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Einleitung

1.1 Quantifizierung von Pflanzeninhaltsstoffen

Seit vielen tausend Jahren werden Krauter und Heilpflanzen fir medizinische Zwecke
verwendet, zunachst ohne jegliches Hintergrundwissen, wie viele und welche Wirkstoffe
zur Wirkung beitragen. Die Charakterisierung und Quantifizierung der Inhaltsstoffe von

Pflanzen ist ein wichtiger Aufgabenbereich der Pharmazeuten.

Zur quantitativen Bestimmung gibt es viele Varianten und Wege, die zu richtigen und re-
produzierbaren Ergebnissen flihren. Das Arzneibuch schreibt Methoden zur Quantifizie-
rung von Wirkstoffen bzw. charakteristischen Inhaltsstoffen der Arzneipflanzen vor.
Meist ist die Zusammensetzung der Inhaltsstoffe bekannt, jedoch variiert der Gehalt.
Aufgrund der rasanten Entwicklung der Analytischen Chemie entsprechen diese Vor-
schriften in einigen Fallen nicht mehr dem Stand der Technik. Bei einigen Substanzen ist
die Analytik nicht ausreichend, wenn z.B. keine chromophore Struktur oder keine Stan-
dards vorhanden sind. Hier sind alternative Methoden gefragt.

Arzneipflanzen weisen in der Regel eine komplexe Zusammensetzung an Inhaltsstoffen
auf, sodass diese, je nach chemisch-physikalischen Eigenschaften der zu analysierenden
Substanz, ein Extraktionsverfahren durchlaufen missen.

In der Naturstoffanalytik wird haufig die Hochleistungs-Fliissigchromatographie (HPLC =
High Performance Liquid Chromatography) zur Auftrennung von schwerfliichtigen, nicht
flichtigen und thermolabilen Stoffen verwendet. Der Vorteil dieser Technik liegt darin,
dass mit einer geeigneten stationdaren Phase und Losungsmittelgemischen der Grolteil
der Naturstoffe aufgetrennt werden kann. Die Hauptvoraussetzung fiir den Einsatz der
HPLC ist die Loslichkeit der Analyten in der mobilen Phase, die das chromatographische
Transportsystem darstellt. Insbesondere bei der Gradientenelution ist zu beachten, dass
die Losungsmittel gut entgast sind, damit beim Mischen keine Luftblasen entstehen. Die
Trennung der einzelnen Substanzen ist schonend, da man problemlos bei Raumtempera-

tur arbeiten kann (Adam & Becker, 2000).
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Wie in Abbildung 1 und Abbildung 2 (Seite 5) zu sehen ist, besteht die HPLC-Anlage prin-

zipiell aus

e einer oder mehreren Hochdruckpumpen, die einen Gegendruck bis zu 400 bar
oder mehr aufbauen kdonnen,

e einem Gradientensystem (mobile Phase),

e einem Autosampler, der die Proben aufnimmt,

e einer gepackten Saule (stationare Phase),

e einem Detektor,

e und einem PC.

Die Trennsaule enthalt die stationdre Phase, die zumeist aus Kieselgel besteht, welches
oft derart modifiziert ist, dass es eine apolare Oberflache aufweist (Reversed Phase). Bei
diesen Umkehrphasen (reversed phases, RP) sind die Polaritatsverhaltnisse "umgekehrt"
im Vergleich zu den Normalphasen. Unpolare Seitenketten sind an ein Kieselgelgeriist
oder an ein Polymer gebunden und verhalten sich dadurch hydrophob. Der Trennme-
chanismus basiert auf der hydrophoben Wechselwirkung. Je dhnlicher der Analyt der
Kohlenwasserstoffkette der Phase ist, umso grofer sind seine Wechselwirkungen mit der
Saule. Die in dieser Diplomarbeit verwendete stationare Phase war eine C18 Umkehr-
phase. C18 bedeutet, dass an das Kieselgel Ketten mit 18 Kohlenstoffatomen gebunden
sind. Mit zunehmender Kettenldange wird das System unpolarer. Das unmodifizierte
Normalphasen-Kieselgel wird heute nur mehr in seltenen Fallen eingesetzt.

Die zu analysierende Probe wird liber den Autosampler aufgenommen. Der Elutionsmit-
telstrom transportiert die Probe weiter. Der eigentliche Trennvorgang findet an der sta-
tiondren Phase statt. Die zu untersuchenden Substanzen stehen in Wechselwirkung mit
der stationdren Phase. Je starker die Adsorption der zu trennenden Substanz an die sta-
tiondre Phase ist, desto langer wird der Stoff zuriickgehalten. Anhand der verschiedenen

Retentionszeiten kann eine Identifizierung vorgenommen werden.



Einleitung

1
Injeiktionspritze

) Vorsaule
lnlakt_or
Pumpe ey = L =
Mischkammer .
[ I = Fittings + -
= |
l T 7 Trennsaule
Solvenzien T
Detektor=—
Auswerte-
sysiem

Abbildung 1: Aufbau einer HPLC Anlage
(Otto, 2000)

Abbildung 2: Die in dieser Arbeit verwendete HPLC-Anlage Dionex Ulitmate 3000 RSLC
(Thermo Scientific, 2014)
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Die aufgetrennten Substanzen sind nun fiir die Detektion bereit. Die zurzeit gangigsten
Analysengerate sind Massenspektrometer (MS) und UV/Vis Detektoren. Das Prinzip der
MS-Detektion besteht darin, die Analyten zunachst in der Quelle in geeigneter Form zu
ionisieren, intakt in die Gasphase tberzufiihren und dann die gebildeten lonen im Analy-
sator nach ihrem Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis (m/z) zu trennen. Danach werden sie
mittels Detektions- und Auswertungssystemen nach m/z und Haufigkeit qualitativ und

quantitativ charakterisiert (Adam & Becker, 2000).

Der UV/Vis Detektor wird am haufigsten in Kombination mit verschiedenen chromato-
graphischen Methoden (HPLC, LC, SFC) verwendet. Zur Detektion miissen die Substan-
zen ein chromophores System aufweisen. Prinzipiell konnen alle Verbindungen, die im
ultravioletten (UV) (200 bis 400 nm) oder im sichtbaren (Vis) (400 bis 750 nm) Bereich

Licht absorbieren, gemessen werden (siehe Abbildung 3, Seite 6).
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Abbildung 3: Elektromagnetisches Spektrum
(Hesse, 2005)

Eine Detektion und somit die Quantifizierung mit dem UV/Vis Detektor ist nicht moglich,
wenn kein chormophores System vorhanden ist. Grundsatzlich ist dieser Detektor sehr
empfindlich und in einem grofRen linearen Bereich einsetzbar. Zur quantitativen Bestim-
mung muss eine Kalibrierung mit Vergleichssubstanzen durchgefiihrt werden. Die Kalib-
rierfunktion erhalt man durch die Messung von externen Standardl6ésungen des zu be-

stimmenden Stoffes in unterschiedlichen Konzentrationen.
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Trotz der vielen Moglichkeiten gibt es immer noch Gemische und Substanzen die nur
sehr schwer bzw. nicht ausreichend empfindlich erfasst und quantifiziert werden kon-
nen. Eine relativ neue Alternative fir die universelle Quantifizierung ist die Analyse mit-

tels Charged Aerosol Detector (CAD).

Dieser Detektor weist eine hohe Empfindlichkeit im Vergleich zu anderen universellen
Detektoren auf und ermoglicht ein sehr breites Spektrum von nicht- bis semi-flliichtigen
chemischen Substanzen und Substanzklassen zu detektieren. Die Voraussetzung fiir die
Benlitzung des CAD ist ahnlich der MS-Detektion: Es muss eine vollstandig fliichtige mo-
bile Phase verwendet werden. Der Detektor misst die Ladung, die im direkten Verhaltnis
zur Menge des Analyten steht. Prinzipiell kann man eine grofRe Varietdt an Strukturen
mit diesem Gerat messen (Siehe Abbildung 4, Seite 7). Dieser Detektor verfligt Gber eine

hohe Sensitivitat und Reproduzierbarkeit (Thermo Scientific, 2014).
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Abbildung 4: Messung unterschiedlicher Substanzklassen durch den Hersteller

(Thermo Scientific, 2014)

Der Prozess startet, indem das HPLC-Sauleneluat in den Charged Aerosol Detector ge-
langt und dort mit Stickstoffgas vernebelt wird (siehe Abbildung 5, Seite 8). Die grofleren
Tropfen werden abgetrennt und die kleineren Tropfen werden getrocknet, wobei nicht-

fllichtige Bestandteile Partikel bilden, deren GrolRRe proportional zur Analytkonzentration
7
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ist. Ein Strom positiv geladener Gasionen kollidiert mit dem Partikelstrom in der Reakti-
onskammer. Je groRer der Aerosolpartikel ist, desto mehr Ladungen werden aufgenom-
men. Uberschiissige Gasionen werden durch eine sogenannte ,lonenfalle” entfernt.

Im Kollektor angekommen, werden die an den Analytpartikeln befindlichen Ladungen
mittels eines sensiblen Elektrometers gemessen. Dieser erzeugt ein Signal, welches in di-
rektem Zusammenhang mit der Quantitat des Analyten steht. GroRere Partikel mit einer
héheren Anzahl an positiven Ladungen ergeben einen grofReren Peak als die kleinen Par-

tikel, die weniger Ladung aufgenommen haben.
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Abbildung 5: Aufbau eines Charged Aerosol Detector
(Thermo Scientific, 2014)

Eine weitere Alternative zum UV/Vis Detektor ist der Evaporative Light-Scattering Detec-
tor (ELSD), der die Probe dhnlich wie der CAD aufbereitet. Das Eluat wird mittels eines
Stickstoff-Gases vernebelt und die daraus resultierenden Aerosoltrépfchen werden in
einer sogenannten ,,Drift Tube” evaporisiert. Die libriggebliebenen Feststoffpartikel pas-
sieren einen Lichtstrahl, dessen Intensitdt von einer Photodioden-Detektorzelle gemes-
sen wird. Das Signal ist proportional zur verringerten Lichtintensitat (Gorecki et al, 2006;
Sinclair & Gallagher, 2002).

