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Kapitel 1
Einleitung und Zielsetzung

Die echte Kamille (Chamomilla recutita L. Rauschert) ist eine seit Jahrhunderten in der
Volksmedizin bekannte Heilpflanze. Bereits im 5. Jahrhundert vor Christus erkennt Hippokra-
tes die Kamillenbluten als wertvolle Arzneidroge mit vielfaltigen Wirkungen. Mitte der 1980er
Jahre ist sie die meistverwendete pflanzliche Droge (Wichtl 1984a), und auch heute sind
noch knapp 100 Fertigarzneimittel im Handel, die Ausziige aus Kamille enthalten (Rote Liste
2003). Im Europaischen Arzneibuch (2002a, b) finden sich eine Monographie der Droge
selbst (Matricariae flos) sowie — 2001 neu aufgenommen — eine Monographie des Fluidex-

traktes (Matricariae extractum fluidum).

Die Inhaltsstoffe der Kamille lassen sich in eine lipophile und eine hydrophile Gruppe eintei-
len. Zu den lipophilen Inhaltsstoffen zéhlen die Bestandteile des atherischen Oles wie (-)-o-
Bisabolol, die Bisabololoxide, die En-In-Dicycloether (syn. Spiroether), Chamazulen, B-
Farnesen und weitere Mono- und Sesquiterpene, Cumarin-Derivate sowie wachsartige Sub-
stanzen. Chamazulen, das dem &therischen Ol die blaue Farbe verleint, kommt nicht genuin
in der Pflanze vor, sondern wird wahrend der Wasserdampfdestillation aus einem Proazulen,
dem Matricin, gebildet. Die hydrophile Stoffgruppe umfasst Flavonoide, vor allem Apigenin-7-
glucosid und dessen Aglykon Apigenin, daneben kommen Polysaccharide und Phenylcar-

bonsauren vor.

Die pharmakologischen Wirkungen der Kamille sind vielfaltig. Die Kommission E (1984) des
friheren Bundesgesundheitsamtes (heute BfArM) beurteilt die Kamille positiv und schreibt
ihr antiphlogistische, muskulotrop-spasmolytische, wundheilungsférdernde, desodorierende,
antibakterielle und den Harnstoffwechsel anregende Wirkungen zu. Die Anwendungsgebiete
derzeit erhaltlicher Kamillenpraparate zur innerlichen Anwendung umfassen die Therapie
gastro-intestinaler Spasmen und entziindlicher Erkrankungen des Magen-Darm-Traktes. Die
aulerliche Anwendung dient der Behandlung von Haut- und Schleimhautentziindungen ein-
schliellich der Mundhdhle und des Zahnfleisches sowie des Genital- und Analbereiches.
Kamillendampfbader und Inhalationen werden bei entziindlichen Erkrankungen und Reizzu-

stdnden der Atemwege eingesetzt (Kommission E 1984).

Die antiphlogistische Wirkung wird in der Hauptsache den lipophilen Inhaltsstoffen zuge-
schrieben und ist fir (-)-a-Bisabolol, Matricin, Chamazulen und die En-In-Dicycloether durch

verschiedene tierexperimentelle Untersuchungen belegt (Breinlich und Scharnagel 1968,
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Jakovlev et al. 1979, Jakovlev et al. 1983). Die spasmolytische Aktivitat von Kamillenzuberei-
tungen ist in erster Linie auf die Flavonoide, aber auch auf (-)-a-Bisabolol und die En-In-
Dicycloether zurtickzufiihren (Achterrath-Tuckermann et al. 1980). Demzufolge ist das diver-
sifizierte Wirkungsspektrum der Kamille nicht durch die Anwesenheit eines einzelnen In-
haltsstoffes bedingt, sondern vielmehr durch die Gesamtheit pharmakologisch unterschied-
lich wirksamer Substanzen gegeben (Wichtl 1984b). Vergleichende Untersuchungen zur
in-vivo Wirksamkeit von einzelnen Kamilleninhaltsstoffen und verschiedenen Extraktzuberei-
tungen bestatigen die Beteiligung unterschiedlicher Inhaltsstoffe an der Wirkung von Kamil-
lenextrakten (Hempel und Hirschelmann 1998). Dieselbe Studie belegt fir eine Salbe, die
1 % eines Uberkritischen Kohlendioxid-Extraktes enthalt, eine starke antiphlogistische Wirk-
samkeit, die einer 0,25 %igen Hydrocortisonsalbe entspricht. Umfassende Ubersichten zur
Pharmakologie der Kamille geben Schilcher (1987), Ammon und Kaul (1992) und Carle und
Gomaa (1992a). Eine Arbeit aus diesem Jahr beschreibt die Aktualitat der Forschung an

einem ,Dauerbrenner” der Phytopharmazie (Hitzinger et al. 2003).

Obwohl fir Matricin eine deutlich héhere antiphlogistische Wirksamkeit nachgewiesen ist als
fur das Zersetzungsprodukt Chamazulen, wird es bei der Standardisierung von Kamillenpra-
paraten bislang aufgrund seiner Instabilitdt nicht berlcksichtigt (Jakovlev et al. 1983). In
Ethanol/Wasser-Mischungen, die bei weitem am haufigsten zur Herstellung von Kamillenex-
trakten eingesetzt werden, betragt die Halbwertszeit von Matricin nur wenige Tage (Ghas-
semi-Dehkordi 1988). Das Intermediarprodukt der Zersetzungsreaktion — die Chamazulen-
carbonsdaure — weist eine hohe Strukturahnlichkeit mit synthetischen Antiphlogistika vom Typ
der Profene auf, ihre Wirkung entspricht im Tiermodell einer akuten Entziindung der des S-
(+)-Naproxen. Matricin stellt demzufolge ein natirliches Prodrug dieser verstarkt in den Mit-
telpunkt des Interesses gerlckten, antiphlogistisch wirkenden Substanz dar (Robugen GmbH
2001).

Eine alternative Extraktionsmethode, die bei niedrigen Temperaturen die Anreicherung li-
pophiler Inhaltsstoffe ohne den Einsatz organischer Lésungsmittel ermdglicht, stellt die Ex-
traktion mit Uberkritischem Kohlendioxid (CO,) dar. Damit besteht die Mdglichkeit, einen
Matricin enthaltenden Extrakt ohne die Verwendung chlorierter Kohlenwasserstoffe als L6-
sungsmittel herzustellen. Auch der Einsatz des gemafR Arzneimittel-Warnhinweisverordnung
(AMWarnV 1985) ab 0,05 g/Dosis deklarationspflichtigen Ethanols kann somit umgangen
werden. Wahrend die Hochdruckextraktion mit CO, im Bereich der Lebensmittelindustrie ein
bereits seit den 1970er Jahren etabliertes Verfahren darstellt, kann sie sich im Arzneimittel-

sektor trotz vieler Vorteile aufgrund umfangreicher regulatorischer Anforderungen nur sehr
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langsam durchsetzen. Derzeit befinden sich zwei CO,-Extrakte auf dem deutschen Markt,

ein Pestwurz-Wurzel- (Petadolex®) und ein Sagepalmenpraparat (Serenoa ratiopharm®).

In dieser Arbeit sollen die Mdglichkeiten der CO,-Extraktion flr die Herstellung standardisier-
ter Phytopharmaka am Beispiel der Kamille im Technikumsmalfstab untersucht werden. Da-
zu wird zunachst anhand von stabilen, lipophilen Inhaltsstoffen eine Optimierung der Extrak-
tionsparameter im Hinblick auf Selektivitat und Ausbeute vorgenommen. Der Einfluss der
Vorbehandlung des Drogenmaterials und der Trocknung der Extrakte wird unter dem Aspekt
der Stabilitat von Inhaltsstoffen, insbesondere des Matricins, betrachtet. Um eine Verbesse-
rung technologischer Extrakteigenschaften zu erzielen, werden In-line-Einschlussverbin-
dungen durch Koppelung von CO,-Extraktion und Komplexierung mit B-Cyclodextrin herge-
stellt. Die Stabilitdt von Matricin in den resultierenden CO,-Extrakt/B-Cyclodextrin-Komplexen
wird mit den Stabilitatsdaten eines reinen CO,-Extraktes verglichen. Ferner sollen hydrophile
Kamilleninhaltsstoffe wie Apigenin und Apigenin-7-glucosid mittels Uberkritischer Ethanol-
bzw. Methanol/CO,-Mischungen extrahiert werden. Zur gesonderten Anreicherung lipophiler
und hydrophiler Inhaltsstoffe werden fraktionierte Extraktionsschemata angewendet. Darlber
hinaus soll die Moglichkeit zur Herstellung eines Kamillenextraktes, der die gesamte Band-
breite pharmakologisch wirksamer Kamilleninhaltsstoffe enthalt, unter Verwendung uberkriti-

schen Kohlendioxids untersucht werden.



Kapitel 2
Extraktion mit uberkritischen Gasen

2.1 Literaturiibersicht

Zu Beginn des 19. Jahrhunderts beobachtet Cagniard de la Tour (1822) das Verschwinden
der gas-flissig Phasengrenze am Beispiel von 36 %igem Ethanol, Diethylether und Petrol-
ether beim Uberschreiten einer bestimmten Temperatur und bezeichnet den neu entdeckten
Zustand als ,I'état particulier®. Der englische Chemiker und Mediziner Andrews (1869) stellt
bei seinen Untersuchungen ber Kohlendioxid fest, dass die Trennlinie zwischen Flissigkeit
und Gas bei 31 °C und erhdéhtem Druck verschwindet, und dass ein Gas bei Temperaturen
oberhalb eines bestimmten Punktes nicht mehr durch einfache Druckerhéhung verflissigt

werden kann. Er definiert diesen Punkt als ,kritischen Punkt".

,On partially liquefying carbonic acid by pressure alone, and gradually raising at the same
time the temperature to 88°Fahr., the surface of demarcation between the liquid and gas
became fainter, lost ist curvature, and at last disappeared. The space was then occupied by
a homogeneous fluid ... At temperatures above 88° no apparent liquefaction of carbonic
acid, or separation into two distinct forms of matter, could be effected, even when a pressure

of 300 or 400 atmospheres was applied.“ (Andrews 1869)

Die erhdhte Losungskapazitat von Gasen jenseits des kritischen Punktes — sog. Uberkriti-
sche Gase — wird von Hannay und Hogarth (1879) erstmals am Beispiel anorganischer Salze
in Uberkritischem Ethanol beschrieben. Bereits friih wird der entscheidende Einfluss der

Dichte eines Uberkritischen Gases auf die Lésungskapazitat entdeckt (Tyrer 1910).

Die Anwendung dieser Beobachtungen wird seit den 1930er Jahren vor allem fir die Frak-
tionierung von natiirlichen und synthetischen Olen genutzt. Umfangreiche Arbeiten in den
1960er Jahren verhelfen dieser neuen Trennmethode zum Durchbruch und bewirken eine
Ausweitung der Anwendungsgebiete auf den Bereich der Naturstoffextraktion (Zosel 1978).
Im technischen Mafstab wird Uberkritisches Kohlendioxid unter anderem zur Entcoffeinie-
rung von Rohkaffee (Zosel 1970) und zur Gewinnung von Hopfenextrakten (Vitzthum und
Hubert 1971) eingesetzt. Die zahlreichen Forschungsarbeiten zur Anwendung Uberkritischer
Gase umfassen im Bereich der Naturstoffe die Extraktion und Fraktionierung von fetten Olen,
atherischen Olen und Aromen, Alkaloiden, Steroiden, Carotinoiden und weiteren Stoffgrup-
pen. Eine detaillierte Ubersicht tiber den Stand der Forschung bis Mitte der 1980er Jahre
geben Stahl et al. (1987). Uber die chromatographische Anwendung Uberkritischer Fluide
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(Klesper et al. 1968) weitet sich das Einsatzgebiet auf Methoden zur Probenvorbereitung aus
(Hawthorne 1990). Arbeiten zur Extraktion mit Uberkritischen Gasen im analytischen Maf3-
stab sind von Modey et al. (1996) zusammengestellt. Jarvis und Morgan (1997) besprechen
die Isolierung verschiedener Klassen von Pflanzeninhaltsstoffen, darunter atherische Ole,
andere Duft- und Aromastoffe, pharmazeutische Wirkstoffe, Lipide und Alkaloide. Kaiser et
al. (2001) betrachten in einer umfassenden Literaturtibersicht pharmazeutisch relevante Ver-
fahren, insbesondere die Extraktion pharmakologisch aktiver Substanzen aus pflanzlichen
Matrices im analytischen und praparativen Mal3stab. Eine Zusammenfassung neuerer Ent-
wicklungen der Anwendung Uberkritischer Gase in der pharmazeutischen Industrie gibt Per-
rut (2003). Eine Reihe weiterer Ubersichtsarbeiten legt den Schwerpunkt auf nicht-extraktive
Verfahren unter Einsatz von Uberkritischen Gasen, dabei stehen Partikel-Design und Mikro-
nisierung von pharmazeutischen Wirkstoffen im Vordergrund (Donsi und Reverchon 1991,
Subramaniam et al. 1997, Tiwari Sandip und Udupa 1999).

2.2 Uberkritische Gase
2.2.1 Der uiberkritische Zustand

Der kritische Punkt einer Substanz ist durch eine kritische Temperatur und einen kritischen
Druck charakterisiert und markiert in einem Druck-Temperatur-Diagramm das Ende der
Dampfdruckkurve (Abb. 2.1). Der Uberkritische Zustand ist demzufolge erreicht, wenn sowohl
Temperatur als auch Druck oberhalb der kritischen Werte dieser Substanz liegen. Die kriti-
schen Parameter Druck, Temperatur und die zugehérige Dichte sind von den zwischenmole-
kularen Kraften abhangig und in Tab. 2.1 flir ausgewahlte Gase und Flissigkeiten angege-

ben.

Der Uberkritische Zustand ist durch Verdichtung eines Gases bei einer Uberkritischen Tem-
peratur oder durch Erwarmung einer FlUssigkeit bei einem Uberkritischen Druck zu erreichen.
Beim Ubergang vom fliissigen oder gasférmigen Zustand in den Uberkritischen Zustand wird
keine Phasengrenze Uberschritten und damit findet keine sprunghafte, sondern eine konti-
nuierliche Anderung der physikalischen Eigenschaften statt. Uberkritische Gase werden

auch als Fluide bezeichnet.
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Abb. 2.1  Definition des Uberkritischen Zustands am Beispiel von CO,
(aus Buse Gase 1992)

Tab. 2.1  Kritische Parameter ausgewahlter Substanzen

kritische kritischer kritische
Temperatur [°C] Druck [bar] Dichte [g/cm?]
Kohlendioxid' 31 73 0,47
Distickstoffmonoxid’ 37 73 0,45
Propan’ 97 42 0,22
Ethanol? 243 64 0,28
Methanol® 240 79 0,27
Wasser? 374 218 0,32

' Daten aus Stahl et al. (1987)
% Daten aus Page et al. (1992)
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2.2.2 Physikalisch-chemische Eigenschaften uberkritischer Gase

In Tab. 2.2 ist ein Grélkenordnungsvergleich wichtiger physikalisch-chemischer Eigenschaf-
ten fur Gase, Flussigkeiten und verdichtete Gase (Fluide) aufgestellt. Die Dichte eines Gases
betragt etwa 10 kg/m® und ist damit etwa drei Zehnerpotenzen niedriger als die Dichte einer
Flissigkeit. In Abhangigkeit von Druck und Temperatur liegt die Dichte eines Uberkritischen
Fluides im Bereich der Dichten von flliissigen Lésungsmitteln. Die Viskositat dieser Fluide
betragt dagegen nur 1/100 der Viskositat einer Flissigkeit und liegt damit in der gleichen
GroRRenordnung wie die eines Gases unter Normalbedingungen. Der Diffusionskoeffizient
verdichteter Gase liegt zwischen 10 und 10* cm?'s, damit nehmen sie eine Mittelstellung

zwischen Flissigkeiten mit Werten um 10° cm?/s und Gasen mit Werten von 10™ cm?s ein.

Tab. 2.2  GréRenordnungsvergleich physikalischer Daten von Gas, Flissigkeit und ver-
dichtetem Gas (nach Gouw und Jentoft 1972)

Dichte [kg/m3] Viskositat [mPa-s] Diffusionskoeffizient [cm?/s]

Gas (1 bar, 25 °C) 107 1072 10"
Flissigkeit (25 °C) 1 1 5-10°°
verdichtetes Gas 0,2-0,9 1072 10°-10*

Die flussigkeitsahnliche Dichte ist entscheidend fir die Fahigkeit, schwerflliichtige Stoffe bei
relativ niedrigen Temperaturen zu l6sen. Abb. 2.2 zeigt die Temperaturabhangigkeit der Los-
lichkeit eines Stoffes in einem Uberkritischen Gas am Beispiel von Quarz in Uberkritischem
Wasser. Steigender Druck oder fallende Temperatur fihren jeweils zu einer Dichteerhéhung,
somit kann unter isothermen Bedingungen eine Steigerung der Dichte nur durch Druckerhé-
hung erreicht werden, die Ldslichkeit nimmt dabei zu. Bei konstanter Dichte (Isochoren) und
damit konstanter Lésungskapazitat des Uberkritischen Gases ergibt sich mit steigender
Temperatur eine stetige Zunahme der Léslichkeit, da eine Erhéhung des Dampfdruckes eine
verbesserte Ldslichkeit in der Uberkritischen Phase bewirkt. Betrachtet man die Ldslichkeit
bei konstantem Druck (Isobaren) und steigender Temperatur, so beeinflussen einerseits die
abnehmende Dichte und andererseits der steigende Dampfdruck das Ldslichkeitsverhalten
jeweils in unterschiedlicher Richtung. Bei Dricken bis etwa 750 bar kann zunachst eine Zu-
nahme der Ldslichkeit aufgrund des steigenden Dampfdruckes beobachtet werden. Im Be-
reich der kritischen Temperatur (374 °C) Uberwiegt dann der Effekt der stark abnehmenden

Dichte und flhrt zu einer Reduktion der Léslichkeit bei einem Temperaturanstieg. Liegt der
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Druck oberhalb von 750 bar, so wird der negative Effekt der abnehmenden Dichte durch den

exponentiell steigenden Dampfdruck Uberkompensiert, woraus eine L&slichkeitszunahme
resultiert.

1000
/ Quarz + Gas
9 o | Quarz + Flussigkeit
= 750
2 /
~
0
»
He)
-
0,1
500
Quarz + Gas + Flussigkeit
| | |
200 300 600
Temperatur [°C]

Abb. 2.2  Temperaturabhangigkeit der Loslichkeit am Beispiel von Quarz in Wasser

( ) Isobaren [bar]; (------ ) Isochoren [g/cm?] (nach Brunner 1994)

Den starken Einfluss des Druckes auf die Dichte im Bereich des kritischen Punktes zeigt

Abb. 2.3 am Beispiel von CO,. Dies ermoglicht eine hohe Variabilitdt der Lésungskapazitat
eines verdichteten Gases durch geeignete Wahl der Extraktionsparameter Druck und Tem-

peratur. Dagegen ist die Dichtezunahme bei hohem Druck nur noch sehr gering.

Ebenfalls in Abb. 2.3 ist die Abhangigkeit der relativen Dielektrizitadtskonstanten (g) von CO,
in Abhangigkeit vom Druck bei verschiedenen Temperaturen dargestellt. Die Dielektrizi-
tatskonstante ist ein Maf} fir die Polaritat eines Losungsmittels und damit fur die Fahigkeit,
polare Substanzen zu lésen. Der Verlauf der Kurven entspricht dem Verlauf der Dichtekur-
ven, die Zunahme ist im Bereich des kritischen Druckes (73 bar) bei nahekritischen Tempe-
raturen (40 °C) am deutlichsten ausgepragt. Insgesamt handelt es sich aber auch bei hohen
Driicken um ein sehr lipophiles Lésungsmittel im Vergleich zu Ethanol (¢ = 25,3) oder Was-
ser (¢ = 80,1).
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Abb. 2.3 Dichte und relative Dielektrizitatskonstante von CO, als Funktion von Druck und

Temperatur; Dichten berechnet nach Bender (1970); relative Dielektrizitats-

konstanten nach Moriyoshi et al. (1993)

Das Massentransportverhalten einer zu extrahierenden Substanz wird wesentlich durch den
Diffusionskoeffizienten bestimmt, der die Proportionalitatskonstante zwischen Massenfluss
und Konzentrationsgradient darstellt (Ficksches Diffusionsgesetz, Gl. 2.1). Der Diffusionsko-
effizient wiederum ist geman der Stokes-Einstein-Gleichung (GI. 2.2) von der Viskositat des
umgebenden Mediums abhangig. Daraus folgt, dass Transportprozesse in verdichteten Ga-
sen einerseits durch niedrige Viskositaten, andererseits durch hohe Diffusionskoeffizienten
im Vergleich zur Losungsmittelextraktion beschleunigt werden. Liong et al. (1991) geben
eine Ubersicht Uber experimentell ermittelte Diffusionskoeffizienten in verdichteten Gasen,
Smith et al. (1990) untersuchen zusétzlich den Einfluss von Methanol als Cosolvens auf die

Transporteigenschaften in Gberkritischem CO..

J=-p.9 2.1)
dx
J Massenfluss [mol-m2zs™]

Diffusionskoeffizient [m2s™]
dc Konzentrationsgradient [mol-m™]

dx Diffusionsstrecke [m]
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D= % (2.2)
k Boltzmann-Konstante (1 ,38-10% J-K'1)

T Temperatur [K]

d Durchmesser eines Molekiils [m]

n Viskositat [Pa-s] des umgebenden Mediums

2.2.3 Uberkritisches Kohlendioxid

Das in der Naturstoffextraktion bei weitem am haufigsten eingesetzte Gas ist Kohlendioxid
(CO,). Seine niedrige kritische Temperatur (31 °C) bei einem moderaten kritischen Druck (73
bar) erlaubt die schonende Extraktion insbesondere thermolabiler Substanzen. Dartber hin-
aus ist es physiologisch unbedenklich, keimfrei und bakteriostatisch, nicht brennbar oder

explosiv, umweltfreundlich und in grol3en Mengen glnstig verflgbar.

Aufgrund seines symmetrischen, linearen Aufbaus weist CO, kein permanentes Dipolmo-
ment auf und besitzt daher in verdichtetem Zustand die Eigenschaften eines lipophilen L6-
sungsmittels. Dies bedingt die hohe Selektivitat von Gberkritischem CO, fir lipophile Inhalts-
stoffe. Verdichtete Gase sind im allgemeinen schwache Lésungsmittel mit einer Beladungs-
kapazitadt von maximal einigen Gewichtsprozent. Dies erfordert bei der Extraktion héhere
Losungsmitteldurchsatze als bei Verwendung organischer Losungsmittel. Durch Zusatz ei-
nes konventionellen Lésungsmittels kann die Losungskapazitat erhoht, der Arbeitsdruck ge-
senkt und die Extraktion polarerer Inhaltsstoffe erméglicht werden. Ethanol, Methanol, Di-

chlormethan, Aceton oder Hexan sind Beispiele fiir diese sog. Schleppmittel oder Modifier.

2.3 Phasendiagramme

Die Extraktion mit verdichteten Gasen ist ein Verfahren, das wie die Destillation oder die
klassische Ldsungsmittelextraktion Phasengleichgewichte in einem System unter bestimm-
ten Zustandsbedingungen zur Stofftrennung ausnutzt. Das System besteht demzufolge aus
mindestens drei Komponenten, dem verdichteten Gas und den beiden zu trennenden Sub-
stanzen. Da eine Pflanzenmatrix ein Multikomponentensystem darstellt, kbnnen zur verein-
fachten Betrachtung der zu extrahierende Stoff aufgrund von homogenen chemisch-physi-
kalischen Eigenschaften als eine Pseudokomponente und das pflanzliche Tragermaterial als
vollig unléslich angenommen werden. Der Trennvorgang beruht dann auf (quasi)-binéren

Gleichgewichten. Diese werden durch Druck (p), Temperatur (T) und Molenbruch (x) voll-
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standig beschrieben. Ihre graphische Darstellung in einem binaren Phasendiagramm erlaubt

Abschatzungen Gber

— die Losungskapazitat des verdichteten Gases,

— die Loslichkeit des verdichteten Gases in der kondensierten Phase,

— die Selektivitat des Lésungsmittels fir verschiedene Komponenten,

— die Abhangigkeit der Losungsmitteleigenschaften von ZustandsgrofRen,
— die Lage und Ausdehnung von Zweiphasengebieten

— und die Festlegung von Extraktions- und Abscheidebedingungen.

Phasendiagramme sind weiter hilfreich, wenn zur Anderung der Lésungsmitteleigenschaften
dem reinen verdichteten Gas (z. B. CO,) ein Schleppmittel (z. B. Methanol, Ethanol) zuge-
setzt wird. In diesen Fallen wird der thermodynamische Zustand des Lésungsmittels durch

das binare Gleichgewicht der beteiligten Komponenten bestimmt.

Die Gibbs’sche Phasenregel (Gl. 2.3) beschreibt die Beziehung zwischen der Anzahl der
unabhangigen Variablen (Freiheitsgrade F), der Zahl der Komponenten (K) und der Zahl der
Phasen (P). In einem binaren System (K = 2) ist demnach eine homogene Phase durch ei-

nen Raum und der Koexistenzbereich zweier Phasen durch eine Flache charakterisiert.

F=K-P+2 (2.3)

Der einfachste Fall eines Phasendiagrammes flir binare Mischungen liegt vor, wenn nur
gas/flissig-Gleichgewichte auftreten und die beiden flissigen Komponenten keine Mi-
schungslicke aufweisen (Abb. 2.4). Dieses Verhalten trifft flir Systeme mit Substanzen ahn-
licher Molmasse, Polaritdt und kritischem Punkt zu. Schneider (1970, 1978) und Brunner
(1994) beschreiben das Phasenverhalten von Zweistoffsystemen unter Berlcksichtigung von

Mischungslicken sowie ternare und quartare Systeme.

Im dargestellten Beispiel entspricht die Komponente 1 dem Kohlendioxid oder einer dhnlich
leicht flichtigen Substanz. Der kritische Punkt (CP) kennzeichnet jeweils das Ende der
Dampfdruckkurve (gestrichelte Linie). Die Kurve CL stellt die kritische Kurve der mdglichen
bindren Mischungen dar (Abb. 2.4 a)). Dargestellt ist nur ein mdglicher Verlauf, ebenso sind
ein linearer Verlauf oder eine Kurve mit einem Minimum mdglich. Bei Bedingungen jenseits
der kritischen Kurve sind die Komponenten vollstadndig miteinander mischbar und bilden eine
einheitliche Uberkritische Phase. Die Abbildung Abb. 2.4 b) zeigt einen Schnitt bei konstanter
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Temperatur T1, welche bezlglich beider Komponenten unterkritisch ist. Die resultierende
Flache entspricht dem spindelférmigen Siedediagramm bei einer Destillation. Entspannt man
eine homogene fliissige Mischung der Zusammensetzung a auf den Druck im Punkt b, tritt
eine Phasentrennung in Flussigkeit der Zusammensetzung ¢ und Gasphase der Zusammen-
setzung d ein, deren Massenverhéltnis sich aus dem Hebelgesetz ergibt. Bei Uberschreitung
der kritischen Temperatur der fliichtigeren Komponente 1 ergeben sich charakteristische
Schleifen, dargestellt in Abb. 2.4 c¢). Bei hohen Konzentrationen von Komponente 1 liegt kei-
ne Phasengrenze mehr vor, es erfolgen kontinuierliche Ubergénge vom fliissigen oder gas-
férmigen zum Uberkritischen Zustand.

a) CL
CP1 4
3 / 3
E i // &(b E
[m)] 1" ’ &q, e
Lo KN
Molenbruch Molenbruch Molenbruch

Abb. 2.4 a) pTx-Diagramm einer binéren Mischung; ([[[[[]]]]) Zweiphasengebiet;
CP1, CP2: kritische Punkte der Komponenten 1 und 2; CL: kritische Kurve
binarer Mischungen aus 1 und 2; T1, T2, T3: ausgewahlte Temperaturen;
(----- ): Dampfdruckkurven der Komponenten 1 und 2;
b) Isotherme im p(x)-Diagramm bei T1; a, b, ¢, d: Beschreibung siehe Text
¢) Isothermen im p(x)-Diagramm bei T2 und T3

I: flissig; g: gasférmig; f: Uberkritisch; I/g: Zweiphasengebiet flissig/gasformig

Fir binare Mischungen aus CO, und Ethanol bzw. CO, und Methanol stehen in der Literatur
experimentell ermittelte Daten mehrerer Autoren zur Verfligung, anhand derer die Lage von
Zweiphasengebieten abgeschatzt werden kann (Tab. 2.3). Dies ist fur die Wahl der Extrak-
tionsbedingungen, die Zusammensetzung und die Eigenschaften des resultierenden L6-
sungsmittels von entscheidender Bedeutung. Tritt Wasser, welches in der Extraktionsmatrix
vorliegt, dem Lésungsmittelgemisch als dritte Komponente hinzu, kann in Abhangigkeit vom
Stoffmengenanteil des Wassers die Betrachtung ternarer Systeme notwendig sein.
Literaturdaten sind verfiigbar, aber meist auf kleinere Temperaturbereiche beschrankt (Tab.
2.3). Eine umfassende Zusammenstellung experimenteller Daten zu Phasengleichgewichten
unter Beteiligung von CO, geben Page et al. (1992).
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Tab. 2.3  LiteraturUberblick: binare und ternare Phasengleichgewichte unter Beteiligung

von CO,, Methanol, Ethanol und Wasser

Autoren Jahr System Temperaturbereich

Semenova et al. 1979 COy/Methanol 50-125 °C

Chang und Rousseau 1985 COy/Methanol -30-25 °C
CO,/Methanol\Wasser

Gilbert und Paulaitis 1986 CO,/Ethanol/Wasser 35°C-65°C

Suzuki et al. 1990 CO,/Methanol 40-60 °C
CO,/Ethanol

Jennings et al. 1991 CO,/Ethanol 41-64 °C

Page et al. 1991 COy/Methanol 60-120 °C

Yoon et al. 1993a COy/Methanol/Wasser 32-40 °C

Yoon et al. 1993b CO,/Methanol 40 °C

Lim et al. 1994 COy/Ethanol 40-70 °C

COy/Ethanol/Wasser
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24 Thermodynamik des Extraktionsprozesses

Die Zustandsanderungen des im Kreislauf gefiihrten Gases wahrend einer Extraktion werden
anhand eines Temperatur-Entropie-Diagrammes flr den Betrieb mit einer Fllssiggaspumpe
veranschaulicht (Abb. 2.5). Hierbei sind umgesetzte Warmemengen durch Flachen unter der
Kurve einer Zustandsanderung reprasentiert (siehe Definition der Entropie in den Glei-
chungen 2.4 und 2.5). Beispielhafte Berechnungen und Optimierungen des Energiebedarfes
von Extraktionen mit verdichteten Gasen finden sich bei Eggers und Tschiersch (1980),
Brunner (1987, 1994), Lack und Marr (1988) und Smith et al. (1999).

