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Einleitung

Pflanzen stellen seit je her fiir den Menschen nicht nur eine Nahrungs- und Futtermittelquelle dar, sondern
finden auf vielfiltigstem Wege Verwendung als Arzneimittel, Farbestoffe, Konservierungsmittel, zur
Erzeugung von Kleidung, als Energietrdger und im Spezialfall der Badume u.a. auch als Baumaterial und

Papierrohstoff.

Besonders in den letzten Jahren werden pflanzenbasierten Arzneimitteln wieder zunehmend Beachtung
geschenkt was u.a. einem wachsenden Verbraucherinteresse, vermehrt auftretenden Resistenzen gegen
chemisch-synthetische Analoga und einem Wandel in der Landwirtschaft hin zu mehr Biodiversiat und

Biookonomie geschuldet ist.

Da das Wirkstoffspektrum in Pflanzen stark abhangig ist sowohl vom genetischen Hintergrund, den Klima-
und Anbauverhaltnissen als auch von Nachernteprozessen wie Trocknung, Zerkleinerung oder Lagerung ist,
werden die Qualitdtsanforderungen an pflanzliche Rohstoffe (Drogen) und deren Erzeugnisse in den
jeweiligen Arzneiblichern festgeschrieben. So beschreibt beispielsweise das Européische Arzneibuch (Ph.
Eur.) Drogen als ,im Allgemeinen aus noch unverarbeiteten ganzen, zerkleinerten oder zerbrochenen
Pflanzen, Pflanzenteilen, Algen, Pilzen oder Flechten” bestehend, die ,gewdhnlich in getrocknetem,
manchmal auch in frischem Zustand verwendet” werden [2]. In der Europdischen Pharmakopde und dem
Deutschen Arzneibuch sind die Analysemethoden erfasst, die fir die Bestimmung der qualitativen und
quantitativen Charakteristika der Rohrstoffe und deren Produkte zugelassen sind. Die hdufigsten Methoden
stellen noch immer Uberwiegend verschiedene Arten chromatographischer Trennmethoden wie Gas-(GC)
oder Flussigchromatographie (LC), Dinnschicht- oder Hochleistungsdiinnschichtchromatographie (HPTLC)
oder Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC) gekoppelt mit verschiedensten Detektionssystemen wie
beispielsweise Massenspektrometrie (MS), Diodenarraydetektion (DAD), UV-VIS oder Lichtstreudetektion
(ELSD) dar. Diese Verfahren erlauben durch vorhergehende Isolation und Konzentration der relevanten
Analyte eine eindeutige Detektion der Zielstoffe sowie prazise quantitative Aussagen liber deren Gehalt in
einem Feedgemisch. Andererseits bedirfen sie aber einer oft arbeits- und materialintensiven
Probenvorbereitung mit hohem Verbrauch von Losungsmitteln/Hilfschemikalien, relativ langen

Bearbeitungszeiten und qualifiziertem Personal.

Des Weiteren stellen diese invasiven Methoden einen Verlust des entsprechenden Probenmaterials dar,
das zwar hinsichtlich der Arzneibuch-Anforderungen irrelevant ist, im Falle von z. B. Samenmaterial fir

weitergehende Experimenten in der Ziichtungsforschung dann aber nicht mehr zur Verfiigung steht.

Schwingungsspektroskopische Methoden bieten dort vielfaltige Ansatzpunkte fiir alternative analytische

Methoden, da aufgrund der fur die Messung nétigen Wechselwirkung der Probe mit Licht im UV/VIS- und



Infrarot-Bereich oft zerstérungsfrei gearbeitet werden kann. Zusatzlich kann je nach Beschaffenheit der
Probe und Konzentrationsbereich der relevanten Inhaltstoffe direkt am pflanzlichen Material oder an
verschiedenen Prozessstufen gemessen werden, unabhangig vom Aggregatzustand. Dies stellt besonders
bei Feststoffen und Rohextrakten einen enormen Zeit- und Kostenvorteil gegenliber chromatographischen

Methoden dar.

Ebenso kann die inhaltstoffliche Gesamtheit einer Probe, das Metabolom, mittels MIRS, NIRS oder RS
schnell und unabhdngig von Polaritdt und Losungseigenschaften der Inhaltstoffe erfasst werden. Dies
erlaubt im Falle groRer Probenserien ein schnelles qualitatives und halbquantitatives Screening und stellt

eine wertvolle Erganzung zu den etablierten Metabolomics-Techniken dar.

Besonders bei der Qualitdtsbewertung und Authentifizierung pflanzlicher Rohstoffe sowie der in-line-
Prozesskontrolle bietet die Schwingungsspektroskopie vielféltige Einsatzmoglichkeiten fir eine schnelle

vorort-Analytik.

Im Folgenden sind die Vorteile schwingungsspektroskopischer Methoden gegeniiber Chromatographie-

gekoppelten Analysetechniken noch einmal kurz zusammengefasst:

- direkte Messung aller Aggregatzustande;

- die zu analysierenden Proben kdnnen sowohl im Makro- wie auch im Mikrobereich gemessen
werden;

- Zerstorungsfreie Prifung;

- Vereinfachte Probenvorbereitungsmethoden;

- Geringer oder gar kein Verbrauch von Hilfsmaterialien (z.B. Losungsmittel);

- Kurze Bearbeitungszeit/Schnelles Analysenergebnis

- Entwicklung mobiler Gerate fur Messungen vor Ort (Feldanbau, Destillations-/ Extraktionsbehalter).

Mit Hilfe der IR- und Raman-Spektroskopie ist es moglich, Substanzen in beliebigen Aggregatzustanden zu
analysieren. Das bedeutet, dass im Gegenteil zu den meisten konventionellen Analysemethoden nicht das
zu analysierende Objekt an ein Messgerdt angepasst werden muss, sondern je nach Objektart das
Instrument eingerichtet wird bzw. eine spezielle Applikationseinheit genutzt werden kann. Daraus folgt,
dass das Rohmaterial intakt und direkt gemessen und analysiert werden kann und somit nur minimale
Einfllisse der Probenvorbereitung und des Messvorganges selbst das Analyseergebnis beeinflussen. Ebenso
werden der Aufwand der Probenprdparation und Anforderungen an Personalqualifikationen auf ein

Minimum reduziert.

Darliber hinaus kann die zu analysierende Materialmenge stark variieren — von einzelnen Zellen und
Molekiilen (verschiedene mikroskopische Techniken wie Tip-Enhanced Raman Scattering (TERS) verknupft

mit Surface-Enhanced Raman (Resonance) SER-/SERR-Spektroskopie etc. [3, 4]) bis hin zu astronomischen



Dimensionen (Raman-Light Detection and Ranging — Raman-LIDAR [5]). In Bezug auf pharmazeutische
Anforderungen der Qualitdts- und Prozesskontrolle haben diese extremen Anwendungen allerdings nur
wenig Bedeutung, zeigen aber das generelle Potenzial dieser Methoden. In der Wareneingangskontrolle
fallt der Stichprobenahme eine bedeutende Rolle zu. Wird bereits bei der Probenahme keine
reprasentative Auswahl getroffen, hat das resultierende Analysenergebnis nur eine geringe Aussagekraft.
Genau dies stellt einen enormen Vorteil der IRS und RS dar. Im Fall kleiner Probenmengen kann aufgrund
der kurzen Messzeiten eine grolRe Probenzahl analysiert werden und so bei vergleichsweise geringem
Messaufwand die Gesamtheit einer Makroprobe besser beschrieben werden. Besonders die NIRS mit
Eindringtiefen der NIR-Strahlen von mehreren Millimetern und relativ groBen Messfenstern gestattet aber

auch die Messung von mehreren Gramm einer Probe im Minutentakt.

Beide Aspekte — schnelle Messzeit und variable Probenmenge — erlauben eine umfassendere Betrachtung
groBerer Chargen und Prozesse, als dies mit chromatographischen Methoden in vergleichbarer Zeit

realisierbar ware.

Beispiele solcher Applikationen von NIRS-Methoden finden sich zahlreich besonders im Bereich der

Pflanzen-, Lebensmittel- und pharmazeutischen Analytik [3, 4, 6-8].

Trotz vielfaltiger Vorteile der Schwingungsspektroskopie gibt es aber auch hier Einschrankungen und
Grenzen. So stellt das Spektrum immer die Summe aller IR- bzw. oder Raman-aktiven Komponenten einer
Probe in Abhéingigkeit der jeweiligen IR-/Raman-Aktivitdt dar. Dies erschwert die Interpretation der
Spektren besonders im Falle komplizierter Mischungen wie pflanzlichem Rohmaterial. Dadurch bedingt sind
diese Methoden auch meist weniger empfindlich und haben geringere Nachweisgrenzen als
chromatographische Methoden, besonders wenn schwach IR- oder Raman-aktive Strukturen untersucht
werden sollen. Ebenso bedarf es fiir die quantitative Bestimmung zunachst der Entwicklung geeigneter
Vorhersagemodelle auf Basis von Referenzdaten direkter Analysetechniken wie GC-MS oder HPLC-MS.

Dazu stehen heute vielfdltige chemometrische Methoden zur qualitativen und quantitativen Auswertung
zur Verfligung, die mit diversen statistischen Methoden auch gering konzentrierte Inhaltsstoffe bestimmbar

machen.

Aktuell werden IR-spektroskopische Methoden in der Europadischen Pharmakopde daher nur zur
Identitatsprifung reiner Substanzen eingesetzt, die anhand eines qualitativen Vergleiches der

Probenspektren mit einem Standardspektrum vorgenommen wird [2, 9].

Die Entwicklung und Implementierung neuer schwingungsspektroskopischer Verfahren zur schnelleren und
kostengtlinstigeren Analyse pflanzlicher Produkte liegt aber im Interesse sowohl der Anbauer und Ziichter
als auch der verarbeitenden pharmazeutischen Industrie durch die im Folgenden beschriebenen

Anwendungsgebiete:



Pflanzenziichtung/-anbau:

— Selektion von Elitesaatgut mit hoher Drogenqualitat, bzw. ausgepragten Qualitdtsmerkmalen;
— Anbau- und Ernteoptimierung durch Wachstums- und Qualitatskontrolle bereits auf dem Feld;
— Screening grolRer Einzelpflanzensets zur Auswahl neuer Zuchtkandidaten;

— Chemotypisierung von Akzessionen gleicher Arten aber unterschiedlicher Inhaltstoffzusammensetzung.

Rohstoffqualitat:

— Chemotypisierung von Rohmaterialien und ggf. Diskriminierung der unterschiedlichen Genotypen
(Arten, Sorten) und Wachstumsbedingungen (Anbauorte, -jahre, Altersstadien) hinsichtlich der

Produktqualitat;
— Authentizitdtsprifung bei optisch/haptisch schwer differenzierbaren Herkiinften;

— Quantifizierung von Wasser- und Wirkstoffgehalten besonders bei Arznei- und Gewdiirzpflanzen mit
leichtfliichtigen Wertkomponenten lber Kalibrationsmodelle basierend auf Referenzanalytik (HPLC, GC

u.a.).
Einsatz in der Prozesssteuerung/Verarbeitung pflanzlicher Rohstoffe:

— spektroskopische Begleitung von Prozessen zur kontinuierlichen Uberwachung der Extraktionsqualitat
und inhaltstofflichen Zusammensetzung (Erkennung von Vorlauf- und Nachlauf-Fraktionen minderer

Qualitat),
— Entwicklung optimaler Extraktionsprozesse tiber simultane Analytik bei Variation der Prozessparameter

— Einsatz von spektroskopischen Mapping-/Imaging-Techniken an pflanzlichem Material zur Darstellung

der Inhaltsstoffverteilung und optimaler Probenvorbereitung flr Extraktionsprozesse,
— Verfahrensoptimierung und Reduktion von prozessbedingten Verlusten.

Auf Basis dieser denkbaren Einsatzmoglichkeiten der Schwingungsspektroskopie in der Pflanzenanalytik
ergeben sich die im folgenden beschriebenen Zielstellungen dieser Arbeit welche im Rahmen des von der
Deutschen Forschungsgemeinschaft geférderten Projektes: , Entwicklung einer Methode zum Entwurf der
optimalen Trennsequenz als Funktion der Charakterisierung komplexer Feedgemische zur Isolierung von

Wertkomponenten aus Pflanzenextrakten” angefertigt wurde (Schu 566/14-1 und Str 586/4-1).
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Zielstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Entwicklung und praktische Anwendung schwingungsspektroskopischer
Methoden (IRS, NIRS und Raman-S) fir die Qualitatsbewertung pflanzlicher Rohmaterialien und in der
Prozesskontrolle begleitend zur technologischen Gewinnung und Verarbeitung dieser Rohstoffe. Die Arbeit
wurde im Rahmen eines Kooperationsprojekts mit der TU Clausthal durgefiihrt, wodurch sich die Auswabhl
der gemeinsam zu bearbeitenden Pflanzenarten als Modelle ergeben hat. Neben ihrer wirtschaftlichen
Bedeutung sollten die Drogen moglichst unterschiedliche prozesstechnisch relevante Eigenschaften
aufweisen, z.B. verschiedene Pflanzenteile wie Friichte oder Blatter, Stoffgruppen der Wertstoffe,
Konzentrationen der Zielkomponenten im Rohmaterial und deren Verteilung im Pflanzengewebe. Daher ist
es vorteilhaft, fiir einen Teil der Modelle, bereits pharmazeutisch sehr gut beschriebenen Drogen (wie z.B.