Im Vergleich CAD zu ELSD sind beide auf Aerosol-basierende HPLC-Detektoren. In der

ersten Phase ist die Funktionsweise die gleiche, allein in der Detektion der gebildeten
8
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Analytpartikel unterscheiden sie sich. Beide Systeme detektieren nicht- und semifliichti-
ge Substanzen, ungeachtet deren spektralen oder physikochemischen Eigenschaften.
Das CAD System ergibt in hoheren Konzentrationen parabolische Kalibrationskurven. In
einem niedrigen Level der Konzentration ist die Kalibrationskurve nahezu linear. Der
Response des ELSD hingegen ist polynomisch. Daraus resultiert eine starke Abnahme des
Signals bei niedrigeren Konzentrationen (Vehovec & Obreza, 2010).

Eine Studie von Wipe et al. (2007) Gberprift auch die hohere Sensitivitat des CAD in Be-
zug zum ELSD. Sie zeigt auf, dass das Signal des CAD viel weniger von der AerosolgroRe
oder der GroRenverteilung der Partikel beeinflusst wird.

In den letzten Jahren sind einige auf Evaporisation basierende Detektoren entwickelt
worden, von denen der CAD derzeit den leistungsfahigsten und vielseitigsten darstellt.
Es sind schon zahlreiche Studien veroffentlicht worden, die das Potential und die Vortei-
le des CAD in Verbindung mit der HPLC demonstrieren. Ein groRes Spektrum an pharma-
zeutischen Applikationen, die Einfachheit der Benlitzung, die Linearitidt sowie die hohe
Sensitivitat, die eine Quantifizierung bis zu 1 ng erlaubt, machen den CAD zu einem der
nitzlichsten Detektoren fir Forschungszwecke, Methodenentwicklung sowie Routi-
neanalysen. In Summe erscheint der CAD die Liicke der fehlenden HPLC — Detektoren zu
fillen. In den kommenden Jahren wird ein groes Wachstum an Applikationen im Be-

reich der pharmazeutischen Analytik erwartet (Almeling et al., 2011).

Zusammenfassend ist zu erwdhnen, dass der Charged Aerosol Detecotor im Vergleich
zur UV/Vis- Detektion, zur Massenspektrometrie (MS) und zum ELSD einige Vorteile bie-
tet.

Um mit dem UV/Vis- Detektor und der Massenspektrometrie prazise und richtige Ergeb-
nisse zu erzielen, miissen die Substanzen bestimmte Eigenschaften vorweisen. Der
UV/Vis- Detektor ist auf Substanzen beschrankt, die Licht im UV/Vis Bereich absorbieren.
Die Massenspektrometer sind teuer in der Anschaffung und komplex in der Bedienung.
Weiters ist zu beachten, dass die lonisierbarkeit verschiedener Analyten stark variieren
kann und der lonisationsprozess storungsanfallig ist. Einige Substanzen werden nicht
oder nur sehr schlecht ionisiert, bzw. bilden instabile lonen die bei der Analyse spontan
fragmentieren. Die Quantifizierung ist nur mit Reinsubstanzen als Standard sinnvoll

(Hooijschuur et al., 2000).
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Der CAD vereint die neuesten Technologien der Fliissigchromatographie und analysiert
Inhaltsstoffe, die der UV/Vis Detektor nicht erkennt und das Massenspektrometer nicht
ausreichend detektiert. In Abbildung 6 (Seite 10) ist der Vergleich der 3

unterschiedlichen Detektoren an einem ausgewahlten Beispiel ersichtlich.

Comparison of Charged Aerosol Detection to UV and MS
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Abbildung 6: Vergleich Charged Aerosol Detektor mit UV/Vis Detektor und Massen-
spektrometer

(Thermo Scientific, 2014)
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1.2 Problemstellung

1.2.1 Universelle Quantifizierung mittels Charged Aerosol Detector

Die Aufgabe der vorliegenden Diplomarbeit war eine systematische Untersuchung von
Naturstoffen mittels CAD, um herauszufinden inwieweit der Detektorresponse abhangig
oder unabhangig von der Struktur des Analyten ist.

Weiters von Interesse war es, andere Parameter auszutesten, die fir die Quantifizierung
mittels HPLC - CAD relevant sind, wie z.B. den Versuch 4: Einfluss des Was-
ser/Losungsmittel-Gehalts der Standardsubstanzen bzw. Proben (Seite 40) oder den Ein-
fluss der Losungsmittel-Zusammensetzung (Seite 29). Das erhoffte Endziel war, Pflanzen-
inhaltsstoffe ohne strukturell ahnliche Referenzsubstanzen als Standards quantifizieren

zu kénnen.

1.2.2 Methodenvergleich HPLC — UV/Vis und HPLC — CAD fiir die Quantifizie-

rung von Hederacosid C in Efeublattern

Im Europaischen Arzneibuch wird die Gehaltsbestimmung von Hederacosid C, einem Tri-
terpensaponin in Efeublattern, mittels HPLC-UV/Vis und einer Losung eines externen
Standards durchgefihrt (EDQM, 2010).

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurde versucht, die Gehaltsbestimmung mittels
Charged Aerosol Detector mit 2 internen Standards durchzufiihren. Anschlieend wur-
den die mit diesen beiden Methoden, HPLC — CAD und der etablierte Methode HPLC —

UV/Vis, erhaltenen Resultate anhand des Gehalts an Hederacosid C verglichen.

1.2.3 Methodenentwicklung zur Quantifizierung von Peptiden in Holunder-

friichten

Das Ziel welches wir verfolgten, war der Einsatz des CAD bei schwierigen Analyten fir die
es keine Standards gibt. Als optimales Beispiel flir die Anwendung des CAD wurde die

Quantifizierung von Peptiden in den Holunderfriichten gewahlt. Die Pflanze Sambucus

11
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nigra enthalt viele Inhaltsstoffe, die bereits ohne Probleme analysiert werden kdénnen.
Bis heute gibt es jedoch keine etablierte Methode fiir die Quantifizierung der Peptide,
die in den vorangegangenen Diplomarbeiten entdeckt und charakterisiert wurden (Sem-
per, 2012; Hellmayr, 2012; Jilg, 2014).

Bevor mit der Quantifizierung begonnen werden konnte, war es wichtig zu prifen, mit
welcher Extraktionsmethode und mit welchem Extraktionsmittel man die beste Ausbeu-
te erzielt. Der zweite Schritt beinhaltete die Entwicklung eines optimalen Gradientenver-
laufes und die Ermittlung passender interner Standards, um die Peptide einwandfrei

guantifizieren zu kénnen.

12
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2.1 Reinsubstanzen

Es wurden Reinsubstanzen aus verschiedenen Substanzklassen eingesetzt um die Emp-

findlichkeit und die Universalitat des CAD zu liberprifen.

Tabelle 1: Liste der verwendeten Losungsmittel

Nr Substanz Reinheit Firma Produktnummer
1 Acetonitril 99,9%, HPLC | VWR 83639.320
Grade

2 Acidum Formicicum | OEAB 98-100% | Gatt-Koller 607001000
conc.

3 Dimethylsulfoxid Merck 1029521000

Tabelle 2: Liste der verwendeten Reinsubstanzen:

Nr. Substanz Reinheit Firma Produktnummer

1 Rhamnetin Purum Roth 9044

2 Galangin CHR® BCP Roth 7416

3 Catechin CHR BCA Roth 6200

4 Fisetin 95% Roth 7380

5 Myricitrin Purum Roth 8497

6 Daphnetin Purum Roth 6618

7 Chlorogensaure CHR Roth 6385

8 Rosmarinsaure 97% Aldrich 0001445477

9 Catalpol 90% Roth 94332

10 Digoxin Ph.Eur. Roth 3589

11 Gentamycinsulfat KA? Fluka 48760

12 Ethylgallat Purum Aldrich 1489

13 Chelidonsadurehydrat Purum Roth 6240

' CHR: Dinnschichtchromatographisch rein

? Keine Angaben
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14 Kaffeesaure CHR Roth 5869
15 Aucubin Purum Roth 9149
16 Loganin 90% Roth 8857
17 Ellagsaure 98% Fluka 45140
18 Scopoletin KA Sigma 05343750
19 Sinapinsaure Purum Fluka 855430
20 Cynarin KA KA 04671c
21 Fisetin 95% Roth 7380
22 Hesperidin 95% Merck 4357
23 Kampferol CHR Roth 5859
24 Rutin CHR Roth 7176
25 Quercetin CHR Roth 7136
26 Hyoscyamin Purum Merck 4620
27 Frangulin Depur. Roth 7404
28 Brucin 99% Merck 1952
29 Coffein KA Sigma 0750
30 Phenylalanin 99% Fluka 78019
31 Bergapten HPLC Fluka 0552
32 Ergosterol KA Kodak 2297
33 Sennosid A Depur Roth 9349
34 Scopoletin KA Sigma 52500
35 Glykocholsaure 97% Sigma 2878
36 Taurocholsdure 95% Sigma 4009
37 Valin 99% Merck 8495
38 Glutamin 99% Merck 289

39 Glycin 99% Merck 4201
40 Pyrogallol KA Sigma 16040
41 PIFTVPEDVEPK® 98% Genscript C1371K
42 PIFTVPE? 98% Genscript C802I
43 Esculin Hydrat 98% Sigma E8250

3 Peptide im Einbuchstaben-Code
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44 Methionin 99% Merck 5707
45 Aloin 96% Roth 1481
46 B-Aescin KA Roth 8688
a7 Glycyrrhetinsaure KA Merck 4185
48 Hederacosid C 98% Roth 7472
49 Acacetin 99% Extrasynthese | 1101
50 Chrysin 97% Roth 6475
51 Tectochrysin 90% Extrasynthese | 1220

2.2 Pflanzenmaterial

Im Rahmen dieser Arbeit kamen zwei verschiedene Pflanzenmaterialien zum Einsatz.