Q
S=— 24
= (2.4)
dQ=T-dS (2.5)
S Entropie [J-kg™"-K™]
T Temperatur [K]
Q Warme [J]

In Abb. 2.5 sind die Bereiche eingezeichnet, in denen das Kohlendioxid als homogene flussi-
ge, gasformige oder Uberkritische Phase vorliegt, sowie das Zweiphasengebiet flissig/gas-
formig. Die gestrichelte Linie zur Abgrenzung des Uberkritischen Bereiches dient der Ver-
deutlichung und stellt keine Phasengrenze dar. In Punkt A liegt CO, gasférmig bei einem
Druck von 40 bar vor. Durch isobare Kihlung beginnt beim Eintritt in das Zweiphasengebiet
(B) die Kondensation. Wahrend des Phaseniberganges von gasférmig nach flissig wird
kontinuierlich Warme entzogen, Druck und Temperatur bleiben dabei konstant. Der Stoff-
mengenanteil an flissiger Phase nimmt dabei kontinuierlich zu und ist gleich 1, wenn das
Zweiphasengebiet an Punkt (C) verlassen wird. Um sicherzustellen, dass bei Druckreduktion
wahrend der Ansaugphase der Hochdruckpumpe ausschlielich fliissiges CO. vorliegt, wird
dieses unterkuhlt (C — D), bevor es auf den Extraktionsdruck von 250 bar verdichtet wird
(E). Die Prozessfiihrung wird dabei idealisiert als adiabatisch betrachtet, das heil’t es treten
keine Warmeverluste auf. Verlauft die Druckerhéhung adiabatisch reversibel, so bleibt dabei
die Entropie konstant (isentrop). Durch Warmezufuhr wird isobar die gewiinschte Extrakti-
onstemperatur von 40 °C erreicht (F: Arbeitspunkt der Extraktion). Die Abscheidung erfolgt
durch isenthalpe Drosselung in das Zweiphasengebiet. Eine vollstandige Abscheidung wird
erreicht, indem durch Warmezufuhr CO, in den gasférmigen Zustand Uberfihrt wird (B — A).

Dabei reduziert sich die Lésungskapazitat auf ein Minimum.
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Abb. 2.5 Extraktionskreislauf im T,S-Diagramm von CO, (Erklarung A — F: siehe Text)
(C_1) Zweiphasengebiet: fliissig/gasformig; (“..-) Uberkritischer Zustand
(

(= = =) Abgrenzung des Uberkritischen Bereichs

) Isochoren; (- . — . — ) Isobaren; ( ) Isenthalpe

Drosselung bedeutet eine Druckreduktion ohne Gewinn von technischer Arbeit oder kineti-
scher Energie. Daher verlauft sie immer in Richtung zunehmender Entropie und ist damit ein
adiabatischer, aber irreversibler Prozess (isenthalp). Bei der Drosselung realer Gase kommt
es aufgrund des Joule-Thomson-Effektes zu einer Abkihlung. Da zwischen Teilchen realer
Gase anziehende Wechselwirkungen bestehen, ist zum Lésen dieser Teilchen voneinander
bei einer Drucksenkung die Uberwindung dieser Anziehungskréfte notwendig. Die dafir néti-
ge Energie wird bei adiabatischer Prozessflihrung nicht der Umgebung, sondern dem Gas
selbst entzogen, wodurch es sich abkuihlt. Bei hohen Driicken kann der gegenteilige Effekt —
eine Erwarmung des Gases — eintreten, wenn die Teilchen so stark angenahert sind, dass
ihr Eigenvolumen abstoRRende Krafte bewirkt, die bei Expansion in Form von Warmeenergie
frei wird. Van der Waals bericksichtigt in seiner p-V-T-Zustandsgleichung (equation of state
= EOS) fir reale Gase diese anziehenden und abstoRenden Wechselwirkungen (Gl. 2.6).
Diese gehen ebenfalls in die Berechnung des Joule-Thomson-Effektes ein, der sich aus der

Anderung der Temperatur mit dem Druck bei konstanter Enthalpie ergibt (Gl. 2.7).
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a
(p+v—2)‘(v—b)=R‘T (2.6)
p Druck [Pa]

R allgemeine Gaskonstante [8,314 J-mol™"-K™]

T Temperatur [K]

iz Binnendruck des Gases, bedingt durch Anziehungskrafte [Pa]

v

v molares Volumen des Gases [m3/mol]

v—b  Kovolumen [m?g], bedingt durch das Eigenvolumen der Teilchen

a Van-der-Waals-Konstante [Pa:m®mol?]

b Van-der-Waals-Konstante [m*mol™”]
o Ry

LA e
op )y Cp

T Joule-Thomson-Koeffizient

o Warmekapazitat des Gases bei konstantem Druck [J mol™-K™]

Die Konstanten a und b kénnen experimentell ermittelt oder aus den kritischen Werten eines

Gases Uber die Beziehungen 2.8 und 2.9 berechnet werden.

a
= 2.8
Pe =" (2.8)
T, = _8a (2.9)
27-R-b
Pe kritischer Druck [Pa]
T, kritische Temperatur [K]

Ausgehend von der van-der-Waals-EOS werden weitere Gleichungen aufgestellt, die eine

bessere Einbindung experimenteller Daten bieten. Die Bender-EOS ist ein Beispiel einer

multiparametrischen Gleichung, welche vor allem im flissigen und Uberkritischen Zustand

eine sehr genaue Anpassung an empirische Daten flir eine Reinsubstanz wie CO, liefert

(Bender 1970). Brunner (1994) beschreibt die Entwicklung verschiedener Zustandsglei-

chungen und deren Vorteile und die Grenzen der Aussagekraft. Des Weiteren gibt er eine

ausfihrliche Erlauterung und Herleitung der fir den Extraktionsprozess relevanten thermo-

dynamischen Parameter.



Kapitel 3
Analytik der Kamilleninhaltsstoffe

3.1 Gaschromatographie (GC) zur quantitativen Bestimmung von

(-)-a-Bisabolol

Die Gaschromatographie zur Bestimmung von Bestandteilen des atherischen Kamillendls ist
ein in zahlreichen Arbeiten beschriebenes Verfahren. Isaac et al. (1968) fuhren die erste
quantitative gaschromatographische Bestimmung von (-)-a-Bisabolol durch. In den folgenden
Jahren gelingt unter Einsatz von unterschiedlich polaren, gepackten Saulen die Trennung
von (-)-a-Bisabolol, den Bisabololoxiden und des Bisabolonoxids (Glasl und Wagner 1976)
sowie die getrennte Erfassung der beiden isomeren En-In-Dicycloether (Reichling und Be-
cker 1977). Der Einsatz von Kapillarsaulen bringt eine weitere Verbesserung der Trennleis-
tung, da infolge des geringeren Druckabfalles wesentlich langere Trennkapillaren eingesetzt
werden koénnen (Grant 1976). Umfassende Literaturlibersichten Uber die gaschroma-
tographischen Trennverfahren geben Schilcher (1987), Vogel (1992) und Ness (1995).

Die in dieser Arbeit angewandte Methode wurde von Ness (1995) entwickelt und von Wa-
leczek (2002) fir die Detektion von héhermolekularen, lipophilen Inhaltsstoffen erweitert. Die
n-Alkane stellen hierbei die mengenmalig am starksten vertretenen Komponenten dar
(Stransky et al. 1981). Cys-, Cy7-, Co- und Cj3q-n-Alkan eluieren zwischen 230 und 290 °C
und werden durch Vergleich der Gaschromatogramme mit der Literatur (Griinhagen 1994,

Reverchon und Senatore 1994) zugeordnet.

Die quantitative Bestimmung von (-)-a-Bisabolol erfolgt nach Kalibrierung mit n-Hexadecan
als internem Standard. Zur Berechnung des Gehaltes der eingesetzten Probenlésungen wird
zunachst eine Standardlésung mit bekanntem Gehalt an (-)-a-Bisabolol und n-Hexadecan
analysiert. Aus den resultierenden Peakflachenwerten lasst sich ein Responsefaktor f er-
rechnen (siehe Gleichungen 3.1 und 3.2), der fir die weitere Auswertung zugrunde gelegt
wird (Wollrab 1983). Dieses Vorgehen ist in der Kapillar-GC vor allem bei Verwendung eines
Split-Injektors von Vorteil, da bei einem Split von 1/10 und einem Gesamtinjektionsvolumen
von 5 pl nur 0,5 ul auf die Saule gelangen. Die moéglichen Schwankungen des Injektionsvo-
lumens wirken sich auf Analyt und internen Standard gleichermalRen aus und werden durch

Berechnung des Peakflachenverhaltnisses kompensiert.

Da keine Referenzsubstanzen vorliegen, werden B-Farnesen und die n-Alkane als (-)-a-Bisa-

bolol berechnet. Die Responsefaktoren von Bisabololoxid A (f = 1,50) und B (f = 1,58) wer-
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den der

Dissertation von Waleczek (2002) enthommen, in der identische Gerate und Metho-

den verwendet werden.

_ My A

f Hex 3.1
ABis “Mpey ( )
f Responsefaktor

Mpg;s eingesetzte Menge an (-)-a-Bisabolol [mg/100 ml]
Miex eingesetzte Menge an n-Hexadecan [mg/100 ml]
Agis Flacheneinheiten fir (-)-a-Bisabolol

Atex Flacheneinheiten fiir n-Hexadecan

A (3.2)

mx:f‘mHex'A

Hex

my Menge der zu bestimmenden Substanz x [mg/100 mi]
Myex eingesetzte Menge an internem Standard [mg/100 ml]
Ay Flacheneinheiten flir die zu berechnende Substanz x

Abex Flacheneinheiten fir den internen Standard

Das Gaschromatogramm eines unter Referenzbedingungen hergestellten Kamillen-CO,-
Extraktes ist in Abb. 3.1 dargestellt.

Ie)
o c c c
e} © © ©
@ X x X
S m Q T < <
&} 1 Lu ? c c
(D) Elj 1 [Te) I,\ '07 C
© — N2 N N N ©
c (Q - (&) O O O é
? o S <lé:
e T = o
= c N ™
© ® a O
L £ W
Q. e é
O ©
=

Abb. 3.1

Gaschromatogramm eines Kamillen-CO,-Extraktes, hergestellt unter Referenz-
bedingungen (90 bar, 40 °C, 8 kg CO,/h, 3 h)
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Far den internen Standard n-Hexadecan wird eine Grundkalibrierung mit Ermittlung der Ver-
fahrenskenndaten durchgefihrt. Die Kalibriergerade wird durch lineare Regression nach der
Methode der Minimierung der Summe der quadrierten Abweichungen ermittelt (Gottwald
2000). Da die eingesetzte Konzentration des internen Standards in den Probenldsungen
jeweils ungefahr 2,2 mg n-Hexadecan/100 ml betragt, wird der Kalibrierbereich so gewanhlt,
dass diese Konzentration ungefahr mit dem Datenschwerpunkt Ubereinstimmt. Die Giite der
Kalibrierung wird anhand des Residuenplots beurteilt. Die Rohdaten sind dem Anhang zu
entnehmen (Kapitel 11.5, S. 147).

8000
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o
4000 %
2000 H
S O 0 o
g 0
.a \D T T [N T T
e 0 12 o P 3 4 5 B 6
o
-2000 8 -
i
-4000 =; O
D D
O O
-6000
-8000
Konzentration n-Hexadecan [mg/100 ml]

Abb. 3.2 Residuenplot des internen Standards n-Hexadecan; (0) Residuen

Die Erstellung der Kalibriergeraden von (-)-a-Bisabolol erfolgt durch Auftragung des Fla-
chenquotienten aus zu bestimmender Substanz und internem Standard. Die Abb. 3.3 und
Abb. 3.4 zeigen jeweils die Regressionsgerade und den Residuenplot. Der 95 %-Vertrauens-
bereich, der zur optischen Verdeutlichung um den Faktor 10 aufgeweitet ist, ist ebenfalls
dargestellt. Er reprasentiert die Unsicherheit des Datenschwerpunktes in y-Richtung sowie
die Unsicherheit der Steigung der Geraden. Die nach Gottwald (2000) berechneten Daten
werden mit den Auswertungen der Statistikfunktionen des Tabellenkalkulationsprogrammes

Excel verglichen und dadurch abgesichert.
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Abb. 3.3  Kalibriergerade fur (-)-a-Bisabolol; (') Messwerte; ( ) Regressionsgerade;
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Abb. 3.4 Residuenplot der Kalibrierung fir (-)-a-Bisabolol; (C') Residuen
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Die Verfahrensdaten flr die Grundkalibrierung des internen Standards und fir (-)-a-Bisabolol

sind in Tab. 3.1 angegeben.

Tab. 3.1  Daten der Kalibrierung der GC-Methode fir (-)-a-Bisabolol und n-Hexadecan

Parameter (-)-a-Bisabolol n-Hexadecan
Messbereich [mg/100 mi] 2,4196-24,196 0,2211-5,5275
Anzahl der Messpunkte 48 36
Datenschwerpunkt x= 11,7956 X = 2,8006
y=4,5751 y = 169825
Korrelationskoeffizient 0,9998 0,9996
Reststandardabweichung 0,0568 3294
Verfahrensstandardabweichung 0,1448 0,0531
relative Verfahrensstandardabweichung 1,23 % 1,90 %
Geradengleichung (-)-a-Bisabolol f(x) = 4,5751 + 0,3920(x — 11,7956)
Geradengleichung n-Hexadecan f(x) = 169825 + 61993(x — 2,8006)

Im Rahmen der Validierung von Analysenmethoden werden Selektivitat (specifity), Wieder-
findung (Richtigkeit, accuracy), Systemprazision und Methodenprazision (precision), Be-
stimmungsgrenze (quantitation limit) und Nachweisgrenze (detection limit) bestimmt. Genaue
Definitionen und Erlduterungen zu den Begriffen sind in der USP 26 (2003) zu finden. Da die
Validierung der gaschromatographischen Methode bereits in verschiedenen Arbeiten be-
schrieben ist (Ness 1995, Waleczek 2002), wird die Prufung der Selektivitat auf eine Be-
stimmung der Identitat reduziert. Dies erfolgt durch Verwendung von Standardsubstanzen
und den Vergleich der Retentionszeiten. Somit ist eine eindeutige Zuordnung eines Mess-
signals zu einer bestimmten Substanz gegeben. Die Richtigkeit einer Methode beschreibt
den Grad der Ubereinstimmung der gemessenen Werte mit den wahren Werten. Dazu wird
die Wiederfindungsrate nach Zudosieren einer Standardlésung bestimmt. Dieses Vorgehen
gewahrleistet, dass systematische Fehler bei der Probenaufarbeitung erkannt und eliminiert
werden kdénnen. Die Systemprazision gibt die zufélligen Fehler des Messsystems bei wie-
derholter Injektion derselben Probe an, wahrend die Methodenprazision durch wiederholte

Herstellung gleicher Extrakte den gesamten Bereich der Probenaufbereitung und Messung
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umfasst. Die Nachweisgrenze (Limit of detection, LOD) ist der kleinste Gehalt eines Analyten
in einer Probe, fir den die betreffende Analysenmethode mit einer Wahrscheinlichkeit von 50
% Signalwerte liefert. Dient ein Analysenverfahren lediglich zur Gehaltsbestimmung eines
Bestandteils in hoherer Konzentration, so kann auf die Ermittlung der Nachweisgrenze ver-
zichtet werden (ICH-Guideline Q2A 1994). Die Bestimmungsgrenze (Limit of quantitation,
LOQ) ist die kleinste Konzentration einer zu messenden Substanz, die mit einer vorgegebe-
nen Prazision quantitativ bestimmt werden kann. Sie ist in der Regel deutlich héher als die
Nachweisgrenze. Zur Bestimmung der Nachweisgrenze wird das Rauschen des Messverfah-
rens durch Aufnahme der Basislinie bestimmt. Die mittlere Hohe dieses Signals wird mit 3
multipliziert und Uber die Kalibriergerade in einen Konzentrationswert umgerechnet (Renger
et al. 1994). Die Bestimmungsgrenze wird graphisch aus dem unteren Ende der Kalibrierge-
raden und dem 95 %-Vertrauensbereich ermittelt (Ermer und Kibat 1998, siehe Abb. 3.5).
Die statistischen Daten zur Validierung zeigt Tab. 3.2 (Rohdaten siehe Anhang, Kapitel 11.5,
S. 147).

Flacheneinheiten

Be-
stimmungs- Konzentration

grenze

Abb. 3.5 Schematische Darstellung der Vorgehensweise zur graphischen Ermittlung der
Bestimmungsgrenze nach Ermer und Kibat (1998)
(—) Regressionsgerade; (------ ) Vertrauensbereich
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Tab. 3.2  Statistische Daten zur Validierung der GC-Methode von (-)-a-Bisabolol

Darametr Soll-Gehal f;’gzg?st;it(')‘l’gl rel. Standard-  Wiederfindungs-
[%] [mg/100 mi] abweichung [%] rate [%]

Systemprazision 8,469 (n = 8) 0,95

Methodenprazision ca. 8,9 (n=18) 1,35

Wiederfindung 90,00 7,622 0,52 99,68
109,43 9,268 0,42 103,17
118,86 10,066 2,18 100,80

Bestimmungsgrenze 0,689

Nachweisgrenze 2,562

3.2 Hochdruckflussigkeitschromatographie (HPLC)

3.2.1 Hochdruckfliissigkeitschromatographie zur quantitativen Bestimmung

von Matricin und En-In-Dicycloethern

Die quantitative Bestimmung von Matricin in Kamillenbliten und Kamillenextrakten erfolgt in
der Literatur haufig indirekt nach einer Zersetzung zum Abbauprodukt Chamazulen (Vuorela
et al. 1989, Saberi 1990). Dabei kann das tiefblaue Chamazulen photometrisch oder gas-
chromatgraphisch erfasst werden. Da jedoch keine vollstandige Konversion von Matricin zu
Chamazulen gegeben ist, liefern diese Methoden zu geringe Matricingehalte (Schmidt et al.
1991). Darlber hinaus ist keine Differenzierung zwischen bereits im Extrakt gebildetem und
wahrend der Aufarbeitung entstandenem Chamazulen méglich. Da die Extraktion mit Gberkri-
tischem CO, eine Mdglichkeit zur schonenden Herstellung von matricinhaltigen Kamillenex-
trakten ist, soll die verwendete analytische Methode Matricin direkt und von Chamazulen
getrennt erfassen. Die erste Methode zur Bestimmung von Matricin aus einer komplexen
Extraktmatrix wird von Ghassemi-Dehkordi (1988) beschrieben. Soyke (1991) und Ness
(1995) optimieren sie hinsichtlich Trennleistung und Analysenzeit, die Erfassung und Tren-
nung der beiden isomeren En-In-Dicycloether ist in einem Lauf moglich. Fur die flichtigen
Dicycloether ist auch die gaschromatographische Trennung mdglich (Reichling und Becker
1977), eine Quantifizierung erscheint jedoch problematisch, da mit Verlusten und Isomerisie-
rungen gerechnet werden muss (Schilcher 1987). Daher ist flr diese Substanzen ebenfalls
eine HPLC-Methode vorzuziehen.
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Die zur Erstellung der Kalibrierung verwendete Matricin-Referenzsubstanz wird von Ness
(1995) isoliert. Die DSC-Methode zur Bestimmung des Reinheitsgrades ist derselben Arbeit
entnommen und ergibt eine Reinheit von 97,39 % (siehe Abb. 3.6). Die Gehaltsabnahme
betragt nach einer Lagerungsdauer von sieben Jahren bei -30 °C etwa 2 % gegenlber dem
von Ness (1995) ermittelten Reinheitsgrad (99,4 %).

Aexo
A

9
=
£
o
é Heizrate: 2 K/min
g Schmelzpunkt

(Peakmaximum): 151,5°C

Reinheit: 97,39 %

130 140 150 160 170

Temperatur [°C]

Abb. 3.6  Reinheitsbestimmung von Matricin mittels DSC

Die zur quantitativen Bestimmung angewandte HPLC-Methode entspricht derjenigen, die von
Ness (1995) beschrieben wird. Die UV-photometrische Detektion erfolgt bei 244 nm im Ab-
sorptionsmaximum von Matricin. Bei dieser Wellenldange weisen auch die En-In-Dicycloether
eine hohe spezifische Absorption auf. Das Probenlésungsmittel ist Dichlormethan/Methanol
(1/1, VIV), welches eine quantitative Extraktion der Inhaltsstoffe ermdglicht und mit dem ver-

wendeten FlieRmittel mischbar ist. Ein Beispielchromatogramm ist in Abb. 3.7 abgebildet.
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Abb. 3.7 HPLC-Chromatogramm eines CO,-Extraktes

1 Matricin, 2 Chamazulencarbonsaure, 3 trans-EID, 4 cis-EID

Exemplarisch fur dieses Verfahren sind in Abb. 3.8 und Abb. 3.9 die Regressionsgerade und
der Residuenplot fur Matricin dargestellt. Die Rohdaten der Kalibrierungen fur Matricin, cis-
und trans-En-In-Dicycloether kdnnen dem Anhang (Kapitel 11.1, S. 139 und Kapitel 11.2, S.
142) entnommen werden. Die charakteristischen Kenngréfien der Kalibrierung fur Matricin,

cis- und trans-En-In-Dicycloether sich in Tab. 3.3 angegeben.

Die Validierung dieser Methode wird wie unter 3.1 beschrieben durchgeflihrt. Wahrend eine
Kalibrierung fur alle quantifizierten Substanzen essentiell ist, wird die Verfahrensvalidierung
fur die En-In-Dicycloether am Beispiel des mengenmalig dominierenden cis-EID durchge-

fuhrt. Die statistischen Daten der Validierung sind in Tab. 3.4 zusammengestellt.
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Tab. 3.3 Daten der Kalibrierung der HPLC-Methode fiir Matricin, cis- und trans-En-In-

Dicycloether

Parameter Matricin cis-En-In- trans-En-In-
Dicycloether Dicycloether

Messbereich [mg/100 ml] 0,7636—4,5816  6,7327-33,6637 0,9878-4,8936

Anzahl der Messpunkte 36 30 30

Datenschwerpunkt X=2,6726 X =20,1982 X =2,9361

y = 252933 y = 1125406 y = 152378

Korrelationskoeffizient 0,9997 0,9990 0,9990

Reststandardabweichung 3364 24412 3388

Verfahrensstandardabweichung 0,0353 0,4511 0,0657

rel. Verfahrensstandardabw. 1,32 % 2,23 % 2,24 %

Geradengleichung Matricin f(x) = 2562933 + 95331(x — 2,6726)
Geradengleichung cis-EID f(x) = 1125406 + 54119(x — 20,1982)

Geradengleichung trans-EID  f(x) = 152378 + 51576(x — 2,9361)

Tab. 3.4  Statistische Daten zur Validierung der HPLC-Methode fur Matricin und cis-En-In-
Dicycloether

Parameter Soll-Gehalt Konzentration  rel. Standard- Wiederfindungs-
[%] [mg/100 ml]  abweichung [%] rate [%]

Matricin

Systemprazision 1,955 (n = 6) 2,33

Methodenprazision ca.3,5(n=18) 5,50

Wiederfindung 90,00 1,760 2,34 99,33
110,94 2,169 2,05 98,70
121,88 2,383 1,02 102,74
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Tab. 3.4 (Fortsetzung)

Parameter Soll-Gehalt Konzentration  rel. Standard- Wiederfindungs-
[%] [mg/100 ml]  abweichung [%] rate [%]

cis-EID

Systemprazision 9,398 (n = 6) 1,57

Methodenprazision ca. 11 (n=18) 4,55

Wiederfindung 90,00 8,458 1,30 96,99
109,87 10,326 1,05 97,92
119,75 11,254 1,15 101,55

3.2.2 Hochdruckfliissigkeitschromatographie zur quantitativen Bestimmung

von Apigenin und Apigenin-7-glucosid

Die quantitative Bestimmung der wichtigsten Kamillenflavonoide mittels einer HPLC-
Gradientenmethode gelingt erstmals Redaelli et al. (1981). Die Trennung von Apigenin, Api-
genin-7-glucosid und acetylierten Apigenin-7-glucosiden erfolgt dabei auf einer Umkehrpha-
sensaule mit einer mobilen Phase, die Acetonitril in Wasser (15-60 %) und 2 % Essigsaure
enthalt. Dolle et al. (1985) vergleichen verschiedene HPLC-Methoden zur Flavonoidbestim-
mung, wobei als stationdre Phase jeweils C-18-Umkehrphasen und als mobile Phase saure
(pH = 2-3) Mischungen aus Wasser, Methanol und Acetonitril eingesetzt werden. Ein Gra-
dientenprogramm ist in allen Fallen notwendig, um sowohl die polaren Glucoside als auch

die wesentlich unpolareren Aglyka in akzeptabler Analysenzeit von der Saule zu eluieren.

Die in dieser Arbeit verwendete Methode entstammt der Arbeit von Vogel (1992). Sie wird
bezlglich stationarer und mobiler Phase sowie Flussrate und Detektionswellenlange Uber-
nommen. Um eine bessere Auflésung der Peaks im Bereich der Retentionszeit von Apige-
nin-7-glucosid zu erreichen, wird die Zusammensetzung der mobilen Phase in diesem iso-
kratischen Teil des Chromatogramms leicht in Richtung zunehmender Hydrophilie verandert;
der Wasseranteil im Flielmittelgemisch wird dazu von 75 auf 78 % erhdht. An die Elution der
hydrophilen Substanzen, einschliel3lich Apigenin-7-glucosid (14 min), schlief3t sich das von
Vogel (1992) entwickelte Gradientenprogramm an. Dadurch eluieren zunachst die acetylier-
ten Derivate des Apigenin-7-glucosids (19—20 min), anschlieBend Apigenin und bei hohen
Acetonitrilkonzentrationen verlassen die lipophilen En-In-Dicycloether nach 25-30 min die
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Saule. Abb. 3.10 zeigt das Chromatogramm eines Kamillenextraktes auf Basis des beschrie-
benen Gradientensystems.
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Abb. 3.10 HPLC-Chromatogramm eines Kamillenmazerates;
1 Apigenin-7-glucosid, 2 acetylierte Apigenin-7-glucoside (19-20 min),
3 Apigenin, 4 cis-EID, 5 trans-EID

Fur Apigenin-7-glucosid und Apigenin wird die Methode kalibriert und fir Apigenin-7-glucosid
im Hinblick auf Richtigkeit, Systemprazision und Methodenprazision validiert. Abb. 3.11 und
Abb. 3.12 zeigen die Kalibriergerade und den Residuenplot fir Apigenin. Die charakteristi-
schen Kenngroflen der Kalibrierung sind in Tab. 3.5 fur Apigenin und Apigenin-7-glucosid
dargestellt (Rohdaten siehe Anhang, Kapitel 11.3, S. 144 und Kapitel 11.4, S. 146).