Fenchelfriichte) zu nutzen.

Als Beispielorganismen wurden dabei drei verschiedene Modellpflanzen ausgewahlt, von denen

unterschiedliche Pflanzenkompartimente jeweils die pharmazeutisch wirksamen Inhaltstoffe enthalten:

—  Fenchel, Foeniculum vulgare Mill., Friichte als Rohprodukt,
—  Eibe, Taxus baccata L., Nadeln als Rohprodukt,

—  Salbei, Salvia officinalis L., Blatter als Rohprodukt.
Als Aufgabenschwerpunkte sollten dazu schwingungsspektroskopische Modelle zur:

—  Chemotypisierung bzw. Evaluierung natirlicher Chemotypen bzw.
Differenzierung von Kultur- und Wildtypen,

— Quantifizierung wertgebender Inhaltsstoffe und Qualitatsparameter gemal
Vorgaben der Ph. Eur.,

— Qualitatsbewertung im Hinblick auf Phytoextraktionsprozess-relevante
Stoffparameter (Wassergehalt, Kontaminationsgrad...),

—  Prozessbegleitende Qualitatskontrolle und Wirkstoffquantifizierung,

entwickelt werden.

Somit ergeben sich in Bezug auf die ausgewdhlten Modellpflanzen und unter Betrachtung der oben

benannten Aufgabenschwerpunkte, die folgenden Arbeitspakete:

Das erste Arbeitspaket umfasst die Entwicklung neuer, schneller und einfach handhabbarer

schwingungsspektroskopischer Techniken, die eine sichere Diskriminierung von verschiedenen Wild- und

11



Kultur-Chemotypen des Fenchels im Ziichtungsprozess ermoglichen. AuRerdem soll geprift werden, ob die
entsprechenden Messmethoden eine Identifizierung von Fenchel gemadR Ph. Eur. und somit eine
Unterscheidung von nicht verzehrs- und verkehrstauglicher Typen gestattet. Ebenso soll eine schnelle
Methode zur Diskriminierung von SiiR- und Bitterfenchel auf Basis der Atherisch-Ol-Zusammensetzung

erarbeitet werden.

Der zweite Aufgabenkomplex widmet sich der Anwendung von ATR-FTIR-Spektroskopie fiir direkte
qualitative und quantitative Analyse von therischem Ol in getrockneten, intakten Blattern von Salbei unter
Bericksichtigung verschiedener Einflussfaktoren auf die Qualitdt wie Sorte, Stadium der Blattentwicklung

und Erntezeitpunkt.

Im dritten Arbeitspaket sollen am Bespiel von Eibennadeln die Moglichkeiten und Grenzen des Einsatzes
von IR- und Raman-Spektroskopie fiir die routinemaRige Qualitdtskontrolle und die prozessbegleitende
Analytik in der technologischen Verarbeitung der Pflanzenrohstoffe und Extrakte umfassend untersucht

werden.
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Ergebnisse und Diskussion

Als wertgebende Inhaltstoffe werden bei den drei im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Versuchspflanzen
verschiedene Sekundarmetabolite betrachtet. Wahrend es sich bei der Eibe mit Taxanen chemisch gesehen
um Diterpenoide handelt, die Gber Losungsmittelextraktion aus dem Pflanzengewebe isoliert werden,
stellen &dtherische Ole die 6konomisch und pharmazeutisch relevanten Inhaltstoffe bei Fenchel und Salbei

dar.

Atherische Ole sind je nach Herkunftspflanze komplexe Gemische volatiler Verbindungen mit meist
charakteristischem Geruch. Sie sind gut |6slich in organischen Losungsmitteln, enthalten aber keine Fette.

III

Der Begriff ,atherisches OI“ ist der Definition nach an die nicht extraktiven Prozesse wie z.B.
Wasserdampfdestillation oder Auspressen des Pflanzengewebes gebunden; auBerdem werden bestimmte
Komponenten des dtherischen Ols erst wihrend des Destillationsprozesses gebildet. Laut Ph. Eur. bildet das
atherische Ol nach der Wasserdampfdestillation eine separate organische Phase und l3sst sich so leicht von

dem Hydrolat abtrennen.

Da in den vorliegenden Arbeiten meist eine hohe Anzahl an Proben und geringe Mengen an jeweiligem
Probenmaterial untersucht wurden, kamen anstelle der Wasserdampfdestillation verschiedene
Extraktionsmethoden zum Einsatz. Damit konnte unter Verwendung kleinerer Probenmenge eine héhere
Probenanzahl in vergleichsweise kurzer Analysezeit und geringerem praparativen Aufwand untersucht
werden. Die Isolationsmethode (Extraktion oder Destillation) beeinflusst dabei aber nicht nur die erhaltene
Gesamtmenge an atherischem Ol bzw. Extrakt, sondern auch deren chemische Zusammensetzung. Daher
ist es nicht zulissig die hier extraktiv gewonnenen organischen Fraktionen als dtherisches Ol zu bezeichnen.
Da die hier betrachteten Extrakte in ihrer qualitativen und quantitativen chemischen Zusammensetzung
aber prinzipiell mit den jeweiligen dtherischen Olen vergleichbar sind, soll fiir die Beschreibung der Extrakte
hier dennoch der Begriff Atherisch-Ol-Komponenten (EOC, essential oil components) eingefiihrt werden.
Am Beispiel des Salbeis (Salvia officinalis L.) der spater im Arbeitspaket 2 hinsichtlich seiner
chemotypischen Variabilitdt beschrieben wird, wurde der methodische Nachweis fiir die Vergleichbarkeit

von Destillation und Extraktion gezeigt.

In Abbildung 1 sind die Verhaltnisse der jeweiligen Komponenten im Extrakt gegeniliber denen im

dtherischen Ol dargestellt.

In  beiden Fallen, Extraktion und Wasserdampfdestillation, werden chemisch vergleichbare
Substanzgemische erhalten, wie die entsprechende GC-FID-Analytik zeigt. Dabei betragt die
Gesamtausbeute bei der Extraktion etwa das Zweifache gegenliber der Wasserdampfdestillation. Zu dieser

scheinbaren Ausbeuteerh6hung tragen aber nicht alle EOC gleichermalRen bei, sondern vor allem
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Komponenten wie 1,8-Cineol, & und f-Caryophyllen, Manool sowie die nicht ndher definierten, als , Rest”
zusammengefassten unbekannten Bestandteile. Dies gilt es bei der Betrachtung der (ber Extraktion
gewonnenen EOC zu beriicksichtigen. Da die in dieser Arbeit entwickelten Kalibrationsmodelle zunachst die
prinzipielle  Anwendbarkeit spektroskopischer ~Methoden zeigen sollen, wurden hier die
referenzanalytischen Messungen ausschlielllich an Extrakten vorgenommen und auf entsprechende
Modellentwicklungen basierend auf Wasserdampfdestillations-Proben verzichtet. Im Falle eines Einsatzes
spektroskopischer Methoden zur Uberpriifung der Arzneibuchkonformitit pflanzlicher Rohmaterialien
misste entweder eine Wasserdampfdestillation durchgefiihrt werden, oder fir jede EOC ein
Korrekturfaktor zwischen Destillation und Extraktion errechnet werden, der der unterschiedlichen

Extraktionsfahigkeit jeder Komponente Rechnung tragt.
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16 17,0
| 16,2 |
16,2
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o &8O ,\00 ,er‘ eo\ \\Q,(\\\Ve.(\ ‘O\ 00\ & : SALV 63
o Sl WO o
S e S M SALV 65
W SALV 67

Extrakt / Destillat

Abbildung 1. Vergleich der chemischen Zusammensetzung von &therischem Ol und Lsungsmittelextrakt aus Salbeiblattern
verschiedener Akzessionen basierend auf GC-FID-Analyse. Dargestellt ist das Verhdltnis der gesamten EOC und aller
Einzelkomponenten von Extrakt zu Destillat (rechte Skala, relative Einheiten). Die verschiedenfarbigen Balken zeigen die
Verhiltnisse fiir jede Akzession. Die breiten grauen Balken bezeichnen den prozentualen Beitrag jeder Komponente (linke Skala)
zur Anderung des gesamten EOC-Gehalte des Extrakts gegeniiber dem Destillat gemittelt {iber alle Akzessionen (Formel:
(Komponente Extrakt — Komponente Destillation) / (Gesamtgehalt Extrakt — Gesamtgehalt Destillation) *100). Versuchsdesign:
Ernte 26.-29.05.2015 aller Akzessionen, Destillation und Extraktion in zweifacher Wiederholung (daher keine
Variabilitatsangaben) im JKI durchgefiihrt.

In der Abbildung 2 sind solche Umrechnungsfaktoren fiir EOC und einzelnen Olkomponenten zwischen
Destillation- und Extraktionsverfahren beispielhaft am Salbei dargestellt. Dabei handelt es sich um
Mittelwerte Uber alle Akzessionen und Probenvarianten. Es muss aber beriicksichtigt werden, dass einzelne
Akzessionen genotypisch scheinbar inhomogen sind (Abbildung 13), was sich auf die Zusammensetzung der

pflanzlichen Matrix und der EOC auswirkt. Dies muss beim praktischen Uberfiihren der Korrekturfaktoren in

14



ein spateres Vorhersagemodell basierend auf Extrakten entsprechend beriicksichtigt werden. Die
detaillierte Untersuchung dieser Korrelationen auch im Hinblick auf eine Ubertragbarkeit der Ergebnisse

von trockenem auf frisches Blattmaterial ist im Rahmen eines Nachfolger-Projekts vorgesehen.
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Rest 3,3 . 13,8% |
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Abbildung 2. Mittlere Verhiltnisse der absoluten Mengen einzelner EOC (ml 100 g'l) in Extrakten zu entsprechenden Destillaten
sowie die entsprechenden Standardfehler der Mittelwerte. Die gelber Balken bezeichnen den prozentualen Beitrag jeder
Komponente zur Anderung der gesamten EOC-Gehalte des Extrakts gegeniiber dem Destillat gemittelt iiber die Akzessionen des
gewahlten Datensets. Berechnung wie in der Abbildung 1. Versuchsdesign: Ernte 29.09.-12.10.2015 Akzessionen SALV 13, SALV
15, SALV 25, SALV 29, SALV 34 SALV 63, SALV 65 und drei Stichproben aus dem kommerziellen Saatgut von Bingenheimer-
Saatgut; Destillation in dreifacher Wiederholung der Firma Bombastus-Werke, Extraktion in 10-facher Wiederholung wurde im
JKI durchgefiihrt.

Arbeitspaket 1 - Fenchel

Fenchel (Foeniculum vulgare Mill.) ist wirtschaftlich gesehen eine der wichtigsten Pflanzenarten der
Gattung Foeninculum und wird seit dem Altertum als Lebensmittel, Gewtlirz und Heilpflanze kultiviert
(Abbildung 3). Die Art zeigt eine groRe Vielfalt
hinsichtlich morphologischer Erscheinung und

sekunddrem Inhaltsstoffspektrum (Abbildung 4).

So sind neben den beiden im Europdischen
Arzneibuch beschriebenen Varietaten F. vulgare
ssp. vulgare var. vulgare (,Bitterfenchel) und

ssp. vulgare var. dulce (,,Stfenchel) in der

Abbildung 3. Fenchelknollen als Gemiise (A) und Fenchelfriichte als Literatur weitere Unterarten und Varietdten wie
Arzneiteedroge (B). F. vulgare ssp. vulgare var. azoricum oder F.

vulgare ssp. piperitum [10] inhaltstofflich beschrieben. Pharmazeutisch bedeutsam sind allerdings nur der
Sufenchel [11] mit einem sehr hohen Gehalt an trans-Anethol (= 80 %) bei moderatem Fenchongehalt (<

15 %) im atherischen Ol, sowie der Bitterfenchel [12], der durch niedrigere trans-Anetholgehalte (ab 60 %)
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bei héherem Anteil von Fenchon (15-25 %) im Ol charakterisiert ist. Anhand phdnologischer Merkmale sind
die Friichte beider Fencheltypen nur schwer zu unterscheiden, weshalb das Arzneibuch eine entsprechende

GC-Analytik des Ols als Qualitatskriterium definiert.