2.2.1 Efeublatter

Verwendete Droge:

Kottas Pharma, Deklaration: , Folium Hederae helicis CS“, Araliaceae, Efeublatt geschnit-

ten nach PhE, Ch.Nr.: P12301841

2.2.2 Holunderfriichte

Verwendete Droge:

Kottas Pharma, Dektlaration: , Fructus Sambuci Nigrae Toto“, Adoxaceae, Holunderbeere

ganz, Ch. Nr.: W10201493
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3.1 Instrumentierung

Fir die folgenden Versuche wurde eine HPLC Anlage und ein Charged Aerosol Detector

bendtigt.

HPLC Parameter:

Gerate: Dionex Ultimate 3000 RSLC
Dionex Corona Charged Aerosol Detector Ultra RS

Software: Chromeleon 7

Mobile Phase: 0,1%ige Ameisensaure (Laufmittel A)

Acetonitril (Laufmittel B)

Flussrate: 0,500 mL/min

Einspritzmenge: 2 uL

Zwischen der HPLC-Anlage und dem Charged Aerosol Detector ist ein Splitventil ange-
bracht, um die simultane Detektion mittels Massenspektrometer und dem CAD in einem
Lauf zu erméglichen. Das Splitventil trennt den Eluentenfluss in einem Verhaltnis 4:1 auf,
4 Teile in den CAD und 1 Teil in das Massenspektrometer. Obwohl bei den Messungen
der vorliegenden Diplomarbeit keine MS-Spektren aufgenommen wurden, musste dieses
Splitverhaltnis mitbericksichtigt werden, da letztlich nur 4/5 der Substanz in den Detek-
tor gelangen. An der Quantifizierung dndert diese Tatsache nichts, da der fir die Quanti-
fizierung verwendete Standard und die Probe zu gleichen Teilen vermindert wird. Jedoch

wird durch das Splitten die Empfindlichkeit des CADs beeinflusst.
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3.2 Experimente mittels FlieBinjektionsanalyse (FIA)

Bei der FlieRBinjektionsanalyse wird die HPLC-Anlage nur benutzt, um die Probe aufzu-
nehmen und an den CAD zur Detektion abzugeben. Die Proben bestanden aus einem ge-
|6sten Reinstoff. Eine Auftrennung mittels einer stationdren Phase war daher nicht not-

wendig und deshalb wurde auch keine Trennsaule eingebaut.

3.2.1 Versuch 1: Ermittlung des linearen Bereiches des CAD

Es wurde eine Verdiinnungsreihe mit Esculin Hydrat (Tabelle 3, Seite 17) angesetzt.
Als Losungsmittel wurde 0,1%ige Ameisensaure / Acetonitril (1:1, v/v) verwendet. Aus-
gehend von einer Stammlosung mit der Ausgangskonzentration von 1,00 mg/mL wurden

folgende Verdiinnungen hergestellt:

Tabelle 3: Verdiinnungsreihe mit Esculin Hydrat

Bezeichnung Verdiinnung Konzentration (pg/mL)
V1 1:10 100

V2 1:25 40

V3 1:50 20

V4 1:100 10

V5 1:250 4

V6 1:500 2

V7 1:1000 1

V8 1:2500 0,4

V9 1:5000 0,2
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3.2.2 Versuch 2: Einfluss der Losungsmittel - Zusammensetzung

Im Versuch 2 wurde der Einfluss der Losungsmittel - Zusammensetzung getestet. Esculin
Hydrat wurde in 0,1%iger Ameisensaure / Acetonitril (1:1, v/v) gel6st. Die Ausgangskon-
zentration war 1,00 mg/mL. Diese Stammlésung wurde dann auf 1:10 verdinnt, wobei
die resultierenden Losungen einen Acetonitrilgehalt von 10-90% (in 10er Schritten) auf-
wiesen.

Um den Einfluss zu bestatigen, wurden analoge Versuche auch noch mit anderen Sub-
stanzen (Kaffeesdure, Esculin Hydrat, Glutamin) durchgefihrt. Jeder Versuch wurde 3-

mal durchgefiihrt und der Mittelwert gebildet.

3.2.3 Versuch 3: Vergleich verschiedener Substanzklassen

Es galt zu Uberprifen, ob mit dem Charged Aerosol Detector universell quantifiziert
werden kann. Dazu wurden unterschiedliche Reinsubstanzen der verschiedensten Sub-

stanzklassen verglichen.

1,00 mg von jeder Reinsubstanz (siehe Tabelle 2, Seite 13) wurde in 10 mL 0,1%iger
Ameisensaure / Acetonitril (1:1, v/v) gel6st. Fir eine optimale Durchmischung, und um
sicher zu sein, dass sich der ganze Stoff gel6st hat, wurde die Probe noch fiir etwa 5 min

in das Ultraschallbad gestellt.

Darauffolgend wurde dasselbe Prozedere nochmals mit einer Einwaage von 10,00 mg
der Reinsubstanzen durchgefiihrt. Die Substanzen wurden in 10 mL geldst und anschlie-
RBend verdinnt.

Aufgrund der hohen Sensitivitdt des Geradtes und der Tatsache, dass alle nicht fliichtigen
Komponenten in der FIA mitdetektiert werden, wurde beschlossen, die Vials, die Glasge-
faRe, die Stoppel und die Pipettenspitzen vor Gebrauch mit dem Losungsmittel oder der

Probe zu splen.

18



Methoden

3.2.4 Versuch 4: Einfluss des Gehalts an Rest-Wasser und Losungsmittel der

Reinsubstanzen

Quercetin, Sinapinsaure, Kampferol und Galangin (siehe Abbildung 21, Seite 40) wurden
in einer Kristallisierschale 2 h bei 105°C im Trockenschrank getrocknet und fiir 1 h in ei-
nem, mit regeneriertem Trocknungsmittel (Blaugel) beflillten Exsikkator gestellt. Danach
wurden die Substanzen zu je 10 mg eingewogen, wiederum in 0,1%iger Ameisensdure /
Acetonitril (1:1, v/v) gelost und anschlieBend mit dem Charged Aerosol Detektor ver-

messen.
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3.3 Experimente mittels HPLC

Bei den folgenden Versuchen
e Zusammenhang von Peakflache mit der Laufmittel - Zusammensetzung,
e Messung von Hederacosid C in Efeublattern und

e Messung der Peptide in Holunderfriichten

wurde die HPLC Anlage inkl. Trennsaule verwendet, da die komplexe Zusammensetzung

der Extrakte eine Auftrennung erforderte.

HPLC Parameter:

Stationdre Phase: Acclaim® 120 (Dionex)
C18, 3 um, 120A
2,1 x 150 mm

Mobile Phase: 0,1%ige Ameisensaure (Laufmittel A)

Acetonitril (Laufmittel B)

Flussrate: 0,500 mL/min

Einspritzmenge: 1ul

Zur bestmoglichen Trennung der Substanzen wurde der Gradientenverlauf bei jeder

Probe unterschiedlich angepasst.
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3.3.1 Versuch 5: Zusammenhang der Peakflichen mit der Laufmittel-

Zusammensetzung

Flr diesen Versuch wurden 2 Lésungen mit 9 bzw. 8 Reinsubstanzen (Mischung 1 und 2,
siehe Tabelle 4, Seite 21) verwendet (Herkunft und Reinheit siehe Tabelle 2, Seite 13).
Die Einwaage betrug jeweils 1,00 mg. Die Reinstoffe wurden in 2 Mischungen aufgeteilt,
um die méglichen Peak-Uberlappungen im Chromatogramm zu verhindern. Geldst wur-
de das Reinstoffgemisch in 0,1%iger Ameisensdure / Acetonitril (1:1, v/v).

Zusatzlich von Interesse waren die jeweiligen Retentionszeiten, um fir zukiinftige Versu-
che abschatzen zu kénnen, bei welchen Acetonitril-Konzentrationen die verschiedenen
Komponenten eluiert werden. Dies ist fir die Auswahl in Frage kommender interner

Standards von Bedeutung.

Tabelle 4: In Versuch 5 verwendete Substanzgemische

Mischung 1 Mischung 2
Phenylalanin Chlorogensaure
Kaffeesdure Brucin

Rutin Digoxin
Quercetin Galangin
Esculine Hydrat Catechin
Loganin Hyoscyamin
Ethylgallat Sinapinsaure
PIFTVPE Rosmarinsaure
Kampferol

Gradient:

0 min 5% Laufmittel B, 95% Laufmittel A
45 min 95% Laufmittel B, 5% Laufmittel A
54 min 95% Laufmittel B, 5% Laufmittel A
55 min 5% Laufmittel B, 95% Laufmittel A
65 min 5% Laufmittel B, 95% Laufmittel A
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3.3.2 Quantifizierung von Hederacosid C in Efeublattern

20,00 g der pulverisierten Droge (Kottas Pharma, Deklaration: , Folium Hederae helicis
CS“, Araliaceae, Efeublatt geschnitten nach PhE, Ch.Nr.: P12301841) wurden mit 100,00
g Ethanol 70% ubergossen und anschliefend 12 min mittels Turboextraktion extrahiert.
Nach einer groben Filtration wurde mit 13000 U/min 10 min lang zentrifugiert.

Die verwendeten Extrakte wurden aus der Diplomarbeit von Sara Hassanein tGibernom-
men (Universitat Wien: Diplomarbeit in Vorbereitung).

Im Europaischen Arzneibuch gibt es eine HPLC-Methode zur Quantifizierung von Heder-
acosid C in Efeublattern. Es wird eine Quantifizierung mittels UV/Vis - Detektor und ei-
nem externen Standard vorgenommen. Basierend auf dieser HPLC-Methode wurde ein
neuer Gradientenverlauf entwickelt.

Ziel war es, mittels internen Standards, anstelle des teureren externen Standards, die

Menge von Hederacosid C zu bestimmen, um die jeweiligen Varianten

1. UV/Vis externer Standard (Ph.Eur)
2. CAD externer Standard

3. CAD interner Standard
vergleichen zu konnen. Ein HPLC-Lauf liefert Ergebnisse fir beide Detektionsmethoden,

da die beiden Detektoren in Serie geschalten wurden. Derselbe Gradient wurde fir alle 3

Varianten angewendet.