Die Validierung wird wie unter 3.1 beschrieben fur Apigenin-7-glucosid durchgefiihrt. Die
statistischen Daten zur Validierung dieser HPLC-Methode sind Tab. 3.6 zu entnehmen. Da
Apigenin nur in geringer Menge in der Droge und in den Extrakten vorkommt, wird hier eine
Kalibrierung im Bereich niedriger Konzentrationswerte durchgefuhrt, entsprechend werden

fur diese Substanz Bestimmungsgrenze und Nachweisgrenze ermittelt.
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Tab. 3.5 Daten der Kalibrierung der HPLC-Methode fur Apigenin und Apigenin-7-glucosid

Parameter Apigenin Apigenin-7-glucosid
Messbereich [mg/100 ml] 0,2616-2,6160 0,7012-14,0240
Anzahl der Messpunkte 36 30
Datenschwerpunkt x=1,3516 Xx=7,1522

y = 110038 y = 206093
Korrelationskoeffizient 0,9995 0,9993
Reststandardabweichung 2332 5465
Verfahrensstandardabweichung 0,0283 0,1851
relative Verfahrensstandardabweichung 2,09 % 2,59 %
Geradengleichung Apigenin f(x) = 110038 + 82386(x — 1,3516)

Geradengleichung Apigenin-7-glucosid f(x) = 206093 + 29525(x — 7,1522)

Tab. 3.6  Statistische Daten zur Validierung der HPLC-Methode von Apigenin-7-glucosid

und Apigenin
Parameter Soll-Gehalt Konzentration rel. Standard- Wiederfindungs-
[%] [mg/100 ml]  abweichung [%] rate [%]

Apigenin-7-glucosid

Systemprazision 11,885 (n = 6) 0,54

Methodenprazision ca.9(n=18) 3,53

Wiederfindung 90,00 10,697 1,94 98,34
116,12 13,801 1,96 99,09
132,25 15,718 1,81 98,87

Apigenin

Bestimmungsgrenze 0,2503 mg/100 mi

Nachweisgrenze 0,9343 mg/100 ml




Kapitel 4

Extraktion von Kamillenbliiten mit Giberkritischem Kohlendioxid

4.1 Literaturiiberblick

Die Extraktion von Kamillenbliten mit tiberkritischem CO, wird erstmals von Stahl und Schilz
(1976) beschrieben. Die Untersuchungen im analytischen Mal3stab zeigen eine gute Loslich-
keit von Terpenkohlenwasserstoffen, En-In-Dicycloethern, (-)-a-Bisabolol, Herniarin und Ma-
tricin in Uberkritischem CO, bei niedrigen Dricken (70-100 bar). Die Extraktionstemperatur
von 40 °C erlaubt die Gewinnung eines Kamillenextraktes, der die lipophilen Inhaltsstoffe in
genuiner Form enthalt. Die Bestimmung erfolgt halb-quantitativ durch Vergleich der Banden-
intensitaten nach einer DUnnschichtchromatographie. In weiteren Arbeiten im praparativen
Malstab, bei denen neben CO, auch Distickstoffoxid (N,O) als Uberkritisches Gas zum Ein-
satz kommt, wird der Einfluss der Verfahrensparameter Druck, Durchflussmenge und Gasart
auf Ausbeute und Gehalt an Matricin, Bisaboloiden und En-In-Dicycloethern im Extrakt un-
tersucht (Stahl und Schitz 1978). Matricin wird als Chamazulen bestimmt, somit ist keine
Aussage Uber das Ausmal} einer Zersetzung wahrend oder nach der Extraktion mdglich.
Obwohl mit N,O hohere Gesamtextraktausbeuten erzielt werden, bleibt die extrahierte Men-
ge an relevanten Inhaltsstoffen gleich. Die Ausbeutesteigerung ist demzufolge auf eine ver-
starkte Extraktion von Begleitstoffen zurtickzufuhren. Stahl et al. melden 1978 unter der
Uberschrift ,Verfahren zur Extraktion von Kamille mit (iberkritischen Gasen“ ein Patent an,
das sowohl die fraktionierte Extraktion als auch die fraktionierte Abscheidung in verschiede-
nen Druckstufen umfasst. Ein weiteres Patent beinhaltet zusatzlich die Extraktion von Kamil-
lenbliten mit fluissigem CO, (Behr et al. 1982). Die Herstellung eines Kamillen-Gesamt-
extraktes, der sowohl lipophile als auch hydrophile Inhaltsstoffe beinhaltet, wird als dreistufi-
ges Verfahren beschrieben, indem zunachst eine CO,-Extraktion durchgefihrt wird, dann
mittels Autofermentation die Hydrolyse von Flavonoid-Glykosiden im Drogenrickstand erfolgt
und anschlielRend die Flavonoid-Aglyka durch eine Ldsungsmittelextraktion gewonnen wer-
den. Durch Kombination des lipophilen COx-Extraktes und des hydrophilen Extraktes resul-

tiert ein Gesamtextrakt (Mauz und Hempel 1997).

Vuorela et al. (1990) extrahieren verschiedene Chemotypen der Kamille mit Uberkritischem
CO, bei 40 °C und 200 bar und analysieren diese Extrakte mittels Headspace-Gaschromato-
graphie. Chamazulen, das als Zersetzungsprodukt des Matricins wahrend der Gaschroma-

tographie entsteht, wird nur in Spuren in den Extrakten nachgewiesen. Die Hauptbestandtei-
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le der Atherisch-Ol-Fraktion in den Kamillenbliiten sowie im CO,-Extrakt sind in Abhangigkeit

vom Chemotyp (-)-a-Bisabolol bzw. Bisabololoxid A.

Reverchon und Senatore (1994) gelingt die Trennung des &therischen Ols von co-extra-
hierten Cuticularalkanen durch fraktionierte Abscheidung bei 0 °C und 90 bar in der 1. Ab-
scheidestufe und -5 °C und 30 bar in der 2. Stufe. Hierbei nutzen sie die Tatsache, dass die
Loslichkeit von Atherisch-Ol-Komponenten bei tiefen Temperaturen und entsprechend hohen
Dichten stark zunimmt, wahrend die Léslichkeit der nicht-fllichtigen Alkane bei diesen Bedin-
gungen um eine Zehnerpotenz gegenuber den Extraktionsbedingungen verringert ist (Stahl
et al. 1983).

Untersuchungen im analytischen und praparativen Maldstab werden von Scalia et al. (1999)
durchgefluihrt. Dabei liegen die bei der CO,-Extraktion erzielten Ausbeuten 4,4-mal hoher als
die der Wasserdampfdestillation, was teilweise durch die Co-Extraktion von héhermolekula-
ren Kohlenwasserstoffen (wachsartige Substanzen) bedingt ist. Eine Zersetzung von Matricin
zu Chamazulen wird durch optische Beurteilung aufgrund der gelben Farbe des Extraktes
ausgeschlossen. Die quantitative Bestimmung von Matricin erfolgt mittels Gaschroma-
tographie nach Konversion zu Chamazulen, auf die Problematik dieser Methode wurde be-
reits in Kapitel 3.2.1 (S. 23) hingewiesen. Erstmals wird auch die Extrahierbarkeit der Flavo-
noide Apigenin und Apigenin-7-glucosid untersucht. Bei 40 °C und 200 bar betragen die im
analytischen Malistab erzielten Ausbeuten 71,4 % bzw. 0,8 % flir Apigenin und Apigenin-7-
glucosid. Im praparativen Mal3stab werden 56,1 % bzw. 0,5 % der Ausbeuten einer Soxhlet-
Extraktion erreicht. Eine Temperaturerhéhung auf 50 °C oder eine Druckerhéhung auf 400
bar bringen keine Verbesserung der Extraktionsergebnisse. Die Zugabe von 5 % Methanol
(V/V) als Schleppmittel wird nur im analytischen Mafstab untersucht. Dadurch lassen sich

die Ausbeuten auf 143,3 % bzw. 14,6 % fur Apigenin und Apigenin-7-glucosid steigern.

Zekovic (2000) findet eine ,schlechte Ldslichkeit” von Apigenin und ,Unléslichkeit* von Api-
genin-7-glucosid in Uberkritischem CO, bei 40 °C in einem Druckbereich von 80-260 bar. Er
nutzt die Uberkritische CO,-Extraktion zur Abtrennung der flichtigen Extraktbestandteile, um
im Drogenrlckstand nach enzymatischer Fermentation das spasmolytisch starker wirksame

Apigenin (Achterrath-Tuckermann et al. 1980) gegenuber Apigenin-7-glucosid anzureichern.

Die Kinetik des Extraktionsprozesses von Kamillenbliten wird von Pekic et al. (1994) in Ab-
hangigkeit vom Zerkleinerungsgrad der Droge bei 40 °C und 80 bar im Labormal3stab unter-
sucht. Die experimentell ermittelten Parameter zur Beschreibung der kinetischen Extrak-
tionskurven weisen eine gute Ubereinstimmung mit berechneten Werten aus Modellglei-
chungen auf. Die Zerkleinerung der Droge bewirkt eine signifikante Steigerung der Extrakt-
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ausbeute bei gleich bleibendem Gehalt an atherischem Ol. Dies steht in Widerspruch zu den
Annahmen von Stahl und Schitz (1978), die aufgrund der Lokalisation der lipophilen Wirk-
stoffe in subepidermalen Drisen keine Notwendigkeit fur eine Zerkleinerung sehen. In weite-
ren Arbeiten leiten Pekic et al. (1995a, b) anhand experimenteller Daten Regressionsglei-
chungen zur Berechnung der Extraktausbeute bzw. der Ausbeute an (-)-a-Bisabolol und Bi-
sabololoxiden in Abhangigkeit von Extraktionsdruck (80—160 bar) und Extraktionstemperatur
(40-80 °C) ab. Die Ausbeuten an atherischem Ol liegen in Abhangigkeit vom Extraktions-
druck bis zu 2,2-mal héher als bei Wasserdampfdestillaten. Dies wird auf das Ldslichkeits-
verhalten héhermolekularer, wachsartiger Substanzen zurlckgeflhrt, die ebenfalls in Kamil-
lenbliten enthalten sind. Diese enthalten &therisches Ol in teilweise geléstem Zustand, das
einer Wasserdampfdestillation nicht zuganglich ist und mittels Uberkritischem CO, bei hohe-

ren Dricken zusammen mit den schwerer I8slichen lipophilen Substanzen extrahiert wird.

Zur Vorhersage der Gesamtldslichkeit von Inhaltsstoffen der Kamille in Uberkritischem CO,
im Temperaturbereich von 40 bis 80 °C bei Driicken zwischen 80 und 160 bar wenden Tolic
et al. (1996) die Chrastil-Gleichung an (Chrastil 1982, GlI. 4.1). Die Auftragung des Logarith-
mus der experimentell bestimmten Loéslichkeit Gber dem Logarithmus der Dichte des CO,
ergibt annéahernd lineare Zusammenhange und damit eine gute Ubereinstimmung mit den
berechneten Ergebnissen. Pekic et al. (1997) stellen quantitative Zusammenhange zwischen
der Gesamtextraktausbeute und der eingesetzten Menge an CO, auf und verifizieren diese

anhand experimenteller Daten.

ln(S)=$+b+k-ln(d) (4.1)
S Léslichkeit einer Substanz
T Temperatur
d Dichte des Lésungsmittels
k Anzahl Lésungsmittelmolekile zur Solvatation eines Substanz-Molekiils
AH . . i
a R mit AH = Lésungswarme + Verdampfungswarme der Substanz
b Konstante in Abhangigkeit der Molekulargewichte von Substanz und

Losungsmittel

Der Ansatz von Povh et al. (2001) zur mathematischen Beschreibung des Extraktionsverlau-
fes hinsichtlich der Zeitabhangigkeit der Gesamtausbeute beinhaltet die Unterteilung in drei
Extraktionsphasen. Die erste Phase ist gekennzeichnet durch eine konstante, hohe Extrak-
tionsgeschwindigkeit, wahrend der zweiten Phase sinkt die Extraktionsgeschwindigkeit, die
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dritte Phase reprasentiert ausschlieBlich diffusionskontrollierte Extraktionsvorgange und
weist die geringste Extraktionsgeschwindigkeit auf. Jede Phase wird durch einen linearen

Zusammenhang zwischen Extraktausbeute und Extraktionszeit beschrieben.

4.2 Optimierung der Extraktionsparameter

Selektivitat und Ausbeute einer CO,-Extraktion konnen durch Variation verschiedener Ex-
traktionsparameter optimiert werden (Abb. 4.1). Dabei muss ein Kompromiss zwischen einer
hohen Anreicherung pharmakologisch wertvoller Inhaltsstoffe, einer akzeptablen Ausbeute
dieser Substanzen und der Wirtschaftlichkeit des Gesamtprozesses gefunden werden. Da
eine Erhdéhung der Extraktionstemperatur zu Verlusten an fllichtigen oder hitzelabilen In-
haltsstoffen flhrt, sowie die Dichte des CO, und damit seine Losungskapazitat senkt, wird
die Extraktionstemperatur bei 40 °C konstant belassen. Nach unten ist die Extraktionstempe-
ratur durch die kritische Temperatur von 31 °C begrenzt. Die Optimierung wird anhand von
ausgewahlten, stabilen Leitsubstanzen des atherischen Kamillendls bzw. der Alkane als Ver-
treter der Cuticularwachse durchgefihrt. Auf die Problematik der Instabilitat bestimmter In-
haltsstoffe wird in den Kapiteln 4.3 und 6 gesondert eingegangen. Die eingesetzte Droge der
Sorte Mabamille (Ernte 1999) wird geschnitten geliefert und eingesetzt. Die erhaltenen Ex-
trakte werden im Exsikkator bei Raumtemperatur unter Lichtschutz bis zur Gewichtskonstanz
getrocknet.

Zerkleinerung Trocknung des

der Droge Extraktes

Einsatz von .
Abscheideart/

Schleppmitteln .
-bedingungen

Extraktqualitat

Extraktions-
druck

CO,-
Massenfluss

Extraktions-

Extraktions-

dauer

temperatur

Abb. 4.1  EinflussgréRen auf die Extraktqualitat bei einer CO,-Extraktion
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4.21 Extraktionsdruck

Der Einfluss des Extraktionsdruckes wird bei 90, 150 und 200 bar untersucht. Unter diesen
Bedingungen resultieren CO,-Dichten von 490, 780 und 840 kg/m3. Abb. 4.2 zeigt den Ge-
halt an Kamilleninhaltsstoffen im CO,-Extrakt sowie die Gesamtextraktausbeute in Prozent
bezogen auf die Einwaage an Drogenmaterial. Fur Bestandteile des atherischen Kamillendls
(B-Farnesen, (-)-a-Bisabolol, Bisabololoxide, En-In-Dicycloether) sowie fiur das C,s-n-Alkan
als Vertreter der Cuticularalkane findet bei einer Druckerhéhung auf 150 bar eine drastische
Abnahme des Gehaltes an Inhaltsstoffen im Extrakt auf 60-70 % des Gehaltes eines bei 90
bar hergestellten Extraktes statt. Ausgehend von einem Extraktionsdruck von 150 bar be-
wirkt eine weitere Druckerhéhung auf 200 bar nur noch eine geringfligige Gehaltsabnahme,
die zwischen 5 und 10 % liegt.

Die Gesamtextraktausbeute weist ein entgegengesetztes Verhalten bei Drucksteigerung auf.
Wahrend bei 90 bar Ausbeuten von etwa 0,9 % erzielt werden, verdoppeln sich diese anna-
hernd auf 1,7 bzw. 1,75 % bei 150 bzw. 200 bar.
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Abb. 4.2  Gehalt an Kamilleninhaltsstoffen im CO,-Extrakt und Extraktausbeute in Abhan-
gigkeit vom Extraktionsdruck; Bedingungen: 40 °C, 3 h, 8 kg CO./h, Trocknung
im Exsikkator; (H) 90 bar, (O) 150 bar, () 200 bar; Fehlerbalken = Spannweite
(n=2)
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Abb. 4.3  Ausbeute an Kamilleninhaltsstoffen aus 100 g Droge (40 °C, 3 h, 8 kg COy/h);
(M) 90 bar, (3) 150 bar, (M) 200 bar; Fehlerbalken = Spannweite (n = 2)

Um beurteilen zu kdnnen, inwieweit durch eine Druckerhdhung auch die Ausbeute an rele-
vanten Inhaltsstoffen verbessert wird, sind in Abb. 4.3 die aus Gehalt im Extrakt und Ge-
samtextraktausbeute gemal Gl. 4.2 berechneten Ausbeuten der Inhaltsstoffe dargestellt.

Ausbeute Inhaltsstoff [mg/100 g Droge] =
Gehalt Inhaltsstoff [mg/g Extrakt] * Extraktausbeute [g Extrakt/100 g Droge] 4.2)

Die beobachtete Zunahme der Inhaltsstoff-Ausbeute betragt zwischen 15 und 25 % bei
Druckerhéhung auf 150 bar, die Extraktion bei 200 bar bringt dagegen keine weitergehende
Steigerung der Ausbeuten.

4.2.2 Extraktionsdauer

Die Extraktionsdauer bestimmt bei konstantem CO,-Massenfluss das Droge/Ldsungsmittel-
Verhaltnis der Extraktion. Es betragt bei einer Extraktionsdauer von 1 h, einem Massenfluss
von 8 kg CO./h und einer Drogeneinwaage von 0,2 kg Kamillenbliten 1:40, entsprechend
erhdht es sich bei langerer Extraktion auf 1:120 (3 h), 1:200 (5 h) und 1:280 (7 h).
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Abb. 4.4  Gehalt an Kamilleninhaltsstoffen im CO,-Extrakt (40 °C, 90 bar, 8 kg CO»/h) und
Extraktausbeute in Abhangigkeit von der Extraktionsdauer;
(8)1 h, (M) 3 h,(3)5h, (H) 7 h; Fehlerbalken = Spannweite (n = 2)
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Abb. 4.5 Ausbeute an Kamilleninhaltsstoffen aus 100 g Droge (40 °C, 90 bar, 8 kg CO./h);
(@)1 h, (m)3h, )5 h, (A7 h; Fehlerbalken = Spannweite (n = 2)
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In Abb. 4.4 ist der Einfluss der Extraktionsdauer und damit des Droge/Ldsungsmittel-Verhalt-
nisses auf den Gehalt an Inhaltsstoffen im Extrakt sowie auf die Gesamtextraktausbeute
dargestellt. Analog den Beobachtungen, die bei einer Druckerhéhung (siehe 4.2.1) gemacht
werden, findet bei Verlangerung der Extraktionsdauer eine Abnahme der Extraktgehalte bei
gleichzeitiger Zunahme der Extraktausbeuten statt. Es resultieren bei einer Verlangerung
von 1 h auf 3 h zwischen 10 und 20 % geringere Gehalte im Extrakt, wobei die Gesamt-
extraktausbeute um knapp 70 % steigt. Die Verlangerung der Extraktionsdauer auf 5 h bzw.
7 h hat eine weitere Abnahme der Gehalte im Extrakt bei gleichzeitiger Steigerung der Ge-
samtextraktausbeute zur Folge. Diese Veranderungen sind aber mit zunehmender Extrak-
tionsdauer deutlich schwacher ausgepragt. Die Abnahme der Extraktgehalte betragt jeweils

ca. 5 %, die Zunahme der Extraktausbeute liegt bei je ca. 40 %.

Abb. 4.5 zeigt die gemal Gl. 4.2 berechneten Ausbeuten der Kamilleninhaltsstoffe in Abhan-
gigkeit von der Extraktionsdauer. Die Verlangerung der Extraktionszeit um jeweils 2 h bewirkt
eine Ausbeutesteigerung, die jedoch mit zunehmender Extraktionszeit geringer ausfallt. Eine
7-stundige Extraktion liefert ahnliche Ausbeuten an Kamilleninhaltsstoffen wie sie durch eine
Druckerhéhung auf 150 bzw. 200 bar erzielt werden, ein vergleichbarer Grad an Erschép-
fung des Drogenmaterials wird erreicht (siehe Abb. 4.3).

4.2.3 CO,-Massenfluss

Die Untersuchung von Extraktzusammensetzung und —ausbeute unter dem Einfluss ver-
schiedener CO,-Flussraten erlaubt Aussagen Uber das Massentransferverhalten der Kamil-
leninhaltsstoffe. So bendétigen langsame Diffusionsprozesse geringere Flussraten, um eine
Gleichgewichtseinstellung zu erreichen, als schnelle Auswaschprozesse. Um die unter 4.2.2
geschilderten Einflisse auszuschlieBen, wird die Gesamtmenge CO, bei 24 kg konstant
gehalten. Entsprechend variiert die Extraktionsdauer zwischen 1 h bei einer Flussrate von 12
kg/h und 6 h bei einer Flussrate von 4 kg/h. Eine 2-stiindige stationare Zwischenmazeration
unter Druck ohne CO,-Durchfluss soll den Nutzen eines Quellungsvorganges zur Beschleu-

nigung des Massentransfers untersuchen.
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Abb. 4.6  Gehalt an Kamilleninhaltsstoffen im CO»-Extrakt (40 °C, 90 bar) und Extraktaus-
beute in Abhangigkeit vom CO,-Massenfluss; () 4 kg/h, 6 h; (l) 8 kg/h, 3 h;
(&) 8 kg/h, 3 h, 2 h stationare Zwischenmazeration, (M) 12 kg/h, 2 h;

Fehlerbalken = Spannweite (n = 2)

Abb. 4.6 zeigt den Einfluss des CO,-Massenflusses auf den Gehalt an Inhaltsstoffen im Ex-
trakt sowie auf die Gesamtextraktausbeute, in Abb. 4.7 sind die Ausbeuten der Kamillen-
inhaltsstoffe nach Gl. 4.2 dargestellt. Verglichen mit den Referenzbedingungen (8 kg/h, 3 h)
werden durch geringere Flussraten sowie durch stationare Zwischenmazeration hohere Aus-
beuten an Kamilleninhaltsstoffen erzielt, die bei ahnlichen Gehalten im Extrakt auf hohere
Gesamtextraktausbeuten zurtckzufuhren sind. Die Ausbeutesteigerung liegt zwischen 5 und
30 %, wobei eine Verlangerung der Prozesszeit von 3 h auf 5 h (Zwischenmazeration) bzw.
6 h (4 kg CO,/h) notwendig ist. Hohe CO,-Durchflussraten von 12 kg/h und damit einherge-
hend klrzere Prozesszeiten (2 h) fihren fur (-)-a-Bisabolol und cis-EID zu 10-15 % geringe-

ren Ausbeuten, flr die anderen Inhaltsstoffe ist kein signifikanter Unterschied nachweisbar.
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Abb. 4.7  Ausbeute an Kamilleninhaltsstoffen aus 100 g Droge (40 °C, 90 bar) in Abhan-
gigkeit vom CO,-Massenfluss; (0) 4 kg/h, 6 h; () 8 kg/h, 3 h;
(&) 8 kg/h, 3 h, 2 h stationare Zwischenmazeration, () 12 kg/h, 2 h;
Fehlerbalken = Spannweite (n = 2)

4.2.4 Weitere Einflussparameter: Geschwindigkeit der Entspannung des Ab-

scheidebehilters und Art der Trocknung der Extrakte

Im Anschluss an die Extraktion folgen weitere Prozessschritte, die Einfluss auf die Extrakt-
qualitat haben kénnen. Im Endabscheidebehalter liegt wahrend der Extraktion flissiges CO,
vor, welches den ankommenden Extrakt aufnimmt und nach Beendigung der Extraktion vom
Abscheidedruck (40 bar) auf Normaldruck entspannt werden muss. Dabei erfolgt nach Off-
nung des Ablassventiles eine schnelle Ausdehnung von ca. 0,5 | Flussigkeit auf 250 | Gas,
wobei das gasférmige CO, gemal® dem Druckgradienten mit hoher Geschwindigkeit den
Abscheidebehalter verlasst. Hierbei besteht die Mdglichkeit, dass im flissigen CO, geldste
Substanzen durch den Gasstrom mitgerissen werden und demzufolge Verluste auftreten.
Uber manuelle Einstellung eines geeigneten Offnungsgrades des Ablassventiles kann die
Geschwindigkeit des austretenden Gasstromes reduziert und damit eine langsame Entspan-

nung vorgenommen werden.

Nach Entnahme des Extraktes ist dessen Trocknung wie auch die Trocknung frischen Pflan-

zenmaterials ein kritischer Verfahrensschritt. Es kann zu hohen Verlusten an wertbestim-
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menden Inhaltsstoffen kommen, insbesondere wenn &therische Ole enthalten sind (Carle
und Gomaa 1992b). Daher wird als Referenzverfahren im Rahmen der Prozessoptimierung
die Trocknung bei Raumtemperatur und Normaldruck unter Lichtschutz durchgefuhrt. Als
alternatives, zeitsparendes Verfahren wird die Gefriertrocknung untersucht. Eine Extraktion
bei 40 °C, 90 bar, 8 kg CO,/h Uber 3 h flhrt zur Co-Extraktion von 10-14 g Wasser, wovon
ca. 4 g bereits vor Beginn eines Trocknungsschrittes abgenommen werden kénnen, da eine
Separation aus der lipophilen Extraktmatrix stattfindet. Diese werden bei der Berechnung
des Trocknungsverlustes wahrend der Trocknung im Exsikkator nicht bertcksichtigt. Aus
Tab. 4.1 ist zu entnehmen, dass Gewichtskonstanz nach etwa sieben Tagen bei einem

Trocknungsverlust von knapp 80 % erreicht wird.
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Abb. 4.8 Einfluss weiterer Faktoren auf Gehalt an Inhaltsstoffen und Extraktausbeute (40
°C, 90 bar, 3 h, 8 kg/h): () Referenzversuche, (0) langsames Entspannen,
(M) Gefriertrocknung des Extraktes; Fehlerbalken = Spannweite (n = 2)

Abb. 4.8 vergleicht Extraktgehalte und Ausbeute bei langsamer Entspannung des Endab-
scheiders mit den Referenzversuchen. Es fallt auf, dass B-Farnesen und in geringerem Ma-
Re auch (-)-a-Bisabolol von einer langsamen Entspannung profitieren. Fur alle anderen Sub-
stanzen sowie flr die Extraktausbeute sind die Effekte nicht signifikant. Die Gefriertrocknung
fuhrt im Fall des B-Farnesens zu Verlusten von bis zu 50 %, cis-EID zeigt 10 % niedrigere
Gehalte. Auf Ausbeute und Extraktgehalt der anderen Substanzen ist kein signifikanter Ein-
fluss zu beobachten.
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Tab. 4.1 Verlauf der Trocknung eines Extraktes im Exsikkator Gber Phosphorpentoxid bei

Raumtemperatur und Normaldruck unter Lichtschutz

Tage nach

Extraktion 1 2 3 4 5 6 9 14 19

Ausbeute 461 194 133 117 114 1,10 1,07 1,02 099 0,97
[%] +0,85 £0,57 +£0,29 +0,15 £0,11 £0,10 £ 0,09 + 0,07 = 0,08 + 0,08

Trocknungs- 0 575 708 748 765 772 779 779 786 789
verlust [%] +58 £25 +10 +10 =08 09 +14 +14 =15

4.3 Aufstellung einer Gesamtextraktionsbilanz unter Beriucksichtigung des
Zerkleinerungsgrades der Droge

Die Zerkleinerung der Ausgangsdroge erleichtert einerseits den Massentransfer aus dem
Drogenmaterial in das Lésungsmittel durch Verkirzung der Diffusionsstrecken, andererseits
missen maoglicherweise Verluste aufgrund von Instabilitdt bzw. Verflichtigung von Inhalts-
stoffen wahrend der Zerkleinerung beriicksichtigt werden. Diese Einflisse kénnen anhand
einer Gesamtextraktionsbilanz fur die einzelnen Inhaltsstoffe beurteilt werden. Der Gesamt-
gehalt an relevanten Inhaltsstoffen in der Ausgangsdroge (Sorte Manzana, Ernte 2001) wird
durch wiederholte Mazeration mit hohem Lésungsmitteliberschuss ermittelt und als 100 %-
Wert gesetzt (siehe Tab. 4.2). Das Droge/Lésungsmittel-Verhaltnis betragt hierbei 1:40, die
Extraktion kann als erschépfend betrachtet werden (Ness und Schmidt 1995). Der Gehalt an
(-)-a-Bisabololoxiden liegt unter 1 % bezogen auf (-)-a-Bisabolol, so dass Bisabololoxid A
und B in den folgenden Betrachtungen unbertcksichtigt bleiben. Der nicht extrahierte Anteil
wird durch Mazeration der CO,-extrahierten Droge bestimmt, der extrahierte Anteil setzt sich
aus der Menge im Extrakt und einem Teil, der nicht aus dem Abscheidebehalter entnommen
werden kann, zusammen (siehe Abb. 4.9). Dieser nicht entnehmbare Anteil ergibt sich aus
der Analyse des Ethanols, der zum Spllen des Abscheidebehalters verwendet wird. Die hier

untersuchten Extrakte werden zur Entfernung von mitextrahiertem Wasser gefriergetrocknet.