Eine Beziehung zwischen inhaltstofflicher Zusammensetzung des atherischen Ols und der Morphologie der
Fenchelfriichte ist bisher auch bei anderen Fenchelgenotypen als nicht konstant beobachtet worden, was in
Abbildung 4 veranschaulicht ist. Dort sind Fenchelfriichte verschiedener Akzessionen/Sorten den
verschiedenen Chemotypen zugeordnet. Die morphologische Vielfalt ist besonders deutlich bei der
Akzession FOE 43 zu erkennen, deren Friichte von zwei Jahresernten, 2002 und 2003, jeweils sehr

unterschiedliche Erscheinungsbilder zeigten (Abbildung 4, mittlere Reihe).

In dieser Arbeit wurden insgesamt 11 Fenchelakzessionen untersucht, zusatzlich zu den in Abbildung 4

gezeigten auch  noch  zwei

“FOE 18/03 ““FOE 16/05

W M I IR A

FOE 4

3/02
000000 /Do dedbc|? gooe s
FOE 86/99x FOE 87/99x

FOE 25102 _
1 OTN v psr

entwickelt werden basierend auf Abbildung 4. Fenchelfriichte von verschiedenen Akzessionen und Sorten nach

Chemotypen farbig markiert. trans-Anethol-Chemotyp (orange) in der oberen Reihe
einem Quantifizierungsmodell, das teilt sich in zwei Subtypen — SiiRfenchel (grau) und Bitterfenchel (gelb), FOE 43 und

48 als Estragol-Typen (rot, Mitte) sowie der Piperitenonoxid-Typ (blau, FOE 25) und
den Gehalt relevanter Inhaltsstoffe y-Asaron-Typ (griin, FOE 86 und 87, unten). Die Zahlen nach dem Schrégstrich
stellen das jeweilige Erntejahr der Friichte dar. Die morphologische Variabilitat ist
sehr hoch, auch innerhalb einer einzelnen Akzession, was besonders deutlich bei
der Akzession FOE 43 zu erkennen ist.

kommerzielle StiRfenchelvarietdten
,Chumen’ und ,Feniks’. Anhand

dieses Probensets sollte eine

schnelle und einfach handhabbare

Chemotypisierung  mittels  IR-

und/oder Raman-Spektroskopie

mit vorgegebener Genauigkeit

abschatzen lasst.

Fiir die zwei im Arzneibuch definierten Fenchelchemotypen Bitterfenchel und SiiRfenchel werden der
Gesamtgehalt des atherischen Ols mit 40 und 20 ml kg und jeweiligen Anteilen von trans-Anethol von
mindestens 60 bzw. 80 % angegeben. Der Fenchongehalt liegt dabei fiir bittereren Fenchel wie oben
benannt héher als beim SiiRfenchel. Weitere Olkomponenten werden fiir die Qualitatsbeschreibung nicht
bericksichtigt, allerdings sollte der Gehalt an Estragol moglichst gering sein, da Estragol in Tierversuchen
eine kanzerogene Wirkung gezeigt hat [3, 4]. Ein konkreter Grenzwert fiir Estragol als weiteres

Qualitatskriterium hat aber bislang noch nicht Einzug im Ph. Eur. gefunden.

Eine detaillierte GC-Analyse der Zusammensetzung des &therischen Ols erméglicht eine genauere
Chemotypisierung des Fenchels auch unter Berlicksichtigung von Nebenkomponenten. Tabelle 1 zeigt die
entsprechenden Ergebnisse fiir die untersuchten Fenchelakzessionen, die analog zu Abbildung 1 je nach

Anteil der Hauptkomponente im Ol in 5 Gruppen unterteilt werden kénne n.
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Tabelle 1. Zusammensetzung der Atherisch-Olkomponenten (EOC) von Ldsungsmittelextrakten (CCl,) der verschiedenen

Fenchelakzessionen [% im Ol]. Adapted with permission from [13]. Copyright © 2014 American Chemical Society
5 5| 8|3
. © < e [J] +
8 c a 2| 8| & | s | 8| 5| ®| |25
9 s - S c c — [9) c £ 5 b = K o |2 N
S c @ = 2 2 & = < o c = o > N ==
[} = < = £ = < ©
Q a 2 S o [} © o @ o a S £ £ =
e ' > 7 E g 2 = ® i o o ' @ T |9
o 3 = o = w i < b=} N = a Q = N | S
! Berfena 590|1,13|0,40| 2,71(24,66| 2,23 | 1,78| 52,79 8,40
'FOE 16/03 4,2611,01(0,92| 3,13|25,34| 2,31| 1,29 | 54,85 6,89
*FOE 18/11 1,66 0,19 73,00 4,92
0,63]0,87] 1,45 10,64 | 4,68 (12865 4,68
2,641,833 |1,27 0,24 | 2,64 0,79
7,69 1,14 3,18 | 4,50 7,49
7,47 | 2,22 | 0,66 6,08
®FOE 86/99 15,27 | 1,15 1,62 | 9,19 2,26 65,95 | 4,56
*FOE 87/99 11,36 | 1,17 1,84 | 8,92 2,55| 1,77 | 68,63 | 3,76
®Chumen 3,90| 0,721 0,27 3,39 7,75| 2,94 76,39 4,64
®Feniks 2,83(1,00|0,45| 4,28|10,01| 3,09 75,49 2,85
1 — trans-Anethol-Fenchon-Typ (bitter); 2 — trans-Anethol-Typ (sURB); 3 - Piperitenonoxid-Typ; 4 - Fenchon-Estragol-Typ
(bitter); 5 — y~Asaron-Typ; 6 — trans-Anethol-Typ (sUR)

Diese Gruppen (Chemo-Typen) lassen sich auf Basis der metabolischen Profile leicht mithilfe von
hierarchischer Clusteranalyse (HCA) voneinander trennen, wie in Abbildung 5 dargestellt ist. Der Estragol-
Typ weist hierbei einen extrem niedrigen trans-Anethol-Gehalt auf bei gleichzeitig sehr hohen
Estragolwerten (> 40 %). Aufgrund der hohen Fenchongehalte konnte dieser Typ aber bei ausschlielRlicher
Betrachtung des Fenchons félschlicherweise als Bitterfenchel gekennzeichnet werden. Die anderen

Chemotypen lassen sich gemals Ph. Eur. weder als Bitter- noch als Stitfenchel definieren.

( ] Abbildung 5. Hierarchische
8 ol 5 = - FOE 16/03 .
5 |l & -~ 2 9|8 B Clusteranalyse der verschiedenen
£ w|[3 F w Wwoowlw w Berfena 3 )
& 21§ &2 R e 21|12 ® Fenchelakzessionen  basierend
0 L] T T auf den GC-FID Daten der CCl,-
YT U SUNRN = £ S S R — Feniks Extrakte der Fenchelsame:‘n (ohne
200 - FOE 18111 Betrachtung der Jahreswiederho-
» lung 2013 von FOE 43). Adapted
'-*E 600 Piperitenon{oxid)-Typ with permission from [13].
a . .
% 200 - Copyright 2014 American
5 FOE 43/02 ) Chemical Societ
%‘ 1000 FOE asio3 | Estragol-Typ, Bitterfenchel emical Society
1200 - - .
FOE 86199 | _ .\ - ron-Tvi
Y-Asaron-lyp
1400 7 FOE 87/99
[ st

In Abbildung 6 sind die Strukturformeln der basierend auf den Ergebnissen der GC-Analytik wichtigsten EOC
dargestellt. Diese Komponenten kdnnen Uber ihre chemische Struktur in mehreren Gruppen unterteilt
werden, die sich in ihrer IR-Aktivitat deutlich unterscheiden lassen. Innerhalb jeder Gruppe weisen die
entsprechenden Substanzen dabei dhnliche spektrale Charakteristika auf, weswegen sich ihre Trennung in

komplexen Gemischen einzig mit Hilfe der IR-Spektren schwierig gestaltet.

So zeigen Estragol, j-Asaron, Methyleugenol und trans-Anethol den typischen Phenylpropanoid-

Grundkorper, allerdings nur trans-Anethol weist eine in Konjugation mit dem aromatischen Ringsystem
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stehende allylische C=C-Doppelbindung auf (blauer Cluster). Fenchon und Piperitenonoxid weisen beide
jeweils eine sehr IR-aktive C=0-Doppelbindung (Ketofunktion) im gesattigten Kohlenstoff-Ringsystem auf
(griner Cluster). Im Gegensatz dazu steht diese Ketofunktion bei Anisaldehyd noch in Konjugation zum
Aromaten (oranger Cluster). Alle weiteren Komponenten sind reine Kohlenwasserstoffverbindungen der
Terpene und lassen sich nur anhand der Positionen ihrer C=C-Doppelbindungen unterscheiden. So weisen
Myrcen und S-Phellandren (roter Cluster) zwei konjugierte Doppelbindungen auf, Limonen, yTerpinen,
Terpinolen und a-Pinen (pinkfarbener Cluster) hingegen nur eine oder zwei isolierte Doppelbindungen. p-

Cymen zeigt als einziges dieser Terpene ein aromatisches Ringsystem (brauner Cluster).

/ o . \ (eo N
0
x
. 0
Fenchon Piperitenonoxid Anisaldehyd
C=0 - Funktion Aromatische 'C=C
C=0 - Funktion
\ (C-0) (C-0)
Mw:@\/\ N i § MQD\O\/\-\
MeO N \O\/\ Meoﬁ/\ Z
Methyleugenol Estragol y-Asaron trans-Anethol
+isolierte C=C + konjugierte C=C

Aromatisches System + C-O — Funktion (Ether)

YA Y
|

‘ i | i p-Cymen
3 a-Pinen
/\
Myrcen  /FPhellandren Limonen JTerpinen Terpinolen
konjugierte C=C keine C-O — Funktion

\ keine C-O — Funktion \ Isolierte C=C, keine C-O - Funktion / Qromatische C=C)

Abbildung 6. Hauptbestandteile der EOCs verschiedener Fencheltypen gruppiert nach IR-aktiven funktionellen Gruppen.

Abbildung 7 zeigt die ATR-FTIR- und Raman-Spektren fiir jeweils eine reprasentative Akzession der vier
Chemotypen (FOE 43, FOE 87, FOE 25) sowie fiir den trans-Anethol-Typ differenziert Bitter- (FOE 16) und
SuRfenchel (,Chumen’). Ebenso sind die entsprechenden ATR-FTIR- und Raman-Spektren fir die
Standardverbindungen der jeweiligen Hauptkomponenten (trans-Anethol, Fenchon, Estragol, j-Asaron und

Limonen) gezeigt.

Wie den in Abbildung 7A gezeigten ATR-FTIR-Spektren zu entnehmen ist, zeigen alle Akzessionen ein
intensives und charakteristisches Signal um 1740 cm™, das auf eine sehr IR-aktive C=0-Valenzschwingung

wie beim Fenchon hinweist. Da auch die Akzession FOE 25 aufgrund der hohen Gehalte an Piperitenonoxyd
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(> 28 %) bei gleichzeitig nur sehr geringem Fenchongehalt (< 1 %) eine starke C=0-Absorption zeigt, ist das

C=0-Signal allein kein ausreichendes Unterscheidungskriterium fir die jeweiligen Chemotypen.

Auf Basis der Signale des Kohlenstoffgeriistes und dessen Substitutionsmusters kénnen die verschiedenen
Phenylpropanoide (j-Asaron, Estragol, trans-Anethol) aber unterschieden werden, auch wenn die
entsprechenden Signale eine weit geringere IR-Aktivitat aufzeigen. So kann trans-Anethol anhand der
hypsochromen Verschiebung der Streckschwingung der allylischen C=C Bande (vc.c — von 1656 cm™)
gegenulber Estragol und j-Asaron unterschieden werden, wobei die isolierte Position der aliphatischen C=C-
Bande zu einem Signal bei geringerer Wellenzahl fiihrt (1638 bzw. 1640 cm™). Gleiches lasst sich fiir die
Deformationsschwingung . der aliphatischen C=C-Doppelbindung beobachten, die bei trans-Anethol
aufgrund der trans-Substitution zu hoherer Wellenzahl (962 cm™) gegeniiber der endstandigen Position bei

Estragol und y~Asaron (912 cm™) hin verschoben ist.

Estragol und j-Asaron hingegen lassen sich aufgrund des unterschiedlich hohen Substitutionsgrades des
Aromaten (Estragol 3 Substituenten, jAsaron 4 Substitutenten) mithilfe der symmetrischen und
antisymmetrischen Valenzschwingungen vc.o.c im Bereich von 1242 (Estragol) und 1224 bzw. 1204 cm™ (5

Asaron) unterscheiden.

