und sofort vermessen.
Um eine homogene Vermischung zu gewihrleisten, wurde der Messkolben nach

jedem Reagenzzusatz gut geschwenkt.

Die photometrische Vermessung und Berechnung fand wie folgt statt. Ein Aliquot der zu
bestimmenden Losung wurde in eine Glaskiivette iiberfiihrt, im Photometer bei 525 nm
vermessen und anschlieend der Gehalt an Gesamt-ortho-dihydroxyzimtsdurederivaten

als Verbascosid nach folgender Formel berechnet:

Absorption - 1000
185 -m|g]

(10.1)

Gleichung 46: Formel zur Berechnung des Verbascosidgehalts, wobei m:

Einwaagemenge.

Das untersuchte Drogenmaterial wies einen Gehalt an Gesamt-ortho-dihydroxyzimtsédure-
derivaten, berechnet als Verbascosid, von 3,540, 1% (n=5) auf. Laut Ph. Eur. 7.0 wird
ein Mindestgehalt von 1,5% Gesamt-ortho-dihydroxyzimtsdurederivaten berechnet als
Verbascosid gefordert. Die Monographie wurde im aktuellen Ph. Eur. 9.8 [49] unverindert
beibehalten. Folglich entspricht die erworbene Droge nicht nur den Qualitdtsanforderun-

gen des Ph. Eur. 7.0 sondern auch der aktuellen Ausgabe 9.8.
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10.6 Verwendete Materialien

10.6.1 Verwendete (HP)TLC-Platten

Material Spezifizierung Hersteller

Aluminiumoxid HPTLC-Fertigplatten ALUGRAM Macherey-Nagel, Dii-
Nano-SIL Aluminiumoxid/UV,s4, ren, Deutschland
20x 20 cm

Aluminiumoxid DC Aluminiumoxid 150 F»s4, neu- Merck, Darmstadet,
tral, 20 x 20 cm Deutschland

Amino HPTLC-Fertigplatten-SIL Macherey-Nagel, Dii-
NH,/UV>554, 10 x 10 cm ren, Deutschland

Cyano HPTLC-Fertigplatten =~ Nano-SIL Macherey-Nagel, Dii-
CN/UVj3s54, 10 x 20 cm ren, Deutschland

Diol HPTLC-Fertigplatten =~ Nano-SIL. Macherey-Nagel, Dii-
Diol/UVjs4, 10 x 20 cm ren, Deutschland

Kieselgel HPTLC Silica gel 60 Fysq, Merck, Darmstadt,
10x 10 cm, 10x20 cm Deutschland

Kieselgel DC Silica gel 60 Fjs4, 20 x 20 cm Merck, Darmstadt,

Deutschland

Polyamid POLYGRAM® Polyamid-6/UV,s4 Macherey-Nagel, Dii-
20 x 20 cm ren, Deutschland

RP2 DC-Fertigplatten RP2 F»s4, Macherey-Nagel, Dii-
10 x 20 cm, 20 x 20 cm ren, Deutschland

RP18 W HPTLC-Fertigplatten RP18 W, Fys4, Merck, Darmstadt,
10 x 10 cm Deutschland




10.6.2 Verwendete HPLC-Siulen

Material Spezifizierung Hersteller

Biphenyl Kinetex Biphenyl, Coreshell 100 /DX, 250 x 4,6 mm, 5 um, P.No. OOG-4627-EO, S.No. H15- Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland
168734, mit Vorsiule

C8e Hibar® 250-4, Purospher® STAR, RP8e, 250 x 4,0 mm, 5 wm, Cat.1.50035.001, Lot. FC075418, Merck, Darmstadt, Deutschland
mit Vorsdule

C18 Kinetex 5 u XB-C18,250 x 4,6 mm, 5 um , P.No. O0G-4605-EO, S.No. 759-395-24, mit Vorsdule =~ Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland

C18 SunFire™(C18, 150 x 2,1 mm, 5 um, P/No. 186002541, S.No. 015432174145_01, mit Vorsdule = Waters, Eschborn, Deutschland