Tab. 4.2 Gehalt an Inhaltsstoffen in Kamillenbliten der Sorte Manzana, Ernte 2001
[mg/100 g Droge]

B- (-)-o- Cos-n- Apig.-7-

Farnesen Bisabolol Alkan  glucosid Apigenin - Matricin  trans-EID  cis-EID

162,8 355,1 120,8 384,8 8,78 197,5 135,2 526,8
1,6 12,5 +54 +8,5 1,4 +13,8 +4,8 +17,4
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100 %-Wert [mg] =
Einwaage Droge [100 g] * Gehalt [mg/100 g Droge]

: y

Nicht extrahierter Anteil [mg] = Extrahierter Anteil [mg]

Ruckwaage extrahierter Droge [100 g] °
Restgehalt in extrahierter Droge [mg/100 g Droge]

v

Anteil im Extrakt [mg] =

Extraktausbeute [g] « Gehalt im Extrakt [mg/g]

A 4
Nicht entnehmbarer Anteil [mg] =

Gehalt im Spulethanol [mg]

Abb. 4.9 Schematische Darstellung zur Erstellung einer Bilanz des Extraktionsprozesses

Die PartikelgroRenverteilung von unzerkleinerten Kamillenbliten und nach Zerkleinerung
mittels Schneidmuihle und unter Verwendung eines 4 mm- bzw. eines 1 mm-Siebeinsatzes
(grob und fein geschnittene Droge) wird mittels Siebanalyse bestimmt und kann Tab. 4.3
entnommen werden. Vor Zerkleinerung weist die Hauptfraktion eine Partikelgrofie > 3,15 mm
auf, durch die Zerkleinerung findet eine Reduktion auf Partikelgré3en von etwa 0,7 mm (grob

geschnitten) bzw. auf Partikelgréfien < 0,5 mm (fein geschnitten) statt.

Tab. 4.3  PartikelgréRenverteilung von Kamillenbliten nach Zerkleinerung mittels

Schneidmuhle

< 0,5 mm 0,5-1,4 mm 1,4-3,15 mm > 3,15 mm
ganze Droge 10,9 +4,7 28,0+4,3 9,9+0,8 51,2+ 8,2
grob geschnitten 40,6 + 2,7 53,8 + 2,1 55+0,6 0,17+0,0

fein geschnitten 60,6 £+1,6 39,1+1,2 0,3+0,2 0,0
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Abb. 4.11 stellt die Bilanz des Extraktionsprozesses am Beispiel verschiedener Inhaltsstoff-
gruppen auf. B-Farnesen, (-)-a-Bisabolol, Matricin und die En-In-Dicycloether sind Bestand-
teile des atherischen Kamillendls, das Cos-n-Alkan ist eine Komponente der Cuticularwachse,
Apigenin-7-glucosid und Apigenin sind Vertreter der Flavonoide. Strukturformeln dieser In-
haltsstoffe sind in Abb. 4.10 abgebildet.

OHCH, CHs
H /
|
0 7( CH,
| oH % = X X
CHy 3 oH |
\ 3
o]
(-)-a-Bisabolol (M, = 222) Matricin (M, = 306) B-Farnesen (M, = 204)

OH
CH,OH |O
0
HO% 0

// cis-En-In- OH O
Dicycloether (M, = 200) Apigenin-7-glucosid (M, = 432)

Abb. 4.10 Strukturformeln ausgewahlter Kamilleninhaltsstoffe

Fir alle Substanzen ist ein Anstieg des extrahierten Anteils bei zunehmendem Zerkleine-
rungsgrad offensichtlich. Dabei bleibt der Teil, der im Spulethanol wiedergefunden wird, na-
hezu konstant und betragt 5-20 % bezogen auf die Gesamtmenge an Inhaltsstoff. Der nicht
extrahierte Anteil nimmt entsprechend bei geringerem Zerkleinerungsgrad zu, allerdings
kompensiert dies nicht die geringeren Extraktausbeuten, so dass Defizite in der Bilanz auf-
treten. Hinsichtlich der Extrahierbarkeit und der Stabilitdt kann eine Einteilung in drei ver-

schiedene Substanzgruppen vorgenommen werden.

Zur ersten Gruppe sind (-)-a-Bisabolol und das C,s-n-Alkan zu zahlen. Die Gesamtwiederfin-
dungsrate betragt fur die fein geschnittene Droge 100 %, fur grob geschnittene bzw. ganze
Droge ergibt sich ein Defizit in der Gesamtbilanz von 10-20 %. Dabei liegt der extrahierte
Anteil bei 60-95 %, die Restgehalte in der extrahierten Droge betragen 5-20 %.
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0%

abec abec abec abec abec abc abec abec

B-Far- (-)-a- C-25-  Apig.-7- Apigenin Matricin  trans- cis-
nesen Bisabolol n-Alkan glucosid EID EID

Abb. 4.11 Bilanz eines Extraktionsprozesses in Abhangigkeit vom Zerkleinerungsgrad:
(@) Anteil im Extrakt, (O) Anteil im Spilethanol, (B) nicht extrahierter Anteil;
(a) ganze, (b) grob geschnittene, (c) fein geschnittene Droge;
Fehlerbalken oben: Vertrauensbereich der Summe aller Fraktionen

Fehlerbalken unten: Vertrauensbereich des extrahierten Anteils (n = 3)

In der zweiten Gruppe geht die Gesamtbilanz flr die fein geschnittene Droge ebenfalls auf.
Die Wiederfindung im extrahierten Anteil liegt aber deutlich niedriger. Hierzu sind Apigenin-7-
glucosid und Apigenin zu zahlen. Apigenin-7-glucosid wird mit reinem CO, nicht extrahiert,
durch einmalige Lésungsmittelmazeration der CO,-extrahierten Droge werden aber in Ab-
hangigkeit vom Zerkleinerungsgrad der Droge 75-95 % des Inhaltsstoffes wiedergefunden.
Apigenin zeigt Ausbeuten im extrahierten Anteil von 20-30 %, in der CO,-extrahierten Droge

werden 55-75 % gefunden, so dass Gesamtsummen von 80—100 % resultieren.

B-Farnesen, Matricin und die En-In-Dicycloether gehéren zur dritten Gruppe. Hier treten auch
bei fein geschnittener Droge gréfRere Bilanzdefizite von 20 bis 50 % auf, die auf Verluste vor
und wahrend Extraktion und Trocknung zurlckzufuhren sind. Der trans-EID nimmt in dieser
Reihe eine Ausnahmestellung ein, da seine Ausbeute mit 30-70 % der Ausbeute von cis-EID
und Matricin entspricht, trotzdem liegt die Gesamtwiederfindung 10-20 % hdher. B-Farnesen
wird nur zu insgesamt 50 % in Extrakt und in extrahierter Droge wiedergefunden. Dabei fal-

len vor allem die hohen Anteile im Spulethanol auf, die bezogen auf die gesamt extrahierte
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Menge bei 60-85 % liegen, wahrend der nicht entnehmbare Anteil fur die anderen Inhalts-
stoffe bei 10-30 % liegt.

4.4 Diskussion der Ergebnisse
4.41 Optimierung der Extraktionsparameter
4.4.1.1 Extraktionsdruck

Bereits kleine Anderungen des Extraktionsdruckes im Bereich des kritischen Druckes von
CO, bewirken grof3e Dichteanderungen des Lésungsmittels (siehe Abb. 2.3, S. 9) und haben
damit entscheidenden Einfluss auf dessen Ldsungskapazitat. Damit kann die Ausbeute an
erwlnschten Inhaltsstoffen durch eine verbesserte Loslichkeit gesteigert werden. Allerdings
wird auch die Extraktion von unerwlnschten, schwerer Ioslichen Begleitkomponenten er-
leichtert, weshalb eine Abnahme der Selektivitat flr die vergleichsweise gut 16slichen Kamil-
leninhaltsstoffe zu erwarten ist. Dies wird experimentell bestatigt (siehe Abb. 4.2 und Abb.
4.3). Die Ausbeutesteigerung an untersuchten Kamilleninhaltsstoffen fallt deutlich geringer
aus als die Zunahme der Gesamtextraktausbeute. Daher muss sie zum gréften Teil durch
die Extraktion von analytisch nicht erfassten Begleitsubstanzen zustande kommen, was sich
auch in geringeren Gehalten der Inhaltsstoffe im Extrakt niederschlagt. Bei den Begleitsub-
stanzen kann es sich um hdéhermolekulare oder vergleichsweise polarere Substanzen han-
deln, die in CO, niedriger Dichte keine ausreichende Léslichkeit aufweisen. Dafir kommen
z. B. Phenylcarbonsauren wie Anissadure und Vanillinsaure in Frage (Reichling et al. 1979),
sowie Flavonaglyka wie Apigenin (Scalia et al. 1999) oder methoxylierte Flavonaglyka (Exner
et al. 1981).

Die Ld&slichkeit strukturell verschiedener Substanzen in Uberkritischem CO, verbessert sich
mit abnehmendem Molekulargewicht, zunehmendem Dampfdruck und bei Fehlen von pola-
ren Strukturelementen wie z. B. Sauerstoff-Atomen (Stahl und Gerard 1985, da Cruz Fran-
cisco und Sivik 2002). Die Strukturformeln der untersuchten Kamilleninhaltsstoffe sind in
Abb. 4.10 dargestellt, zum Vergleich sind in Abb. 4.12 strukturverwandte Substanzen abge-
bildet, deren Léslichkeit in Gberkritischem CO, bei 40 °C bekannt und in Tab. 4.4 angegeben
ist.
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Tab. 4.4 Loslichkeitsdaten von den Kamilleninhaltsstoffen strukturell &hnlichen Verbin-
dungen bei 40 °C und 90 bzw. 150 bar

Loslichkeit [%, m/m]
Substanz Autoren
90 bar 150 bar
Limonen Stahl et al. (1987) 6,5 >17
Valeranon Stahl et al. (1987) 0,5 >10
Artabsin Stahl et al. (1987) 0,035 0,15
Cos-n-Alkan Reverchon et al. (1993) 0,017 0,092
Wasser King et al. (1992) 0,16 0,21
3,4-Dihydroxybenzoesdure Murga et al. (2002) ~1:10° 3,7:10°
OH
= © ©
Limonen Valeranon Artabsin \0

Abb. 4.12 Strukturformeln einiger in Tab. 4.4 aufgelisteter Substanzen

Die Loslichkeit von B-Farnesen, einem unsubstituierten Sesquiterpen, sollte demzufolge zwi-
schen den Werten fir Limonen und Valeranon liegen. (-)-a-Bisabolol, ein Sesquiterpenalko-
hol, hat ein dem Valeranon entsprechendes Molekulargewicht, aber aufgrund einer freien
Hydroxylgruppe einen etwas geringen Dampfdruck (Stahl und Gerard 1985) und dirfte dem-
zufolge eine etwas geringere Ldslichkeit aufweisen. Artabsin ist strukturell ahnlich aufgebaut
wie Matricin, wobei letzteres aufgrund einer zusatzlichen Estergruppierung ein hdheres Mo-
lekulargewicht und eine geringere Polaritat besitzt. Das Co.g-n-Alkan steht stellvertretend flr
die Cuticularalkane, deren mengenmaflig dominierender Vertreter aus 25 C-Atomen aufge-
baut ist und daher ein geringeres Molekulargewicht besitzt. Zum Vergleich ist die Loslichkeit
von Wasser aufgelistet, das trotz seiner Polaritat aufgrund seines geringen Molekulargewich-
tes und seines Dampfdruckes besser extrahierbar ist als beispielsweise Artabsin. Da in ge-
trocknetem Pflanzenmaterial Restfeuchten von 8-15 % auftreten kdnnen, muss mit Co-
Extraktion betrachtlicher Mengen an Wasser gerechnet werden. Phenylcarbonsduren haben
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dagegen um 3—4 Zehnerpotenzen schlechtere Loslichkeiten und werden daher nur aufgrund
der hohen CO,-Durchsatze (24 kg) nach erfolgter Extraktion besser I8slicher Substanzen
extrahiert.

4.4.1.2 Extraktionsdauer

Da die Selektivitat des Losungsmittels bei bzgl. Temperatur und Druck konstanten Extrak-
tionsbedingungen nicht verandert wird, bleibt auch die Léslichkeit aller Kamilleninhaltsstoffe
unverandert. Die Anreicherung von Begleitsubstanzen mit zunehmender Extraktionsdauer ist
demnach eine Folge des geringeren Sattigungsgrades des Uberkritischen Gases (siehe Abb.
4.4 und Abb. 4.5). Wahrend zu Beginn hauptsachlich die leicht I6slichen Bestandteile des
atherischen Ols sowie sehr lipophile Kohlenwasserstoffe extrahiert werden, verschiebt sich
das Verhaltnis nach vollstandiger Extraktion dieser Substanzen zunehmend zugunsten
schwerer ldslicher Inhaltsstoffe. Anhand des Verlaufes der Ausbeuten am Beispiel von (-)-a-
Bisabolol wird die mit fortschreitender Extraktionsdauer sinkende Extraktionsrate deutlich,
die Ausbeutesteigerung pro weiterer 2 h Extraktionszeit nimmt kontinuierlich ab. Die Ausbeu-
te strebt einem Endwert entgegen. Dieser Wert entspricht der Ausbeute, die bei Anwendung
hoher Extraktionsdriicke erzielt wird (vgl. Abb. 4.3). Wahrend der initialen Extraktionsphase
werden leicht zugangliche Inhaltsstoffe aus zerstdérten Zellen ausgewaschen, gleichzeitig
findet Diffusion geldster Substanzen aus intakten Zellen in das Uberkritische Fluid statt (So-
vova et al. 1994). In dieser Phase ist die Extraktionsgeschwindigkeit konstant und v. a. durch
die Loslichkeit der Inhaltsstoffe bestimmt. Bei Einsatz unzerkleinerten Drogenmaterials kann
auch ein konstanter Massentransferwiderstand die geschwindigkeitsbestimmende GroRe
sein. Daran schlie3t sich eine zweite Phase mit kontinuierlich abnehmender Extraktionsge-
schwindigkeit an, die auf eine zunehmende Erschdpfung des Drogenmaterials zurtickzufth-

ren ist.

4.4.1.3 CO,-Massenfluss

Die Untersuchung verschiedener CO,-Massenflussraten ergibt eine Verbesserung des Mas-
sentransfers von der Drogenmatrix in das Ldsungsmittel bei einer langsameren Flussrate
(4 kg CO./h) sowie bei Durchfihrung einer stationaren Zwischenmazeration. Abb. 4.13 zeigt
die Lokalisation des &therischen Ols in Kamillenbliiten. Uber den sezernierenden Zellen hebt
sich die Cuticula blasenartig ab, darunter befindet sich das &therische Ol im subcuticuldren
Raum. Die Zerkleinerung der Droge flhrt lediglich zur Zerstérung eines gewissen Anteils der

Zellen. Der Ubertritt von Substanzen, die durch Diffusion aus intakten Zellen bzw. durch eine
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Cuticularbarriere in das Uberkritische Fluid gelangen, wird durch langsamere CO,-Flussraten
und demzufolge eine langere Verweilzeit des Losungsmittels im Extraktor begunstigt (Mira et
al. 1996). Eine stationare Zwischenmazeration bewirkt die Quellung der Zellstrukturen, dar-
aus resultiert ein geringerer Massentransferwiderstand. Beide Malknahmen flihren zu hdhe-
ren Ausbeuten an erwiinschten Inhaltsstoffen, da deren Konzentration im Extrakt nahezu
konstant bleibt.

Cuticula
subcuticularer Raum

mit atherischem Ol

sezernierende Zellen

Epidermis

AV,

Abb. 4.13 Drusenschuppe der Kamille in Seitenansicht (nach Stahl-Biskup und Reichling
1998)

4.4.1.4 Sonstige Einflussparameter

B-Farnesen besitzt im Vergleich zu den anderen untersuchten Substanzen keine Sauerstoff-
funktion und weist mit 204 g/mol das geringste Molekulargewicht auf. Im Gaschroma-
togramm erscheint es als erste Substanz flinf Minuten vor (-)-a-Bisabolol bei ca. 160 °C (sie-
he Abb. 3.1, S. 18). Der daraus ableitbare hohe Dampfdruck bewirkt eine gewisse Restlos-
lichkeit von B-Farnesen auch in gasférmigem CO, (Stahl et al. 1987). Somit ist diese Sub-
stanz besonders gefahrdet, bei einer schnellen Entspannung des Abscheidebehalters im
Gasstrom ausgetragen zu werden. Da allerdings die wertbestimmenden Inhaltsstoffe kaum
Verluste aufweisen, wird die schnelle Entspannung als Standardmethode vorgezogen, da
das dabei entstehende Trockeneis den Extrakt voribergehend einschliet und damit eine
einfache Entnahme des Extraktes gewahrleistet ist.

Die Gefriertrocknung fuhrt ebenfalls v. a. bei p-Farnesen zu groReren Verlusten. Da (-

Farnesen ausschliellich als analytische Leitsubstanz dient und keine pharmakologische
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Wirksamkeit besitzt, wird der schnelleren Methode der Vorzug gegeben. Wahrend durch
Trocknung im Exsikkator Gewichtskonstanz erst nach 2-3 Wochen erreicht ist, kann dies
mittels Gefriertrocknung innerhalb von 24 Stunden erreicht werden. Auf Aspekte der Stabili-
tat von Matricin in Abhangigkeit von der Trocknungsart wird in Kapitel 6 ausfuhrlich einge-

gangen.

4.4.2 Gesamtextraktionsbilanz und Einfluss des Zerkleinerungsgrades

Anhand der Gesamtbilanz kann der unter 4.4.1.3 bereits diskutierte Effekt der Zerkleinerung
der Droge sichtbar gemacht werden. Die Extraktionsdauer von 3 h reicht bei einem Massen-
fluss von 8 kg/h bei fein geschnittenem Drogenmaterial gerade aus, um eine nahezu voll-
stéandige Extraktion aller betrachteten Substanzen zu erzielen. Defizite in der Gesamtbilanz,
die bei (-)-a-Bisabolol und Cys-n-Alkan bei ganzer und grob geschnittener Droge auftreten,
zeigen, dass sowohl die CO,-Extraktion als auch die Mazeration trotz hohem Lésungsmittel-
Uberschuss nicht zur vollstandigen Extraktion der Inhaltsstoffe fihren.

Die Extraktionsbilanz lasst darlber hinaus Aussagen Uber die Stabilitat der Kamilleninhalts-
stoffe zu. Treten Verluste durch die Zerkleinerung auf, sollte sich dies in der Bilanz in gerin-
geren Wiederfindungsraten bei fein geschnittener Droge niederschlagen. Bei allen unter-
suchten Inhaltsstoffen nehmen die Wiederfindungsraten mit zunehmender Zerkleinerung zu,
daher ist ein negativer Einfluss der Zerkleinerung auf die Stabilitdt auszuschlielRen. Verluste
durch Instabilitdt oder Verflichtigung wahrend und nach der Extraktion machen sich in Bi-

lanzdefiziten unabhangig vom Zerkleinerungsgrad bemerkbar.

Sowohl fur (-)-a-Bisabolol und Cys-n-Alkan als auch fur Apigenin und Apigenin-7-glucosid
betragt die Gesamtwiederfindung bei fein geschnittener Droge etwa 100 %. Daher kann ei-
nerseits ein negativer Einfluss der Zerkleinerung ausgeschlossen werden, andererseits kén-
nen diese Substanzen insgesamt als stabil unter Extraktions- und Trocknungsbedingungen
betrachtet werden. Die hohen Restgehalte an Apigenin (55-73 %) und besonders an Apige-
nin-7-glucosid (77-95 %) in CO,-extrahierter Droge zeigen aber, dass reines CO, unter die-
sen Bedingungen aufgrund seiner Lipophilie kein geeignetes Losungsmittel zur Extraktion

dieser Substanzen ist.

Im Falle des Matricins, der En-In-Dicycloether und des B-Farnesens treten groere Verluste
auf, die auf Stabilitdtsprobleme durch Zersetzungsreaktionen und Verflichtigung zurtickzu-
fuhren sind. Auf die Problematik der Stabilitdt von Matricin wird in Kapitel 6 explizit einge-
gangen. Die beiden En-In-Dicycloether sind bekannt als lichtempfindliche Substanzen, die zu

Isomerisierung von der cis- zur trans-Form neigen (Grinhagen 1994). Die héheren Wieder-
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findungsraten der trans-Form insbesondere bei der Restgehaltsbestimmung sind ein Indiz fur
die einsetzende Isomerisierung wahrend des Extraktionsprozesses. p-Farnesen zeigt ein
gegenlber Matricin und den En-In-Dicycloethern abweichendes Verhalten. Die Gesamtwie-
derfindungsrate ist mit 50 % mit Abstand am geringsten. Die im Vergleich zum insgesamt
extrahierten Anteil hohen Mengen an B-Farnesen im Spulethanol lassen jedoch den Schluss
zu, dass die Verluste nicht wahrend der Extraktion auftreten. Wie bereits in Kapitel 4.4.1.4
diskutiert, ist die Ursache eine Verflichtigung unter Vakuum wahrend der Gefriertrocknung.
Zur Abschatzung der Extrahierbarkeit von B-Farnesen kénnen die Wiederfindungsraten in
CO,-extrahierter Droge herangezogen werden. Diese liegen bei 540 %, woraus auf einen
extrahierten Anteil von 60-95 % geschlossen werden kann.

4.5 Zusammenfassung

Die Prozessoptimierung erfordert eine Abwagung zwischen der Qualitdt des Extraktes und
okonomischen Aspekten. Wahrend die héchste Anreicherung wertbestimmender Inhaltsstof-
fe im CO,-Extrakt bei niedriger Lésungsmitteldichte (40 °C, 90 bar, p = 0,484 kg/l) und gerin-
ger Extraktionszeit (1 h) erzielt wird, liegen die Ausbeuten unter diesen Bedingungen bei
maximal 60 % bezogen auf die Mazeration als Referenzmethode. Da im Sinne einer Stan-
dardisierung eine maoglichst quantitative Beschreibung der Extraktbestandteile erwiinscht ist,
sollte der Gehalt an analytisch nicht erfassten Begleitsubstanzen so niedrig wie mdglich sein.
Daher bietet sich die Nutzung der hohen Selektivitat des CO, fur die Bestandteile des atheri-
schen Ols bei 40 °C und 90 bar an. Um bei nahezu gleicher Selektivitat akzeptable Ausbeu-
ten zu erhalten, kann die Extraktionszeit auf 3 h verlangert sowie eine weitgehende Zerklei-
nerung der Droge vorgenommen werden. Ein negativer Effekt der Zerkleinerung auf die Sta-
bilitdt der Inhaltsstoffe kann nicht festgestellt werden. Die Reduktion des CO,-Massenflusses
sowie eine stationare Zwischenmazeration fuhren zu einer Verlangerung der Prozesszeiten
um 60-100 %. Die nur geringflgige Steigerung der Ausbeute rechtfertigt diese MaRnahmen
aus 6konomischer Sicht nicht. Eine schnelle Entspannung des Abscheidebehalters erleich-
tert die Entnahme des in festem CO, eingeschlossenen Extraktes. Die anschlieliende Ge-
friertrocknung ist ein schonendes und schnelles Verfahren, das allerdings zu Verlusten an 3-
Farnesen — dem fllichtigsten, aber pharmakologisch nicht wertbestimmenden Kamillenin-
haltsstoff — fuhren kann. In Tab. 4.5 sind die optimierten Bedingungen zur Extraktion lipophi-
ler Inhaltsstoffe aus Kamillenbliten zusammengestellt.
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Tab. 4.5 Optimierte Bedingungen zur Extraktion lipophiler Inhaltsstoffe aus Kamillenbliten

Zerkleinerung der Droge fein geschnitten (60 % < 0,5 mm)

Extraktionsdruck 90 bar

Extraktionstemperatur 40 °C

Extraktionsdauer 3h

Dichte des CO, 0,484 kg/l

CO,-Massenfluss 8 kg/h

Entnahme des Extraktes in Trockeneis eingeschlossen nach schneller
Entspannung des Abscheidebehalters

Trocknung des Extraktes Gefriertrocknung

Durch die gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse lasst sich eine konstante, hohe Extrakt-
qualitat erreichen. Die lipophilen Kamilleninhaltsstoffe sind gegenuber einem mittels Dichlor-
methan/Methanol hergestellten Trockenextrakt um den Faktor 8, gegenliber dem getrockne-
ten Pflanzenmaterial um den Faktor 40-60 angereichert. Gleichzeitig entfallen die Schritte
einer Losungsmittelrickgewinnung und es verbleiben keinerlei toxikologisch bedenkliche
Ruckstande im Extrakt.

Ein Vergleich der Gehalte an lipophilen, pharmakologisch wirksamen Kamilleninhaltsstoffen
eines CO,-Extraktes mit konventionellen Extrakten ist in Tab. 4.6 gegeben. Die Herstel-
lungsbedingungen des CO,-Extraktes entsprechen den in Tab. 4.5 zusammengefassten Er-
gebnissen der Prozessoptimierung. Der CO,-Extrakt enthalt die 270fache Menge an (-)-a-
Bisabolol, die 730fache Menge an cis-EID und die 500fache Menge an trans-EID verglichen
mit einem ethanolischen Extrakt. Letzterer steht reprasentativ flr die Mehrzahl der im Handel
befindlichen Kamillenpraparate, die mittels Ethanol/Wasser-Mischungen als Auszugsmittel
hergestellt werden. Ein Vergleich des Matricingehaltes ist problematisch, da Matricin in pola-
ren Lésungsmitteln einer schnellen Zersetzung unterliegt (siehe Kapitel 6, S. 67). Der Propy-
lenglykol-Extrakt enthalt dem ethanolischen Extrakt entsprechende Mengen an (-)-a-Bisa-
bolol, wahrend die En-In-Dicycloether deutlich starker angereichert sind. Dennoch liegen die
Gehalte im CO,-Extrakt 90- (cis-EID) bzw. 130-mal (trans-EID) héher. Bisabololoxide sind in
diesem CO,-Extrakt nicht nachweisbar, da der Gehalt in der Ausgangsdroge weniger als 1 %
bezogen auf (-)-a-Bisabolol betragt. Obgleich die Qualitat der Ausgangsdroge einen ent-

scheidenden Einfluss auf die Zusammensetzung der Extrakte hat, zeigt dieser Vergleich die
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Uberlegenheit der CO,-Extraktion flr die Herstellung von hoch angereicherten Kamillenex-
trakten. Ein auf diese Weise gewonnener Spezialextrakt enthalt therapeutisch relevante
Konzentrationen an lipophilen Kamilleninhaltsstoffen, deren antiphlogistische Wirksamkeit
durch in-vitro- und in-vivo-Untersuchungen bestatigt ist (Ammon und Kaul 1992, Ammon und
Sabieraj 1996).