Der Piperitenonoxid-Typ FOE 25 ist durch sehr hohe Limonengehalte gekennzeichnet. Limonen besitzt zwei
isolierte C=C-Doppelbindungen die zu den entsprechenden charakteristischen Signalen fiir vcec bei 1677

und 1644 cm™ sowie fir ¥cn bei 914 und 886 cm™ fithren.

Aufgrund der besonderen Raman-Aktivitdt der ungesattigten C=C-Systeme sind die entsprechenden
Signalunterschiede bei ve-c und j in den Ramanspektren wesentlich intensiver und charakteristischer als

im ATR-FTIR.

Bei umfassender Betrachtung aller beschriebenen charakteristischen Signale im Fingerprintbereich kann
eine sichere Klassifizierung der Fenchelakzessionen in die jeweiligen Chemotypen tGber ATR-FTIR und RS mit
Hilfe multivariater hierarchischer Clusteranalyse erhalten werden. Abbildung 8 zeigt die entsprechende

Clusterung auf Basis der FTIR-ATR-Spektren in Analogie zu den GC-Referenzdaten (Abbildung 5).
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Abbildung 7. Charakteristische ATR-FTIR- (A) und Raman-Spektren (B) von CCl,-Extrakten verschiedener Akzessionen (FOE 43,
FOE 87, FOE 25, FOE 16 und Chumen) im Vergleich zu den entsprechendenden Standards der Hauptkomponenten (trans-
Anethol, Fenchon, Estragol, ~Asaron und Limonen) . Reprinted with permission from [13]. Copyright © 2014 American Chemical
Society. Alle Akzessionen zeigen ein intensives und charakteristisches Signal um 1740 em™ (C=0), daher kann das C=0-Signal
allein nicht als Diskriminierungsfaktor der Chemotypen verwendet werden. Eine sichere Klassifizierung kann auf Basis anderer
Signale aus Fingerprintbereich, vor allem der Banden C=C im Bereich 1680 - 1630 cm™, C-0-C im Bereich 1250 - 1200 cm™ sowie
CH-Schwingungen im Bereich 960 - 880 cm’, vorgenommen werden.

Ebenso kann auf Basis des Intensitatsverhaltnisses der charakteristischen Banden von Fenchon (~1740 cm™)
und von trans-Anethol (1605, 1507 und 1241 cm™) auf deren Konzentrationsverhiltnis Riickschluss gezogen

werden, was die Unterscheidung von bitterem und stiRem Fenchel ermaoglicht.
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Abbildung 8. Hierarchische Clusteranalyse iiber FTIR-ATR-Spektren von einzelnen Fenchelfriichten (links). Rechts sind
charakteristische Spektren fiir zwei Arzneibuch-relevante Fenchel-Klassen, bitter und siier, zum Vergleich abgebildet. Adapted
with permission from [13]. Copyright © 2014 American Chemical Society.
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Abbildung 9 stellt den Fingerprintbereich der ATR-FTIR-Spektren von siiRem (,Feniks“) und bitterem
(,Berfena”) Fenchel gegeniiber den Standardspektren von Fenchon und trans-Anethol detailliert dar. Gut
zu erkennen ist hierbei das sich vom SiiRfenchel zum Bitterfenchel hin verkleinernde Verhéltnis zwischen

Ve-c (trans-Anethol) und v (Fenchon), was die Unterscheidung beider Arzneibuchvarianten ermaoglicht.
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Abbildung 9. Spektrale Unterschiede von bitterem und siiBem Fenchel verursacht durch verschiedene Inhaltverhiltnisse von
Fenchon und trans-Anethol (ATR-IR Spektren der beiden Standard-Verbindungen Fenchon und trans-Anethol mit Zuordnungen
der jeweiligen funktionellen Gruppen dargestellt in mittlerer Reihe). Verschiedene Inhaltverhaltnisse von Fenchon und trans-
Anethol fiihren zu verschiedenen Intensitatsverhaltnissen der Spektren von Bitter- und SiiBfenchel der markierten Banden (1740
cm’ gegeniiber 1605, 1507 und 1241 cm'l), obere und untere Reihen entsprechend.

Neben dem Gehalt an trans-Anethol im &therischen Ol ist besonders der Olgesamtgehalt als
Qualitatskriterium Uber das Ph. Eur. definiert. Abbildung 10 zeigt das Ergebnis einer
Nahinfrarotspektroskopie (NIRS)-basierten Vorhersage des &therischen Olgehaltes anhand von GC-FID-
Referenzdaten. Im Gegensatz zur FTIR-ATR-Messungen wurden hier nicht einzelne Friichte vermessen,
sondern eine Einwaage von etwa 5 g mit ca. tausend Einzelfriichten untersucht. Bei einer entsprechend

gestalteten Probenahme erlaubt dies auch die Extrapolation der Ergebnisse auf groRere Erntemengen.
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Abbildung 10. NIR-Kalibration der intakten Fenchelfruchte. A — NIR-Mittelwertspektrum (schwarz) mit Vertrauensbereich
(p=0.05, blau) von intakten Fenchelfriichten. Der markierte Spektralbereich (7502 - 6098 cm’l) wird zur Quantifizierung des EOC-
Gehaltes genutzt. B — Kreuzvalidation ('leave-out”10 %) zur Vorhersage des EOC-Gehaltes in Fenchelfriichten. (1. Ableitung,
MSC).

Somit kann unter Vermeidung kosten- und arbeitsintensiver Chromatographie eine einfache und schnelle
Zuordnung unbekannter Fenchelfrichte zu den jeweiligen Chemotypen auf Basis von
Losungsmittelextrakten (ATR-FTIR/RS) erhalten werden sowie direkt an den Friichten (ATR-FTIR/NIRS)

zerstérungsfrei ohne weitere Extraktionsschritte der Gehalt an dtherischem Ol bestimmt werden.

Im Rahmen des ersten Arbeitspakets wurde eine neue, schnelle, zerstérungsfreie und einfach handhabbare
schwingungsspektroskopische Technik zur Diskriminierung von verschiedenen Wild- und Kultur-
Chemotypen des Fenchels auf Basis von Losungsmittelextrakten (ATR-FTIR/RS) sowie direkt an den
Frichten (ATR-FTIR/NIRS) entwickelt. Dabei wurde gezeigt, dass alle spektroskopischen Messmethoden
eine ldentifizierung von Fenchel gemaR Ph. Eur. und somit eine Unterscheidung von Sii8- und Bitterfenchel

gewahrleisten. Hierzu werden chemometrische Methoden der multivariaten Analyse erfolgreich eingesetzt.
Anwendungsgebiete entsprechend Seite 9:

Pflanzenziichtung/-anbau - Selektion; Screening groRer Einzelpflanzensets zur Auswahl neuer

Zuchtkandidaten; Chemotypisierung von Genbank-Akzessionen.

Rohstoffqualitdt - Authentizitdtsprifung bei optisch/haptisch schwer differenzierbaren Herkiinften;

Quantifizierung von Wasser- und Wirkstoffgehalten bei Arznei- und Gewirzpflanzen mit leichtfliichtigen

Wertkomponenten.
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Arbeitspaket 2 - Salbei

Salbei (Salvia officinalis L.) wird weltweit als Gewiirzpflanze und afgrund der pharmazeutischen Wirkung
seiner Blatter kultiviert. Die Verwendung von Salbeidroge als Meditinaltee oder als pflanzliches
Arzneimittel ist nach den Standards des Europaischen Arzneibuchs eingeschrankt. Die pharmazeutischen
Anwendungen und der aromatische Geschmack von Salbei ist vorwiegend durch die z.T. hohen Gehalten an
stherischem Ol begriindet, das reich an Thujon und Campher mit a- und -Pinen, 1,8-Cineol und Camphen
als Nebenkomponenten ist. Salbei zeigt dabei eine grofRe Variabilitdt hinsichtlich der Gesamtgehalte sowie

der Zusammensetzung des dtherischen Ols.

Diese Variabilitdt wurde an 12 verschiedenen Genbankakzessionen von Salbei des IPK Gatersleben (SALV
13, SALV 15, SALV 25, SALV 28, SALV 29, SALV 30, SALV 31, SALV 34, SALV 36, SALV 63, SALV 65, SALV 67)
untersucht. Insgesamt wurden 30 Einzelpflanzen je Akzession auf dem Versuchsfeld des JKI — Standort
Berlin-Dahlem kultiviert und hinsichtlich der Variabilitdt an Atherisch-Ol-Gehalt und -Zusammensetzung
jeweils die Blatter von 10 Einzelpflanzen je Akzession mittels GC-FID und ATR-FTIR untersucht. Dabei
wurden verschiedenen Altersstadien der Blatter sowie zwei verschiedene Erntezeitpunkte (H1 = 25.07.2013

und H2 = 25.09.2013) iiber die Vegetationsperiode hinweg betrachtet.

Abbildung 11 zeigt die Variabilitdt der prozentualen Zusammensetzung der Atherisch-Olfraktionen anhand

von Losungsmittelextrakten junger Blatter fiir die verschiedenen Akzessionen.

100% O unbekannt
90% O Viridiflorol
O Manool
80% @ c-Caryophyllen
70% @ FCaryophyllen
60% Borneol
B Campher
50% B AThujon
40% O &+ Thujon
30% @ 1,8-Cineol
O Limonen
20% @ Vyrcen
10% ] B fPinen
1 I AEER I I‘I I
0% -Pinen
N Sf’ Slf Sl?’ S’J 4‘3’ 4‘3’ 4"3’ 4"5° S’;’ A”JQ &5\ "

N
F R X FFF R X F KRR

Abbildung 11. Prozentuale Zusammensetzung von Lésungsmittelextrakten junger Salbeiblatter der verschiedenen Akzessionen
nach GC-FID-Analyse (Ernte 25. Juli 2013). Erstellt aus Daten der Experimente, die in [1] beschrieben sind. Als junge Blatter sind
solche mit maximalen Langen bzw. Breiten 30 bzw. 10 mm definiert. Sie wurden 48 Stunden bei 35 °C getrocknet. Lésungsmittel:
Isooktan mit internem Standard Corvacrol mit Verdiinnung 1:2000. Dargestellt ist ein Mittelwert von 10 beprobten Pflanzen.
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® a-Pinen Camphen m f-Pinen ® Myrcen Neben Akzessionen mit einem sehr geringen
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02 - ] .' ‘I L | I ] ‘ ‘ | Camphergehalt von lber 20% gefunden.

0,0 -+muml ' I A Abbildung 12 zeigt diese z.T. sehr drastischen

SALV13 SALV29 SALVE3
Abbildung 12. Zusammensetzung von Lésungsmittelextrakten
junger Blatter von drei reprasentativen Salbeiakzessionen nach
GC-FID-Analyse (ml 100 g'l, Ernte 25. Juli 2013). Erstellt aus Daten
der Experimente, die in [1] beschrieben sind. Methodendetails wie

Unterschiede

atherischen

in der

Ols

Zusammensetzung

beispielhaft fir die

des

drei

in Abbildung 11.

Akzessionen SALV 13, SALV29 und SALV63 mit

einer insgesamt sehr geringen Thujonfraktion (SALV29) bzw. sehr schwankender Zusammensetzung der

Thujonfraktion mit hohem Gehalt an a-Thujon (SALV63) bzw. S-Thujon (SALV13).

Wahrend in allen drei Akzessionen Campher die Haupt- bzw. zweitgroRte Komponente darstellt, lassen sich

grolRe Schwankungen im Gehalt und Zusammensetzung der Thujone wie auch fiir Camphen, 1,8-Cineol, o~

Pinen und a-Caryophyllen beobachten. Diese zum Teil extreme Variabilitdt zwischen den Akzessionen lasst

sich aber auch innerhalb der Versuchspflanzen einer Akzession beobachten. Abbildung 13 zeigt dazu

beispielhaft die Zusammensetzung der Atherisch-Ol-Fraktionen fiir 10 Einzelpflanzen der Akzession SALV36

bestimmt mittels GC-FID der Losungsmittelextrakte.

Wie in Abbildung 13 dargestellt, konnten zum

Teil sehr drastische Unterschiede in der

Zusammensetzung der Thujonfraktion selbst
innerhalb einer Akzession beobachtet werden.
So gibt es in der Akzession SALV36 Pflanzen mit
fast ausschliefRlich S-Thujon (Pflanzen 10, 11 und
28) gegenliber solchen mit fast gleichem Gehalt

an o~ und S-Thujon (z.B. Pflanze 04, 07, 29).