C18 LiChroCart 125-4, Lichrospher® 100, RP18, 125 x 4 mm, 5 pum, Cat.1.50823, Lot. ®55120617, Merck, Darmstadt, Deutschland
Co0.No0.641617, mit Vorsdule

C18 X SELECT™CSH™C(18, 100 x 2,1 mm, 3,5 pm Waters, Eschborn, Deutschland

Cl18e Hibar® 250-4, Purospher® STAR, RP18e, 250 x 4,0 mm, 5 pum, C0.N0.027442, mit Vorsidule Merck, Darmstadt, Deutschland
LiChroCart 250-4, Purospher®STAR, RP18e, 250 x 4,0 mm, 5 pm, Cat.1.50252.0001, Lot. Merck, Darmstadt, Deutschland
HX815867, Co.N0.841127, mit Vorsiule

Diol Interchim.uptispherOH UP60H-250/P46, 250 x 4,6 mm , ohne Vorsédule Interchrom, Montlucon Cedex, Frankreich

HILIC Luna 3 u HILIC 300 /0\, 150 x 2,00 mm, 3 wm, P/No. OOF-4449-BO, mit Vorsiule Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland

Phenylhexyl X SELECT™CSH™Phenyl-Hexyl, 150 x 2,1 mm, 3,5 um, PNo. 186005367, S.No. Waters, Eschborn, Deutschland

010733345124_01, mit Vorsdule

NHAOHLAN ANN TVIIdIVIA 01

1%
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10.6.3 Sonstige verwendete Materialien

Bezeichnung Spezifizierung Hersteller

C18 Material LiChroprep RP18, Merck, Darmstadt,
25-40 pm fiir die Sdulen- Deutschland
chromatographie

C18 Séule fiir préaparative
HPLC
Celite

Diolséule fiir priparative
HPLC

Einmalspritzen
Entwicklungskammer
(HPTLC)
Entwicklungskammer
(TLC)

Exsikkator

Falcon (Plastik)

Faltenfilter

Diverse Glasgerite

Glasfritten

C18-WP 4 g, 20 um, 15-
60 mm Reveleris HP

Celite® 535,  Art.
Nr.  0009.1, Charge
156201998, EG Nr.
272-489-0

Uptisphere DIOL Prep-
LC-Sdule, 250 x 21,2 mm,
6 um, 120 A, mit Vorsidule
Norm-Ject, Tuberculin, 1
mL

Doppeltrog 10 x 20 cm

Doppeltrog 10 x 10 cm
und 20 x 20 cm

Vakuum Exsikkator, diver-
se Groflen

15 und 50 mL

Qualitative, grade 1289,
Dia. 125 mm, 84 g/m?
Erlenmeyerkolben mit De-
ckel 25-500 mL, Messbe-
cher 10-5000 mL, Messpi-
pette 1-50 mL, Messzylin-
der 10-1000 mL, Rundkol-
ben 5-2000 mL, Spitzkol-
ben 1-100 mL, Trichter 25-
500 mm, Vollpipetten O, 1-
50,0 mL, etc.
Spezialanfertigung,
G3-Filter, Hohe 9 cm,
Durchmesser 6,5 cm

Frace, Worms, Deutsch-
land
Roth, Karlsruhe, Deutsch-
land

Interchim, Montlucon Ce-

dex, Frankreich

Henke Sass Wolf, Tuttlin-
gen, Deutschland

CAMAG, Muttenz,
Schweiz

Brand, Wertheim,
Deutschland

Duran, Wertheim,
Deutschland

TPP, Trasadingen,
Schweiz

Sartorius Stedim, Gottin-

gen, Deutschland

Brand, Wertheim,
Deutschland
Glasblaserwerkstatt,

Universitidt Regensburg,
Deutschland
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Bezeichnung

Spezifizierung

Hersteller

Glasfrittenadapter

Glasspritze zur manuel-
len Injektion (priparative
HPLC, CPC)