Tab. 4.6  Vergleich des Gehaltes an lipophilen, pharmakologisch wirksamen Inhaltsstoffen

in einem CO,-Extrakt und in konventionellen Extrakten

Gehalt im Extrakt [mg/100 g]

Inhaltsstoff . .
CO,-Extrakt® ethg)r(lt?lali%her propylleér)l(?rlgll:i)shscher

(-)-a-Bisabolol 21914 + 1529 78,86 + 0,30 82,1
Bisabololoxid A n. d. 33,34+ 0,13 16,2
Bisabololoxid B n. d. 10,42+ 0,13 1,8

Matricin 8049 + 908 3,03+0,03 36,5

cis-EID 24899 + 1583 34,71+ 0,08 283,0
trans-EID 6396 + 105 12,95 + 0,04 49,4

% verwendete Droge: Manzana (Ernte 2001)
* Perkamillon®, Auszugsmittel: 48 Vol.-% Ethanol (Schmidt und Vogel 1992)
° Auszugsmittel: Propylenglykol (Vogel 1992)




Kapitel 5
In-line-Einschluss von Kamilleninhaltsstoffen

in B-Cyclodextrin

5.1 Allgemeines

Das B-Cyclodextrin-Molekul (B-CD) ist ein cyclisches Oligosaccharid, bestehend aus sieben
o-1,4-verknupften Glucoseeinheiten (Freudenberg und Meyer-Delius 1938, Freudenberg et
al. 1947), das die Fahigkeit besitzt, Einschlussverbindungen mit Gastkomponenten zu bilden
(Freudenberg und Cramer 1950). B-CD lasst sich durch enzymatischen Abbau der Starke
gewinnen, daneben entstehen auch o-CD und y-CD, die aus sechs bzw. acht Glucosemole-
kilen aufgebaut sind (Freudenberg et al. 1947). Die Glucoseeinheiten bilden einen koni-
schen Hohlkdrper, dessen zentrale Kavitat durch Gerlstkohlenstoffatome und Sauerstoff-
atome in Etherbriicken begrenzt wird und daher vorwiegend apolare Wechselwirkungen ein-
gehen kann (Abb. 5.1). Die primaren und sekundaren Hydroxylgruppen ragen nach aul3en,
verleihen dem Molekll hydrophile Eigenschaften und stabilisieren die Struktur durch die
Ausbildung von Wasserstoffbriicken. Trotz der hydrophilen Struktur ist die Wasserldslichkeit

bei Raumtemperatur mit 1,85 g/100 ml relativ gering.

OH

HO OH

o] ' .
" Ho apolare Kavitat
OH 3
o] OH
OH
o OH OH HO OH
o. HO 0 o
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Abb. 5.1 Molekulare Struktur und dreidimensionale Anordnung von 3-CD

Die Bildung von Einschlussverbindungen mit 3-CD erfolgt ohne die Ausbildung von kovalen-

ten Bindungen und kann bereits in wassriger Losung stattfinden. Die Haupttriebkraft der
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Komplexbildung ist der Entropiegewinn, wenn Wassermolekile aus ihrer energetisch un-
gunstigen Position in der apolaren Kavitat durch ein Gastmolekul mit hoherer Affinitat ver-
drangt werden (Szejtli 1998, Loftsson 1999). Ein Gastmolekdl dringt dazu ganz oder mit ei-
nem unpolaren Molekdlteil geeigneter GrélRe in den Hohlraum ein und geht Wechselwirkun-
gen mit dem B-CD-Molekil ein, die im wesentlichen auf van-der-Waals- und Dispersionskraf-
ten beruhen, auch die Ausbildung von Wasserstoffbriicken konnte gezeigt werden (Komiya-
ma und Bender 1978). In wassriger Lésung besteht ein dynamisches Gleichgewicht freier
und gebundener Gastmolekiile, dessen Lage durch eine substanzspezifische Stabilitatskon-
stante bestimmt ist (siehe GI. 5.1 und 5.2).

[CD] + [Gast] [CD—-Gast] (5.1)

Kg = M (5.2)
[cD]-[Gast]

Ks Stabilitatskonstante [(mol/l)™]

[CD] Stoffmengenkonzentration Cyclodextrin [mol/l]

[Gast] Stoffmengenkonzentration Gast [mol/l]

[CD—-Gast] Stoffmengenkonzentration Komplex [mol/l]

Die Herstellung von Einschlussverbindungen kann nach verschiedenen Methoden erfolgen.
Wasserlosliche Substanzen werden direkt in meist hei3en, konzentrierten wassrigen Losun-
gen der B-CD in dquimolaren Mengen oder bis zum zehnfachen Uberschuss gelést. Die Ein-
schlussverbindungen kristallisieren sofort oder beim langsamen Abkuhlen oder Eindampfen
(L6sungs- oder Coprazipitationsmethode). Nicht wasserldsliche Substanzen kénnen in einem
geeigneten organischen Losungsmittel geldst und mit der B-CD-L6sung geschuttelt werden,
wobei sich Kristalle als Prazipitat bilden. Anhaftende Substanzreste missen durch Waschen
mit einem organischen Losungsmittel entfernt werden. Das Knet-Verfahren arbeitet mit ei-
nem wassrigen oder wassrig-ethanolischen Brei aus 20-80 % B-CD, dem die flissige oder
geldste Gastkomponente zugegeben wird. Beim Verriihren nimmt die Viskositat langsam zu,

es entsteht ein Teig, der sich trocknen und waschen lasst.

B-CD-Einschlussverbindungen finden vielféltige Anwendung in der pharmazeutischen For-
schung und Industrie. Sie kdnnen eine Ldslichkeitsverbesserung von Arzneistoffen bewirken,
zur Stabilitdtsverbesserung beitragen, die Flichtigkeit von Wirkstoffen reduzieren und fllssi-
ge Substanzen in eine pulverférmige Form Uberfuhren (Szente und Szejtli 1988). Der inten-
sive Geruch eines hoch konzentrierten CO,-Extraktes wird durch Einschluss in -CD redu-
ziert (Schmidt et al. 1999). Darlber hinaus dienen sie als Enzymmodelle fir die Hydrolyse

von Estern oder Amiden und fiir Decarboxylierungsreaktionen (Tee et al. 1990, Fernandez et
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al. 2001). Eine Reihe von Ubersichtsarbeiten beschreibt die Vielseitigkeit der Einsatzmdg-
lichkeiten von Cyclodextrinen und die Moglichkeiten zur Herstellung und Charakterisierung
der Komplexe (Fromming 1973, Saenger 1980, Hedges 1998, Szejtli 1998, Loftsson 1999).

5.2 Literaturiibersicht

Der Einschluss von atherischem Kamillendl in B-CD wird erstmals von Szente et al. (1981)
beschrieben. Dabei zeigt sich eine deutliche Verbesserung der Kurzzeitstabilitdt von En-In-
Dicycloethern, (-)-a-Bisabolol und Chamazulen unter Temperatur- und Sauerstoffeinfluss.
Thol} et al. (1993) schlief3en aus ihren Untersuchungen an Komplexen aus Kamillenél und
-CD bzw. y-CD, dass das Chamazulenmolekul fur die Ausbildung eines stabilen Komplexes
mit B-CD zu grof} ist, und die Seitenketten (Methyl- und Ethylgruppen) keine ausreichenden
Wechselwirkungen eingehen kénnen. Hingegen bleibt der Komplex mit y-CD nach Trock-
nung und Lagerung blau gefarbt, dies ist ein Hinweis auf die Stabilitdt von Chamazulen. Ein
Kamillendl/B-CD-Komplex wird in verschiedene Arzneiformen wie Zapfchen (Szente et al.
1984), Puder oder Tabletten eingearbeitet (Szejtli et al. 1979). Schmidt et al. (1999) und Wa-
leczek et al. (2002) beschreiben B-CD-Einschlussverbindungen mit einem Kamillen-CO,-
Extrakt als Gastkomponente, die den wirksamen Bestandteil einer halbfesten Arzneiform

darstellt.

Die Bildung von B-CD-Einschlussverbindung unter Einsatz von Uberkritischem CO, wird in
der Literatur durch Einsatz verschiedener experimenteller Anordnungen beschrieben. Van
Hees et al. (1999) untersuchen die Bildung eines Piroxicam/B-CD-Komplexes in tberkriti-
schem CO,, indem eine physikalische Mischung der beiden Komponenten statisch unter
Druck gesetzt wird. Auf diese Weise erzielen sie Einschlussraten von tber 90 % bei 150 °C
und 300-450 bar. Ebenfalls eine statische Methode beschreiben Perrut et al. (2002) zur Her-
stellung von Komplexen mit Hydroxypropyl-3-CD und Prednisolon bei 40 °C und 280 bar. Ein
Ibuprofen/Methyl-3-CD-Komplex kann dadurch hergestellt werden, dass mit Ibuprofen bela-
denes CO; bei 35 °C und 130-220 bar durch ein Methyl-3-CD-Bett geleitet wird (Charoen-
chaitrakool et al. 2002). Mit einer ahnlichen Anordnung stellen Kamihira et al. (1990) bei
10-40 °C und 20-60 bar Einschlussverbindungen aus Cyclodextrinen und aromatischen Ver-
bindungen wie Geraniol und Senfdl her. Adda und Lorne (1991) verwenden B-CD als Auf-
fangmedium fur den ankommenden Extrakt im Abscheidebehalter einer Hochdruckextrak-
tionsanlage, mit dem Ziel, die Wiederfindung fllichtiger Substanzen zu verbessern.
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5.3 Herstellung und Analytik von In-line-Einschlussverbindungen eines

Kamillen-CO.-Extraktes mit B-Cyclodextrin

Die Herstellung einer Einschlussverbindung aus einem Kamillen-CO,-Extrakt und B-CD er-
folgt mit dem Ziel, den zahflielienden, lipophilen CO,-Extrakt in eine gut handhabbare, pul-
verformige Form zu Uberfihren. Ferner soll der Einfluss von B-CD auf die Stabilitat von
Matricin in einem solchen Komplex untersucht werden (siehe Kapitel 6). Der In-line-Ein-
schluss kombiniert die CO,-Extraktion mit der Herstellung einer Einschlussverbindung in ei-
nem Verfahrensschritt (sieche Abb. 5.3). Die Extraktion erfolgt bei 40 °C, 90 bar, 8 kg CO,/h
Uber 3 h, es werden jeweils 210 g grob geschnittene Kamillenblliten der Sorte Manzana
(Ernte 2001) eingesetzt. Die Komplexierung findet dabei wahrend einer Extraktionszeit von
3 h in flissigem CO, bei ca. 8 °C und 40 bar statt. Unter diesen Bedingungen weisen Be-
standteile des atherischen Ols noch vergleichsweise hohe Loslichkeiten auf (Stahl et al.
1987), liegen also zumindest teilweise in geldster Form vor. Die Léslichkeit von -CD in flUs-
sigem CO; ist nicht bekannt, dirfte aber aufgrund der Moleklstruktur mit zahlreichen Hydro-
xylgruppen und einem hohen Molekulargewicht (M, = 1135) nur sehr gering sein. Die Kom-
plexbildung erfolgt demnach analog der Knetmethode aus geldsten Gastmolekilen und
groltenteils suspendiertem B-CD. Das System im Endabscheidebehalter wird durch adaqua-
te Warmezufuhr bezlglich des Zustandes von CO, an der Phasengrenze flissig/gasférmig
gehalten (siehe Kapitel 8.4.1, S. 107). Durch die Einleitung von ankommendem extrakt-
beladenem CO; in die Flissigphase Uber ein Tauchrohr und das kontinuierliche Verdampfen
von CO, aus dieser Flissigphase ergeben sich Turbulenzen, die eine intensive Durchmi-
schung von Cyclodextrin und geldstem Extrakt ermoglichen (siehe Abb. 5.2).

B
»

 —_—

ankommender Extrakt

NP Auslass des gasférmigen CO,
in flissigem CO,

I CO,-Gasphase
Heizmantel ——> @ —
B e CO,-Flussigphase mit Extrakt

Tauchrohr und B-CD

Abb. 5.2  Schematische Darstellung der Verhaltnisse im Endabscheider
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Die Massenverhaltnisse sind in Anlehnung an die Ergebnisse von Waleczek (2002) gewahlt,
die bei Komplexen aus einem Kamillen-CO,-Extrakt und 3-CD hohe Einschlussraten ab ei-
nem Massenverhaltnis von etwa 7:1 (B-CD:Extrakt) findet. Aus dem Gehalt im Extrakt und
dem Molekulargewicht des jeweiligen Inhaltsstoffes lassen sich die molaren Verhaltnisse p-
CD:Extraktbestandteil berechnen (Tab. 5.1).

Im Anschluss an die Extraktion folgt analog den reinen CO,-Extrakten die Gefriertrocknung
zur Entfernung von mitextrahiertem Wasser. Nach Homogenisierung resultiert ein freiflie-
Rendes Pulver, das in Abhangigkeit vom Massenverhaltnis B-CD:Extrakt hellgelb (8:1) bis
kraftig gelb (2:1) ist. Der intensive, charakteristische Kamillengeruch eines reinen CO,-
Extraktes ist durch die Komplexbildung deutlich reduziert.

20 g, 159, 10 g, 5 g B-Cyclodextrin im Endabscheider

ﬂ + ca. 2,5 g CO,-Extrakt

Massenverhaltnis (3-CD:Extrakt): 8:1, 6:1, 4:1, 2:1

3 hin flissigem CO,
8 °C /40 bar

Komplex und / oder physikalische Mischung

Gefriertrocknung
+ Homogenisierung (Reibschale)

homogenes, gelbes Pulver

Abb. 5.3 Schema der Herstellung von In-line-Einschlussverbindungen eines Kamillen-
CO,-Extraktes mit B-Cyclodextrin
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Tab. 5.1  Resultierende molare Verhaltnisse 3-CD:Extraktbestandteil bei unterschiedlichen

Massenverhaltnissen 3-CD:CO,-Extrakt

Massenverhaltnis 2:1 4:1 6:1 8:1
Extraktbestandteil Molare Verhaltnisse f-CD:Extraktbestandteil
B-Farnesen 7,7 15,5 23,2 31,0
(-)-a-Bisabolol 24 4,8 7,2 9,6
Cas-n-Alkan 8,7 17,4 26,1 34,8
Matricin 9,6 19,2 28,8 38,4
trans-EID 8,2 16,3 24,5 32,6
cis-EID 1,8 3,6 55 7,3

Die Analytik der Kamillen-CO,-Extrakt/p-CD-Komplexe erfolgt nach der von Waleczek et al.
(2002) entwickelten Methode (Abb. 5.4). Die Komplexe mussen entsprechend der Knetme-
thode von lose an der Oberflache adharierten Extraktresten befreit werden (Loftsson 1999).
Dies geschieht durch einen Waschschritt mit n-Hexan, in welchem 3-CD und p-CD-Komplexe
unléslich sind, die lipophilen Kamilleninhaltsstoffe aber eine gute Léslichkeit aufweisen. Der
Gehalt an Kamilleninhaltsstoffen im sog. ,Waschhexan“ reprasentiert den nicht im Komplex
eingeschlossenen Anteil. Der Rickstand aus -CD und B-CD-Komplex wird zunachst in Di-
methylsulfoxid (DMSO) vollstandig geldst. Da die direkte Analytik der DMSO-Phase mittels
GC und HPLC nicht mdéglich ist, schlief3t sich eine Equilibrierung mit Dichlormethan/Methanol
(1/1, VIV) an. Dabei fallt reines B-CD teilweise wieder aus, wahrend die Kamilleninhaltsstoffe
in Losung bleiben. Nach Filtration kann der komplexierte Anteil an Extraktbestandteilen im
Filtrat bestimmt werden, der Filterriickstand sollte weil} und damit frei von Extraktresten sein.
Der Gesamtgehalt der Kamilleninhaltsstoffe ergibt sich aus der Summe von eingeschlosse-
nem und nicht eingeschlossenem Anteil, die Einschlussrate stellt das Verhaltnis aus einge-

schlossenem Teil und der Summe beider Anteile dar.
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0,6 g Komplex

Waschen mit Nicht eingeschlossener Anteil im
 —— 9
2,0 ml n-Hexan Waschhexan“: GC + HPLC

Ruckstand

— Auflésen des Komplexes in 4 ml DMSO
— 12 h Equilibrierung mit Dichlormethan/Methanol (1/1, V/V)
(B-CD fallen teilweise wieder aus)

Eingeschlossener Anteil im
Filtrat: GC + HPLC

Suspension .

Filtration

Abb. 5.4  Analytik der In-line-Einschlussverbindungen mit 3-Cyclodextrin

5.4 Gesamtgehalt und Einschlussrate von Kamilleninhaltsstoffen im

CO,-Extrakt/B-CD-Komplex

Die Gesamtmenge an Extraktbestandteilen als Summe aus eingeschlossenem und nicht
eingeschlossenem Anteil wird mit dem Gehalt eines reinen CO,-Extraktes verglichen, der
unter identischen Bedingungen hergestellt ist. Die Umrechnung des Gehaltes im Komplex
auf den Gehalt im Extrakt erfolgt gemaR den Gleichungen 5.3 und 5.4. Die unbekannte Aus-

beute an reinem Extrakt wird in vier Vorversuchen ermittelt (mg, = 2,58 + 0,16 g).

mges =Wyo My, (53)
m

We, = —2= (5.4)
Mgy

Mges Gesamtmenge des Inhaltsstoffes [mg]

Wko Gehalt des Inhaltsstoffes im Komplex [mg/g Komplex]
Wex Gehalt des Inhaltsstoffes im Extrakt [mg/g Extraki]
Mk, Gesamtausbeute des Komplexes [g]

Mey, Gesamtausbeute des Extraktes [g]
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B-Farnesen (-)-a-Bisabolol C,.-n-Alkan  Matricin trans-EID cis-EID

Abb. 5.5 Gehalt an Kamilleninhaltsstoffen in CO,-Extrakt/B-CD-Komplexen in Abhangigkeit
vom Verhaltnis 3-CD:Extrakt und im Vergleich zu einem reinen CO,-Extrakt;
(¥4) 8:1, () 6:1, (H) 4:1, (H) 2:1, (M) reiner CO,-Extrakt
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Abb. 5.6  Einschlussraten der Kamilleninhaltsstoffe in f-CD in Abhangigkeit vom Verhaltnis
B-CD:Extrakt; (¥4) 8:1, (1) 6:1, (H) 4:1, (&) 2:1
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Fur (-)-a-Bisabolol, C,5-n-Alkan, Matricin und die EID gibt es keine signifikanten Unterschie-
den zwischen dem Gehalt im B-CD-Komplex und dem Gehalt eines reinen CO,-Extraktes
(siehe Abb. 5.5). Grolkere Schwankungen bei den EID deuten auf eingetretene Isomerisie-
rungsreaktionen hin, ein hoher Gehalt an cis-EID geht jeweils mit einem niedrigen Gehalt an
trans-EID einher und umgekehrt. Einzig B-Farnesen weist deutlich hdhere Gehalte im Kom-
plex auf. Diese betragen bei einem [-CD:Extrakt-Verhaltnis von 8:1 das 10fache des Gehal-

tes im CO,-Extrakt und nehmen mit abnehmender -CD-Menge auf etwa das 2,5fache ab.

Die Einschlussraten der Kamilleninhaltsstoffe sind in Abb. 5.6 dargestellt. Bei einem
B-CD:Extrakt-Verhaltnis von 8:1 resultieren flr alle betrachteten Inhaltsstoffe hohe Ein-
schlussraten zwischen 74 % (Cxs-n-Alkan) und 96 % (B-Farnesen). Eine Reduktion der 3-CD-
Menge bewirkt eine Abnahme der Einschlussrate auf 40-60 % fir C,s-n-Alkan und EID und
auf 50-70 % fur B-Farnesen und (-)-a-Bisabolol. Matricin zeigt ein davon abweichendes Ver-
halten, die Einschlussraten liegen konstant hoch zwischen 85-93 %, unabhangig von der

eingesetzten Menge an 3-CD.

5.5 Diskussion der Ergebnisse

Die Problematik der Verluste an p-Farnesen aufgrund seiner Fliichtigkeit wahrend der Ent-
spannung des Abscheidebehalters und der Gefriertrocknung wurde bereits in Kapitel 4.4.1.4
(S. 50) diskutiert. B-CD wirkt einerseits als Auffangmedium im Endabscheider und erhoht
damit die Ausbeute an fllichtigen Substanzen (Adda und Lorne 1991), andererseits verhin-
dert es die Verflichtigung von B-Farnesen wahrend der Gefriertrocknung. Der Gehalt bei
Einsatz von 20 g B-CD (B-CD:Extrakt = 8:1) ist vergleichbar mit dem Gehalt eines Extraktes,
der nach langsamer Entspannung im Exsikkator bei Umgebungsdruck und Raumtemperatur
getrocknet wird (siehe Abb. 4.8, S. 42). Berlcksichtigt man dies bei der Aufstellung einer
Gesamtbilanz, so ergeben sich auch fur B-Farnesen Wiederfindungsraten im extrahierten
Anteil von 70-85 % und insgesamt von 90-95 % (vgl. Abb. 4.11, S. 46).

Die Hexan-Waschmethode erweist sich als geeignet zur Analytik der Kamillen-CO,-Extrakt/p-
CD-Komplexe. Es kdnnen keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gehalten im rei-
nen CO,-Extrakt und im Komplex festgestellt werden. Die Ausnahmestellung des B-Farne-
sens in dieser Hinsicht wurde bereits diskutiert. Indirekt kann durch diese Methode der Be-
weis erbracht werden, dass ein Einschluss von Kamilleninhaltsstoffen stattgefunden hat.
Dazu muss eine Sattigung des n-Hexans mit geldsten Substanzen ausgeschlossen werden.

Dieser Schluss ist fur B-CD:Extrakt-Verhaltnisse von 4:1, 6:1 und 8:1 zulassig, da sich bei
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einem Verhaltnis von 2:1 eine 2- bis 15-mal hdhere Loéslichkeit der Inhaltsstoffe ergibt (Tab.
5.2). B-Farnesen ist in Tab. 5.2 nicht bertcksichtigt, da stark unterschiedlicher Gesamtmen-
gen — bedingt durch die Instabilitdt wahrend der Gefriertrocknung — die Aufstellung geldster

Absolutmengen im Waschhexan verzerren.

Pro fixer Komplexmenge (0,6 g) wird ein konstantes Volumen n-Hexan (2,0 ml) fir den
Waschschritt eingesetzt. Demzufolge steht zum Losen der Inhaltsstoffe bei einem -
CD:Extrakt-Verhaltnis von 2:1 weniger n-Hexan pro Extraktmenge zur Verfigung als bei ei-
nem hoheren Verhaltnis. Da trotz einem zunehmenden Losungsmittel:Extrakt-Verhaltnis die
absolut geldste Menge aller Inhaltsstoffe kontinuierlich abnimmt, muss dies im Umkehr-

schluss auf einen Einschluss dieser Inhaltsstoffe in B-CD zurtckzuflhren sein.

Tab. 5.2 Geldste Menge an Kamilleninhaltsstoffen im Waschhexan in Abhangigkeit vom
-CD:Extrakt-Verhaltnis

B-CD:Extrakt [g/g] 2:1 4:1 6:1 8:1

n-Hexan:Extrakt [ml/g] 10:1 17:1 23:1 30:1
Extraktbestandteil geléste Menge [mg] in 2 ml n-Hexan (Waschhexan)

(-)-o-Bisabolol 15,25 5,66 6,17 1,07
Cas-n-Alkan 7,73 3,52 2,80 0,94
Matricin 1,60 0,46 0,64 0,26
trans-EID 5,25 2,89 1,99 0,74
cis-EID 15,01 7,60 7,89 2,52

Die unterschiedliche Affinitat der Inhaltsstoffe in die Kavitat des p-CD eingeschlossen zu
werden, kann verschiedene Ursachen haben. So ergibt sich fir Matricin aufgrund seines
geringen Gehaltes im Extrakt und seines hohen Molekulargewichts ein hohes molares Ver-
haltnis B-CD:Matricin, welches eine Komplexbildung begunstigt. Da fur B-Farnesen, Cys-n-
Alkan und trans-EID ahnlich hohe Verhaltnisse bei deutlich geringerer Einschlussrate vorlie-
gen, mussen auch Molekulform und —gré3e sowie die Fahigkeit, zwischenmolekulare Wech-
selwirkungen mit dem B-CD-Molekul einzugehen, eine Rolle spielen. Neben unpolaren van-
der-Waals-Kraften kédnnen auch Wasserstoffbriickenbindungen ausgebildet werden, die eine

Fixierung des Matricinmolekills am Rand des B-CD-Torus ermoglichen, wahrend ein anderer
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Molekdlteil in der Kavitdt des p-CD-Molekuls bindet. Die raumliche Struktur des Matricins
(Abb. 5.7) erlaubt mdglicherweise das Eindringen eines der beiden 5-Ringsysteme, da eine
gewisse Flexibilitdt des Gastmolekils die Einnahme einer zum Einschluss geeigneten Kon-
formation ermdglicht. Dies wirde erklaren, warum Matricin im Gegensatz zu Chamazulen
(Thol et al. 1993) in B-CD eingeschlossen werden kann. Letzteres hat aufgrund eines plana-
ren, starren, Uber den 5- und 7-Ring ausgedehnten aromatischen Systems und kurzer Sei-
tenketten keine Moglichkeit, ganz oder teilweise in die Kavitat des B-CDs einzudringen (Abb.
5.7). Das Molekulvolumen lasst demzufolge nur eine Abschatzung der Mdglichkeit einer
Komplexbildung zu, wahrend fur genauere Vorhersagen der Komplexstabilitadt auch die Fle-
xibilitat eines Molekuls herangezogen werden muss, da dadurch die Gite der Einpassung in
die B-CD-Kavitat beeinflusst wird (Buchwald 2002). Daraus kann auf die vergleichsweise
niedrigen Einschlussraten der EID geschlossen werden, da sie aufgrund zweier Dreifachbin-
dungen eine starre, gestreckte Struktur haben, die keine Mdglichkeit zur Ausflllung des B-
CD-Hohlraumes bietet (sieche Abb. 4.10, S. 45). Die Vielzahl von empirischen, theoretischen,
thermodynamischen oder strukturchemischen Ansatzen zeigt die Schwierigkeit, allgemein-
gultige Vorhersagen zur Korrelation von Molekulstruktur und Einschlussraten oder Stabilitat

von Komplexen zu treffen (Connors 1997).

CHas

Chamazulen

Matricin
H

OH CHs

Abb. 5.7  Vergleich der rdumlichen Struktur von Matricin mit der Struktur von Chamazulen
(nach Flaskamp et al. 1982)

Um hohe Einschlussraten aller Inhaltsstoffe zu erzielen, sollte ein Massenverhéaltnis
-CD:Extrakt von 8:1 nicht unterschritten werden. Die Reduktion auf 6:1 fuhrt zu signifikant
niedrigeren Einschlussraten. Der CO,-Extrakt stellt ein Vielstoffgemisch dar, das aufgrund
seiner Herstellmethode einen Groldteil an Substanzen enthalt, die bezuglich ihrer Lipophilie

und MolekulgroRe geeignet sind, in die Kavitat eines B-CD-Molekils eingeschlossen zu wer-
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den. Betrachtet man den Extrakt als eine Pseudokomponente, die eingeschlossen wird, und
legt ein geschatztes durchschnittliches Molekulargewicht von 350 g/mol zugrunde, so bewegt
sich das molare Verhaltnis p-CD:Gast-Komponente zwischen 0,6:1 und 2,5:1. Der nur gerin-
ge Uberschuss an B-CD erklart die deutliche Abhangigkeit der Einschlussraten vom gewahl-

ten Massenverhaltnis.

5.6 Zusammenfassung

Die Koppelung von CO.-Extraktion und Einschluss des Extraktes in 3-CD in einem Verfah-
rensschritt ist mdglich. Der In-line-Einschluss erfolgt wahrend der Extraktion im Abscheide-
behalter in flissigem CO, bei ca. 8 °C und 40 bar. Bei dieser Verfahrensweise verlangert
sich weder der zeitliche Aufwand noch ist der Einsatz von Lésungsmitteln oder ein zusatzli-
cher maschineller Aufwand zur Komplexherstellung notwendig. Die Hexan-Waschmethode
nach Waleczek (2002) zur Analytik der CO,-Extrakt/B-CD-Einschlussverbindung ist fur eine
getrennte Erfassung von eingeschlossenem und nicht eingeschlossenem Anteil geeignet.
Daraus lassen sich die prozentualen Einschlussraten sowie die Gesamtwiederfindung der
Inhaltsstoffe ermitteln. Der Gehalt an (-)-a-Bisabolol, C,s-n-Alkan, Matricin und EID in einem
CO,-Extrakt/p-CD-Komplex entspricht dem Gehalt eines reinen CO,-Extraktes. B-Farnesen
wird durch Einschluss in B-CD vor einer Verflichtigung wahrend der Gefriertrocknung ge-
schitzt. Die Extraktgehalte sind in Abhangigkeit von der 3-CD-Menge 2- bis 10-mal so hoch
wie die eines gefriergetrockneten, reinen CO,-Extraktes. Die Einschlussraten der Kamillenin-
haltsstoffe variieren in Abhangigkeit vom gewahlten Massenverhaltnis 3-CD:Extrakt und dem
jeweiligen Inhaltsstoff zwischen 40 und 100 %. Insbesondere werden bei einem Massenver-
haltnis von 8:1, das einem geschatzten molaren Verhaltnis von 2,5:1 entspricht, Einschluss-
raten von 70-100 % erreicht. Der Einschluss von Matricin erfolgt unabhangig von der -CD-

Menge, die Einschlussraten liegen konstant hoch zwischen 85 und 93 %.