HPLC-Parameter der Probe mit Efeublattern:

Externer Standard: Hederacosid C (5,20 mg in 10 mL Methanol)
Gradient:

0 min 23% Laufmittel B, 77% Laufmittel A

28  min 30% Laufmittel B, 70% Laufmittel A
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38 min 42% Laufmittel B, 58% Laufmittel A
38,1 min 95% Laufmittel B, 5% Laufmittel A
47,9 min 95% Laufmittel B, 5% Laufmittel A
48 min 23% Laufmittel B, 77% Laufmittel A
58 min 23% Laufmittel B, 77% Laufmittel A

Interne Standards:

Kampferol Retentionszeit 16,9 min

Galangin Retentionszeit 37,4 min

Wahrend der Anteil des Extraktes (1,701 mg/mL) immer gleich blieb, variierten die Kon-
zentrationen von Galangin (0,017 mg/mL - 0,020 mg/mL) und Kampferol (0,018 mg/mL -
0,030 mg/mL). Das Endvolumen (Extrakt in Kombination mit Galangin und Kampferol)
ergab in Summe immer 1 mL. Der erste Versuch wurde in einem Mischungsverhaltnis
von 1 Teil Extrakt, 8 Teile Kdmpferol und 1 Teil Galangin gemischt. Die weiteren 3 Wie-
derholungen wurden in einem anderen Verhaltnis vermengt. 1 Teil Extrakt, 4,5 Teile Ga-

langin, 4,5 Teile Kdmpferol.

Berechnung des Hederacosid C [mg/ml]:

Al«M=xV
A2 % 2,5
Al = Peakflache von Hederocosind Cim Chromatogramm
M = Einwaage des Standards als Droge [g]
vV = Verdiinnungsfaktor wie oben angefiihrt
A2 = Peakflache der Standardlosung im Chromatogramm
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3.3.3 Quantifizierung der Peptide in Holunderfriichten

Viele Bestandteile der Holunderfriichte sind seit langem bekannt. Viele Methoden wur-
den fir ihre Quantifizierung bereits erstellt. Ziel bei diesem Experiment war es, den Ge-
halt der Peptide von Holunderfriichten zu ermitteln. Vorarbeit im Rahmen vorangegan-
gener Diplomarbeiten leisteten bereits Johanna Hellmayr, Birgit Semper und Anne lilg

(Hellmayr, 2012; Semper, 2012; Jilg, 2014)

Die Friichte von Sambucus nigra kamen fir ca. 1h in den Gefrierschrank, um das Zerklei-
nern zu erleichtern. Nach dem Gefrieren wurden sie in einer Reibschale sorgfaltigst ver-
rieben.

Zuerst musste herausgefunden werden, welches Losungsmittel am besten fiir die Extrak-
tion geeignet ist und mit welcher Methode die héchste Ausbeute erzielt werden konnte.

Die Probe wurde mit 3 verschiedenen Losungsmitteln extrahiert:

e 0,1%ige wassrige Ameisensaure
e 2%ige wassrige Ameisensaure

e Acetonitril / 0,1%ige Ameisensaure (1:1, v/v) (Ultraschall und Mazeration)

Um die Inhaltsstoffe optimal herauszulésen, wurden Versuche einerseits mittels Ultra-
schallbad und andererseits mittels Mazeration durchgefiihrt.

10,00 mg der verriebenen Probe wurden in Eppendorf PlastikgefdaBe eingewogen. Zu je
einer Probe wurde 1,00 mL der 3 unterschiedlichen Losungsmittel hinzugefiigt. Die Pro-
bengefaRe kamen fiir 15 min in das Ultraschallbad und anschlieRend fiir 5 min bei 13000
U/min in die Zentrifuge. Der Uberstand wurde abpipettiert, der Riickstand nochmals mit
1,00 mL Lésungsmittel 15 min lang im Ultraschallbad extrahiert. Dies wurde solange
durchgefihrt, bis die Friichte erschopfend extrahiert waren (Siehe Abbildung 26: Varia-
tion von 3 unterschiedlichen Extraktionsmitteln zur Austestung des optimalen Auszugs-
mittels, Seite 46). Die Extrakte wurden vereinigt und man erhielt ein Endvolumen von 3

mL.
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HPLC Parameter der Probe Holunderfriichte:

Flussrate: 0,500 mL/min

Einspritzmenge: 5uL

Saulentemperatur 55°C

Gradient:

0 min 22,5 % Laufmittel B, 77,5% Laufmittel A
2 min 22,5 % Laufmittel B, 77,5% Laufmittel A
42 min 32,5 % Laufmittel B, 67,5% Laufmittel A
58 min 40,5 % Laufmittel B, 59,5% Laufmittel A
68 min 60,5 % Laufmittel B, 39,5% Laufmittel A
68,1 min 95% Laufmittel B, 5% Laufmittel A

78 min 95% Laufmittel B, 5% Laufmittel A

78,1 min 22,5% Laufmittel B, 77,5% Laufmittel A
88 min 22,5% Laufmittel B, 77,5% Laufmittel A

Interne Standards:

Acacetin Retentionszeit 27,5 min
Chrysin Retentionszeit 28,3 min
Tectochrysin Retentionszeit 56,1 min

Als finale Methode wurde die Extraktion im Ultraschallbad mittels Acetonitril / 0,1%iger
Ameisensaure (1:1, v/v) durchgefihrt.
Die internen Standards Acacetin und Chrysin wurden in 1 mL Dimethylsulfoxid + 9 mL

Methanol gelést. Um Tectochrysin in Losung zu bringen wurden 2 mL Dimethysulfoxid +
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8 mL Methanol bendtigt. Die Konzentration von Acacetin betrug 0,039 mg/mL, von Chry-
sin 0,052 mg/mL und von Tectochrysin 0,045 mg/mL.

Je 50 pL zweier Standards (Acacetin und Tectochrysin oder Chrysin und Tectochrysin)
und 900 uL der Probe (Konzentration 3,00 mg/mL) wurden vereinigt und vermischt. Es

wurden pro Standardkombination 3 Analysenlaufe gemacht.

Berechnung der Konzentration der Peptide 1-13 (Siehe Abbildung 27, Seite 47):

Al«xM =V
A2 x 10
Al= Peakflache der jeweiligen Peptide im Chromatogramm
M = Einwaage der jeweiligen Standards [mg]
vV = Verdinnungsfaktor Standards 1:20
A2 = Peakflache der Standardlosung im Chromatogramm
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Ergebnisse

4.1 Experimente mittels FlieBinjektionsanalyse (FIA)

4.1.1 Versuch 1: Ermittlung des linearen Bereiches des CAD

Zu Beginn wurde eine Verdiinnungsreihe mit Esculin Hydrat (siehe Seite 17) hergestellt

und mittels FlieBinjektionsanalyse gemessen. Einerseits galt es herauszufinden ob die

gemessenen Werte eine Linearitat aufweisen, andererseits wie richtig und prazise der

Detektor auch kleinste Mengen detektieren kann. Die Nachweisgrenze wurde nicht er-

mittelt, aber die kleinste Verdiinnung mit 0,2 ug/mL konnte noch korrekt quantifiziert

werden. In Abbildung 7 (Seite 27) erkennt man einen linearen Trend im Konzentrations-

bereich 0,2 pug/mL bis 20 ug/mL. Eine parabolische Abhangigkeit ist vor allem bei den

Konzentrationen ab 20 pg/mL bis 100 ug/mL zu sehen. Jeder Datenpunkt der in Abbil-

dung 7 (Seite 27) zu sehen ist, stellt den Mittelwert aus 3 unabhangigen Messungen dar.

8,0

7,0

y =0,0674x +0,2124
R?=0,9945

6,0

5,0

4,0

Peakfliche

3,0

.

2,0
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0,00
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80,00
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Abbildung 7: Response des Charged Aerosol Detectors beim Vermessen einer

Verdiinnungsreihe (Konzentrationsbereich von 0,2 pg/mL bis 100 ug/mL) von Esculin

Hydrat
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4.1.2 Versuch 2: Einfluss der L6sungsmittel-Zusammensetzung

Es wurden 3 Substanzen (Glutamin, Kaffeesdaure und Esculin Hydrat) in 0,1%iger Amei-
sensaure / Acetonitril (1:1 v/v) geldst. Die Ausgangskonzentration war 1 mg/mL. Diese
Stammldsung wurde dann derart auf 1:10 verdiinnt, sodass die resultierenden Losungen
einen Acetonitrilgehalt von 10-80% (in 10er Schritten, Rest auf 100% ist 0,1%ige Amei-

sensaure) aufwiesen.

In Abbildung 8 (Seite 29) wurde der Zusammenhang zwischen Loésungsmittel-
Zusammensetzung und Peakflachen der oben genannten 3 Substanzen verglichen. Ein
und dieselbe Reinsubstanz in der gleichen Konzentration ergibt mit einer unterschiedli-
chen Losungsmittel-Zusammensetzung eine Erhéhung der Flache bis um das Vierfache.

Dies wirde zu Problemen bei Quantifizierungen mittels interner Standards fihren, die
ein HPLC Trennungsverfahren mit Gradientenelution benétigen. Aus diesem Grund mis-
sen mindestens 2 Standards verwendet werden, die bei unterschiedlichen Laufmittel-
konzentrationen eluieren, damit die Menge des gesuchten Stoffes liber die Peakflache
auch prazise berechnet und der Effekt des Losungsmittels kompensiert werden kann.
Durch diese Vorgehensweise beriicksichtigt man den Anstieg der Peakflachen, der auf-

grund des ACN Gehalts verursacht wird.
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Abbildung 8: Einfluss der Losungsmittel-Zusammensetzung auf den CAD-Response.

Verdiinnung 0,1 mg/mL mit abweichender ACN-Konzentration 10-80%

4.1.3 Versuch 3: Vergleich unterschiedlicher Substanzklassen

Das Ziel dieses Versuches war es, die vom Hersteller angegebene Universalitat des
Charged Aerosol Detectors zu Uberprifen. Dafiir wurden unterschiedliche Reinsubstan-
zen der verschiedensten Substanzklassen miteinander verglichen.