Insgesamt zeigen die betrachteten

Salbeiakzessionen nicht nur eine hohe

Variabilitat hinsichtlich des Atherisch-Olgehaltes
und dessen Zusammensetzung zwischen den

Akzessionen, sondern auch innerhalb ein und

EOC m Campher W @-Thujon
mli00g! B AThujon ® 1,8-Cineol Limonen ml100g*
5.6 T 1.4
48 1.2
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Abbildung 13. Vergleich der Gehalte der fiinf wichtigsten Atherisch-
Ol-Komponenten von 10 Einzelpflanzen (p02...p29) der Akzession
SALV 36 nach GC-FID-Analyse von Losungsmittelextrakten (Ernte 25.
Juli 2013, junge Blatter). Die linke y-Achse bezieht sich auf den
Gesamtgehalt von EOC (breite graue Balken im Hintergrund) und
die rechte y-Achse auf den Gehalt der einzelnen Komponenten.
Erstellt aus Daten der Experimente, die in [1] beschrieben sind.
Methodendetails wie in Abbildung 11.

derselben Akzession. Dies ist sicher unter anderem damit zu begriinden, dass es sich bei den Akzessionen
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um regionale Sammlungen handelt, die nicht immer genetisch identisch sein muissen. Dariber hinaus
konnten z.T. groRe Verdnderungen in der Zusammensetzung des &atherischen Ols im Verlauf der
Vegetationsperiode beobachtet werden. Abbildung 14 zeigt die entsprechenden Atherisch-Ol-Gehalte fiir
zwei verschiedene Altersstadien der Salbeiblatter aller 12 betrachteten Akzessionen (Mittelwerte beider

Erntezeitpunkte).

Wie Abbildung 14 zeigt, liegt der Gehalt an dtherischem Ol Jahreszeit-unabhingig in jungen Blattern mit bis
zu zweifach héherem Gehalt deutlich iber dem der alten Blatter. Diese Beobachtung ist auch fir alle

betrachteten Akzessionen giiltig. ) . .
5 mjunge Blatter malte Blatter

Die umfassenden Ergebnisse zur Variabilitit des

Atherisch-Olgehaltes und  seiner  chemischen
Zusammensetzung zwischen und innerhalb
verschiedener Akzessionen wie auch die Abhadngigkeit
vom Blattalter und Erntezeitpunkt missen bei der
Entwicklung von  schwingungsspektroskopischen g =

-\‘9

Methoden unbedingt beriicksichtigt werden. § 03?” oy‘” o?’ o?“" oy‘” o?’ o?" o?’ a}*’ GB\' o?”
Abbildung 14. Vergleich der Atherisch-Ol-Gehalte aller 12
Akzessionen fiir die getrennte Betrachtung alter (blau) und
junger (rot) Blatter nach  GC-FID-Analyse von
Losungsmittelextrakten (Mittelung tGber beide Ernten 25.07.
und 25.09.2013). Adapted with permission from [1].
chemotyplsches Screenlng wie auch eine quantltat“/e Copyright © 2015 American Chemical Society. Junge Blatter

mit  Lidngen/Breiten bis 30/10 mm; alte Blitter mit
Analyse des &therischen Ols zu etablieren, miissen Abmessungen ab 50/15 mm.

S

w

[A%]

—_

Um aufbauend auf zerstérungsfreie ATR-FTIR-

Analytik ein schnelles und glinstiges Verfahren fiir ein

diese Erkenntnisse in eine optimale Gestaltung von Probenahme und die Wahl des Erntezeitpunktes

einflieBen.

Eine weitere Herausforderung an die Entwicklung einer spektroskopischen Diskriminierungsmethode fiir
Salbei stellt die im Vergleich zum Fenchel generell niedrigere Konzentration an atherischem Ol im
Rohmaterial dar. Dies stellt hohere Anspriiche an die Spektrenbearbeitung und nachfolgende

chemometrische Modellierung, was dem Stadium der Spektrenauswertung eine besondere Bedeutung gibt.

Die betrachteten Losungsmittelxtrakte aus Salbei bestehen lberwiegend aus Terpenoiden (85-90 %), die
auch die Hauptkomponenten eines atherischen Ols sind (siehe Abbildung 11). Diese Substanzen weisen

eine hohe Variabilitat Giber alle untersuchten Varietdten und Akzessionen auf (Tabelle 2).

In Abbildung 15 sind die Mittelwertspektren alter und junger Salbeiblatter zu den beiden Erntezeiten
gezeigt. Diese Spektren wurden Uber alle Akzessionen gemittelt. Zum Vergleich sind auch Spektren der
beiden Hauptkomponenten des atherischen Ols, Campher und a-/3-Thujon mit ihren charakteristischen

Banden (hellgrau markierte Bereiche) dargestellt.
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Tabelle 2. Uber GC-FID ermittelte chemische Zusammensetzung der EOC aller 12 Salbeiakzessionen zusammengefasst fiir alle
einzelnen Versuchspflanzen unter Einbeziehung beider Altersstadien der Blitter (,,alt” und ,jung”) sowie beider Erntezeitpunkte
zum 25.07. und 25.09.2013 (n= 448). Adapted with permission from [1]. Copyright © 2015 American Chemical Society.

Komponente Mittel* SD** Max Min Ql** Q3** | Mittel***
EOC Gehalt 3.109 1.215 |7.330 |0.575 |2.188 |3.961
a-Thujon 0.610 0.383 | 2.136 |0.008 | 0.328 | 0.849 19.6
F-Thujon 0.236 0.255 | 1.311 |0.000 | 0.050 |0.343 7.6
Campher 0.511 0.268 | 1.782 |0.005 | 0.325 | 0.644 16.4
1,8-Cineol 0.254 0.151 | 0.946 |0.017 | 0.140 | 0.337 8.2
o-Pinen 0.094 0.089 | 0.634 |0.008 |0.039 |0.111 3.0
f-Pinen 0.048 0.042 | 0.355 | 0.007 | 0.020 | 0.062 1.5
Camphen 0.121 0.086 | 0.546 |0.014 | 0.066 | 0.145 3.9
Myrcen 0.024 0.013 | 0.079 |0.003 | 0.016 | 0.029 0.8
Limonen 0.037 0.018 | 0.109 |0.006 | 0.025 |0.043 1.3
Borneol 0.039 0.034 | 0.185 |0.000 | 0.015 |0.051 1.3
a-Caryophyllen 0.251 0.169 | 0.943 | 0.025 |0.123 | 0.338 8.1
-Caryophyllen 0.129 0.120 | 0.911 | 0.008 | 0.051 | 0.161 4.2
Manool 0.283 0.166 | 1.037 |0.041 |0.162 |0.372 9.1
Viridiflorol 0.156 0.106 | 0.633 |0.000 | 0.078 |0.213 5.2

*mL 100 g” TG; ** SD — Standardabweichung; Q1, Q3 — Quantile 1 und 3 entsprechend; *** %;

Die in Abbildung 15 farbig hinterlegten Spektralbereiche zeigen charakteristische Signale der
Hauptkomponenten Campher und Thujon, die auch in den Blattspektren des Salbeis neben den Signalen
der Blattmatrix zu beobachten sind. Sowohl Campher als auch a-/f-Thujon besitzen jeweils eine an einen
Cyclopentanring gebundene Ketogruppe, die eine charakteristische Valenzschwingung ve-o bei 1740 cm™
zeigt. Beide Terpenoide beinhalten ebenso dimethylsubstituierte Methylengruppen mit dem
charakteristischen Doppelbandenmuster fiir die entsprechenden Deformationsschwingungen bei 1390 und

1370 cm™. Neben den dominierenden Signalen

von Cellulose als Blattmatrix um 1100 cm™ sind

auch die charakteristischen Banden von young leaves, H1

Campher und Thujon in den Spektren aller
old leaves, H1

Salbeiblatter zu finden. Weitere Salbei-

. . young leaves, H2
Inhaltstoffe  wie  z.B. Flavonoide und

. . . old leaves, H2
Phenolcarbonsauren liefern im

Wellenzahlenbereich  1800-800 cm™ auch M camphor W
charakteristische IR-Banden, die allerdings von LM o/Bthuione N\ A AAA
3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

Rel. Absorbance, arb. units

Signalen der anderen Drogenbestandteile nur Wavenumber, cm-"
. . Abbildung 15. ATR-FTIR-Spektren von alten und jungen
chemometrisch anggrenZt werden konnen. Salbeiblattern zu beiden Erntezeitpunkten (H1 = 25.07.2013 und

H2 = 25.09.2013) als Mittelwertspektren iiber alle Akzessionen
sowie die entsprechenden ATR-FTIR-Spektren von Campher und
a—/f[-Thujon. Die farbig hinterlegten Spektralbereiche zeigen
Hilfe einer PCA die ATR-FTIR-Spektren der charakteristische Signale der Standards, die in den Spektren der

Salbeiblatter wiederzufinden sind. Reprinted with permission from
adaxialen Blattseiten von Salbei entlang der 1.  [1]. Copyright © 2015 American Chemical Society.

Wie in Abbildung 16A gezeigt, lassen sich mit
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Hauptkomponente in zwei Cluster teilen, die jeweils alle jungen und alle alten Blatter zusammenfassen.
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PC-1 (65%) Wavenumber, cm!
Abbildung 16. PCA-Score-Diagramm der ATR-FTIR-Spektren von adaxialen Blattseiten alter (blau) und junger (rot) Salbeiblatter
aller 12 Akzessionen zu den Erntezeitpunkten H1 (25.07.2013, Kreis) und H2 (25.09.2013, Dreieck) (A) und die entsprechenden
Loading-Spektren fiir PC1 und PC2 (B). Adapted with permission from [1]. Copyright © 2015 American Chemical Society. Das
erste Loading (PC1) spiegelt den Gesamtgehalt an EOCs in jungen und alten Blattern wieder; das zweite Loading (PC2)
reprasentiert die Unterschiede der pflanzlichen Matrix in zwei Ernten.

0.1

Wie die charakteristischen Signale um 1740 und 1390 cm™ in PC1 des Loading-Plots in Abbildung 16B
zeigen, erfolgt die Trennung in alte und junge Blatter vorwiegend auf Basis der Gesamtgehalte an EOCs mit
verschiedenen Anteilen an Campher und Thujon. Wie Abbildung 14 zeigt, beinhalten die jungen Blatter aller
Akzessionen fast doppelt so viele EOCs wie die alten Blatter. Die zweite Hauptkomponente PC2 hingegen
trennt die Spektren auf Basis von Signalen der pflanzlichen Matrix (1000 cm™) in die zwei Erntezeitpunkte

H1 und H2 (Abbildung 16B).

Eine Abtrennung einzelner Akzessionen auf Basis der spektralen Eigenschaften ihrer Blatter war trotz relativ
grofler Variabilitdt des EOC-Gesamtgehaltes und des Gehaltes einzelner Komponenten wie o~ und S-Thujon
allerdings nicht moglich (Abbildung 17A). Abbildung 17B stellt noch einmal zusammenfassend den

Gesamtgehalt an EOCs sowie an a- und f-Thujon laut GC-FID dar.

Scores A B
0,04 o mL 100 g Esum EOC ma-Thujon m B-Thujon
6
0,02 x 5
— P . * ’: * L
3 ’ 4
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™ n
" - 0 | . | N | 1|
0,04 . . , : : 2|18/8 § 88/ 5 8885
004 002 0 002 0,04 2 %3 3333331333

PC-1 (47%) H1
Abbildung 17. PCA-Score-Diagramm der ATR-FTIR-Spektren der adaxialen Blattseiten junger Salbeiblatter aller Akzessionen zum
Erntezeitpunkt H1. Jeder Akzession ist eine individuelle Farbe zugeordnet (A). GC-Referenzwerte fiir den Gesamtgehalt der EOCs
sowie @- und B-Thujon fiir den Erntezeitpunkt H1 aller Akzessionen (B). Adapted with permission from [1]. Copyright © 2015
American Chemical Society.
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Eine dhnlich ungeniigende Trennung der Akzessionen auf Basis der entsprechenden GC-FID-Profile zeigt
Abbildung 18A (Score-Diagramm) mit dem entsprechenden Loading-Diagramm fiir die einzelnen EOCs
(Abbildung 18B). Nur einzelne Akzessionen mit extremen Gehalten an S-Thujon (SALV13, SALV36) oder
Campher (SALV 29, SALV 30) trennen sich vom Rest aller Akzessionen. Dieser Unterschied zur ATR-FTIR ist
in der chemischen Differenzierung von a- und S-Thujon mittels GC-FID begriindet, die sich aufgrund der

ahnlichen IR-Aktivitat im ATR-FTIR nicht erhalten lasst.
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& % 05
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a 0 g 03
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Abbildung 18. PCA-Score-Diagramm basierend auf den GC-FID-Profilen der Extrakte aus jungen Salbeiblittern aller 12
Akzessionen zum Erntezeitpunkt H1 (A) sowie das dazugehdrige Loading-Diagramm fiir die individuellen EOC-Komponenten (B).
Zahlen der Datenbeschriftungen sind eine Abkiirzungsform der Akzessionsbezeichnungen (ohne Vorsilber SALV). Hier kénnen die
Akzessionen SALV 13 und SALV 36 mit hohem f-Thujon- und niedrigen Campher-Gehalten sowie die Akzessionen SALV 29 und
SALV 30 mit umgekehrten Mengenverhdltnissen dieser beiden Komponenten anhand der zweiten und dritten
Hauptkomponente (PC2, PC3) deutlich von den restlichen Akzessionen unterschieden werden.