Kapitel 6
Stabilitatsuntersuchungen von Matricin

in uberkritischen CO,-Extrakten

6.1 Literaturiibersicht

Matricin ist ein genuin in der Kamille vorkommendes Proazulen, das sich in saurer wassriger
Lésung, bei der Wasserdampfdestillation von Kamillenbliten oder auch nur beim Erhitzen
zum blau gefarbten Chamazulen zersetzt (Herout 1959). Auch in polaren Losungsmitteln wie
Ethanol/Wasser-Mischungen findet ein schneller Abbau sowohl des Matricins als auch des
Zersetzungsproduktes Chamazulen statt. Nach sechs Wochen Lagerzeit sind Extrakte aus
45 %igem bzw. 70 %igem Ethanol azulenfrei (Gstirner und Berniker 1958, Isaac et al. 1959).
Matricin selbst weist in wassrig-alkoholischen Extrakten eine Halbwertszeit von zwei (40 %i-
ges Methanol) bis sechs Tagen (50 %iges Ethanol) auf (Ghassemi-Dehkordi 1988). Die Iso-
lierung von Matricin erfolgt daher aus einem Petroletherextrakt (Cekan et al. 1954) oder aus
Chloroformextrakten (Stahl und Schild 1981, Ness 1995). Die Extraktion mit Uberkritischem
CO, bietet die Moglichkeit, matricinhaltige Kamillenextrakte bei niedrigen Temperaturen (40
°C) ohne den Einsatz organischer Lésungsmittel zu gewinnen (Stahl und Schitz 1978, Sca-
lia et al. 1999). Die Autoren verwenden in ihren Arbeiten aber keine selektive Matricin-
Analytik, die Erfassung erfolgt nach Konversion zu Chamazulen. Aus diesem Grund sind
bislang keine Untersuchungen zur Ausbeute an Matricin, seiner Stabilitdt wahrend der Ex-
traktion und in CO.-Extrakten bekannt. Obwohl Matricin eine dem (-)-a-Bisabolol entspre-
chende und dem Chamazulen deutlich Uberlegene antiphlogistische Wirkung aufweist, be-
schreibt eine Vielzahl weiterer Autoren (siehe Kapitel 4.1, S. 32) die Uberkritische Extraktion
von Kamillenbliten, ohne auf das Verhalten von Matricin einzugehen.

Abb. 6.1 zeigt den Zersetzungsmechanismus von Matricin im sauren pH-Bereich, der Uber
eine Esterhydrolyse und Abspaltung der Essigsaure, eine Dehydratisierung und Spaltung
des Lactonringes zur Chamazulencarbonsaure und zuletzt nach Decarboxylierung zum
Chamazulen fuhrt. Dadurch kann ein System konjugierter Doppelbindungen ausgebildet
werden, das sich Uber den 5- und 7-Ring erstreckt. Chamazulen selbst ist in wassriger L6-
sung bei niedrigen pH-Werten instabil, und es kommt zum sog. ,Vergrinungsprozess®. Dabei
finden Autoxidationsprozesse (Stahl 1957) und Polymerisationen (Ghassemi-Dehkordi 1988)
statt, der Gehalt an Chamazulen sinkt betrachtlich, und die Lésungen verandern ihre Farbe

vom typischen Azulen-Blau nach grin bis griin-gelb.
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Abb. 6.1  Zersetzungsmechanismus von Matricin im sauren pH-Bereich

Die pH-Abhangigkeit der Zersetzung von Matricin untersucht Ness (1995). Der in Abb. 6.1
dargestellte Zersetzungsmechanismus gilt demzufolge nur im sauren pH-Bereich. Im alkali-
schen pH-Bereich wird unter Abspaltung von Essigsaure und Wasseraufnahme das 8-
Desacetylmatricin gebildet. Allerdings findet in allen wassrigen, ungepufferten, matricinhalti-
gen Losungen ein pH-Wert-Abfall statt, da bei der Zersetzung durch Hydrolyse von Estern
Sauren gebildet werden. So verlauft die Zersetzung von Matricin im neutralen Bereich bei pH
7 zunachst relativ langsam, nach funf Tagen betragt der Gehalt noch mehr als 50 % der
Ausgangsmenge. Die Zersetzungsgeschwindigkeit nimmt danach deutlich zu, was auf den
Abfall des pH-Wertes bis zu diesem Zeitpunkt auf einen Wert von pH 5 zurtickzufiihren ist.
Gleichzeitig erreicht der Gehalt an Chamazulencarbonsaure ein Maximum. Nach insgesamt
sieben Tagen ist kein Matricin mehr nachweisbar. Sehr viel schneller verlauft die Zersetzung
bei niedrigeren pH-Werten. Bei pH 4 ist Matricin nach 12 Stunden, bei pH 5 nach etwa drei
Tagen vollstandig abgebaut. Die Anpassung der Zersetzungsgeschwindigkeit an eine Kinetik
erster Ordnung ergibt ein Stabilitatsoptimum von Matricin bei pH 8 und eine Zunahme der

Zersetzungsgeschwindigkeitskonstanten um mehr als zwei Zehnerpotenzen bei pH 4.
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6.2 Einfluss der Trocknungsart von CO.-Extrakten auf die Stabilitat von

Matricin

Der Einfluss der Trocknungsart von Kamillen-CO,-Extrakten wurde bereits bei der Optimie-
rung der Extraktionsparameter in Kapitel 4.2.4 (S. 41) untersucht. Dabei zeigt sich, dass be-
trachtliche Verluste wahrend der Gefriertrocknung besonders bei sehr flichtigen Inhaltsstof-
fen wie B-Farnesen auftreten. Demgegenulber steht das Verhalten von Matricin, das bezlg-
lich seiner Instabilitdt unter den Kamilleninhaltsstoffen eine Sonderstellung einnimmt. Wah-
rend fir (-)-a-Bisabolol, EID und Cys-n-Alkan bei mdglichst schonender Trocknung im Exsik-
kator bei Raumtemperatur und Umgebungsdruck geringfiigig hdhere Gehalte als nach Ge-
friertrocknung resultieren, nimmt der Gehalt an Matricin innerhalb eines Tages auf etwa V4
der Ausgangsmenge ab. Nach sieben Tagen ist Matricin in CO.-Extrakten, die im Exsikkator
getrocknet werden, nicht mehr nachweisbar (Tab. 6.1). Die Farbe des Extraktes verandert
sich in dieser Zeit von gelb Gber orange nach grin, ein Zeichen fir die Entstehung des blau-
en Chamazulens, das mit dem gelben Extrakt die Mischfarbe Grin bildet, sowie weiterer
Abbauprodukte.

Tab. 6.1  Matricingehalt eines CO,-Extraktes wahrend der Trocknung im Exsikkator bei

Raumtemperatur
Zeit nach 2 Stunden 1 Tag 2 Tage 3 Tage 5 Tage 7 Tage
Extraktion
Matricine 1000 275467 183+25 134416 96+1,1 q
gehalt [%] , DT 0, O E 2, A4x1, 061, n. d.

Nach Gefriertrocknung kann Matricin in CO.-Extrakten durch Lagerung bei -30 °C Uber sechs
Monate stabilisiert werden. Bei +5 °C findet eine geringe Abnahme auf 80-90 % des An-
fangsgehaltes statt. Die Lagerung bei Raumtemperatur flhrt innerhalb von vier Monaten, die
Lagerung bei +30 °C innerhalb von drei Monaten zum vollstandigen Abbau von Matricin
(Abb. 6.2).

Dabei fallt auf, dass die Abnahme in Extrakten, die aus fein geschnittener Droge gewonnen
werden, schneller verlauft, wenngleich die Unterschiede nicht signifikant sind. Um den Ein-
fluss des Restwassergehaltes in CO.-Extrakten auf die Stabilitat von Matricin zu untersu-
chen, werden die Wassergehalte mittels Karl-Fischer-Titration bestimmt und den entspre-

chenden Matricingehalten gegenibergestellt (Tab. 6.2). Eine pH-Wert-Messung in co-extra-
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hiertem Wasser, das nach Separation aus der lipophilen Extraktmatrix abgenommen werden
kann, ergibt einen pH-Wert zwischen 2,8 und 4,3.
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Abb. 6.2 Matricingehalte in CO,-Extrakten in Abhangigkeit von der Lagerungstemperatur
und dem Zerkleinerungsgrad der Droge
( ) ganze Droge; (— — ) grob geschnitten; (- — — ) fein geschnitten
(M) -30 °C; (@) +5 °C; (©) Raumtemperatur; (X) +30 °C

Die Korrelation zwischen Restwassergehalt und Zersetzung von Matricin wird besonders bei
Extrakten aus fein geschnittener Droge deutlich. Ein Wassergehalt von 0,55 % fuhrt zu einer
Abnahme des Matricingehaltes auf etwa 40 % nach 2 Monaten bei Raumtemperatur. Dage-
gen sind in Extrakten, die den 3- bis 6fachen Wassergehalt aufweisen, zum gleichen Zeit-
punkt nur noch 5,1 bzw. 2,3 % des Anfangswertes an Matricin enthalten. Die Lagerung bei
+5 °C verzogert den Abbau, derselbe Trend bleibt jedoch erkennbar. In einer ahnlichen Groé-
Renordnung liegen die Wasser- und Matricingehalte der restlichen untersuchten Extrakte.
Dabei bewegen sich die Matricingehalte nach Lagerung bei Raumtemperatur bei niedrigen
Wassergehalten (0,5-0,9 %) zwischen 40 und 52 %, Wassergehalte, die Uber 1,4 % liegen,
bewirken eine drastische Beschleunigung des Matricin-Abbaus auf Gehalte von 2-5 % nach

zwei Monaten.
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Tab. 6.2 Gegenuberstellung von Wasser- und Matricingehalt einzelner CO,-Extrakte nach
zweimonatiger Lagerung bei Raumtemperatur (RT) und bei +5 °C

Matricingehalt [% des Anfangsgehaltes]

Zerkleinerungsgrad ~ Wassergehalt [%]

RT, 2 Monate +5 °C, 2 Monate
fein geschnitten 0,55 +0,03 39,9 94,1
fein geschnitten 1,97 £ 0,04 51 85,3
fein geschnitten 3,42 + 0,06 2,3 78,1
grob geschnitten 0,58 + 0,05 41,7 91,5
grob geschnitten 0,50 + 0,06 42,6 87,4
grob geschnitten 1,40+ 0,16 5,2 73,4
ganze Droge 0,61+ 0,01 52,5 91,3
ganze Droge 0,66 = 0,01 48,1 91,5
ganze Droge 0,89 £ 0,03 51,1 101,5

6.3 Stabilitat von Matricin in einem CO,-Extrakt/p-CD-Komplex

Im Folgenden wird die Stabilitdt von Matricin als Bestandteil von CO,-Extrakt/B-CD-Kom-
plexen untersucht. Die Einschlussraten unmittelbar nach Herstellung der Komplexe werden
mittels der Hexan-Wasch-Methode bestimmt und sind unter 5.4 (S. 61) angegeben und dis-
kutiert. Nach einmonatiger Lagerung bei -30 °C, Raumtemperatur und +30 °C wird die Be-
stimmung der Einschlussraten wiederholt. Abb. 6.3 und Abb. 6.4 zeigen die Ergebnisse in
Abhangigkeit von der Lagertemperatur beim hdchsten (8:1) und niedrigsten (2:1) Verhaltnis
von 3-CD:Extrakt.

Weder bei hohen Massenverhaltnissen 3-CD:Extrakt (8:1) noch bei niedrigen (2:1) kann ein
Einfluss der Lagerungstemperatur auf die Einschlussraten festgestellt werden. Die etwa 10-
20 % niedrigeren Einschlussraten des C,s-n-Alkans und der EID, die bei Verwendung von
20 g B-CD bereits unmittelbar nach Herstellung der Komplexe festgestellt werden (Abb. 5.6,
S. 62), bestatigen sich, allerdings kann aufgrund von hohen Streuungen keine Signifikanz
dieser Unterschiede gezeigt werden.
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Abb. 6.3  Einschlussraten in Kamillen-CO,-Extrakt/p-CD-Komplexen nach einmonatiger
Lagerung (Verhaltnis p-CD:Extrakt = 8:1, 20 g -CD);
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Abb. 6.4  Einschlussraten in Kamillen-CO,-Extrakt/B-CD-Komplexen nach einmonatiger
Lagerung (Verhaltnis p-CD:Extrakt = 2:1, 5 g -CD);
(1) Anfangswert; (1) -30 °C; (E1) Raumtemperatur; (&) +30 °C
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Die Bestimmung des Matricingehaltes als Summe aus eingeschlossenem und nicht einge-
schlossenem Anteil in CO,-Extrakt/B-CD-Komplexen nach einmonatiger Lagerung ergibt kei-
ne Stabilitdtsverbesserung im Vergleich zu einem reinen CO,-Extrakt (Abb. 6.5). Bei einer
Lagertemperatur von -30 °C sind sowohl CO,-Extrakt als CO,-Extrakt/B-CD-Komplex stabil.
Nach einmonatiger Lagerung bei Raumtemperatur nimmt der Gehalt an Matricin in einem
reinen CO,-Extrakt auf durchschnittlich 65 % ab, ein signifikanter Unterschied zum Matricin-
gehalt in B-CD-Komplexen (43-82 %) kann aufgrund grofRer Streuungen nicht festgestellt
werden. Eine weitere Erhdhung der Lagerungstemperatur auf +30 °C flhrt nach einem Mo-
nat zu einer Abnahme des Matricingehaltes auf etwa 40 % in reinen CO,-Extrakten, wohin-
gegen die Einschlussverbindungen nur in einem Fall (3-CD:Extrakt = 6:1) ahnliche Mengen

Matricin (34,7 %) enthalten, die anderen Matricingehalte liegen unter 10 %.

Der urspriingliche Wassergehalt des eingesetzten B-CD liegt bei 13,7 %, nach Gefriertrock-
nung enthalten die 3-CD-Komplexe unabhangig vom gewahlten Massenverhaltnis noch 6,7
% * 0,8 % Wasser (n = 12, je n = 3 pro Massenverhaltnis). Die Separation eines Teils des
co-extrahierten Wassers, die bei reinen CO,-Extrakten zu beobachten ist, findet bei Einsatz
von B-CD nicht statt, da Cyclodextrine und entsprechend auch die Einschlussverbindungen

aufgrund ihrer Hydrophilie eine zu grol3e Affinitat zu Wasser haben.
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Abb. 6.5 Matricingehalt in CO,-Extrakt/3-CD-Komplexen nach einmonatiger Lagerung in
Abhangigkeit vom Verhaltnis -CD:Extrakt und im Vergleich zu einem reinen
COy-Extrakt; ((1)-30 °C; (E) Raumtemperatur; () +30 °C
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6.4 Diskussion der Ergebnisse

Die Anwesenheit von Wasser in CO,-Extrakten hat entscheidenden Einfluss auf die Stabilitat
von Matricin. Da in getrockneter Kamillendroge Restwassergehalte von 8-15 % vorliegen,
stellt Wasser mit ca. 20-25 g pro Extraktionsansatz die grofite Menge eines extrahierbaren
Inhaltsstoffes dar. Eine Loslichkeit von 0,16 % (King et al. 1992) erlaubt bei einem Losungs-
mitteldurchsatz von 24 kg CO, die Extraktion von bis zu 40 g Wasser, wenn es als alleinige
Komponente vorliegt. Neben der Extraktion anderer lipophiler Inhaltsstoffe werden bei einer
Extraktion unter Referenzbedingungen ca. 10-14 g Wasser extrahiert, entsprechend 80-85 %
der Gesamtmenge an Extrakt. Obgleich eine Trocknung im Exsikkator im Hinblick auf die
Fluchtigkeit der Bestandteile des atherischen Ols gegeniiber einer Gefriertrocknung Vorteile
hat, kann sie fur Matricin nicht eingesetzt werden. Der Kontakt mit Wasser fuhrt innerhalb
von sieben Tagen zur vollstandigen Zersetzung dieses hydrolyseempfindlichen Inhaltsstof-
fes. Die rasche Zersetzung wird durch den pH-Wert des co-extrahierten Wassers begunstigt,
der bereits unmittelbar nach Extraktion deutlich im sauren Bereich liegt (2,8-4,3). Ein Ver-
gleich mit den Daten von Ness (1995) ergibt im CO,-Extrakt trotz niedrigerem pH-Wert er-
wartungsgemal eine langsamere Zersetzung, da keine wassrige Losung vorliegt, sondern
lipophiler Extrakt und Wasser nebeneinander. Fiur den niedrigen pH-Wert des Wassers
kommen unterschiedliche Ursachen in Frage.

Der pH-Wert von Wasser sinkt in Kontakt mit CO, infolge der Bildung von Kohlensaure.
Toews et al. (1995) fUhren direkte Messungen des pH-Wertes von CO,-gesattigtem Wasser
bei unterschiedlichen Druck- und Temperaturbedingungen durch. Dieser variiert in engen
Grenzen zwischen 2,80-2,95 bei 25-70 °C und 70-200 bar. Als Folge dieses niedrigen pH-
Wertes kann bereits wahrend der Extraktion die Zersetzung des Matricins einsetzen, die ih-
rerseits wiederum Uber die Bildung von Chamazulencarbonsaure verlauft, den pH-Wert er-
niedrigt und die Reaktion autokatalytisch beschleunigt (sieche Abb. 6.1). Ein weiterer Aspekt
ist die bei niedrigen pH-Werten zurlickgedrangte Dissoziation von Pflanzensauren, deren
geringe L&slichkeit in Uberkritischem CO, dadurch verbessert wird. Nach Sublimation des
CO; kann ein ansteigender pH-Wert zur Dissoziation der Sauren flihren. Im Falle der Kamille
sind nennenswerte Mengen an Anissaure, Vanillinsaure sowie geringere Mengen an Syrin-

gasaure und Kaffeesaure nachgewiesen (Reichling et al. 1979).

Durch eine Gefriertrocknung kann die Entfernung des Wassers auf schonende Weise inner-
halb von 24 Stunden durchgefuhrt werden. Die resultierenden Restwassergehalte weisen
eine grof3e Streuung auf (0,5-3,5 %), die moglicherweise auf Einschlisse von Wasser inner-
halb der Extraktmatrix zuriickzuflihren sind. Eine Lagerung bei -30 °C stoppt die kinetischen
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Zersetzungsprozesse. Sobald diese allerdings bei héheren Temperaturen initiiert werden,
findet eine kontinuierliche Abnahme des Matricingehaltes statt. Die Halbwertszeit von Matri-
cin in CO,-Extrakten betragt bei +30°C bzw. bei Raumtemperatur 6-8 Wochen. Dies ist eine
deutliche Verbesserung gegenlber Extrakten, die mit Ethanol/Wasser-Mischungen herge-
stellt werden mit Halbwertszeiten von etwa sieben Tagen. Hohe Streuungen der Matricinge-
halte wahrend der Stabilitdtsuntersuchung insbesondere bei +5 °C deuten auf eine bereits
fortgeschrittene Zersetzung einzelner Extrakte hin, wahrend die Vergleichsextrakte aufgrund
geringerer Wassergehalte stabil sind. Die Tendenz einer beschleunigten Zersetzung von
Matricin in Extrakten aus fein geschnittener Droge kann mdglicherweise auf eine verbesserte
Extraktion von Wasser aufgrund des geringeren Massentransferwiderstandes zurlickgefihrt

werden.

Der positive Einfluss einer Komplexbildung mit B-CD auf die Stabilitdt von (-)-a-Bisabolol,
EID und Chamazulen ist in der Literatur mehrfach beschrieben (siehe Kapitel 5.2, S. 57). Da
entweder destilliertes Kamillenol eingesetzt oder analytisch keine Unterscheidung zwischen
Chamazulen und Matricin getroffen wird, liegen keine Daten zum Einfluss von B-CD auf die
Stabilitdt von Matricin vor. Trotz hoher Einschlussraten, die durch Untersuchungen nach
einmonatiger Lagerung bestatigt werden, wird Matricin in B-CD-Komplexen gegenuber reinen
COo-Extrakten schneller abgebaut. Wieder kann der Einfluss des Wassergehaltes sowohl
von B-CD als auch des Extraktes als Ursache herangezogen werden. Ein lipophiler CO,-
Extrakt zeigt wenig Affinitdt zum co-extrahierten Wasser, weshalb eine teilweise Separation
eintritt. Dies ist aufgrund der Hydrophilie der Cyclodextrine bei B-CD-Komplexen nicht der
Fall, entsprechend sind bereits vor der Gefriertrocknung ein hdherer Wassergehalt und ein
intensiverer Kontakt zwischen Wasser und Inhaltsstoffen gegeben. Nach Gefriertrocknung
liegen die Restwassergehalte zwischen 6 und 8 % im Vergleich zu 0,5-3,5 in CO,-Extrakten.
In Gegenwart von Wasser stellt sich gemal der Stabilitatskonstanten des Komplexes ein
Gleichgewicht zwischen freien und eingeschlossenen Inhaltsstoffen ein (Gl. 5.2). Freie, ge-
I6ste Matricinmolekiile sind dem hydrolytischen Angriff besonders ausgesetzt und werden

dem Gleichgewicht entzogen, wodurch sich weitere Molekule 16sen kénnen.

Einen anderen Ansatz zur Erklarung der verschlechterten Stabilitdt von Matricin in 3-CD-
Komplexen liefern verschiedene Untersuchungen, die katalytische Eigenschaften von Cyclo-
dextrinen und deren Anwendbarkeit als Enzymmodelle beschreiben. So werden beispiels-
weise racemische Mandelsaureester in Gegenwart von Cyclodextrin 1,4-mal schneller hydro-
lysiert als ohne Cyclodextrin (Cramer und Dietsche 1959). Straub und Bender (1972) unter-

suchen Decarboxylierungsreaktionen von Benzoylessigsauren. In Kombination mit 3-CD fin-
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det fur alle untersuchten Substanzen Uber den gesamten pH-Bereich eine Beschleunigung
dieses Reaktionstypes statt. Die Zersetzung von Matricin (Abb. 6.1) beinhaltet sowohl die
Hydrolyse eines Essigsaureesters und eine Spaltung des Lactonringes als auch eine De-
carboxylierungsreaktion. Ein beschleunigter Abbau von Matricin in einem [B-CD-Komplex

kann daher trotz oder sogar aufgrund hoher Einschlussraten erklart werden.

6.5 Zusammenfassung

Matricin wird aufgrund seiner Hydrolyseempfindlichkeit in Gegenwart von Wasser in CO,-
Extrakten innerhalb von wenigen Tagen vollstandig zersetzt. Der niedrige pH-Wert des co-
extrahierten Wassers beschleunigt den Abbau von Matricin. Eine Ursache fir das Absinken
des pH-Wertes wahrend der Extraktion ist die Sattigung des Wassers mit CO, und infolge-
dessen die Bildung von Kohlensaure. Ferner kdnnen extrahierte Pflanzensduren sowie die
durch eine Zersetzung von Matricin gebildete Chamazulencarbonsaure einen Abfall des pH-
Wertes bewirken. Die Gefriertrocknung bietet eine Moglichkeit, CO,-Extrakte schnell und
schonend zu trocknen. Die Halbwertszeit von Matricin in CO.-Extrakten betragt bei 20-30 °C
zwischen sechs und acht Wochen, durch kihle Lagerung kann eine Stabilisierung Uber

sechs Monate erreicht werden.

Trotz hoher Einschlussraten von Matricin als Bestandteil eines CO,-Extraktes in -Cyclo-
dextrin, ist eine weitergehende Stabilisierung nicht mdglich. Einerseits kann daflir der inten-
sivierte Kontakt mit Wasser durch die Hydrophilisierung des CO,-Extraktes im 3-CD-Komplex
verantwortlich gemacht werden, es resultieren hdhere Wassergehalte vor und nach der Ge-
friertrocknung. Andererseits werden B-CD-Molekile als Enzymmodelle eingesetzt, da sie
unter anderem die Hydrolyse von Estern und Decarboxylierungsreaktionen katalysieren.
Beides sind Schritte der Matricinzersetzung und erklaren dessen negativ beeinflusste Stabili-

tat in Gegenwart von p-CD.



Kapitel 7
Extraktion hydrophiler Inhaltsstoffe
und fraktionierte CO,-Extraktion

71 Literaturiibersicht

Die Extraktion von hydrophilen Pflanzeninhaltsstoffen wie Flavonoiden und Flavonoid-
glykosiden mit Uberkritischem CO, aus unterschiedlichen Matrices ist in der Literatur von
verschiedenen Autoren, allerdings ausschlief3lich im analytischen Mafstab beschrieben.
Chandra und Nair (1996) gelingt die Extraktion von Isoflavon-Aglyka aus Soja-Produkten.
Eine maximale Ausbeute von 93 % erzielen sie bei 50 °C, 600 bar und 20 % Methanol als
Schleppmittel. Isoflavon-Glykoside kénnen unter den gewahlten Bedingungen nicht im CO,-
Extrakt nachgewiesen werden. Eine Korrelation der Ausbeuten mit der Struktur von phenoli-
schen Substanzen stellen Tena et al. (1998) auf. Unter optimierten Bedingungen (90 °C, 350
bar, 5 % MeOH) findet eine quantitative Extraktion von Substanzen mit niedrigem Molekular-
gewicht und maximal zwei bis drei polaren funktionellen Gruppen statt. Als Modellsubstan-
zen werden p-Hydroxyzimtsaure, Salicylsaure und trans-Resveratrol von einer gespiketen
SiO.-Matrix extrahiert. Gallussaure, die im Vergleich zu Salicylsaure zwei zusatzliche Hydro-
xylgruppen aufweist, wird nur zu 40 % extrahiert, Quercetin — ein Flavonoid mit funf Hydro-
xylgruppen — wird ,kaum® extrahiert, Myricetin mit sechs Hydroxylgruppen ist nicht im Extrakt
enthalten. Flavonoid-Aglyka aus Blattern von Ginkgo biloba werden bei 60 °C, 312 bar und
einer Schleppmittelkonzentration von 24 % Ethanol zu 29 % extrahiert. Referenzmethode ist
eine Soxhletextraktion mit 95 %igem Ethanol (Chiu et al. 2002).

Angaben zur Optimierung der Extraktionsbedingungen im Hinblick auf die Gesamtextrakt-
ausbeute ohne Aussagen Uber die Effizienz des Extraktionsverfahrens fiir einzelne Inhalts-
stoffe finden sich fur eine Reihe weiterer Flavonoide und Matrices (siehe Tab. 7.1).