1,00 mg von jeder Reinsubstanz (siehe Tabelle 2, Seite 13) wurde genau abgewogen und
in 10 mL 0,1%iger Ameisensaure / Acetonitril (1:1, v/v) gel6st. Alle Peakflachen sind auf
1,00 mg Einwaage normiert. Aufgrund der teilweise geringen Menge an vorhandenen
Substanzen wurde die Einwaage auf 1,00 mg beschrankt.

Die Anforderungen an die zu messenden Analyten, wie definiert hohe Reinheit und
Verflgbarkeit, limitierte die Anzahl an Substanzen. Die folgenden Balkendiagramme
(Abbildung 9 bis 18) stellen die Ergebnisse einiger Naturstoffklassen (bersichtlich dar.

Jeder Balken in den Diagrammen ist der errechnete Mittelwert aus mindestens 3
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Messungen. Ganz rechts in jeder Abbildung ist der Mittelwert (iber alle Analyten der

jeweiligen Substanzklasse zu sehen.

1,2
0,934 0,991 0,950 0,958
1,0
0,8 -
Q
=
=]
2 06 -
E 0
©
[
a
0,4
02
0,0
Aucubin Loganin Catalpol MW

Abbildung 9: Mittels CAD detektierte Peakflachen der Iridoide
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Abbildung 10: Mittels CAD detektierte Peakflachen der Flavonoide
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Abbildung 11: Mittels CAD detektierte Peakflichen der Zimtsdure-Derivate
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Abbildung 12: Mittels CAD ermittelte Peakflachen der Cumarine
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Abbildung 13: Mittels CAD detektierte Peakflachen der Steroide
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Abbildung 14: Mittels CAD ermittelte Peakflachen der Gerbstoffe
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Abbildung 16: Mittels CAD detektierte Peakflachen der Saponine
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Abbildung 17: Mittels CAD ermittelte Peakflachen der Anthracen-Derivate
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Abbildung 18: Mittels CAD ermittelte Peakflachen der Aminosauren
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Der GroRteil der Messungen zeigt, wie erwartet, sehr dhnliche Werte fir die
verschiedenen Strukturen. Bei einigen Substanzen sind die Peakflachen jedoch aus

unterschiedlichen Griinden deutlich abweichend.

Aus den Iridoid-Derivaten wurden Aucubin, Loganin und Catalpol ausgesucht und
analysiert (siehe Abbildung 9, Seite 30). Der Mittelwert der Messungen betragt 0,958 bei
einer relativen Standardabweichung von 3,11%. Berlcksichtigt man die Einwaage von
nur 1 mg und den damit einhergehenden groRen relativen Wagefehler, so kann man von

einem sehr guten einheitlichen Ergebnis sprechen.

In Abbildung 10 (Seite 30) wurden die Peakflichen der Flavonoide dargestellt. Die
relative Standardabweichung liegt bei 9,15% bei einem Mittelwert von 0,920. Im Ver-
gleich zu den Iridoiden wurden hier erheblich mehr Substanzen gemessen. Es ist deutlich
zu erkennen, dass die Peakflachen von Rhamnetin, Galangin und Catechin geringer aus-
fallen als die der anderen. Dies kdnnte auf verschiedenste Ursachen zuriickzufiihren
sein. Wage- und Verdlinnungsfehler konnen nach mehrmaligen Wiederholungen ausge-
schlossen werden, aber durch den Einfluss des Wasser- und/oder Losungsmittel-Gehalts
der Probe kdnnte es zu Abweichungen kommen. Die relative Standardabweichung wiir-
de ohne diese Werte bei 5,82% liegen, der Mittelwert ergibt eine Flache von 0,955.

Weiters ware zu erwdhnen, dass bei Versuch 4, indem Quercetin, Kdmpferol, und
Galangin vor der Analyse getrocknet wurden, deren Peakflachen knapp um 1,0 herum
lagen (siehe Abbildung 21, Seite 40). Wenn man das Ergebnis des vorgetrockneten
Galangins und Quercetins beriicksichtigt, wiirde man bei einem Mittelwert von 0,952,

auf eine relative Standardabweichung von 5,45% kommen.

Die Peakflachen der Zimtsdure-Derivate sind in Abbildung 11 (Seite 31) abgebildet. Die
relative Standardabweichung betragt 7,08%, der Mittelwert ergibt eine Flache von
0,922. Wie auch bei den Flavonoiden, sollte man hier hervorheben, dass die Resultate
von Sinapinsdure, nach der Trocknung, signifikant hohere Werte liefern. Daher liegt die

berichtigte relative Standardabweichung bei 6,0% und der Mittelwert bei 0,952.
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In Abbildung 12 (Seite 31), sieht man auf den ersten Blick, dass die Peakflachen von
Scopoletin und Daphnetin deutlich niedriger ausfallen als jene von Esculin. Grund dafir
ist hochstwahrscheinlich, dass es sich bei den beiden Erstgenannten um Aglyka handelt,
die wesentlich starker flichtig sind als das Glykosid Esculin (Blhring, 2011). Wie aus
Herstellerangaben herauszulesen ist und aus dem Funktionsprinzip klar hervorgeht, kann
der Charged Aerosol Detector fir fliichtige Bestandteile nicht angewendet werden, bzw.
zeigt er bei semi-fliichtigen Komponenten einen vergleichsweise zu geringen Response.
Vermutlich sind daher die Werte um ein Viertel geringer. Das Glucosid Esculin ist nicht
flichtig, daher liegt die Peakflache auch wie erwartet knapp um 1,0. Der Mittelwert von
Scopoletin und Daphnetin betragt 0,669. Wenn man den Wert des Esculins mitberech-

net, dann kommt man auf einen Mittelwert von 0,784.

Die Peakflachen der Steroide ergeben einen Mittelwert von 0,995 und eine relative

Standardabweichung von 4,48% (siehe Abbildung 13, Seite 32).

Bei den Gerbstoffen wurden 2 Substanzen getestet (Abbildung 14, Seite 32). Der Mittel-
wert ergibt 0,976. Die Abweichung vom Mittelwert des Cynarins und die des Ethylgallats
ergibt +/- 1,51%. Es sollten auf jeden Fall noch weitere Substanzen vermessen werden,

um das zufriedenstellende Ergebnis bestatigen zu kénnen.

Alkaloide sind stickstoffhaltige Verbindungen, wobei einige von ihnen fllichtig sind. Bei
diesem Experiment wurden 3 Vertreter getestet (siehe Abbildung 15, Seite 33). Dies ist
zu wenig, um eindeutige Schliisse daraus ziehen zu kénnen. Die Tatsache, dass es sich
bei Coffein um ein Wasserdampffliichtiges Alkaloid handelt, erklart die sehr geringen
Peakflachen (Lowig, 2011).

Hyoscyamin ist, wie Coffein, eine semi-fliichtige Substanz. Es kann davon ausgegangen
werden, dass sie fiir die Detektion mittels CAD nicht geeignet ist (Lowig, 2011). Der Mit-
telwert von Hyoscyamin und Brucin betragt 0,917. Die Abweichung vom Mittelwert des

Hyoscyamins und die des Brucins betragt +/- 11,57%.

Abbildung 16 (Seite 33) zeigt, dass mit den Saponin-Strukturen sehr gute Resultate er-

zielt wurden. Da es sich bei den Saponinen, wie auch bei den Steroiden, um Triterpene
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handelt, bestatigt es die konstanten Ergebnisse der Steroid-dhnlichen Verbindungen. Der
Mittelwert ergibt 1,033. Die Abweichung vom Mittelwert liegt bei B-Escin und der

Glycyrrhetinsdure bei +/- 1,60%.

Frangulin, Sennosid A und Aloin sind Reinstoffe, die aus der Gruppe der Anthracen-
Derivate getestet wurden. Wie in Abbildung 17 (Seite 34) zu sehen, weisen auch diese
Ergebnisse rund um die Peakflache von 1,0 auf. Die relative Standardabweichung der

Flachen liegt bei 5,25% bei einem Mittelwert von 0,899.

Die erhaltenen Ergebnisse der Aminosauren wichen deutlich von den bisherigen ab (sie-
he Abbildung 18, Seite 34). Ausschlieflich die Werte von Glycin und Glutamin lagen
deutlich Giber 1,0. Bis zum jetzigen Zeitpunkt ist es immer noch unklar, wie es zu diesen
Abweichungen kommen konnte, da die Ergebnisse reproduzierbar waren und definitiv
nicht auf einen Wagefehler zurlickzufiihren sind. Es ware sinnvoll, neue Substanzen zu
kaufen und diese Versuche nochmals zu wiederholen. Aufgrund der hohen Werte liegt

die relative Standardabweichung bei 9,58%, der Mittelwert der Flichen betragt 1,047.
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Abbildung 19: Vergleichende Grafik der Peakflachen-Mittelwerte der unterschiedli-

chen Substanzklassen (Detaillierte Angaben siehe Abbildung 9-18)
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Die Abbildung 19 (Seite 37) verdeutlicht gut, dass die Arbeit mit dem Charged Aerosol
Detector sehr gute Ergebnisse liefert. Die Universalitdat des CAD wird durch die fast ein-
heitlichen Peakflichen nahe der 1,0-Marke bestédtigt. Die Mittelwerte der semi-
flichtigen Substanzklassen (Cumarine und Alkaloide) wurden in dieser Grafik nicht be-
riicksichtigt, da deren Peakflachen zu stark divergierten.