Trotz der ungeniigenden Unterscheidung einzelner Salbeiakzessionen mittels ATR-FTIR lassen sich fir die
Mehrzahl der EOC sowie den gesamten EOC-Gehalt gute bis sehr gute Vorhersagemodelle erzeugen. In

Abbildung 19 sind die Ergebnisse von Kreuz-Validierung der lber alle Akzessionen fiir Pflanzen gleichen
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Abbildung 19. ATR-FTIR-basierte PLS-Kalibrationsmodelle fiir die Vorhersage des Gesamt-EOC-Gehaltes sowie der einzelnen
Komponenten. Adapted with permission from [1]. Copyright © 2015 American Chemical Society. Ergebnisse der 10-fachen
Kreuzvalidierung von Spektren gemittelt fiir jede Akzession liber Erntezeitpunkt oder Alter der Blatter.
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Blattalters und gleicher Erntezeit gemittelten ATR-FTIR-Spektren dargestellt. Eine detaillierte Beschreibung
der Modelle hinsichtlich verwendeter Spektrenvorbehandlung und genutzter Spektralbereiche finden sich
in Tabelle 3 der entsprechenden Publikation [1]. Im Ergebnis der Modellerstellung bleibt zu bemerken,
dass aufgrund der oben dargestellten hohen Variabilitdit innerhalb der natiirlichen Populationen
(Akzessionen) eine entsprechend umfangreiche Stichprobenanzahl erforderlich ist, um aussagefihige
Kalibrationsmodelle zu bekommen. In dem gezeigten Fall bedeutet dies, dass je Parzelle (Akzession) 10
Pflanzen mit je 5 Blattern beprobt wurden (12 x 10 = 120 fir Ernte H1, witterungsbedingt nur 104 fiir Ernte
H2). Da sowohl junge als auf alte Blatter in das Modell eingeflossen sind, ergab sich damit eine
Probenanzahl von insgesamt 448 Pflanzen (224 [H1+H2] x 2 [jung+alt] = 448). Um die Variabilitat innerhalb
der Akzessionen zu reduzieren, wurden die Spektren aller Pflanzen einer Akzession fir H1, H2, junge und
alte Blatter gemittelt, was zu einer finalen Probenanzahl von n=48 in den Modellen fihrt. Insgesamt

wurden also iber 2200 Blatter (448 x 5 Blatter je Pflanze = 2240) fur die Modellerstellung verwendet.

In diesem Arbeitspaket wurden Kalibrationsmodelle fiir direkte qualitative und quantitative Analysen des
dtherischen Ols in getrockneten, intakten Blittern von Salbei mit Hilfe von PLS Verfahren erfolgreich

erstellt.
Anwendungsgebiete entsprechend Seite 9:

Pflanzenziichtung/-anbau - Selektion; Anbau- und Ernteoptimierung durch Wachstums- und

Qualitatskontrolle bereits auf dem Feld (wird weiter bearbeitet, s. Anlage 3); Screening groler
Einzelpflanzensets zur Auswahl neuer Zuchtkandidaten; Chemotypisierung von Akzessionen gleicher Arten

aber unterschiedlicher Inhaltstoffzusammensetzung.

Rohstoffqualitdt - Diskriminierung der unterschiedlichen Genotypen (Arten, Sorten) und

Wachstumsbedingungen (Anbauorte, -jahre, Ontogenese) hinsichtlich der Produktqualitat; Quantifizierung

von Wasser- und Wirkstoffgehalten bei Arznei- und Gewiirzpflanzen mit leichtfliichtigen Substanzen.

Arbeitspaket 3 - Eibe

Eiben (Taxus) bilden eine Pflanzengattung in der Familie der Eibengewdchse (Taxaceae) von denen in
Europa nur die Europaische Eibe (Taxus baccata L.) heimisch ist. Die meisten Eibenarten enthalten toxische
Diterpene wie Paclitaxel oder 10-Deacetylbaccatin 11l (10-DAB) deren Struktur in Abbildung 20 dargestellt

ist.

Paclitaxel als Inhaltstoff der pazifischen Eibe (Taxus brevifolia Nutt.) wurde 1971 erstmalig aus der Rinde

isoliert und wird unter der geschitzten Handelsbezeichnung Taxol® in der Tumortherapie als
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Antikrebsmittel eingesetzt. Aufgrund der geringen Gehalte an Paclitaxel in der Eibenrinde und dem mit der
Rohstoffgewinnung einhergehenden Totalverlust der Eibenbdaume wurde Taxol® bis vor kurzem vor allem
semisynthetisch aus 10-Deacetylbaccatin 1ll (10-DAB) als pflanzliche Vorstufe hergestellt. 10-DAB ist
Inhaltstoff in den Nadeln verschiedener Eibenarten und besonders die Europdische Eibe wird heutzutage
als ,nachwachsende” Rohstoffquelle fiir das bedeutsame Krebstherapethikum genutzt. Zurzeit ist Eibe trotz
der grofRen Bedeutung fiir die Pharmaindustrie noch nicht in der Ph. Eur. erfasst worden. Daher werden zur
Qualitatsbewertung in der verarbeitenden Industrie vorwiegend die Restfeuchte der Droge sowie die
botanische Artdefinition herangezogen. Eine exakte botanische Klassifizierung ist aber auch bei den Eiben
aufgrund der Variabilitat der morphologischen Erscheinungsformen der Nadeln, die als Rohprodukt im
Wareneingang eintreffen, schwierig. Daher war ein Ziel der analytischen Arbeiten, Einsatzmoglichkeiten der
schwingungsspektroskopischen Methoden fiir die botanische Klassifizierung von Eibenarten naher zu

untersuchen.

HQ O  OH
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o]

paclitaxel 10-deacetylbaccatin Il

Abbildung 20 Strukturformeln von Paclitaxel und 10-Deacetylbaccatin Ill. Reprinted with permission from [14]. Copyright © 2015
Elsevier.

Dazu wurden die Nadeln von sechs Eibenarten aus dem Botanischen Garten Berlin-Dahlem mit 11
Varietdten und einer  Kopfeibenart (Cephalotaxus  harringtonia), = wenn  moglich  mit
Wiederholungsmessungen an mehreren Pflanzenproben derselben Art/Varietit, mittels ATR-FTIR

untersucht.

Eine sichere Diskriminierung der Eibenarten anhand frischer wie auch getrockneter Proben (Nadeln) konnte
mittels ATR-FTIR-Spektren nicht erhalten werden. Die Spektren der Nadeln zeigten eine sehr grofle
Variabilitdt abhangig vom Alter und von Umweltbedingungen, hier vor allem beeinflusst durch die
Beleuchtung. Problemlos aber konnten Koniferen anderer Gattungen wie C. harringtonia von den
Taxaceaen unterschieden werden (Abbildung 21A). Das gleiche Ergebnis konnte mittels NIRS an den Nadeln

der Eiben erhalten werden (Abbildung 21B).
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Abbildung 21. (A) - PCA der ATR-FTIR-Spektren von luftgetrockneten und vermahlenen Nadeln der sechs verschiedenen
Eibenarten mit 11 Varietaten (Rauten) mit separater Markierung fiir 7. baccata ,Pendula” (Quadrat) und der Kopfeibe C.
harringtonia (Dreieck). Adapted with permission from [14]. Copyright © 2015 Elsevier.

(B) - NIRS-basierte Diskriminierung der Taxaceaen und C. harringtonia anhand der Spektren von getrockneten, intakten Nadeln.

Neben der botanischen einwandfreien Zuordnung, die auch die Gehalte an relevanten Taxanen bestimmt,
sind weitere Qualitaitsmerkmale des Rohmaterials wie der Grad der botanischen Verunreinigung mit
anderen Arten, der Materialverunreinigung durch z.B. Astteile oder die Produktfeuchte bedeutsam. Daher
wurden verschiedene schwingungsspektroskopische Methoden auf ihre Eignung zur Bestimmung von
botanischen und Material-Verunreinigungen wie auch der Restproduktfeuchte im pflanzlichen Material

untersucht.

So konnte in einem Versuchsaufbau der Grad der Verunreinigung des gewilinschten Rohmaterials von T.
baccata mit steigendem Anteil an C. harringtonia erfolgreich mittels NIRS vorhergesagt werden. Abbildung
22A zeigt das Kalibrationsmodell mit den entsprechenden statistischen Parametern der Kreuzvalidierung. In
einem &hnlichen Setup wurden Nadelproben von T. baccata mit steigendem Anteil an Asten/Holz
verunreinigt und der prozentuale Massenanteil mittels NIRS vorhergesagt (Abbildung 22B). In beiden Fallen
konnte der jeweilige Grad der Verunreinigung mit einem hohem BestimmheitsmaB R? (0,99 bzw. 0,94)
kalibriert und damit ein gutes Vorhersagemodell auf Basis schneller und zerstérungsfreier NIRS erstellt

werden.
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Abbildung 22. NIRS-basierte Kalibrationsmodelle und statistische Parameter der Kreuzvalidierungen fiir die Bestimmung der
botanischen Verunreinigung von T. baccata mit C. harringtonia (A) sowie fiir die Materialverunreinigung von T. baccata Nadeln
mit Asten/Holz (B). Reprinted with permission from [14]. Copyright © 2015 Elsevier. Zur Herstellung der simulierten botanischen
Verunreinigung (A) wurden 21 Proben bestehend aus den Nadeln von T. baccata mit steigenden Anteilen der Nadeln von C.
harringtonia (Trockengewicht) homogen vermischt. Fiir die Materialverunreinigung (B) wurden in dhnlicher Weise die Proben
aus den Nadeln von T. baccata und zerkleinertem Astholz erstellt.

Eibennadeln mittels NIRS zur Erstellung eines sehr

Ebenso flhrte die Analyse der guten

Vorhersagemodelles fiir die Restfeuchte des Pflanzenmaterials, welche Uber Trockenwaage als
Referenzmethode bestimmt wurde. Abbildung 23 zeigt das PLS-Modell fiir die Kreuzvalidierung sowie die

entsprechenden statistischen Parameter.

Fir das weitere und mit Abstand wichtigste Qualitatskriterium, der Konzentration der eigentlichen
Zielkomponenten 10-DAB, sollte eine Bestimmungsmethode zur direkten Vorhersage in den Eibennadeln

entwickelt werden.

Eine direkte Kalibration der Spektren von Rohmaterial (frische oder getrocknete Nadeln) mit der

Konzentration des Zielstoffes 10-DAB  konnte in g s
z Feuchtigkeitsgehalt [%]
zufriedenstellender Gilite mit keiner der untersuchten 70
spektroskopischen Methoden (NIRS, ATR-FTIR, RS) erhalten 60
werden. Das liegt an der relativ hohen Nachweisgrenze von 10- x o
@
4
DAB, die selbst in methanolischen Extrakten, also nach ?_g” ¢
o 30
Entfernen der pflanzlichen Matrix noch bei Giber 1 % bezogen %5 |
=20 5 e
auf das Trockengewicht der Nadeln liegt (Abbildung 25 B). Des £ i RMSECV =1.14
Z 10 RPD=18.5
Weiteren weisen die Eibennadeln generell einen sehr ; Rang =4
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Abbildung 23. NIRS-basiertes Kalibrationsmodell
und statistische Parameter der Kreuzvalidierungen

Zehntelprozent deutlich unterhalb der Nachweisgrenze liegen.

Ebenso konnte keine indirekte Kalibration auf Basis . . . .
flir die Bestimmung der Restfeuchte in
spektroskopischer Signale von anderen Inhaltstoffen mit hoher !uftgetrockneten Nadeln von T. baccata L.
Reprinted with permission from [14]

(supplementary material). Copyright © 2015
Elsevier. Referenzwerte wurden iiber Wagung mit
einer Trockenwaage Sartorius-35M bestimmt.

IR- oder Raman-Aktivitat, deren Gehalt mit dem von 10-DAB

korreliert, gefunden werden (indirekte Korrelation).
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Neben der Charakterisierung des Rohmaterials fir die Extraktion besteht auch ein zunehmender Bedarf an

schnellen Analysemethoden direkt im Prozess zur Steuerung und Optimierung der Wirkstoffisolation.