Heizpilz

Inlays

Kaniile
Kieselgel fiir die Saulen-

chromatographie

Kieselgekartuschen  fiir

die MPLC

NMR-Rohrchen

Orangegel

Parafilm

Pasteurpipetten

Pasteurpipetten mit Watte

Peleusball

pH-Papier

Pipetten

top female Joint: ST/NS
29/32, bottom male Joint:
ST/NS 29/32

Gas Tight Syringe 2,5 mL,
Cat. No. 549-0537

fir 500 mL Rundkolben,
Fab Nr. 360137, Typ 8271,
V 220, 400 W

Micro Insert, 100-500 pL,
passend fiir 11 mm CrimS-
nap Vials

Sterican 1,20x40 mm
BC/SB,18Gx 1,5”
Geduran for Colum-
nchromatography  Si60,
63-200 mm fiir die
Saulenchromatographie
12 g,
8,0 x 2,5 cm, Reveleris
HP

507HP

Silica Gel Orange mit

Silica 20 pm,

Feuchtigkeitsindikator, 1-

3 mm

Parafilm® M 4
in. x 125 ft. roll, Cat.
No. PM996

150 und 230 mm

230 mm

Sicherheitspipettierball
100 mL Fiillvolumen
universal Indikator, pH 1-
10

10 Reference (2,5-10 uL),
100 (10-
100 uL), 1000 Research
(100-1000 pL)

Reference

Glasblaserwerkstatt,

Universitit Regensburg,

Deutschland

VWR, hergestellt

von

VWR-Leuven, Belgien

Herbeus Wittmann, Hei-
delberg, Deutschland

Wicom,
Deutschland

Heppenheim,

Braun Melsung AG, Mel-
sungen, Deutschland

Merck,
Deutschland

Darmstadt,

Grace, Worms, Deutsch-

land

Norell, Landisville, USA

Merck,
Deutschland

Darmstadt,

Bemis, Neeneh, WI, USA

VWR,
Deutschland
VWR,
Deutschland
Merck,
Deutschland
Merck,
Deutschland
Eppendorf,
Deutschland

Darmstadt,

Darmstadt,

Darmstadt,

Darmstadt,

Hamburg,
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Bezeichnung Spezifizierung Hersteller
Pipetten 1000 TransferpetteS (100- Brand, Wertheim,
1000 uL) Deutschland
Pipettenspitzen 0,5-10 pL (T-300-L) Axygen Scientific, Union
City, CA, USA
Pipettenspitzen 200 puL, 1000 pL Sarstedt, Hamburg,
Deutschland
Quarzglaskiivetten 10,00 mm Hellma, Miillheim,
Deutschland
ReaktionsgefiBe (Plastik) 1,5 und 2,0 mL Merck, Darmstadrt,
Deutschland
ReaktionsgefiBle (Plastik) 1,5 und 2,0 mL Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Riickflusskiihler

Riihrfisch

Schiitteltrichter

Seesand

Sephadex Material

Siebeinsatz fiir Ultrazentri-

fugalmiihle

Siedesteine

Spritzenvorsatzfilter

Spriihfinger

Vakuumfolien

Verschlusskappe

Vial

Magnetriihrstibchen in di-
versen Grofen
10-2000 mL

technisch
Sephadex® LH-20

GroBe 0,25 und 0,5,
704284 (DIN 4188)

Typ A fiir priperative Ar-
beiten, Destillationen und
Riickflussierungen
Perfect-Flow RC membra-

ne 0,2 um

250 x 400 mm La.Va Ver-
packung

PP Schnappkappe, blau,
fir 11 mm CrimSnap
Vial, mit Teflon/Silikon-
Septum

11 mm CrimSnap Vial,

braun, 2 mL

Normschliff Gerétebau,
Wertheim, Deutschland
Brand, Wertheim,
Deutschland

Schott, Mainz, Deutsch-
land

CSC Jidklechemie, Niirn-
berg, Deutschland

GE Healthcare Europe,
Freiburg, Deutschland
Retsch, Haan, Deutsch-
land

Pollath Labortechnologie,
Bamberg, Deutschland

Wicom, Heppenheim,
Deutschland
Witeg, Wertheim,
Deutschland

La.Va (Landig und La-
va), Bad Saulgau/Lam-
pertsweiler, Deutschland
Wicom,

Deutschland

Heppenheim,

Wicom,
Deutschland

Heppenheim,
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Bezeichnung Spezifizierung Hersteller