Die Standardabweichungen aller in Abbildung 19 dargestellten Substanzklassen sind re-
lativ gering. Dies lasst darauf schlieBen, dass die physikochemischen Eigenschaften der
Analyten kaum Einfluss auf den Response des CAD haben diirften. Jedoch spielen bei
diesen Resultaten viele Einflussfaktoren eine Rolle. Dennoch ist es nur moglich, nicht-
flichtige Substanzen zu erfassen und zu detektieren. Die nicht flichtigen Substanzklas-
sen lieferten grofStenteils einheitliche Werte, ausgenommen einer geringfligigen Erho-

hung bei den Aminosauren und eher geringen Peakflachen bei den Anthracen-Derivaten.
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Abbildung 20: Vergleich der in Abbildung 19 dargestellten Substanzklassen bei zwei

unterschiedlichen Einwaagen (1 mg und 10 mg)
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Um den Einfluss des Wagefehlers auf die Streuung der Werte abzuschatzen, wurde mit
11 Substanzen, die in groRen Mengen verfligbar waren, die Aufarbeitung mit einer Ein-
waage von 10,00 mg wiederholt. Auffallend, wie auch in Abbildung 18 (Seite 34) zu se-
hen ist, liegen die Resultate der Aminosauren deutlich tGber der 1,00 Marke. Die relative
Standardabweichung der Peakflachen (Einwaagen 10,00 mg) liegt bei 7,24%, der Mittel-
wert der Flachen bei 1,025. Wenn man den Wert des vorgetrockneten Quercetins
(Abbildung 21, Seite 40) mit einbezieht, erhdlt man eine relative Standardabweichung
von 6,07% und einen berichtigten Mittelwert von 1,035. Vergleicht man nun die Ergeb-
nisse der in Abbildung 20 dargestellten Substanzen, so decken sich die Ergebnisse sehr
gut. Die relative Standardabweichung bei 1,00 mg liegt bei einem Wert von 8,28% und
der Mittelwert der Peakflichen bei 0,998. Daraus kann geschlossen werden, dass der

Wagefehler nur einen relativ geringen Teil der Streuung der Werte ausmacht.

4.1.4 Versuch 4: Einfluss des Wasser/Losungsmittel-Gehalts der Reinsubstan-

zen

Einige nicht fliichtige Substanzen, wie z.B. Galangin (Abbildung 10, Seite 30), zeigten eine
deutlich geringere Peakfliche. Um die Ursache dafiir herauszufinden, wurde Versuch 4
durchgefihrt. Die Reinstoffe wurden aufbereitet, um noch gebundene Wasser- und L6-
sungsmittel-Reste zu entfernen. Quercetin, Sinapinsaure, Kampferol und Galangin wur-
den im Trockenschrank bei 105°C 2 h lang getrocknet und anschlieRend zum Tempera-
turausgleich fiir 1 h in den Exsikkator gelegt. Die so getrockneten Substanzen wurden
genau zu je 10,00 mg abgewogen und in 0,1%iger Ameisensdure / Acetonitril (1:1, v/v)

gelost.
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Abbildung 21: Mittels CAD gemessene Peakflachen fiir ausgewahlte Reinsubstanzen

vor und nach der Trocknung im Trockenschrank

Die mit der Vortrocknung einhergehende Verbesserung der Ergebnisse ist graphisch in
Abbildung 21 (Seite 40) zu sehen. Bei allen Substanzen, insbesondere bei Galangin, wur-
den wesentlich bessere Werte, die knapp um 1,0 lagen, erhalten. Der Vergleich der rela-
tiven Standardabweichungen veranschaulicht dies sehr gut. Substanzen ohne Vorbe-
handlung ergaben Peakflachen im Mittelwert von 0,885 und eine relative Standardab-
weichung von 9,01%. Substanzen mit vorheriger zweistiindiger Trocknung im Trocken-
schrank zeigten einen Mittelwert der Flachen von 0,998 und eine relative Standardab-
weichung von 1,59%. Daher ist die Schlussfolgerung zu ziehen, dass es fiir weitere Expe-
rimente mit dem Charged Aerosol Detector von Vorteil ware, die Substanzen einer Vor-
behandlung zu unterziehen.

Flr thermolabile Verbindungen kdnnte man die Temperatur verringern und die Trock-
nungszeit verlangern. Es wadre von Interesse, diesen groRen Einfluss auch an allen ande-
ren Substanzen auszutesten. Moglicherweise wiirde es fir viele Verbindungen nach der
Trocknung deutlich geringere Abweichungen geben. In diesem Fall war dies nicht mog-

lich, da zu wenig Menge der einzelnen Reinsubstanzen vorhanden war.
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4.2 Experimente mittels HPLC

4.2.1 Versuch 5: Zusammenhang der Peakfliche mit der Laufmittel-

Zusammensetzung

Bei diesem Experiment wurde der Zusammenhang der Peakflache in Abhangigkeit der
sich verandernden Laufmittelkonzentration im Rahmen einer HPLC-Trennung getestet.
17 Substanzen (siehe Tabelle 4, Seite 21) wurden hierfiir verwendet. Die Einwaage be-
trug jeweils ca. 1,00 mg. Die Testanalyten wurden in 2 Mischungen aufgeteilt um even-
tuelle Peak-Uberlappungen im Chromatogramm zu verhindern. Gelést wurden die Rein-
stoffe mit 0,1%iger Ameisensaure / Acetonitril (1:1, v/v).

Primares Ziel dieses Versuches war es, die Verdanderung der Peakflaichen bei unter-
schiedlichen Acetonitril-Konzentrationen festzustellen. Dies wurde zum Teil auch schon
in Versuch 2: Einfluss der Losungsmittel-Zusammensetzung ermittelt, allerdings nur mit
3 verschiedenen Verbindungen. Sekundares Ziel war es, die Retentionszeiten der einzel-
nen Verbindungen zu ermitteln, um interne Standards bei den folgenden Methoden-
entwicklungen zu finden. Dazu wurden Mischung 1 und Mischung 2 (siehe Tabelle 4, Sei-
te 21) mittels HPLC analysiert. Die entsprechenden Peakflachen und die dazugehorige

Acetonitril-Konzentrationen sind in Abbildung 22, Seite 42 dargestellt.
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Abbildung 22: Zusammenhang der Peakflachen mit der ACN-Konzentration bei denin 2
Mischungen analysierten Reinsubstanzen (siehe Tabelle 4, Seite 21). Die Peakfldchen

sind auf die Einwaage von 1,00 mg normiert.

Anhand der Retentionszeiten und des Gradientenverlaufes kann man berechnen bei
welcher ACN Konzentration die jeweilige Substanz eluiert wird. Der Verlauf der Geraden

ist linear und proportional steigend zu dem Acetonitril-Gehalt.

4.2.2 Quantifizierung von Hederacosid C in Efeublattern

Hedera helix L. gehort der Familie der Araliaceae an. Der Efeu ist eine Kletterpflanze mit
immergriinen Blattern, die bis zu 20 m hoch werden kann. Als Arzneidroge werden die 3-
bis 5 eckig gelappten Blatter von nichtbliihenden Sprossen verwendet.

Anwendung finden die Efeublatter bei Katarrhen der Luftwege, bei der symptomatischen
Behandlung chronisch-entziindlicher Bronchialerkrankungen und bei Husten mit iber-

maRig starker Sekretion von viskdsem Schleim (Rahfeld, 2011).
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Abbildung 23: Struktur von Hederacosid C

Im Europaischen Arzneibuch wird die Gehaltsbestimmung von Hederacosid C, einem Tri-
terpensaponin in den Efeublattern, mittels einer Losung eines externen Standards unter
Verwendung von HPLC-UV/Vis durchgefiihrt. Die Efeublatter miissen einen Mindestge-
halt von 3,0% Hederacosid C, bezogen auf die getrocknete Droge, enthalten (EDQM,
2010).

Aufgrund der Tatsache, dass Hederacosid C kein ausgepragtes chromophores System be-
sitzt, was einer Detektion mittels UV/Vis Grenzen setzt, wurde im Rahmen dieser Diplo-
marbeit die Gehaltsbestimmung mittels Charged Aerosol Detector und 2 internen Stan-
dards erarbeitet. Diese beiden Methoden, HPLC — CAD und die etablierte Methode des

Arzneibuches, wurden anhand der Ergebnisse verglichen.

Nach intensivem Erproben wurde ein passender Gradientenverlauf ermittelt. Im Ver-
gleich zum Gradienten des EuAB wurde die Elutionszeit verlangert und mit unterschiedli-

chen ACN-Konzentrationen gearbeitet.

Die schon zuvor vermessenen Substanzen (siehe Tabelle 4, Seite 21) wurden herangezo-
gen, um 2 passende interne Standards, die bei unterschiedlichen Acetonitril-
Konzentrationen vor und nach Hederacosid C eluieren, zu finden. Aufgrund der, in Ver-
such 5 (siehe Abbildung 22, Seite 42), ermittelten Retentionszeiten und der zeitlichen
Moglichkeiten der Integration in den Gradienten-Verlauf, wurden Kampferol und Galan-

gin als optimale interne Standards ausgewahlt (siehe Abbildung 24, Seite 44).
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Abbildung 24: HPLC-CAD Chromatogramm des Efeubldtter-Extraktes mit den internen

Standards Kampferol und Galangin (Gradientenverlauf siehe Methodenteil 3.3.2, Seite

22)

In diesem Fall ist es nicht zwingend notwendig den zweiten Standard (Galangin) mit ein-

zubeziehen, da die ACN-Konzentration bei der Kampferol eluiert (Retentionszeit 17,02

min, ACN 26,8%) ahnlich der ACN-Konzentration von Herderacosid C (Retentionszeit

18,29 min, ACN 27,2%) ist. Galangin wiirde eine Rolle spielen, wenn noch weitere Be-

standteile aus dem Auszug zu quantifizieren waren, die bei einer héheren ACN-

Konzentration eluieren.
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Abbildung 25: Vergleich der Ergebnisse von Hederacosid C, berechnet mit den internen
Standards Kampferol und Galangin und zusatzlich mit dem externen Standard anhand

der UV/Vis und CAD Messung

Abbildung 25, (Seite 45) verdeutlicht, dass unabhangig von der Methode (Interner Stan-
dard gemessen mit CAD oder UV/Vis oder Externer Standard CAD) die Konzentration von

Hederacosid C, fast idente Ergebnisse liefert.

4.2.3 Quantifizierung der Peptide in den Holunderfriichten

Stammpflanze: Sambucus nigra L. (Schwarzer Holunder), gehort zur Familie der Ado-
xaceae. Der schwarze Holunder ist in ganz Europa, West- und Mittelasien heimisch. Die
Steinbeeren werden meist aus Wildbestanden gesammelt.