Insgesamt sind zur Extraktion von Flavonoiden meist hohe Temperaturen erforderlich. Um
eine ausreichende Gasdichte zu erhalten, muss ein entsprechend hoher Extraktionsdruck
gewahlt werden. Daruber hinaus ist der Einsatz eines Schleppmittels in hdheren Konzentra-
tionen (10-25 %) notwendig. Methanol wird meist aufgrund seiner Polaritat dem lipophileren
Ethanol vorgezogen.
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Tab. 7.1 Literaturstellen zur Optimierung der Extraktion von Flavonoiden

Autoren Jahr Matrix Zielsubstanzen Optimum

Moraes 1997 Passionsblumenblat- Flavonoid-Glykoside 70 °C/ 101 bar/

et al. ter 15 % MeOH

Le Floch 1998 Olivenblatter Flavonoid-Aglyka 100 °C / 334 bar /

et al. weitere Phenole 10 % MeOH

Lin 1999 Scutellaria (Helm- Flavonoid-Aglyka 50 °C /200 bar /

et al. kraut)-Wurzel Flavonoid-Glykoside 15 % MeOH/H,O

da Costa 1999 Wurzelrinde von Flavanone 80 °C /405 bar /

et al. Maclura pomifera Xanthone 20 % MeOH

Senorans 2001 Orangensaft Flavonoid-Aglyka 40 °C /160 bar

et al. (Gegenstromextraktion)

Yang 2002 Ginkgo Biloba Blatter Flavonoid-Aglyka 60 °C / 300 bar
et al. Terpen-Lactone 5 % EtOH

7.2 Fraktionierte Extraktion mit lipophilem Vorextraktionsschritt

Die Extraktion von Kamillenbliten mit reinem CO, bei 40 °C und 90 bar flhrt zu Extrakten,
die an lipophilen Inhaltsstoffen hoch angereichert sind. Flavonoide wie Apigenin-7-glucosid
und Apigenin werden nicht oder nur unzureichend extrahiert. Da diese hydrophilen Inhalts-
stoffe aber sowohl zur spasmolytischen (Achterrath-Tuckermann 1980) als auch zur antiphlo-
gistischen Wirkung (Della Loggia et al. 1990) der Kamille beitragen, ist es winschenswert
Extrakte herzustellen, die einen hohen Gehalt an Flavonoiden aufweisen. Dies kann durch
Mazeration oder Perkolation mit organischen Ldsungsmitteln geeigneter Polaritat, z. B.
Ethanol/Wasser-Mischungen erreicht werden. Nachteilig bei diesen Verfahren sind die gerin-
ge Selektivitat des Lésungsmittels sowie der hohe Lésungsmittelverbrauch. Die fraktionierte
COo-Extraktion stellt ein alternatives Verfahren dar, das zunachst in einem lipophilen Vorex-
traktionsschritt mit reinem CO, geringer Dichte die Bestandteile des &therischen Ols auf
schonende Weise abtrennt und im Extrakt anreichert. Daran schlief3t sich ein weiterer Ex-
traktionsschritt an, in dem Ethanol oder Methanol als Cosolventien dem CO, zugegeben

werden, wodurch die Extraktion hydrophiler Komponenten moglich wird.
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Far die Durchfuhrung der fraktionierten Extraktionen werden grob geschnittene Kamillenbli-
ten der Sorte Manzana (Ernte 2001) verwendet. Die Bedingungen der Schleppmittelextrak-
tion sind in Tab. 7.2 angegeben. Eine zunehmende Lésungskapazitat des modifizierten CO,
wird durch Variation von Schleppmittelvolumen, Extraktionsdruck, Art des Schleppmittels und
Extraktionstemperatur erzielt. Die Ausbeuten an Apigenin und Apigenin-7-glucosid im
Schleppmittelextrakt sind in Abb. 7.1 dargestellt. Referenzmethode zur Bestimmung des Ge-
samtgehaltes dieser Substanzen in Kamillenbllten ist die zweifache Mazeration mit Metha-

nol bei einem Droge:Lésungsmittel-Verhaltnis von 1:40 (Vogel 1992).

Das Flavonoid-Aglykon Apigenin zeigt das erwartete Verhalten einer steigenden Ausbeute
unter den gewahlten Bedingungen (Extrakte Nr. 1b-6b). Extrakt 1a-6a reprasentiert Extrak-
tionen unter Referenzbedingungen ohne den Einsatz eines Schleppmittels, die jeweils den
Extraktionen 1b-6b vorangestellt sind. Die Zugabe von 8 mol% Ethanol als Schleppmittel
fuhrt zu einer geringen Steigerung der Ausbeute von 27 auf 33 % (Extrakt 1b), eine Ethanol-

konzentration von 15 mol% bewirkt eine weitere Zunahme auf 42 % (Extrakt 2b).

Tab. 7.2  Bedingungen der Schleppmittelextraktion nach lipophilem Vorextraktionsschritt
(SM = Schleppmittel)

Nr. Druck Tempera- Volumen Stoffmengen- Massen- Dichte CO, Dichte CO,/SM

[bar] tur[°C] SMIJl] anteil SM [%] fluss® [kg/h] [kg/m?] [kg/m?]
1a-6a 90 40 - - 8,0 490 -
1b 90 40 11 EtOH 8,1 % 8,6 533 728
2b 90 40 2| EtOH 15,0 % 9,5 542 770
3b 250 40 2| EtOH 15,7 % 9,4 887 864
4b 90 40 2I1MeOH 145% 9,3 550 780
5b 250 40 2IMeOH 18,5% 9,4 885 896
6b 380’ 60 2IMeOH 182% 9,3 876 888

® Massenfluss wahrend der Schleppmittelzudosierung
" Um eine Temperaturerh6hung auf 60 °C bei gleich bleibender Dichte des CO, zu realisieren, wird

der Extraktionsdruck auf 380 bar angepasst.
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Abb. 7.1 Ausbeute an Apigenin und Apigenin-7-glucosid im Schleppmittelextrakt bezogen
auf die Ausbeute einer Mazeration mit Methanol; (8) Apigenin, (2) Apigenin-7-
glucosid; Zuordnung der experimentellen Bedingungen siehe Tab. 7.2;
Fehlerbalken = Spannweite (n = 2)

Eine Erhdhung des Extraktionsdruckes von 90 auf 250 und damit einhergehend die deutliche
Zunahme der Dichte des modifizierten Extraktionsfluids von 770 kg/m? auf 864 kg/m? flhrt zu
einer Apigenin-Ausbeute von 50 % (Extrakt 3b). Der direkte Vergleich von Ethanol und Me-
thanol als Cosolventien zeigt eine signifikante Ausbeutesteigerung bei Verwendung von Me-
thanol (Extrakte 2b und 4b bzw. 3b und 5b). Um den Effekt einer Temperaturerhéhung auf
60 °C bei konstanter CO,-Dichte beurteilen zu konnen, wird der Extraktionsdruck bei Extrakt
6b auf 380 bar erhdht. Durch diese Mallnahme wird die Ausbeute um weitere 20 % auf 83 %
gesteigert. Die Ausbeute an Apigenin-7-glucosid kann selbst durch Kombination aller be-

schriebenen Malinahmen in Extrakt 6b nur auf maximal 9 % gesteigert werden.

7.3 Fraktionierte Schleppmittelextraktion

Die fraktionierte Schleppmittelextraktion verzichtet auf einen lipophilen Vorextraktionsschritt
und dient der Untersuchung der Extrahierbarkeit von Apigenin-7-glucosid. Um eine Sattigung
des Uberkritischen Fluids auszuschlieBen werden drei aufeinander folgende Extraktionen
desselben Drogenmaterials mit Methanol als Cosolvens durchgefuhrt, und der jeweils anfal-
lende Extrakt wird nach jeder Extraktion entnommen und analysiert. Um zusatzlich den Mas-
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sentransferwiderstand so gering wie méglich zu halten, werden fein geschnittene Kamillen-
bliten der Sorte Manzana (Ernte 2001) eingesetzt. Die Extraktionen 7a und 7b werden unter
identischen Bedingungen bei 60 °C und 380 bar durchgefiihrt. Daran schliel3t sich eine Ex-
traktion 7¢ bei 100 bar und 70 °C an (Tab. 7.3). Diese Bedingungen liegen bezlglich des
Lésungsmittelgemisches CO./Methanol im Zweiphasengebiet der bindren Mischung. Die
Dichte des reinen CO, betragt aufgrund der hohen Temperatur und des niedrigen Druckes
nur 258 kg/m3. Wahrend der Zugabe von Methanol erhéht sie sich auf 371 kg/m?, liegt aber

immer noch deutlich unter der kritischen Dichte von reinem CO, (470 kg/m3).

Tab. 7.3  Bedingungen der fraktionierten Schleppmittelextraktion

N Druck Tempera- Volumen Stoffmengen- Massen- Dichte CO, Dichte CO,/SM

[bar] tur[°C] SMIJl] anteil SM [%] fluss® [kg/h] [kg/m?] [kg/m3]
7a 380 60 2IMeOH 17,.9% 9,5 877 885
7b 380 60 2IMeOH 17,7 % 9,1 876 886
7c 100 70 2I1MeOH 193% 9,3 258 371

In Tab. 7.4 sind die Ergebnisse der fraktionierten Schleppmittelextraktion im Hinblick auf die
Gesamtextraktausbeute und die Extrahierbarkeit von Apigenin-7-glucosid dargestellt. Die
Extraktion 7a liefert eine der Extraktion 6b vergleichbare Ausbeute an Apigenin-7-glucosid
von ca. 9 %. Die Wiederholung der Extraktion mit dem bereits einmal extrahierten Drogen-
material unter gleichen Bedingungen bringt eine Steigerung der Ausbeute auf 11 %, die aber
nicht signifikant ist (7b). Die Ausbeute an Apigenin-7-glucosid bezieht sich in einer Folgeex-
traktion jeweils auf die noch zur Verfigung stehende Menge in der Droge. Im Vergleich zur
ersten Extraktion sinkt die Ausbeute von 7,24 auf 2,29 %, damit geht ein Anstieg des Apige-
nin-7-glucosid-Gehaltes im Extrakt von 4,66 auf 19,5 mg/g einher. Die anschlieRende Extrak-
tion im Zweiphasengebiet (7¢) bewirkt schlieRlich die Anreicherung auf 43,2 mg/g Extrakt
und eine Ausbeute an Apigenin-7-glucosid von 95,2 %.

® Massenfluss wahrend der Schleppmittelzudosierung
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Tab. 7.4 Gesamtextraktausbeute und Ausbeute bzw. Gehalt an Apigenin-7-glucosid bei
fraktionierter Schleppmittelextraktion

Gesamtextrakt- Apigenin-7-glucosid
Nr.  Phasen ausbeute® [%]
! Gehalt’ [mg/g Extrakt]  Ausbeute® [%)]

7a  einphasig

(Uberkritisch) 7,24+0,03 4,66 £ 0,55 8,78 + 1,08
7b  einphasig

(iiberkritisch) 229+ 0,02 19,5+ 3,87 11,2+2,35
7c  zweiphasig 9,65+ 1,32 43,2+ 0,76 95,2+ 1,68

7.4 Herstellung eines Gesamtextraktes mittels Schleppmittelextraktion

Unter den Extraktionsbedingungen 7c¢ wird ohne vorangehende Extraktionsschritte ein Ge-
samtextrakt hergestellt und auf seinen Gehalt sowohl an lipophilen als auch an hydrophilen

Inhaltsstoffen untersucht. Die Versuchsbedingungen sind in Tab. 7.5 angegeben (8).

Tab. 7.5 Extraktionsbedingungen bei Herstellung eines Gesamtextraktes

Nr Druck Tempera- Volumen Stoffmengen- N;?USSSS?Q " Dichte CO,Dichte CO,/SM
" [bar] tur[°C] SMIl] anteil SM [%] kg/h] [kg/m?3] [kg/m?]
8 100 70 2 | MeOH 23,6 9,3 259 376

Die Extraktausbeute betragt dabei 16,3 %, zum Vergleich sind in Tab. 7.6 die Ausbeuten der
Extraktionen 6 und 7 mit Methanol als Schleppmittel angegeben. Der Vergleich mit einem
fraktionierten Extraktionsschema (7a-b-c) zeigt, dass die Ausbeute des Gesamtextraktes mit
16,3 % nur geringfugig unter der Summe aller Extraktfraktionen (19,2 %) aus den Versuchen
7 liegt. Die Extraktionszeit betragt pro Extraktfraktion 3 h, somit ist sie bei Herstellung des
Gesamtextraktes insgesamt 6 h kurzer als bei fraktionierter Extraktion. Darliber hinaus wird
deutlich, dass etwa 50 % der Extraktausbeute durch eine Schleppmittelextraktion im einpha-
sigen Zustand des Loésungsmittelgemisches (60 °C, 380 bar) erreicht werden kénnen, wovon

wiederum etwa 15 % bei einer Extraktion mit reinem CO, erzielt werden.

° Mittelwert + Spannweite (n=2)

' Massenfluss wahrend der Schleppmittelzudosierung
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Tab. 7.6  Gesamtextraktausbeuten bei CO,-Extraktion mit Methanol als Schleppmittel

Gesamtextraktausbeute [%], Mittelwert + Spannweite, n = 2

Nr.  Droge a b c Summe

6 grob 1,23+ 0,07 5,93 + 0,26 7,16 + 0,33
7 fein 7,24 £ 0,03 2,29+0,10 9,65 + 1,32 19,18 + 1,45

8 fein 16,31 + 1,45 16,31 + 1,45

Zur Beurteilung der Effizienz einer Extraktion im Zweiphasengebiet (Extrakt 8) werden die
Wiederfindungsraten sowohl lipophiler als auch hydrophiler Inhaltsstoffe bezogen auf eine
Referenz-Extraktionsmethode bestimmt. Die Referenzmethode ist eine Mazeration mit einem
Droge:Lésungsmittel-Verhaltnis von 1:40, die als erschopfend betrachtet werden kann (Ness
und Schmidt 1995). Fur die Gruppe der lipophilen Inhaltsstoffe wird hierzu Dichlormethan/
Methanol (1/1, V/V), flr die Flavonoide reines Methanol als Ldsungsmittel eingesetzt. Die
durch die Mazeration ermittelten Inhaltsstoff-Ausbeuten werden als 100 %-Wert gesetzt. Die
unter den Bedingungen (8) im Gesamtextrakt erzielten Ausbeuten werden prozentual auf die

Mazeration als Referenzmethode bezogen und sind in Tab. 7.7 angegeben.

Tab. 7.7  Wiederfindungsraten eines Gesamtextraktes (Extrakt 8) bezogen auf eine L6-

sungsmittelmazeration

Wiederfindung [%], Mittelwert + Spannweite, n = 2
B-Far-  (-)}-a-Bi- Cu-n- Apigenin'? Apigenin- Matri- trans- cis-
nesen'’ sabolol"  Alkan" 7-glucosid’®  cin" EID" EID"
82,1 100,5 1111 134,2 92,6 0 d 126,0 96,0
+6,7 +0,7 +10,7 +16,8 +10,5 O +6,4 +3,2

Die Wiederfindungsraten im Gesamtextrakt (Extrakt 8) betragen zwischen 82 % fur B-Far-
nesen und 134 % fur Apigenin. Matricin ist aufgrund seiner Thermolabilitédt und Instabilitat in
polaren Losungsmitteln in diesem Extrakt nicht nachweisbar.

" Mazeration mit Dichlormethan/Methanol (1/1, VIV)
' Mazeration mit Methanol
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7.5 Diskussion der Ergebnisse

Zur Extraktion hydrophiler Inhaltsstoffe, wie Flavonoide und Flavonoid-Glykoside, ist der Ein-
satz eines Cosolvens notwendig, um die Polaritdt von CO, zu erhdhen. Die Dielektrizi-
tatskonstante als Mal fur die Polaritdt des Losungsmittelgemisches hangt dabei von der
Konzentration des Schleppmittels und dessen Dielektrizitdtskonstante sowie von Druck und
Temperatur ab. Die Werte fUr die verwendeten Lésungsmittel und Lésungsmittelgemische
kénnen anhand von Literaturdaten abgeschatzt werden (siehe Tab. 7.8 und Abb. 7.2). Es
wird deutlich, dass der Einfluss von Druck und Temperatur nur gering ist. Die Zugabe von
Methanol als Schleppmittel fuhrt erst ab einer Stoffmengenkonzentration von etwa 30 % zu

einem deutlichen Anstieg der Dielektrizitatskonstanten.

Tab. 7.8  Dielektrizitatskonstante wichtiger Losungsmittel

Lésungsmittel Dielektrizititskonstante'
Kohlendioxid 1,45 (22 °C)
Ethanol 25,3 (20 °C)
Methanol 33,0 (20 °C)
Wasser 80,1 (20 °C)

Mit Ethanol und Methanol in einer Stoffmengenkonzentration von etwa 15 % lassen sich in
Abhangigkeit vom Extraktionsdruck bei 40 °C zwischen 40 und 60 % des verfigbaren Apige-
nins extrahieren. Die Erhéhung der Extraktionstemperatur auf 60 °C verursacht einen deutli-
chen Anstieg der Ausbeute an Apigenin. Wie bereits in Abb. 2.2 (S. 8) exemplarisch am Bei-
spiel der Loslichkeit von Quarz in Uberkritischem Wasser gezeigt, fuhrt eine Temperaturer-
hohung bei konstanter Dichte des Uberkritischen Fluids immer zu einem Anstieg der Loslich-
keit eines Stoffes, da dessen Dampfdruck erhéht wird und die Lésungskapazitat des Solvens
gleich bleibt. Die beschriebenen Extraktionsbedingungen reichen aus, um akzeptable Aus-
beuten an Apigenin zu erzielen (83 %), das hydrophilere Apigenin-7-glucosid hingegen ist
nur zu 9 % extrahierbar. Es muss allerdings in Betracht gezogen werden, dass aufgrund der

geringen Mengen an Apigenin in Kamillenbliten (siehe Tab. 4.2, S. 43) eine Hydrolyse von

'® Daten aus Lide (1999)
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Apigenin-7-glucosid zu Apigenin wahrend der Extraktion die prozentuale Ausbeute an Api-

genin beeinflussen kann.

25 %
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Abb. 7.2  Dielektrizitatskonstante von CO,/Methanol-Mischungen (Daten aus Roskar et al.
1992); (¢) 65 °C, 125 bar; () 65 °C, 275 bar; (4) 50 °C, 275 bar

Die geringe Ausbeute an Apigenin-7-glucosid kann verschiedene Ursachen haben. Aufgrund
der hohen Extraktausbeuten, die bei einer Schleppmittelextraktion erreicht werden, kann
eine Sattigung des Fluids mit besser I6slichen Substanzen eintreten und somit die Extraktion
von Apigenin-7-glucosid zurtickgedrangt sein. Dies wird anhand von fraktionierten Schlepp-
mittelextraktionen untersucht. Dabei sollen im Rahmen einer erschopfenden Vorextraktion
alle leichter I6slichen Inhaltsstoffe aus der Matrix abgetrennt werden. Die Reduktion der Ge-
samtextraktausbeute von 7,2 auf 2,3 % zeigt, dass der Vorextraktionsschritt ca. 75 % der
unter diesen Bedingungen extrahierbaren Substanzen erfasst. Die Tatsache, dass die Aus-
beute an Apigenin-7-glucosid in der 2. Schleppmittelextraktion nur um einen nicht signifikan-
ten Betrag gesteigert wird (11,2 gegenuber 8,8 %), widerlegt die Theorie einer Absattigung
zuungunsten des Glucosids. Gleichzeitig zeigt das Ergebnis, dass die Ausbeute an Apigenin-
7-glucosid eine Folge seiner geringen Loslichkeit unter den gewahlten Bedingungen im Ex-
traktionsfluid ist. Die Anreicherung im Extrakt auf eine Konzentration von 19,5 mg/g gegen-
Uber 4,7 mg/g bei der Vorextraktion, ist lediglich eine Folge des geringeren Anteils an Be-

gleitsubstanzen und ist nicht auf eine bessere Extrahierbarkeit zurtickzufiihren.
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Um den Einfluss der Polaritat des Lésungsmittels auf die Ausbeute von Apigenin-7-glucosid
zu untersuchen, werden gezielt Extraktionsbedingungen gewahlt, die eine Aufspaltung des
bindren Gemisches CO,/Methanol zur Folge haben. Dadurch erfolgt bei gleicher Gesamt-
menge an Methanol eine deutliche Steigerung seiner Stoffmengenkonzentration im Extrak-
tionsfluid. Dies zeigt Abb. 7.3 bei einer Extraktionstemperatur von 70 °C, einer Ausgangs-
konzentration von 20 mol% Methanol und einem Extraktionsdruck von 100 bar. Die Aufspal-
tung folgt dem Hebelgesetz, so dass einerseits zu etwa 2/3 eine mit Methanol gesattigte
Gasphase mit einem Anteil von etwa 5 % Methanol entsteht, andererseits ergibt sich zu etwa
1/3 eine CO,-gesattigte Flussigphase mit einem CO,-Anteil von etwa 50 %. Dies beeinflusst
entscheidend Dielektrizitatskonstante und entsprechend die Polaritdt des Ldsungsmittels.
Die Dielektrizitatskonstante erhéht sich von etwa 4 (60 °C, 380 bar, 20 % Methanol) auf un-
gefahr 10 (70 °C, 100 bar, 50 % Methanol).
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Abb. 7.3  Phasendiagramm der binaren Mischung CO,/Methanol;
(4)50°C"; (®) 70 °C'®; (----) 70 °C, Extrapolation; (< ) 75 °C™;
— Aufspaltung der binaren Mischung bei 70 °C, 100 bar, 20 mol % MeOH
gemal dem Hebelgesetz

' Daten aus Semenova et al. (1979)
'® Daten aus Page et al. (1991)



7 Extraktion hydrophiler Inhaltsstoffe 87

Die Flussigphase muss als das eigentlich extrahierende Solvens betrachtet werden, zumal
die Gasphase unter diesen Bedingungen eine nur sehr geringe Dichte von etwa 370 kg/m?
aufweist und eine entsprechend niedrige Losungskapazitat besitzt.

Die Ausbeuten an Apigenin-7-glucosid betragen unter diesen Bedingungen 95 % und besta-
tigen, dass die Extrahierbarkeit ausschlielich eine Funktion der Léslichkeit der Substanz im
modifizierten Fluid ist. Weder eine Absattigung des Lésungsmittels noch ein hoher Massen-
transferwiderstand sind die limitierenden GréRRen. Die Loslichkeit zeigt wiederum eine stren-
ge Abhangigkeit von der Dielektrizitdtskonstanten, welche durch Variation des Extraktions-
druckes nur in Grenzen erhdht werden kann. Hohe Anteile eines polaren Schleppmittels sind

notwendig, um akzeptable Ausbeuten zu erhalten.

Eine Extraktion im Zweiphasengebiet ermdglicht die Extraktion sowohl lipophiler als auch
hydrophiler Substanzen. Dies zeigt die Zusammensetzung eines so hergestellten Gesamtex-
traktes. B-Farnesen weist aufgrund seiner Fllchtigkeit und der hohen Extraktionstemperatur
die geringste Ausbeute (82 %) auf, cis-EID, (-)-a-Bisabolol, C,s-n-Alkan und Apigenin-7-glu-
cosid liegen zwischen 92 und 112 %. Trans-EID und Apigenin kdnnen durch Isomerisierung
bzw. Deglucosidierung aus cis-EID und Apigenin-7-glucosid gebildet werden, was hohe Wie-
derfindungsraten von 126 bzw. 134 % erklart. Bei einem Vergleich der CO,-Extraktion mit
einer Losungsmittelmazeration muss bericksichtigt werden, dass die Herstellung der Ver-
gleichsextrakte nicht in einem Schritt erfolgen kann, da jeweils fir lipophile und hydrophile
Inhaltsstoffe verschiedene Ldsungsmittel zur Mazeration eingesetzt werden muissen. Der
Lésungsmittelbedarf der Mazerationen Uberschreitet mit 10,4 1/260 g Droge dabei den Bedarf
der Schleppmittelextraktion mit 2 1/260 g um ein Vielfaches.

In Tab. 7.9 ist der Gehalt an Kamilleninhaltsstoffen in Schleppmittelextrakten im Vergleich zu
einem konventionellen ethanolischen Extrakt angegeben. Extrakt 6b wird durch Extraktion
mit einer Uberkritischen COJ./Methanol-Mischung nach einer Vorextraktion mit reinem CO,
gewonnen. Obwohl durch die Vorextraktion der Gehalt an lipophilen Inhaltsstoffen verringert
wird (vgl. Tab. 4.6, S. 54), enthalt dieser Extrakt noch die 20fache Menge an (-)-a-Bisabolol
und die 80- bis 90fache Menge an En-In-Dicycloethern. Apigenin ist 5-mal, Apigenin-7-
glucosid 7-mal so stark angereichert wie in einem konventionellen Extrakt. Ohne Vorextrak-
tionsschritt nimmt der Gehalt an lipophilen Inhaltsstoffen um den Faktor 2-4 zu, dadurch sinkt
die Konzentration an Apigenin und Apigenin-7-glucosid (7a). Fihrt man eine erschdpfende
Vorextraktion mit UGberkritischem CO, unter Einsatz eines Schleppmittels durch, so kénnen
(-)-a-Bisabolol, EID und Apigenin vollstandig abgetrennt werden, eine anschlieende Extrak-

tion mit einer zweiphasigen CO./Methanol-Mischung reichert selektiv das hydrophile Apige-
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nin-7-glucosid im Extrakt an (7c¢). Der Gehalt an Apigenin-7-glucosid ist etwa 30-mal héher
als in einem ethanolischen Extrakt. Eine Extraktion im Zweiphasengebiet ohne vorangehen-
de Abtrennung lipophiler Komponenten fihrt zu einem Gesamtextrakt (8), der sowohl lipophi-
le als auch hydrophile Bestandteile in hoherer Konzentration als ein herkdmmlicher ethanoli-

scher Extrakt enthalt.

Tab. 7.9 Selektivitat von Schleppmittelextrakten im Vergleich zu einem konventionellen

ethanolischen Extrakt

Gehalt im Extrakt [mg/100 g]
Inhaltsstoff CO; + MeOH CO, + MeOH CO, + MeOH CO, + MeOH ethanolischer
(zweiphasig) (zweiphasig)  Extrakt'’
(6b)™ (7a)" (7¢)"® (8)"

Vorextraktion (%?\2) - CO. (Jé '?]/I)GOH _ _

(-)-a-Bisabolol 1460 + 52 5386 + 89 n. d. 2188 +15 78,86 + 0,30
cis-EID 2988 + 2 7370 + 69 n. d. 3101+ 103 34,71+ 0,08
trans-EID 1220+ 3 2328 £ 63 n. d. 1044 £53 12,95+ 0,04
Apigenin 122 £10 1009 n. d. 72+9 23,99+ 0,13
3?3332"’7' 1031+230 466+55 4329+76 2185+248 151,73 +0,09

7.6 Zusammenfassung

Die Kombination aus Extraktionen mit reinem CO, und CO,/Schleppmittel-Gemischen kann
durch geeignete Wahl der Extraktionsbedingungen zu unterschiedlichen Inhaltsstoffspektren
der hergestellten Kamillenextrakte fuhren (Abb. 7.4).

So kénnen lipophile Inhaltsstoffe mittels reinem CO, (a) gegeniber einem durch Mazeration
mit Dichlormethan/Methanol hergestellten Trockenextrakt etwa um den Faktor 8, gegeniber
der getrockneten Ausgangsdroge um den Faktor 40-60 angereichert werden. Der Vergleich
mit einem konventionellen ethanolischen Extrakt ergibt zwischen 100- und 730-mal hohere

'® Mittelwert + Spannweite (n=2)
" Perkamillon®, Auszugsmittel: 48 Vol.-% Ethanol (Schmidt und Vogel 1992)
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Konzentrationen im CO,-Extrakt (siehe Tab. 4.6, S. 54). Dabei ermdglicht das Uberkritische
CO, die schonende Extraktion thermolabiler Substanzen unter Inertgasatmosphare.

Kamillenbliten

CO; CO, + MeOH CO, + MeOH 1. CO,
(zweiphasig) 2. CO, + MeOH
3. CO, + MeOH
(zweiphasig)
Lipophile Lipophile Inhaltsstoffe =~ Gesamtextrakt: 1. Lipophile Inhaltsstoffe
Inhaltsstoffe + Flavonoid-Aglyka Lipophile Inhaltsstoffe 2 Flavonoid-Aalvka
(Apigenin) + Flavonoid-Aglyka ' gy

(Apigenin)
3. Flavonoid-Glykoside
(Apigenin-7-glucosid)

(Apigenin)
+ Flavonoid-Glykoside
(Apigenin-7-glucosid)

Abb. 7.4  Mdglichkeiten zur Anreicherung von Kamilleninhaltsstoffen unter Einsatz von
verdichtetem Kohlendioxid

Die Erhéhung der Polaritat des Extraktionsfluids durch Zugabe von Methanol als Schleppmit-
tel erlaubt die Extraktion sowohl der lipophilen Inhaltsstoffe als auch der pharmakologisch
wirksamen Flavonoid-Aglyka wie Apigenin (b), die in reinen CO,-Extrakten nur in einer Aus-
beute von knapp 30 % extrahiert werden (Abb. 7.1, Extrakt 1a-6a). Apigenin zeigt in ver-
schiedenen tierexperimentellen Untersuchungen eine antiphlogistische Aktivitat, welche die
der Vergleichsantiphlogistika Indometacin und Phenylbutazon Ubertrifft (Schilcher 1987).
Damit stellt es eine Erganzung der antiphlogistisch wirksamen Bestandteile des atherischen
Ols dar. Zur spasmolytischen Wirkung von Kamillenextrakten tragen ebenfalls (-)-a-Bisabolol
und En-In-Dicycloether sowie in entscheidendem MalRe Apigenin bei. Um die Ausbeute der
Aglyka zu verbessern, wird von einigen Autoren eine vorangehende fermentative Hydrolyse

der weniger wirksamen Glykoside beschrieben (Mauz et al. 1997, Zekovic 2000).

Hydrophilere Substanzen wie Flavonoid-Glykoside erfordern deutlich polarere Losungsmittel,
die durch eine Extraktion im Zweiphasengebiet der bindren Mischung CO,/Methanol in-situ
erzeugt werden kdnnen. Dabei entsteht eine CO,-gesattigte Flussigphase mit einem Metha-
nol-Anteil von 50 mol% und einer deutlich erhéhten Dielektrizitdtskonstanten von 10-12. Un-
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ter diesen Bedingungen ist die Herstellung eines Gesamtextraktes, der in seinem Inhalts-
stoffmuster der nativen Pflanze im Wesentlichen entspricht, in einem Verfahrensschritt még-
lich (c¢). Die Kombination eines lipophilen und eines hydrophilen Extraktes entfallt (Mauz et
al. 1997, Waust et al. 1982).