‘Wasserabscheider Messrohr mit Sperrhahn, Merck, Darmstadt,
Nullpunkt am  Sperr- Deutschland
hahn, Schliff 29/32NS,
Kapazitit 10 mL, Gra-
duierung 0,1 mL, Nr
LENZ05600000
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10.7 Verwendete Software

Bezeichnung Spezifizierung/Version Hersteller

Armen Glider Flash? Version 2.3 Armen Instrument, Saint-
Avé, Frankreich

ChemDraw Version 18.0 PerkinElmer, Waltham,
USA

Empowerb Version 3 Waters, Eschborn,
Deutschland

Excel Microsoft Excel 2016 Microsoft ~ Corporation,
Redmond, Washington,
USA

EZChrom Elite® 3.1.7 VWR, Darmstadit,
Deutschland

OpenLAB! CDS ChemStation LC and Agilent ~ Technologies,

CE Drivers A.02.09 [018] Waldbronn, Deutschland

SPSS IBM SPSS Statistics 24 IBM, Ehningen, Deutsch-
land

ThinkCell® Version 9 think-cell, Berlin,
Deutschland

TopSpin' Version 3.2 Bruker Corporation, Bille-
rica, MA, USA

Valoo Demoversion 2.6.0.1 Analytik-Software ~ Dr.
Stella Nieto-Ernst, Leer,
Deutschland

WinCats® Version 1.4.6 Camag, Muttenz, Schweiz

4 MPLC Software

b HPLC Software Anlage 2

¢ HPLC Software Anlage 1

4 Prirative HPLC Software

¢ Software zur Diagrammerstellung
f NMR Software

& HPTLC Software
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10.8 Verwendete Gerite

Bezeichnung Spezifizierung/Modell Hersteller
Analysenwaage R160P Sartorius, Gottingen,
Deutschland
Analysenwaage MS 205 DU Mettler-Toledo, Ingolstadt,
Deutschland
ASE-Anlage Accelerated Solvent Ex- Thermo Fisher Scientific,
tractor ASE150 Dionex, frither: Thermo Scientific,
P/N 082992 Waltham, Massachusetts,
USA
CPC-Anlage SPOT Centrifugal Partiti- Armen, Saint-Ave, Frank-

Fotodokumentationsgerit 1

Fotodokumentationsgerét 2

Fotodokumentationsgerit 3

Gefrierschrank -80°C

Gefriertrocknungsanlage

Handmiihle

Heizplatte

on Chromatography mit
Pumpe 515 (Waters, Esch-
born, Deutschland) und
CPC-Fraktionskollektor
2211 Superrac mit Racks
Type B2 (LKB Bromma,
Sollentuna, Schweden)
CAMAG Reprostar 3 (Do-

kumentation), WinCats
(Software)
Camag DCVisualizer

CarbUVis 131305, Serie
08692, DigiDocAufsatz
mit UV-Filter Nr. 131325
Thermoscientific Freezer,
Forma -86°C ULT Free-
zer, Modell 995

Anlage P10-85 mit Pumpe
PKS8D
ZM1Yellow Line A10

Thermoplate S Desaga

reich

CAMAG, Muttenz,
Schweiz

CAMAG, Muttenz,
Schweiz

Sarstedt, Wiesloch/Num-
brecht, Deutschland

Thermo Fisher Scientific,
frither: Thermo Electro-
nic Cooperation, Waltham,
Massachusetts, USA

IImvac, Ilmenau, Deutsch-

land

IKA-Werke, Staufen,
Deutschland
Sarstedt-Gruppe, Nim-

brecht, Deutschland
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Bezeichnung Spezifizierung/Modell Hersteller
HPLC-Anlage 1 (analy- Hitachi HPLC mit Pumpe Hitachi, Tokio, Japan; Ver-
tisch) L2130, Autosampler trieb: VWR, Darmstadt,
L2200, Sidulenofen Deutschland
L2350, Diodenarray-

HPLC-Anlage 2 (analy-
tisch)

HPLC-Anlage (prépara-
tiv)