Die Holunderbeeren ganz und als Saft werden zur Prophylaxe und Behandlung von Erkal-
tungskrankheiten eingenommen. Selten findet die Droge noch Anwendung als Laxans
und Diuretikum. Die Frichte enthalten verschiedenste Flavonoidglykoside, Ant-

hocyanglykoside, Vitamin C und B sowie dtherisches Ol (Wichtl, 2008).
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Ziel dieses Experimentes war es, den Gehalt der Peptide in den Holunderfriichten zu be-
stimmen. Die Friichte des Schwarzen Holunders wurden, wie in 3.3.3 beschrieben, mit-
tels Ultraschallbad und probeweise auch mittels Mazeration extrahiert. Um das optimale
Menstruum zu finden, wurden 3 unterschiedliche Extraktionsmittel erprobt. Drei nach-
einander folgende Extraktionen erwiesen sich als optimal. Bei den Vorversuchen wurde
eine anschlieRende vierte Extraktion vorgenommen. Dabei stellte sich heraus, dass die

Probe nach 3 Extraktionen erschopfend extrahiert war.

e 0,1%ige wassrige Ameisensaure
o 2%ige wassrige Ameisensaure

e Acetonitril / 0,1%ige wassrige Ameisensaure (1:1, v/v)

0,8

0,7

0,6

0,5

H 0,1%ige wass. AMS
M 2%ige wassr. AMS
ACN/0,1%ige wéssr. AMS
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0,2

0,1

1. Extraktion 2. Extraktion 3. Extraktion

Abbildung 26: Variation von 3 unterschiedlichen Extraktionsmitteln zur Austestung des

optimalen Auszugsmittels

In der Abbildung 26 (Seite 46) sind die Unterschiede der 3 Losungsmittel zu sehen. Ace-
tonitril / 0,1%ige wassrige Ameisensdure (1:1, v/v) hat im ersten Durchgang der Ultra-
schallbad-Extraktion mehr als die doppelte Ausbeute erzielt. Auffallend ist, dass mit die-

sem Gemisch nach dem zweiten Auszug schon fast erschopfend extrahiert wurde. Diese
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Mischung an Losungsmitteln wurde auch fiir die Aufarbeitung mittels Mazeration ver-
wendet. Die Ergebnisse waren fast ident mit der Ultraschallextraktion. Da man mit letz-
terer Extraktionsmethode viel weniger Zeit benétigt, wurde diese Variante gewahlt. Da
mit Acetonitril / 0,1%iger wassriger Ameisensdure (1:1, v/v) fast die doppelte Menge an
Peptiden extrahiert werden konnte, wurde dieses Menstruum verwendet. In Summe
ergaben die Auszlige der wassrigen Ameisensauren die gleiche Ausbeute, wobei die

2%ige Ameisensadure ein wenig hohere Werte erzielte.

Im nachsten Schritt war es wesentlich, einen passenden Gradienten-Verlauf fir die
HPLC-Analyse zu finden. Die internen Standards sollten keine Peaks des Holunder Auszu-

ges Uberlagern.
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Abbildung 27: HPLC-CAD Chromatogramm der Peptide in Holunderfriichten mit den in-
ternen Standards Chrysin und Tectochrysin (Gradientenverlauf siehe Methodenteil

3.3.3, Seite 24)

Eine Auswahl an unterschiedlichen Standards stand zur Verfligung. Da der erste interne
Standard vor den zu quantifizierenden Peptiden eluieren sollte, kamen nur Chrysin,

Acacetin und Kampferol in Frage, da sie auch in guter Qualitdt und Reinheit zur Verfu-
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gung standen. Das Sortiment fiir einen internen Standard, der zu einer spateren Zeit elu-
iert, war sehr gering. Zur Bestimmung konnte nur Tectochrysin angewendet werden.
Aufgrund der passenden Retentionszeit ohne Peakiiberlagerungen, wurden Chrysin und
Tectochrysin ausgewahlt. Aus der Abbildung 28 (Seite 48) ist ersichtlich, dass die Peak-
flache des Chrysins deutlich hoher ist als die des Tectochrysins. Aus den vorigen Versu-
chen (Abbildung 8, Seite 29) kann man aber schlieBen, dass mit steigender ACN-
Konzentration auch die Peakflache steigen muss. Da es bis zu diesem Zeitpunkt keine Al-
ternative fiir das Tectochrysin gab, wurde nur das Chrysin gegen das Acacetin ausge-
tauscht. Daher wurde der Versuch mittels der Standards Acacetin und Tectochrysin wie-

derholt.
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Abbildung 28: Vergleich der Peakflachen von Chrysin und Tectochrysin und der Peak-
flachen von Acacetin und Tectochrysin (HPLC-Parameter siehe Methodenteil 3.3.3, Sei-

te 24)

Der Austausch der beiden Standards hat gezeigt, dass die Peakflaichen von Acacetin und

Chrysin fast ident sind. Fir die Quantifizierung bedeutete dies, dass ein neuer Standard,
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im Bereich der 36% ACN-Konzentration, anstelle der Tectochrysin gefunden werden
muss. Besser ware ein Standard, der nach der zweiten Peakgruppe (Peaks 9-13, siehe

Abbildung 27, Seite 47) bei ca. 39% ACN-Konzentration eluiert.

Warum Tectochrysin sich nicht so verhalt, wie der Grof3teil der anderen Substanzen, ist
bis zu diesem Zeitpunkt noch unklar.

Bei der Ursachenforschung war der einzige Anhaltspunkt, dass sich die anderen Stan-
dards bereits in 1 mL Dimethylsulfoxid 16sten und fiir Tectochrysin 2 mL benétigt wur-
den. Die Endkonzentration der Standards war hingegen dieselbe. Fiir die Detektion sollte
dies keinen Unterschied ergeben. Im Nachhinein lasst sich daraus vermuten, dass Tec-
tochrysin eventuell doch nicht vollstéandig gel6st wurde oder im Laufe der Analyse wie-
der ausgefallen ist. AuszuschlieBen ist das Problem der Losungsmittel- oder Wasserriick-
stande (wie in Abbildung 21, Seite 40 zu sehen), da alle Standards bereits vor der Ein-
waage im Trockenschrank vorgetrocknet wurden.

Fir die Gehaltsberechnung der Peptide in den Holunderfriichten konnten nun mit dieser
Erkenntnis die Standards Chrysin oder Acacetin verwendet werden. Wenn man bedenkt,
dass die Peakflachen proportional zum Anstieg der ACN Konzentration steigen, sind die
Ergebnisse fir Peptide, die erst zu spateren Retentionszeiten eluieren, moéglicherweise
nicht exakt. Die Ergebnisse beinhalten durchaus einen erheblichen Fehler. Anhand der
Geradengleichung von Glutamin (siehe Abbildung 8, Seite 29) konnte berechnet werden,

dass der Anstieg von 27% auf 36% ACN eine Peakflachen-Erhéhung von 33,9 % ergibt.
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Abbildung 29: Quantifizierung der Peptide 1-13 (Zuordnung der Peptide siehe Abbil-
dung 27, Seite 47) in den Holunderfriichten, in mg/g Droge (Berechnet anhand des in-
ternen Standards Chrysin, HPLC-Parameter und Aufarbeitung siehe Methodenentwick-

lung 3.3.3, Seite 24)
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Abbildung 30: Quantifizierung der Peptide 1-13 (Zuordnung der Peptide siehe Abbil-
dung 27, Seite 47) in den Holunderfriichten, in mg/g Droge (Berechnet anhand des in-
ternen Standards Acacetin, HPLC-Parameter und Aufarbeitung siehe Methodenent-

wicklung 3.3.3, Seite 24)

In Abbildung 29 (Seite 50) und in Abbildung 30 (Seite 51) kann man den Gehalt der ein-
zelnen Peptide in den Holunderfriichten, in mg/g Droge, ablesen. Die Zuordnung welche
Nummer zu welchem Peak gehort, findet man in der Abbildung 27, Seite 47. Alle Daten-
punkte sind Mittelwerte aus 3 Messungen.

Die Gesamtkonzentration an Peptiden in den Holunderfriichten entspricht ca. 32,7 mg/g

Droge.
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Tabelle 5: Quantifizierung der Peptide 1-13 (Zuordnung der Peptide siehe Abbildung

27, Seite 47). Die Ergebnisse sind Mittelwerte der Peakflachen aus 3 Messungen (Be-

rechnet mittels internem Standard Acacetin, sieche Methodenentwicklung 3.3.3, Seite

24). Die Konzentration von Acacetin in der Verdiinnung mit dem Extrakt ergibt 0,039

mg/mL.
Peak Peakflache ACN-Gehalt Konzentration mg/g
Droge
Acacetin 0,368 29,0

1 0,185 31,0 6,53
2 0,115 31,1 4,04
3 0,118 31,2 4,16
4 0,035 32,2 1,23
5 0,037 32,5 1,30
6 0,122 32,9 4,31
7 0,133 33,1 4,68
8 0,028 34,3 1,00
9 0,025 37,1 0,88
10 0,081 37,4 2,84
11 0,012 38,1 0,43
12 0,045 38,2 1,59
13 0,037 38,3 1,29

Tabelle 6: Quantifizierung der Peptide 1-13 (Zuordnung der Peptide sieche Abbildung

27, Seite 47). Die Ergebnisse sind Mittelwerte der Peakflaichen aus 3 Messungen (Be-

rechnet mittels internem Standard Chrysin, siehe Methodenentwicklung 3.3.3, Seite

24). Die Konzentration von Chrysin in der Verdiinnung mit dem Extrakt ergibt 0,053

mg/mL.
Peak Peakfldche ACN-Gehalt Konzentration mg/g
Droge
Chrysin 0,492 28,4
1 0,206 30,8 7,36

52




Ergebnisse

2 0,111 30,9 3,96
3 0,126 31,1 4,51
4 0,030 32,2 1,06
5 0,025 32,5 0,90
6 0,119 32,8 4,24
7 0,098 33,1 3,51
8 0,029 34,2 1,05
9 0,022 36,1 0,80
10 0,081 37,0 2,89
11 0,012 37,2 0,42
12 0,047 38,0 1,69
13 0,031 38,1 1,12

Man sieht in Abbildung 29 (Seite 50) und in Abbildung 30 (Seite 51), dass die Ergebnisse
berechnet anhand der beiden unterschiedlichen Standards sehr gut korrelieren. Es sollte
unbedingt noch ein Ersatz flir den internen Standard Tectochrysin gefunden werden,

damit die Resultate bzgl. des Acetonitril Einflusses berichtigt werden kdnnen.
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Diskussion

Ziel dieser Diplomarbeit war es, zu prifen, ob eine universelle Quantifizierung von un-
terschiedlichen Substanzklassen mittels Charged Aerosol Detector (CAD) moglich ist und
ob man bei analytisch schwierigen Arzneipflanzen den CAD als Alternative verwenden
konnte. Daher wurden zu Beginn unterschiedliche Reinsubstanzen quantifiziert. Die Er-
gebnisse der verschiedenen Substanzklassen korrelierten sehr gut untereinander. Aus-
nahmen gab es bei flichtigen bzw. semi-flichtigen Substanzen, sowie bei den Amino-
sauren. Um ein statistisch deutlicheres Bild zu bekommen, wére es interessant den bis-
herigen Probenumfang zu erweitern.