Im Falle der Taxane wird dazu das pflanzliche Material mit Methanol extrahiert und die Taxane Uber
verschiedene Prozessstufen gereinigt und aufkonzentriert. Die jeweiligen Prozessstufen der Isolation
wurden mittels ATR-FTIR- und Raman-Spektroskopie untersucht. Abbildung 24 zeigt die Spektren der

entsprechenden Prozessstufen im Vergleich zu ATR-FTIR und RS.
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Abbildung 24 ATR-FTIR-Spektren (A) und Raman-Spektren (B) fiir die Prozessstufen der Extraktion von 10-DAB aus Eibennadeln
beginnend mit dem pflanzlichen Rohmaterial (a), dem reinen Losungsmittel Methanol (b), gefolgt von schrittweiser Reduktion
des Losungsmittels im Rohextrakt auf ein Volumen von 1:2 (c) zu 1:10 (d) - Nachfolgende Fillung des 10-DAB mit Wasser (e) und
Extraktion der wassrigen Phase mit Ethylacetat (f) im Vergleich zu einer methanolischen Losung des Standards 10-DAB (g).
Reprinted with permission from [14]. Copyright © 2015 Elsevier.

Abbildung 25A zeigt noch einmal den Fingerprintbereich der Raman-Spektren des methanolischen
Eibenextraktes gegeniber den Spektren von reinem Methanol und dem 10-DAB Standard. So ist das
Spektrum des Eibenextraktes stark von den Losungsmittelbanden des Methanols definiert, mit der
antisymmetrischen Deformationsschwingung 8cu; bei 1453 cm™ und der Valenzschwingung vc.o bei 1036
cm™. Deutlich ist aber auch die zum 10-DAB gehérende Schwingungen des aromatischen Systems vc.c bei
1604 cm™ und der isolierten Doppelbindung vc.c bei 1623 cm™ zu erkennen. Letztere ist im Extrakt um 14

cm™ gegeniiber dem Spektrum des festen Standards verschoben (1623 -> 1637 cm™) wobei die
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Verschiebung fir den 10-DAB-Standard in reinem Methanol nur noch 3 cm™ betrégt. Die Verschiebung der

aromatischen Streckschwingung vc.c betragt sowohl in reinem Methanol als auch im Extrakt jeweils 3 cm™

(vergl. Abbildung 25, Abbildung 26A).

Weitere charakteristische Signale im Extraktspektrum bei 1530 und 1157 cm™ stammen von Carotinoiden,
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die aus Nadeln mit extrahiert werden. Auf Basis der Streckschwingungen das aromatischen Ringsystems im
10-DAB und der isolierten Doppelbindungen konnte ein Vorhersagemodell fiir die 10-DAB-Konzentration im

Perkolationsprozess mittels Raman-Spektroskopie erstellt werden.

Abbildung 26B zeigt das entsprechende Kalibrationsmodell mit den zugehdrigen statistischen Parametern

der Kreuzvalidierung.
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Abbildung 26. Nachweis von 10-DAB gel6st in Methanol und im Methanolextrakt aus Eibennadeln — A und PLS-
Kalibrationsmodell der Konzentration von 10-DAB im Methanol wahrend Extraktion mittels Perkolation-Verfahren. Reprinted
with permission from [14]. Copyright © 2015 Elsevier.

Neben der Uberwachung der Konzentration des Zielstoffes ist auch eine Inprozess-Bestimmung der Menge
an mit extrahiertem Wasser wichtig. Daflir eignet sich am besten die ATR-FTIR aufgrund der hohen

Empfindlichkeit und Selektivitat fir wassrige OH-Gruppen (Abbildung 27).
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Abbildung 27. Bestimmung des Restwassergehaltes in methanolischenen Extrakten von 10-DAB mittels FTIR-ATR. ATR-FTIR-
Spektren von Methanol. Wasser und Eibenrohextrakt im fiir die Kalibration relevanten Spektralbereich (A) sowie das
dazugehorige PLS-Kalibrationsmodell mit den entsprechenden statistischen Parametern (B).

Im dritten Arbeitspaket wurden PLS-Kalibrationsmodelle zur Feuchtigkeitsbestimmung sowie zur Analyse
von Verunreinigungen im Rohmaterial (z.B. im Rahmen einer Eingangskontrolle) erfolgreich entwickelt.
Darlber hinaus wurden Kalibrationsmodelle fiir DAB lll- und Wassergehaltsbestimmung in Eibenextrakten
zum Einsatz im Extraktionsprozess erstellt. Wie umfangreich am Beispiel der Eibe gezeigt werden konnte,
sind schwingungsspektroskopische Methoden in vielen Bereichen der Rohstoffcharakterisierung wie auch
der Prozesskontrolle erfolgreich einsetzbar und ermdglichen so eine schnelle Bewertung und Steuerung
von Extraktionsprozessen. Weiterfiihrende Untersuchungen sollen zukiinftig eine inline-Implementierung in
den Extraktionsprozess wie auch eine Verbesserung der Vorhersagemodelle der Zielkomponenten im
pflanzlichen Rohmaterial ermdoglichen. In diesem Zusammenhang wird insbesondere nach Korrelationen

gesucht, die eine Kalibration zur Bestimmung schliissiger prozesstechnischer Parameter wie z.B.
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Diffusionskoeffizienten oder der Gleichgewichtskonstante ermoglichen und auf deren Basis

Messeinrichtungen direkt an eine Extraktionslinie gekoppelt werden kénnen.

Es wurde festgestellt, dass die Empfindlichkeit der verwendeten schwingungsspektroskopischen Methode
nicht ausreicht, um stabile Kalibrationsmodelle fiir die Analyse im Konzentrationsbereich deutlich unter 1 %

(DAB lll-Gehalt in der Droge) zu erstellen.

Anwendungsgebiete (entsprechend Seite 9):

Rohstoffqualitadt - Quantifizierung von Wasser- und Wirkstoffgehalten.

Einsatz in der Prozesssteuerung/Verarbeitung pflanzlicher Rohstoffe - spektroskopische Begleitung von

Prozessen zur kontinuierlichen Uberwachung der Extraktionsqualitit und inhaltstofflichen
Zusammensetzung (Erkennung von Vorlauf- und Nachlauf-Fraktionen minderer Qualitat); - Entwicklung
optimaler Extraktionsprozesse Uber simultane Analytik bei Variation der Prozessparameter (wird weiter
entwickelt im DFG-Nachfolgeprojekt); Einsatz von spektroskopischen Mapping-/Imaging-Techniken an
pflanzlichem Material zur Darstellung der Inhaltsstoffverteilung und optimaler Probenvorbereitung fir
Extraktionsprozesse (s. in [14]); Verfahrensoptimierung und Reduktion von prozessbedingten Verlusten

(wird weiter entwickelt im DFG-Nachfolgeprojekt).
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Zusammenfassung

Als Hauptziele der vorliegenden Arbeit wurden die Entwicklung und praktische Anwendung
schwingungsspektroskopischer Methoden  (IRS, NIRS und Raman-S) fir die Qualitatsbewertung
ausgewahlter pflanzlicher Rohmaterialien und in der Prozesskontrolle begleitend zur technologischen
Gewinnung und Verarbeitung dieser Rohstoffe benannt. Dazu wurden drei taxonomisch sehr verschiedene

Modellorganismen - Fenchel, Salbei und Eibe untersucht.

Am Beispiel von Fenchel wurde gezeigt, dass mittels FTIR-spektroskopischer Techniken die
unterschiedlichen Chemotypen des Fenchels auch nach Arzneibuchvorgaben hinsichtlich SuB- und
Bitterfenchel erfolgreich diskriminiert werden kdnnen. Diese Diskriminierung gelang erstmalig sowohl an
einzelnen Friichten mittels ATR-FTIR, als auch bei groBeren Probeneinwaagen im Makrosampling mittels
NIRS. Fir eine Diskriminierung der Extrakte (CCl;) wurde die Raman-Spektroskopie erfolgreich eingesetzt.
Neben der chemotypischen Charakterisierung wurde auch ein neuer, bislang nicht beschriebener Fenchel-
Chemotyp gefunden. Dieser enthdlt hohe Mengen an p-Asaron und ist aufgrund der Toxizitat dieser
Verbindung nicht als Medizinaldroge zugelassen. Jedoch werden j-Asaron in der Literatur fungizide und
allelopathische Eigenschaften zugeschrieben, weshalb Extrakte dieser Chemotyps als biobasierte

Pflanzenschutzmittel Verwendung finden kénnten.

Aufgrund des relativ hohen Gehaltes an EOCs in den Drogen konnte mithilfe der ATR-FTIR eine
Expressbestimmung von EOC-Gehalt und -Zusammensetzung direkt am getrockneten Rohmaterial
entwickelt werden. Neben dem Gesamtgehalt an EOCs konnten somit auch Vorhersagemodelle fir die
hauptsachlichen Einzelkomponenten in guter bis sehr guter Qualitat erstellt werden. Ebenso konnte mittels
Hauptkomponentenanalyse eine schnelle Identifizierung von Salbeiblattern in unterschiedlichen
Wachstumsstadien (junge Blatter in der GroRe bis <10/30 mm Breite/Linge beinhalten fast die doppelte
Menge an EOCs als altere Blatter - >15/30 mm) und zu unterschiedlichen Erntezeitpunkten
(Hauptunterschiede liegen in der Zusammensetzung der pflanzlichen Matrix) entwickelt werden. Diese
zerstorungsfreien Bestimmungen nehmen laut dem entwickelten Protokoll nur wenige Minuten in
Anspruch und benétigen keine aufwendige Probenpraparation. Es bestehen daher gute Voraussetzungen,
diese Bestimmung auch an intakten frischen Blattern durchzufiihren, was ein wesentlicher Bestandteil

fortfihrender Untersuchungen sein wird.

Anhand von Eibennadeln wurden im dritten Arbeitspaket die Moglichkeiten und Grenzen des Einsatzes von
IR- und Raman-Spektroskopie fir die routinemaRige Qualitdtskontrolle auch in der prozessbegleitenden

Analytik in der technologischen Verarbeitung der Pflanzenrohstoffe und Extrakte umfassend untersucht.
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Die sehr geringe Konzentration des wertgebenden Zielstoffes 10-Deacetylbakkatin 1ll im pflanzlichen
Rohmaterial, den Eibennadeln, liegt unterhalb der Nachweisgrenze der verwendeten spektroskopischen
Techniken und ermoglichte daher keine direkte Quantifizierung von 10-DAB. Mit Hilfe der NIRS konnten
aber vielfaltige, flr den Phytoextraktionsprozess relevante technologische Parameter, die zur Vorbereitung
der Droge fir die Extraktion sowie zur Berechnung von z.B. bendétigen Losungsmittelmengen,
Extraktionszeiten in verschiedenen Stufen etc. wesentlich beitragen, wie Restfeuchte und Reinheit des
Materials sowie ggf. botanische Kontamination erfolgreich bestimmt und entsprechende
Vorhersagemodelle entwickelt werden. Damit bietet besonders die NIRS ein umfangreich einsetzbares
Werkzeug in der Wareneingangskontrolle bei der Qualitatsbewertung des pflanzlichen Rohmaterials und
eine ideale Erganzung zu der aktuell nur visuell erfolgenden Begutachtung.

In den nachsten Prozessstufen, z.B. wahrend unterschiedlicher Extraktionsstadien (Perkolation,
Mazeration), mittels ATR-FTIR-Spektroskopie und Raman-Spektroskopie konnten im Anschluss valide
Vorhersagemodelle fiir die Bestimmung des Wassergehaltes (ATR-FTIR) und der 10-DAB-Konzentration (RS)
im Extrakt entwickelt werden, sowie die Anreicherung der Zielkomponente liber den Prozess verfolgt

werden.

Summary

The main objectives of the present work were focused on method development and application of
vibrational spectroscopy (IRS, NIRS and Raman-S) for the quality evaluation of selected plant raw materials,
in process control of the technological extraction and in processing of these raw materials. In this context,

three taxonomically very different model organisms, fennel, sage and yew were investigated.

Using the example of fennel showed that FTIR spectroscopic techniques discriminated the different
chemotypes of fennel as well as sweet and bitter fennel according to Pharmacopoeia specifications. This
discrimination succeeded for the first time, both on individual fruits using ATR-FTIR, as well as with larger
sample weights by NIRS. Raman spectroscopy was successful for discrimination of extracts (CCl,) of fennel
fruits. Besides, a new, not previously described fennel chemotype was found. This contains a high level of y-
asarone and because of its toxicity this chemotype is not in use as a drug. Nevertheless, in literature y-
asarone is described to possess antifungal and allelopathic properties and extracts of this chemotype could

therefore be applied as bio-pesticides, which however should be evaluated in further studies.