HPTLC-Anlage

Isopropanolbad
Karl-Fischer-
Titrationsgerat

Magnetriihrer

MPLC-Anlage

MS-Anlage

Detektor 1.2444, Software
EZChromElite 3.1.7

HPLC mit bi-
ndrer Pumpe 1525, Auto-

Waters

sampler 2707, Sdulenofen
L1500, Photodiodenarray-
Detektor 2998, Software
Empower 3

Bindare 1260 HPLC In-
finity mit 1260 DAD,
1260Fraktinskollektor,
1260 manueller

und ChemStation

Injek-
tor
Software

CAMAG Linomat 5
(Auftragung), CAMAG
ADC2 (Automatic De-
veloping Chamber),
CAMAG Reprostar 3 (Do-
kumentation), WinCats
(Software)

Isopropanol technisch mit
Kiihler EK 30

870 KFT Titrino Plus

diverse Modelle

Spot Liquid Chromatogra-
phy FLASH mit gekoppel-
tem UV-Detektor, Frakti-
onskollektor und Software
Armen Glider Flash V 2.3
UPLC-HRMS: Q-TOF
6540 UHD, Ionenquelle:
AJS ESI G6540A

Waters, Eschborn,
Deutschland
Agilent  Technologies,

Waldbronn, Deutschland

CAMAG, Muttenz,
Schweiz

Haake, Karlsruhe,
Deutschland

Metrohm, Filderstadt,
Deutschland

IKA-Werke, Staufen,
Deutschland

Armen Instrument, Saint-
Avé, Frankreich

Agilent, Santa Clara, USA
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Bezeichnung Spezifizierung/Modell Hersteller

MS"-Anlage Agilent 1200 HPLC- Agilent Technologies Inc.,
System mit Chemstation, Palo Alto, USA
bindrer = Pumpe, Mi-
krovakuumdegasser,

NMR-Spektrometer

Oberschalenwaage

pH-Meter

Prizisionswaage

Rotationsverdampfer

Trockenschrank

Ultraschallbad

Ultraschallbad

Ultra Turrax

Ultrazentrifugalmiihle

UV-Spektrometer

Autosampler, thermosta-
tischem Sé#ulenofen und
UV/VIS-DAD-Detektor
und Ionenfalle

Avance III HD 300, 400
und 600 Kryo

MC 1, Laboratory LC
6200 S 6

InoLab pH Level 1 mit
Halbmikromesselektrode
SenTix® Mic, pH 0-14,
0-100°C,
40/80 mm, Durchmesser
12/5 mm, Material Glas

LE4202S

Schaftlinge

Typ Laborata 4003
TYS50UL 770169
Ultrasonic Cleaner
USC1200TH

Ultrasonic Cleaner
USC1700TH

Ultra Turrax T 25,

220 V, 600 W, 50/60 Hz,
24000 min™', 8000 U/min,
CH13.138.0038, Nr.
461614
UZM 1

Cary 50 Scan mit Softwa-
re Cary WinUV 3.00(182)

Bruker Corporation, Bille-
rica, MA USA bzw. Ettlin-
gen, Deutschland
Satorius,
Deutschland
WTW, Weilheim, Deutsch-
land

Gottingen,

Sartorius,
Deutschland
Heidolph
Schwabach, Deutschland
Schwabach,

Gottingen,

Instruments,

Memmert,
Deutschland
VWR,
Deutschland
VWR,
Deutschland
Janke und Kunkel IKA®
Labortechnik,
Deutschland

Darmstadt,

Darmstadt,

Staufen,

Retsch, Haan, Deutsch-
land

Varian,
Deutschland

Darmstadt,
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Bezeichnung Spezifizierung/Modell Hersteller

Vakuumiergerit Vakuumverpackung V.300 La.Va (Landig und La-
va), Bad Saulgau/Lam-
pertsweiler, Deutschland

Vortex Vortex Mixer VV3 VWR, Darmstadt,
Deutschland

Zentrifuge EBA21 Hettich, Tuttlingen,
Deutschland

Zentrifuge Jouan BR4i Thermo Electron, Karlsru-

he, Deutschland
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