Die vom Hersteller angegebenen Ergebnisse (siehe Abbildung 4, Seite 7), weisen eine re-
lative Standardabweichung der Peakflachen von 10,7% auf. Bezugnehmend darauf, sind
die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse bestatigt worden. Die relative Standardabwei-

chung der nichtfliichtigen Substanzklassen lag bei 5% (siehe Abbildung 19, Seite 37).

Der Versuch zum Einfluss des Wasser- und Losungsmittel-Restgehalts der Substanzen
bestatigte, wie wichtig die Reinheit der internen Standards fiir die Richtigkeit und Ge-
nauigkeit der Ergebnisse ist. Durch die passende Aufarbeitung, wie das Vortrocknen,
wurden deutlich bessere Resultate erzielt. Um bestmogliche Werte zu bekommen, sollte
man sich lberlegen CRM (Certified Reference Material) Standards zu verwenden. Bei
dem Grol3teil der angewendeten Substanzen war die Reinheit, bezogen auf den Gehalt
an Wasser bzw. Losungsmittel, fir exakte Quantifizierungen nicht ausreichend. Das
Problem der meisten untersuchten Substanzen ist, dass die Reinheit als ,HPLC Grade”
angegeben ist - dies bedeutet die Substanz wurde mittels HPLC - UV/VIS Uberprift.

Dadurch hat das Losungsmittel keinen Einfluss auf die Reinheit. Die Losungsmittel wer-

den evtl. selbst mit gNMR nicht erfasst (Johnson et al., 2013).

Die Experimente zum Einfluss der Losungsmittel-Zusammensetzung zeigten, dass ein
deutlicher Zusammenhang zwischen Losungsmittel-Zusammensetzung und Peakflachen
gegeben ist. Ein- und dieselbe Reinsubstanz in der gleichen Menge ergibt mit einer Kon-
zentrationsanderung des organischen Losungsmittels von 10% auf 80% ein 4-fach erhoh-

tes Detektionssignal. Dies fihrt zu Problemen bei Quantifizierungen, die ein HPLC Tren-

54



Diskussion

nungsverfahren mit Gradientenelution benétigen. Aus diesem Grund miissen Standards
verwendet werden, die bei unterschiedlichen Laufmittelkonzentrationen eluieren, damit
die Menge des gesuchten Stoffes Uber die Peakfliche auch prazise berechnet werden

kann.

AnschlieBend an die Vorversuche mit den Reinsubstanzen wurde anhand von 2 prakti-
schen Beispielen, Holunderfriichte und Efeublatter, der CAD angewendet. Die Bestim-
mung von Hederacosid C in den Efeublattern und von bioaktiven Peptiden in den Holun-
derfriichten erfolgte durch die Vermessung der Extrakte.

Ziel der Bearbeitung der Efeublatter war es, die Ergebnisse der Gehaltsbestimmung des
Inhaltsstoffes Hederacosid C, erhalten mit dem internen Standard (CAD und UV/Vis) und
dem externen Standard (CAD), zu vergleichen. Da die ermittelten Werte korrelierten,
stellt die Quantifizierung mittels CAD und internen Standards eine mogliche Alternative
zur Arzneibuch-Methode dar.

Bei der Quantifizierung der Peptide in den Friichten des Schwarzen Holunders wurden
Acacetin, Chrysin und Tectochrysin als interne Standards verwendet. Der Standard Tec-
tochrysin konnte nicht fir die Berechnung miteinbezogen werden. Hier sollte eine ande-
re Substanz als Alternative gefunden werden. Dennoch, kann man anhand der erzielten
Ergebnisse (berechnet anhand der internen Standards Acacetin und Chrysin) deutliche
Rickschllsse auf den Gehalt der Peptide ziehen. Dafiir lagen bis jetzt keine Daten vor.
Die beiden Aufarbeitungen mit den unterschiedlichen Standards lieferten analoge Resul-

tate.

AbschlieBend kann gesagt werden, dass die Aufstockung der Substanzen-Bibliothek die
Vermessung weiterer Reinstoffe ermoglichen und dadurch ein statistisch praziseres Bild
liefern wiirde. Die Resultate haben gezeigt, dass die Quantifizierung mittels CAD eine gu-
te Alternative zu den bisherigen Methoden darstellt. Der CAD bietet zudem eine geeig-
nete Moglichkeit, um Analyten zu detektieren, die nicht mit HPLC — UV/Vis erfasst wer-

den kénnen.
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Zusammenfassung

Diese Diplomarbeit befasst sich mit der Quantifizierung von unterschiedlichen Substanz-
klassen mittels Charged Aerosol Detector (CAD). Mit den etablierten Quantifizierungs-
methoden, wie z.B. UV-Vis und MS, werden nur Stoffe, die bestimmte Eigenschaften
vorweisen, erfasst. Substanzen die diese Merkmale nicht beinhalten, konnen daher nur
ungenligend bzw. nur mit erheblichem Mehraufwand und mit authentischen Standards
detektiert werden. Die Herstellerfirma gibt an, dass genau diese Probleme mit dem
Charged Aerosol Detector ausgemerzt werden kdnnen und eine universelle Quantifizie-
rung jeglicher Substanzklassen damit leicht durchfiihrbar ist.

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden 55 Reinsubstanzen unterschiedlichster Struktu-
ren bearbeitet. Diese Substanzen wurden, um die Einflisse des Restwasser- bzw. L6-
sungsmittelgehalts ausschliefen zu kdnnen, teilweise vorgetrocknet.

Mittels einer Verdlinnungsreihe wurde die Linearitat nachgewiesen, sowie auch eine Ka-
librationsgerade ermittelt. Danach wurden die verschiedensten Substanzen mit dem
CAD detektiert, um die vom Hersteller angepriesene Universalitat zu Gberprifen.

Der GroRteil der Ergebnisse belegte die Universalitat des Gerates. Dennoch waren einige
Substanzen dabei, die mit dem Gesamtbild nicht korrelierten. Es wurde festgestellt, dass
der Losungsmittel- und Wasserriickstand in den Substanzen, in einzelnen Fallen, zu er-
heblichen Ungenauigkeiten fihrt und eine Vortrocknung der thermostabilen Substanzen
eine entscheidende Verbesserung der Resultate mit sich bringt.

Aus den Efeubldttern und den Holunderfriichten wurden Ausziige hergestellt, um die
spezifischen Inhaltsstoffe mengenmaRig zu erfassen. Eine Kombination von Gradient und
internen Standards wurde entwickelt, um eine Quantifizierung vornehmen zu kénnen.
Bei der Quantifizierung von Hederacosid C aus den Efeublattern wurde ermittelt, ob ver-
gleichbare Werte, mit der etablierten Methode aus dem Arzneibuch und der CAD Me-
thode mittels internen Standards, erzielt werden kénnen. Dabei wurde belegt, dass die
Anwendung beider Detektoren (UV/Vis oder CAD) zu dhnlichen Ergebnissen fuhrt.
AbschlieBend wurden die Peptide aus den Holunderfriichten quantifiziert. Die internen
Standards Acacetin und Chrysin lieferten analoge Ergebnisse. Die Resultate lieferten ein
gutes Bild liber den Gehalt an Peptiden in den Holunderfriichten. Die Friichte beinhalten

ca. 32,7 mg/g Peptide.
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Abstract

Abstract

This thesis deals with the quantification of different compound classes by using the
Charged Aerosol Detector (CAD). Only substances with certain characteristics can be de-
tected with established methods such as UV/Vis and MS. Compounds that do not pos-
sess such features cannot be detected properly or only with a very high effort. The man-
ufacturing company indicates that these problems can be solved with the new charged
aerosol detector.

Fifty-five pure substances with very different structures and physicochemical properties
were processed for this thesis. Some of these compounds were dried to eliminate influ-
ences of the solvent or residual water. The linearity of the calibration was, as well, test-
ed with a dilution series. Furthermore, the variety of substances was detected by the
CAD in order to verify the universality advertised by the manufacturer. The majority of
the results demonstrated the universality of the device. Nevertheless, some results of
the substances didn’t correlate with the overall picture. It was found that the residual
solvent and water in the test compounds resulted in a significant inaccuracy. Drying the
thermostables lead to a pivotal improvement.

Ivy leaf and elderberry extracts were prepared to quantify specific components. A com-
bination of gradient elution and internal standards were developed to make the quanti-
fication possible. The experiment with lvy leafs was performed to evaluate if the new
CAD method, with its internal standards, is comparable to the established method in the
European Pharmacopoeia. The results prove that, independent of which detector (UV /
Vis or CAD) is used, similar results were obtained.

Finally, the peptides from elderberry were quantified. The internal standards, Acacetin
and Chrysin, delivered similar results. Although the third standard Tectochrysin could
not be used for the calculation, the results gave an adequate overview of the amounts of

peptides in elderberries. The fruits contain approximately 32.7 mg/g peptides.
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