Because of the relatively high content of essential oil components (EOCs) in drugs a rapid analysis of EOCs
content and composition directly on the dried raw material using ATR-FTIR could be developed. In addition
to the total content of EOCs, also predictive models for the major EOCs of good to very good quality could

be established. Also, a rapid identification of dried sage leaves at different growth stages (young leaves of
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the sizes up to <10/30 mm width / length include almost double of the amount of EOCs of old ones -
>15/30 mm calculated on dry weight) and harvest time (main differences are in the composition of
vegetable matrix) could be done by principal component analysis. These non-destructive procedures take,
according to the developed protocol, only a few minutes and do not require laborious sample preparation.
These are good prerequisites to carry out this method also on intact fresh leaves, which will be an essential

part of further investigations.

In the third work package the possibilities and limitations of the use of IR and Raman spectroscopy for
routine quality control in process-related analytics in the technological processing of plant raw materials

and extracts have been extensively studied on the basis of yew needles.

The very low concentration of the valuable target substance 10-deacetylbaccatin 11l (DAB) in the plant raw
material, the yew needles, is below the detection limit of the spectroscopic techniques used here and
therefore did not allow a direct quantification of DAB. Using NIRS, diverse technological parameters with
relevance for the extraction process, such as residual moisture and purity of the material and botanical
contamination, were successfully determined and corresponding prediction models were developed. These
are significant for preparing the drug for extraction and calculating of required amount of solvents,
extraction time at various stages etc. Thus especially NIRS was found to be a powerful tool in the incoming
goods inspection in the quality control of herbal raw material and an improvement the procedure, which is

very often based only on visual inspections.

In the next stages of the process, e.g., during different extraction stages (percolation, maceration), valid
predictive models for the determination of water content (ATR-FTIR) and 10-DAB concentration (RS) in
extracts have been developed by means of ATR-FTIR spectroscopy and Raman spectroscopy and finally the

enrichment of the target component tracked through the process.
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Ausblick

Die hier gezeigten und im Rahmen der Arbeit entwickelten Methoden zur qualitativen und quantitativen
Bewertung verschiedener pflanzlicher Materialien besitzen zum jetzigen Zeitpunkt vorwiegend
Modellcharakter, zeigen aber generell die Moglichkeit fiir einen erfolgreichen Einsatz des Einsatzes

schwingungsspektroskopischer Methoden in der Qualitats- und Prozesskontrolle auf.
Fir weiterfiihrende Arbeiten ergeben sich daher unter anderen die folgenden Themen:

Um eine fir den Fenchel nutzbare Qualitdtskontrolle nach Vorgaben des Ph. Eur. zu entwickeln, bedarf es
der Verwendung von Wasserdampfdestillation als Referenzmethode oder der Ermittlung und
Implementierung von entsprechenden Korrekturfaktoren, wie sie am Beispiel des Salbeis beschrieben

wurden.

Im Falle des Salbeis stellen die anhand der Droge umfangreich untersuchte Probenvariabilitdt und das
damit erzeugte Probenahmeprotokoll eine ideale Voraussetzung fiir die Ubertragung der Modelle auf das
Frischmaterial dar. Unter Verwendung frischer Blatter ware eine Qualitatskontrolle bereits direkt auf dem
Feld und damit anbau- und erntebegleitend denkbar. Somit lieBen sich perspektivisch auch arbeits- und
kostenintensive MaRnahmen des Pflanzenschutzes optimieren. Arbeiten zur Ubertragbarkeit der

Ergebnisse auf frische Salbeiblatter sind aktuell im Rahmen eines DFG-Nachfolgeprojektes in Bearbeitung.

Fiir den Themenkomplex der prozessbegleitenden Analytik am Beispiel der Eibe sollte als zukiinftiges
Thema die Implementierung der entwickelten Methoden von der at-line hin zur in-line-Prozesskontrolle
angestrebt werden. Des Weiteren besteht in jedem Fall Potenzial, Uber Verwendung empfindlicherer
Analysemethoden besonders im Bereich der Raman-Spektroskopie (z.B. SERS oder CARS) die

Quantifizierung von 10-DAB direkt im pflanzlichen Material weiter zu entwickeln.
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Figure S1: Principle Component Analysis (PCA) of GC/FID data for the solvent extracts of leaf material from all 12 accessions of S.
officinalis L.

PCA-Score-Diagramm fiir PC-1/PC-2 basierend auf den GC-FID-Profilen der Extrakte aus jungen Salbeibldttern aller 12
Akzessionen zum Erntezeitpunkt H1 (Datenset wie in Abbildung 18). Zahlen der Datenbeschriftungen entsprechen einer
Abkiirzungsform der Akzessionsbezeichnungen (ohne Vorsilber SALV). Die erste Hauptkomponente trennt die Proben nach a-
Thujon-Gehalt. Eine Probe entspricht einer Salbeipflanze.
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Figure S2: Results of tenfold cross-validation of ATR-FTIR and GC data for the (A) yield of essential oil, (B) a-thujone, (C) S-
thujone, (D) camphor, (E) 1,8-cineole, (F) a-pinene and (G) S-pinene by correlation of averaged spectra for each plant (n=448)

ATR-FTIR-basierte PLS-Kalibrationsmodelle fiir die Vorhersage des Gesamt-EOC-Gehaltes sowie der einzelnen EOC-
Komponenten. Adapted with permission from [1]. Copyright © 2015 American Chemical Society. Ergebnisse der 10-fachen
Kreuzvalidierung von Einzelspektren.
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spectroscopic methods for characterization of Taxus baccata L. - Improved taxane isolation by accelerated

quality control and process surveillance. Talanta, 2015. 143: p. 42-49.
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Supplementary material Fig. S1: Principle components (PC) 2 and 3 used for PCA in Figure 2 (hier: Abbildung 21A).

Loading-Spektren fiir die Hauptkomponenten PC-2 und PC-3 aus der PCA der ATR-FTIR-Spektren von luftgetrockneten und
vermahlenen Nadeln der sechs verschiedenen Eibenarten mit 11 Varietdten (die Scores sind in Abbildung 21A dargestelit).
Adapted with permission from [14]. Copyright © 2015 Elsevier.
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Supplementary material Fig. S3: Reference analytical determination of water and 10-DAB content.

Referenzwerte fiir die Kalibrationsmodelle zur Bestimmung in methanolischem Eibenextraxt: A —Wassergehalt (Kalibration in
Abbildung 27) und B — 10-DAB-Konzentration (Kalibration in Abbildung 26).
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Anhang 3 - Zusatzmaterial, nicht veroffentlicht

Destillation an Salbei zum Vergleich des Gesamtgehalts sowie der Zusammensetzung der EOC aus
Extrakten und aus dem &therischen Ol. In diesen Versuchen wurden Korrelationen zwischen verschiedenen
Verfahren zur Gewinnung des &therischen Ols mittels Destillation bzw. Extraktion niher untersucht und
analysiert. Diese Untersuchung ist Bestandteil eines Kooperationsprojekts mit der Bombastus-Werke AG,
Freital, Deutschland mit dem Ziel eine schnelle Methode zur Bestimmung des EOC-Gehaltes an frischem

Salbei auf dem Feld zu entwickeln, um auf diese Weise optimalen Erntezeitpunkt vorherzusagen.

Material und Methoden

Saatgut von 12 verschiedenen Genbankakzessionen von Salbei (Silvia officicnalis L.) vom IPK Gatersleben
(SALV 13, SALV 15, SALV 25, SALV 28, SALV 29, SALV 30, SALV 31, SALV 34, SALV 36, SALV 63, SALV 65, SALV
67) sowie eine kommerzielle Akzession von Bingenheimer Saatgut AG, Echzell, Deutschland (BgS) wurden
erhalten. Insgesamt wurden 30 Einzelpflanzen je Akzession (BgS: 3 x 30 = 90) auf dem Versuchsfeld des JKI
am Standort Berlin-Dahlem kultiviert. Zusatzliche 6 Stichproben wurden aus kommerziellen Chargen der
Firma Bombastus-Werke AG (BW) erzeugt. Diese Proben stammen aus 6 Ernten desselben Anbaufeldes im

Juli-August 2015: 14.07.; 20.07.; 29.07.; 03.08.; 11.08.; und 14.08. entsprechend.

Das BW-Material wird nach der Ernte luftgetrocknet und innerhalb von 1-2 Wochen gerebelt (Abbildung
30) und dann in diesem Zustand gelagert. Die Extraktion erfolgte im Oktober 2015 am JKI-Dahlem; die
Destillation wurde anschlieBend in Freital bei der Firma Bombastus-Werke AG Ende Oktober bzw. Anfang
November 2015 durchgefiihrt. Die Akzessionen im Versuchsfeld JKI wurden zweimal geerntet: 26.-
29.05.2015 — alle Akzessionen + 1 x BgS und 27.-30.09.2015 Akzessionen SALV: 13, 15, 25, 29, 34, 63, 65 + 3
x BgS. Das Material wurde luftgetrocknet, zeitnah (innerhalb von 1 bis 2 Wochen) extrahiert und destilliert.
Die Destillation von der Mai-Ernte wurde am JKI in Quedlinburg durchgefiihrt; die Destillation der
September-Ernte wurde von Bombastus-Werke AG in Freital durchgefiihrt. Extraktion von allen Proben

erfolgte im JKI-Dahlem.

Extraktion
200 mg getrocknete Blattdroge werden in 2 ml Eppendorf-GefaR mit 2 Mahlkugeln und Zugabe von 1 ml
ISTD-L6sung (Carvacrol 1:2000 in Isooctan) 10 min. lang in einer Schwingmiihle extrahiert und anschliefend

10 min. zentrifugiert. Die Extraktionen wurden in 10-fachen Wiederholungen durchgefiihrt.

Destillation
20 g getrocknete Blattdroge werden zusammen mit 300ml dest. Wasser in einem 500 ml Rundkolben 90

min. lang destilliert (bei Heizstufe 3 mit Zugabe von Entschdaumer). Alle Destillationen wurden in 2- bis 3-

77



facher Wiederholungen durchgefihrt (je nach Verfligbarkeit des Materials).

Erste Ergebnisse

In der Abbildung 28 sind die ernteabhangigen Werte des EOC-Gehalts innerhalb 6 Stichproben der

Bombastus-Werke dargestellt.
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Abbildung 28. Vergleich der Atherisch-Ol-Gehalte (A) und einzelnen Atherisch-Ol-Komponenten (B) einer kommerziellen Salbei-

Anbau (Bombastus-Werke AG, Freital) nach GC-FID-Analyse von Destillaten und Losungsmittelextrakten aus 6 nacheinander
folgenden Ernten ()h1-h6). Erntezeitpunkten (1-6): 14.07.; 20.07.; 29.07.; 03.08.; 11.08.; und 14.08. im Jahr 2015.

Hier ist eine deutliche Korrelation zwischen Destillations- und Extraktionsergebnissen zu sehen.

In der Abbildung 29 ist diese Korrelation Uber alle Proben aus allen Ernten und Herkunft abgebildet.
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Abbildung 29. Korrelation des Olgehalts bei Destillation und Extraktion [ml/100g]: 13 Proben den Mai-Ernten 2015 und 10
Proben den September-Ernten 2015 (Versuchsfeld JKI-Dahlem) sowie 6 Proben aus den Juli-August-Ernten 2015 von Freital (BW).
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Die Abbildung 30 illustriert die Problematik beim Erstellen eines auf IR-Spektroskopie der Drogen
basierenden Kalibrationsmodells. Selbst bei der gaschromatographischen Analyse, aufgrund der
Inhomogenitat der Droge, ist die Probenmenge (200 mg) nicht ausreichend um die inhaltstoffliche
Zusammensetzung reprdsentativ abzubilden.

Um die Variabilitdt innerhalb einer Charge bestmoglich auszugleichen sind daher mehrere Einwaagen
notwendig (oder eine sehr starke Homogenisierung/Vermahlung von groRBen Drogenmengen, was
unpraktisch und nicht wirtschaftlich ist). Die Probenvolumina, die bei der ATR-FTIR-Messung erfasst werden
(Abbildung 30, kleine Rechtecke im oberen Teil) sind sogar noch um eine GroRenordnung kleiner als bei der
GC-Untersuchung. Dadurch erlangt die richtige Auswahl der Beprobungsmethode (Anzahl der Messungen,

genaue Messposition am Blatt etc.) fir die Entwicklung einer robusten Kalibration hdchste Bedeutung.

Abbildung 30. Aufnahme von zwei Zerkleinerungsgraden einer Salbeidroge. Links — kommerzielle Charge, Pflanzenmaterial
getrocknet und gerebelt, recht — die gleiche Stichprobe nach zusatzlicher Zerkleinerung mithilfe eines Rollschneiders. Rot
markierende Bereiche entsprechen der Mengen, die jeweils fiir einzelne Analyse durch entsprechend GC oder FTIR-ATR-
Spektroskopie entnommen wird. Fiir eine Destillation wird eine Menge genommen, die dem Zehnfachen des gesamten Bildes
entspricht.
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