Durch fraktionierte Extraktionsschemata sind selektive Anreicherungen einzelner Inhalts-
stoffgruppen mdglich (d). So erfolgt nach erschdpfender Vorextraktion der lipophilen Be-
standteile mit reinem Uberkritischen CO, eine Anreicherung der mittelpolaren Flavonoid-
Aglyka. Durch die anschlieBende Extraktion im Zweiphasengebiet kann der Gehalt an
hydrophilen Inhaltsstoffen wie Apigenin-7-glucosid von etwa 5 mg/g in einem Uberkritischen

Schleppmittelextrakt auf Uber 40 mg/g gesteigert werden.



Kapitel 8
Experimenteller Teil

8.1 Materialien
8.1.1 Kamillenbliiten

Es werden Kamillenbliten der Sorten Mabamille (Ernte 1999, Ch.-B. 9108783) und Manzana
(Ernte 2001, Ch.-B. 0105778) verwendet. Die Drogen werden in getrocknetem Zustand, ge-
schnitten (Mabamille) bzw. unzerkleinert (Manzana) von der Firma Martin Bauer geliefert und
von der Firma Robugen zur Verfigung gestellt. Die in Papiertliten gelieferten Kamillenbliten
werden zusatzlich in schwarze Polyethylenbeutel verpackt und bis zur weiteren Verwendung

bei 5 °C gelagert.

8.1.2 Standardsubstanzen

Tab. 8.1 Standardsubstanzen

Substanz Bezeichnung Hersteller/Lieferant

(-)-a-Bisabolol Art.-Nr.: 9055.1 Fa. Carl Roth
Ch.-B.: 4730036

cis-En-In-Dicycloether® Ch.-B.: 039904 Fa. Robugen

trans-En-In-Dicycloether® Ch.-B.: 049716 Fa. Robugen

Apigenin Art.-Nr. 1102S Fa. Extrasynthése

Ch.-B.: 01112307

Apigenin-7-glucosid Art.-Nr. 5557 Fa. Carl Roth
Ch.-B. 4504191

Matricin »hochrein® isoliert von Ness (1995)
Pharm. Technol. Uni Tlbingen

n-Hexadecan Art.-Nr.: 9605 Fa. Merck
Ch.-B.: S2801005

Natriumtartrat (2 H,O) Art.-Nr.: 34803 Fa. Riedel-de Haén
Ch.-B.: 33410

'® Firr die Bereitstellung der Substanz danke ich Fa. Robugen
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8.1.3 Losungsmittel und Chemikalien

Tab. 8.2 Ldsungsmittel und Chemikalien

Substanz Bezeichnung

Hersteller/Lieferant

Lésungsmittel fiir die HPLC

Acetonitril (gradient grade)  Art.-Nr.:

100030

Art.-Nr.: A/0626/17

Aqua ad injectabilia

Umkehrosmose mit anschlie-

Render Destillation

Fa.
Fa.

Pharm. Technol.
Universitat Tubingen

Merck
Fisher

Phosphorsaure 85% Art.-Nr.: 159382 Fa. Merck
Methanol (gradient grade)  Art.-Nr.: 106007 Fa. Merck

Art.-Nr.: M/4056/17 Fa. Fisher
Dichlormethan (gradient Art.-Nr.: 106044 Fa. Merck
grade)
n-Hexan (gradient grade) Art.-Nr.: 104391 Fa. Merck
Dimethylsulfoxid Art.-Nr.: 109678 Fa. Merck
Pufferlésungen zum Kalibrieren des pH-Meters
Pufferlésung gebrauchsfertig Art.-Nr.: 109435 Fa. Merck
pH 4,00
Pufferldsung gebrauchsfertig Art.-Nr.: 109477 Fa. Merck
pH 7,00
Gase
Flissig-CO, (Typ 2.7) Art.-Nr.: 0458 Fa. Messer Griesheim
in Steigrohrflaschen
Synthetische Luft (Typ 5.0)  Art.-Nr.: 0131 Fa. Messer Griesheim
Stickstoff (Typ 5.0) Art.-Nr.: 0652 Fa. Messer Griesheim
Wasserstoff (Typ 5.0) Art.-Nr.: 0288 Fa. Messer Griesheim
Helium (Typ 4.6) Art.-Nr.: 0385 Fa. Messer Griesheim
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Tab. 8.2 (Fortsetzung)

Sonstige Chemikalien

B-Cyclodextrin
Phosphorpentoxid
Kieselgel

(mit Feuchtigkeitsindikator)
Hydranal Composite 2

Hydranal Composite 5

Formamid

Cavamax W7 Pharma
Ch.-B.: 019822

Art.-Nr.: 100543

Art.-Nr.: 101925

Art.-Nr.: 34806
Ch.-B.: 10930

Art.-Nr.: 34805
Ch.-B.: 2185A

Art.-Nr.: 33272
Ch.-B.: 20210

Fa

Fa

Fa

Fa

Fa

Fa

. Wacker-Chemie

. Merck

. Merck

. Riedel-de Haén

. Riedel-de Haén

. Riedel-de Haén

8.1.4 Sonstige Verbrauchsmaterialien

Tab. 8.3 Sonstige Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Bezeichnung Hersteller/Lieferant
Membranfilter, 0,2 ym Art.-Nr.: 11107-25-N Fa. Sartorius
Celluloseacetat & 25 mm

Membranfilter, 0,45 pym Art.-Nr.: 18406-25-N Fa. Sartorius
regenerierte Cellulose & 25 mm

Membranfilter, 0,2 um Art.-Nr.: 18407-47-N Fa. Sartorius
regenerierte Cellulose & 47 mm

Rundfilter Sorte 595 & 110 mm Art.-Nr.: 311610 Fa. Schleicher & Schiuill
Vials fur HPLC-Proben Art.-Nr.: 218A1103 Fa. Bender & Hobein
Septen (HPLC) Art.-Nr.: 275A1361 Fa. Bender & Hobein
Vials fur GC-Proben Art.-Nr.: 702 01 Fa. Macherey-Nagel
Bordelkappen Art.-Nr.: 702 56 Fa. Macherey-Nagel
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8.1.5 Gerate zur allgemeinen Verwendung

Tab. 8.4  Gerate zur allgemeinen Verwendung

Gerat Hersteller/Lieferant
Laborwaage Mettler AE200 Fa. Mettler-Toledo
Laborwaage Mettler PC1616 Delta Range Fa. Mettler-Toledo
Laborwaage Mettler PM4600 Delta Range Fa. Mettler-Toledo
Laborwaage Mettler AT 261 Delta Range Fa. Mettler-Toledo
pH-Meter 761 Calimatic Fa. Knick
Umkehrosmose-Anlage Hemo-RO Fa. Millipore
Muldestor Fa. Wagner & Munz
Ultraschallbad Sonorex Super RK 510 H Fa. Bandelin

Ultra Turrax T25 Fa. IKA-Werke
Gefriertruhe (-70 °C) Fa. GFL
Gefrierschrank Siemens Oko Plus (-30 °C) Fa. Siemens
Kuhlschrank Liebherr Premium (+5 °C) Fa. Liebherr
Trockenschrank BKE 40 (+30 °C) Fa. Memmert
Vakuumtrockenschrank VDL 53 Fa. Binder
Vakuumrotationsverdampfer Rotavapor-R Fa. Buchi

Schneidmiihle Pulverisette Fa. Fritsch
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8.2 Datenverarbeitung

Rechner: Athlon 1400 MHz, 256 MB RAM, 40 GB Festplatte

Tab. 8.5 Allgemein verwendete Software
Software Hersteller/Lieferant
Windows XP Fa. Microsoft

Microsoft Word XP fur Windows
Microsoft Excel XP fur Windows
Microsoft Powerpoint XP flr Windows
C-Design 3.0f

Isis Draw 2.4

VCH Biblio fur Windows 32 Bit

Fa. Microsoft
Fa. Microsoft
Fa. Microsoft
Fa. FoBaSoft
Fa. MDL

Fa. Wiley-VCH

8.3 Analytik
8.3.1 Gaschromatographie (GC)

8.3.1.1 Beschreibung der Methode

Gaschromatograph HP 5890 Serie Il, Fa. Hewlett-Packard

Autoinjektor HP 7637A mit Probenteller, Fa. Hewlett-Packard
Integrator HP 3392A, Fa. Hewlett-Packard

Gerate

Injektor Typ
Temperatur
Split

Detektor Typ
Temperatur
Wasserstoff

Synthetische Luft

Auxiliary Gas

HP Split/Splitless Kapillar-Einlass
250 °C
1:10

Flammenionisationsdetektor (FID)
250 °C

Fluss 2 ml/min

400 ml/min

30 ml/min Stickstoff (5.0)
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Saule Optima® -3, 30 m x 0,25 mm |.D. Polysiloxan Kapillarséule
Art.-Nr.: 726420.30 (Fa. Macherey-Nagel)
Filmdicke 0,25 ym

Tragergas Typ Wasserstoff 5.0
Total flow 20 ml/min

Detektorausgang 2 ml/min (entspricht einem Split von 1:10)

Einspritzvolumen 5ul

Temperaturprogramm  120-170 °C 7 °C/min
170-194 °C 3 °C/min
194-300 °C 5 °C/min
300 °C 10 min

Die Auswertung erfolgt Uber das Peakflachenverhaltnis (-)-a-Bisabolol zu n-Hexadecan als
internem Standard. Zur Responsefaktorbestimmung wird eine Lésung verwendet, die (-)-o-
Bisabolol und n-Hexadecan enthalt. Es werden jeweils sechs Einzelbestimmungen durchge-
fuhrt und Mittelwert und relative Standardabweichung berechnet.

B-Farnesen und die Cys-, Co7-, Coe- und C34-n-Alkane werden als (-)-a-Bisabolol berechnet.
Die Identifizierung dieser Substanzen erfolgt durch Vergleich des GC-Musters mit Chroma-
togrammen aus der Literatur (Ness 1995, Reverchon und Senatore 1994, Griinhagen, 1994).
Die Responsefaktoren von Bisabololoxid A (1,50) und B (1,58) werden unter Verwendung

identischer Gerate und Methoden nach Waleczek (2002) bestimmt.

8.3.1.2 Probenvorbereitung und Standardiésungen

Herstellung der internen Standardlésung
275-280 mg n-Hexadecan, genau gewogen, werden in einem 500,0 ml Messkolben in n-
Hexan gel6st. Daraus resultiert eine Lésung mit einem Gehalt von 0,55-0,56 mg/ml.

Herstellung der Standardlésung zur Bestimmung der Wiederfindungsrate
12,10 mg (-)-a-Bisabolol werden in 25,0 ml Dichlormethan/Methanol (1/1, V/V) geldst. Dar-

aus resultiert eine Lésung mit einem Gehalt von 0,484 mg/ml.
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Probenvorbereitung von Mazeraten

Die Extrakte (siehe 8.5) werden durch einen Papier-Rundfilter (Typ 595 & 110 mm) in einen
Messkolben filtriert, 4,0 ml interne Standardlésung zugegeben und mit Lésungsmittel auf
100,0 ml aufgefiillt. Fir Mazerate zur Bestimmung von lipophilen Inhaltsstoffen wird Dichlor-
methan/ Methanol (1/1, V/V) als Lésungsmittel verwendet, fir Mazerate zur Bestimmung von
hydrophilen Inhaltsstoffen wird Methanol eingesetzt. Nach Filtration durch einen Membranfil-
ter (regenerierte Cellulose, 0,45 um Porenweite, Fa. Sartorius) werden die Extrakte direkt als

Probenlésung eingesetzt.

Probenvorbereitung von CO,-Extrakten

50-100 mg Extrakt, genau gewogen, werden in einem Messkolben im jeweiligen Losungs-
mittel gelost, 2,0 ml interne Standardldsung zugegeben und auf 50,0 ml aufgefillt. Fir Ex-
trakte, die mit reinem CO, hergestellt sind, wird als Losungsmittel Dichlormethan/Methanol
(1/1, VIV) verwendet, fur Schleppmittelextrakte wird Methanol eingesetzt. Die erhaltenen
Lésungen werden nach Filtration durch einen Membranfilter (regenerierte Cellulose, 0,45 um
Porenweite, Fa. Sartorius) direkt als Probenldsung eingesetzt.

Probenvorbereitung zur Bestimmung des nicht entnehmbaren Anteils im Abscheidebehélter
Die durch Ausspulen des Abscheidebehalters mit Ethanol gewonnene Suspension wird am
Rotationsverdampfer eingeengt. Der Riickstand wird durch wiederholtes Spilen mit Dichlor-
methan/Methanol (1:1, V/V) quantitativ in einen 100,0 ml Messkolben tberfihrt. 10,0 ml die-
ser Lésung werden nach Zugabe von 4,0 ml interner Standardlésung mit Dichlor-
methan/Methanol (1:1, V/V) auf 100,0 ml aufgefulit.

8.3.1.3 Kalibrierung und Validierung

Kalibrierung

a) (-)-a-Bisabolol

120,98 mg (-)-a-Bisabolol werden in einem 250,0 ml Messkolben in Dichlormethan/Methanol
(1/1, VIV) geldst. Daraus resultiert eine Stammldsung mit einem Gehalt von 48,392 mg/100
ml. 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40 und 50 ml dieser Stammlésung werden nach Zugabe von 4,0 ml
interner Standardlésung zu je 100,0 ml im Messkolben mit dem gleichen Lésungsmittel ver-
dinnt. Je Verdinnung werden sechs Einzelbestimmungen in willklrlicher Reihenfolge
durchgeflhrt.



98 8 Experimenteller Teil

b) n-Hexadecan

22,11 mg n-Hexadecan werden in 100,0 ml Dichlormethan/Methanol (1/1, V/V) gelést. 1, 5,
10, 15, 20 und 25 ml dieser Stammlésung werden zu je 100,0 ml im Messkolben mit dem
gleichen Losungsmittel verdunnt. Je Verdunnung werden sechs Einzelbestimmungen in will-

kirlicher Reihenfolge durchgeflhrt.

Richtigkeit (Ermittlung der Wiederfindungsrate)

49,7 mg eines CO,-Extraktes und 4,0 ml interne Standardldsung werden in Dichlor-
methan/Methanol (1/1, V/V) in einem Messkolben geldst und auf 100,0 ml aufgefllt. Hieraus
resultiert ein Gehalt von 8,469 mg (-)-a-Bisabolol/100 ml (entspricht 100,00 %). 9,0 ml dieser
Lésung werden mit Dichlormethan/Methanol (1/1, V/V) zu 10,0 ml verdinnt, entsprechend
90,00 % (-)-a-Bisabolol. Des Weiteren werden je 1,0 ml einer (-)-a-Bisabolol-Standardlésung
mit einem Gehalt von 0,484 mg/ml mit obiger Lésung auf 50,0 ml bzw. 25,0 ml aufgeflllt, so
dass Untersuchungslosungen mit 109,43 % bzw. 118,86 % (-)-a-Bisabolol resultieren. Es

werden jeweils acht Einzelbestimmungen in willktrlicher Reihenfolge durchgeflihrt.

Methodenprézision
Aus jeweils 3 g Kamillendroge wird sechsmal unabhangig voneinander ein Extrakt herge-
stellt, filtriert (siehe 8.5) und in je drei Einzelbestimmungen analysiert. Aus den Messwerten

werden der Mittelwert und die relative Standardabweichung berechnet.

Systemprézision
Ein Kamillenextrakt, hergestellt mit Dichlormethan/Methanol (1/1, V/V), wird achtmal injiziert.

Der Mittelwert und die relative Standardabweichung werden fir (-)-a-Bisabolol berechnet.

Bestimmungsgrenze
Die Bestimmungsgrenze wird graphisch aus dem unteren Ende der Kalibriergeraden und
dem 95 %-Konfidenzintervall der Kalibriergeraden ermittelt (Ermer und Kibat 1998).

Nachweisgrenze

Es wird das Rauschen des Messverfahrens durch Aufnahme der Basislinie bei der Damp-
fung ,-2“ (groflite Empfindlichkeit des Ausgangssignals) bestimmt. Die mittlere Héhe dieses
Signals wird mit 3 multipliziert und Gber die Kalibriergerade in einen Konzentrationswert um-

gerechnet (Renger et al. 1994).
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8.3.2 Hochdruckflussigkeitschromatographie (HPLC)

8.3.2.1 Beschreibung der Methode zur Bestimmung von Matricin, cis- und

trans-En-In-Dicycloether (lipophile Inhaltsstoffe)

Gerate HPLC-Pumpe Modell 616 mit 600S Controller
und integrierter Entgasungseinheit, Fa. Waters
Auto Injektor SIL-9A, Fa. Shimadzu
UV-Detektor SPD-6A, Fa. Shimadzu
Software zur Datenauswertung LC10, Fa. Shimadzu

Analytische Saule CC 250/4.6 Nucleosil 100-5 C18, 250 x 4,6 mm
Art.-Nr. 2017020, Fa. Macherey-Nagel

Vorsaule CC 8/4 Nucleosil 100-5 C18, 8 x4 mm
Art.-Nr. 721602.40, Fa. Macherey-Nagel

Mobile Phase A) Acetonitril/Methanol/Wasser (12/48/50, V/V)
B) Methanol

Die Komponenten des Flielimittelgemisches werden mithilfe einer Filtrationseinheit aus Glas
(Fa. Sartorius) durch einen Membranfilter (regenerierte Cellulose, 0,2 um Porenweite, Fa.
Sartorius) einzeln filtriert, abgewogen und gemischt. Anschlieliend werden die Flieimittel 30
min im Ultraschallbad entgast. Vor Verwendung wird erneut 30 min lang und wahrend der
Analysen kontinuierlich bei einem Druck von 4 bar mit Helium (Typ 4.6) entgast. Das Fliel3-

mittelgemisch wird im Wasserbad auf 25 °C temperiert.

Gradientenprogramm 0-15 min 100 % A
15-18 min 100-50 % A
18-30 min 50-30 % A
30-35 min 30 %A
35-38 min 30-100 % A
38—45 min 100 % A

Flussrate 1,0 mi/min

Einspritzvolumen 20 pl

Detektion UV 244 nm

Die Berechnung der Konzentration erfolgt Uber die Peakflache aus dem arithmetischen Mittel

dreier Einzelbestimmungen nach der Methode des externen Standards.
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8.3.2.2 Beschreibung der Methode zur Bestimmung von Apigenin und Apige-
nin-7-glucosid (hydrophile Inhaltsstoffe)

Die Bestimmung erfolgt nach der HPLC-Methode zur Bestimmung von Matricin und den En-

In-Dicycloethern (siehe 8.3.2.1) mit folgenden Anderungen:

Mobile Phase A) Acetonitril/Phosphorsaure (1000/2, V/V)
B) Wasser/Phosphorsaure (1000/2, V/V)

Gradientenprogramm 0-15 min 22 % A
15-20 min 50 % A
20-25 min 50-75 % A
25-30 min 75-22 % A
35—-45 min 22 % A

Flussrate 1,2 mi/min

Detektion UV 335 nm

8.3.2.3 Probenvorbereitung und Standardlésungen
Standardlésungen zur Bestimmung der Wiederfindungsrate

a) Matricin
6,50 mg Matricin werden in einem 50,0 ml Messkolben in Dichlormethan/Methanol (1/1, V/V)
geldst. Unter Berlcksichtigung der Reinheit von 97,39 % (x aus n = 3), die mittels DSC be-

stimmt wird (siehe 8.3.6), weist diese Losung einen Gehalt von 0,1265 mg/ml auf.

b) cis-En-In-Dicycloether

14,08 mg cis-En-In-Dicycloether werden in einem 25,0 ml Messkolben in Dichlor-
methan/Methanol (1/1, V/V) geldst. Unter Berucksichtigung der Reinheit von 99,07 %, die im
Uberladenen Chromatogramm durch Bestimmung des Peakflachenverhaltnisses cis-EID zu

Gesamtflache ermittelt wird, resultiert eine Lésung mit einem Gehalt von 0,5579 mg/ml.

C) Apigenin
6,54 mg Apigenin werden in einem 100,0 ml Messkolben in Methanol gelost. Daraus resul-
tiert eine Losung mit einem Gehalt von 0,0654 mg/ml.

d) Apigenin-7-glucosid
26,93 mg Apigenin-7-glucosid werden in einem 25,0 ml Messkolben in Methanol gelost. Dar-
aus resultiert eine Lésung mit einem Gehalt von 1,0772 mg/ml.
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Probenvorbereitung von Mazeraten

Die Mazerate (siehe 8.5) werden in einen Messkolben filtriert und mit Lésungsmittel auf
100,0 ml aufgeflllt. FUr die Bestimmung von lipophilen Inhaltsstoffen wird Dichlormethan/
Methanol (1/1, V/V) als Lésungsmittel verwendet, zur Bestimmung von hydrophilen Inhalts-
stoffen wird Methanol eingesetzt. Nach Filtration durch einen Membranfilter (regenerierte
Cellulose, 0,45 um Porenweite, Fa. Sartorius) werden die Lésungen direkt als Probenldsung

eingesetzt.

Probenvorbereitung von CO,-Extrakten

50-100 mg Extrakt, genau gewogen, werden in einem Messkolben im jeweiligen Lésungs-
mittel geldst und auf 50,0 ml aufgefiillt. Fir Extrakte, die mit reinem CO, hergestellt sind, wird
als Loésungsmittel Dichlormethan/Methanol (1/1, V/V) verwendet, flr Schleppmittelextrakte
wird Methanol eingesetzt. Die erhaltenen Ldsungen werden nach Filtration durch einen
Membranfilter (regenerierte Cellulose, 0,45 um Porenweite, Fa. Sartorius) direkt als Proben-
I0sung eingesetzt.

Probenvorbereitung zur Bestimmung des nicht entnehmbaren Anteils im Abscheidebehélter
Die durch Ausspulen des Abscheidebehalters mit Ethanol gewonnene Suspension wird am
Rotationsverdampfer eingeengt. Der Rickstand wird durch wiederholtes Spllen mit Dichlor-
methan/Methanol (1:1, V/V) quantitativ in einen 100,0 ml Messkolben tberfuhrt. 10,0 ml die-
ser Losung werden mit Dichlormethan/Methanol (1:1, V/V) auf 100,0 ml aufgefillt und als
Probenlosung eingesetzt.

8.3.2.4 Kalibrierung und Validierung
Kalibrierung

a) Matricin

19,60 mg Matricin werden in Dichlormethan/Methanol (1/1, V/V) gelést und auf 250,0 ml auf-
gefullt. Unter Berlcksichtigung der Reinheit von 97,39 % weist diese Stammldsung einen
Gehalt von 7,636 mg/100 ml auf. 5, 10, 15, 20, 25 und 30 ml dieser Stammlésung werden zu
je 50,0 ml im Messkolben mit dem gleichen Losungsmittel verdunnt. Je Verdunnung werden
sechs Einzelbestimmungen in willkurlicher Reihenfolge durchgefuhrt.

b) cis-En-In-Dicycloether
16,99 mg cis-En-In-Dicycloether werden in einem 50,0 ml Messkolben in Dichlormethan/
Methanol (1/1, V/V) gel6st. Unter Berlcksichtigung der Reinheit von 99,07 % resultiert eine
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Stammlésung mit einem Gehalt von 33,664 mg/100 ml. 2, 4, 6 und 8 ml dieser Stammldsung
werden zu 10,0 ml im Messkolben mit dem gleichen Losungsmittel verdinnt. Je Verdinnung
und Stammlésung werden sechs Einzelbestimmungen in willkurlicher Reihenfolge durchge-
fuhrt.

c) trans-En-In-Dicycloether

5,25 mg trans-En-In-Dicycloether werden in einem 25,0 ml Messkolben in Dichlor-
methan/Methanol (1/1, V/V) geldst. Unter Berucksichtigung der Reinheit von 93,21 %, die im
Uberladenen Chromatogramm durch Bestimmung des Peakflachenverhaltnisses trans-EID
zu Gesamtflache ermittelt wird, resultiert eine Stammlésung mit einem Gehalt von 19,574
mg/100 ml. 1, 2, 3, 4 und 5 ml dieser Stammlésung werden im Messkolben zu 20,0 ml mit
dem gleichen Lésungsmittel verdinnt. Je Verdiinnung werden sechs Einzelbestimmungen in

willkdrlicher Reihenfolge durchgefihrt.

d) Apigenin

6,54 mg Apigenin werden in einem 100,0 ml Messkolben in Methanol gelost. 1, 2, 4, 6, 8 und
10 ml dieser Stammlésung werden im Messkolben zu 25,0 ml mit dem gleichen Losungsmit-
tel verdinnt. Je Verdinnung werden sechs Einzelbestimmungen in willkirlicher Reihenfolge
durchgefuhrt.

e) Apigenin-7-glucosid

35,06 mg Apigenin-7-glucosid werden in einem 50,0 ml Messkolben in Methanol gel6st. 1, 5,
10 und 15 ml werden im Messkolben zu 100,0 ml mit dem gleichen Losungsmittel verdunnt,
10 ml werden zu 50,0 ml verdunnt. Je Verdinnung werden sechs Einzelbestimmungen in

willkurlicher Reihenfolge durchgefuhrt.

Richtigkeit (Ermittlung der Wiederfindungsrate)

a) Matricin

28,9 mg eines CO,-Extraktes werden in 100,0 ml Dichlormethan/Methanol (1/1, V/V) geldst,
woraus ein Gehalt von 1,955 mg Matricin/100 ml resultiert (entspricht 100,00 %). 9,0 ml des
Extraktes werden mit Dichlormethan/Methanol (1/1, V/V) zu 10,0 ml verdinnt, entsprechend
90,00 % Matricin. Des Weiteren werden je 1,0 ml einer Matricin-Standardiésung mit einem
Gehalt von 0,1265 mg/ml mit obiger Lésung auf 50,0 ml bzw. 25,0 ml aufgeflllt, so dass Un-
tersuchungslésungen mit 110,94 % bzw. 121,88 % Matricin resultieren. Es werden jeweils

sechs Einzelbestimmungen in willkurlicher Reihenfolge durchgefuhrt.
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b) En-In-Dicycloether

52,1 mg eines CO,-Extraktes werden in 100,0 ml Dichlormethan/Methanol (1/1, V/V) geldst,
dies entspricht einem Gehalt von 9,398 mg cis-EID/100 ml und 2,229 mg trans-EID/100 ml.
Analog zur Wiederfindung Matricin wird dieser Extrakt 9 + 1 verdlnnt, entsprechend 90,00 %
En-In-Dicycloether. Weiter werden je 1,0 ml einer cis-EID-Standardldsung mit einem Gehalt
von 0,5579 mg/ml mit obiger Lésung auf 50,0 ml bzw. 25,0 ml aufgefiillt, so dass Untersu-
chungslésungen mit 109,87 % bzw. 119,75 % cis-EID resultieren. Es werden jeweils sechs

Einzelbestimmungen in willktrlicher Reihenfolge durchgefihrt.

c) Apigenin

Es werden 100 ml Kamillenextrakt durch Mazeration mit Methanol hergestellt (siehe 8.5), der
Gehalt betragt 0,9847 mg Apigenin/100 ml (entspricht 100,00 %). Analog zur Wiederfindung
Matricin wird dieser Extrakt 9 + 1 verdunnt (entspricht 90,00 %). Je 1,0 ml einer Apigenin-
Standardlésung mit einem Gehalt von 0,0654 mg/ml werden mit obigem Extrakt auf 50,0 ml
bzw. 25,0 ml aufgefillt, so dass Untersuchungslésungen mit 111,28 % bzw. 122,57 % Api-
genin resultieren. Es werden jeweils sechs Einzelbestimmungen in willkirlicher Reihenfolge
durchgefuhrt.

d) Apigenin-7-glucosid

Es werden 100 ml Kamillenextrakt durch Mazeration mit Methanol hergestellt (siehe 8.5), der
Gehalt betragt 11,885 mg Apigenin-7-glucosid/100 ml (entspricht 100,00 %). Analog zur
Wiederfindung Matricin wird dieser Extrakt 9 + 1 verdinnt (entspricht 90,00 %). Je 1,0 ml
einer Apigenin-Standardlésung mit einem Gehalt von 1,077 mg/ml werden mit obigem Ex-
trakt auf 50,0 ml bzw. 25,0 ml aufgefillt, so dass Untersuchungslésungen mit 116,12 % bzw.
132,25 % Apigenin-7-glucosid resultieren. Es werden jeweils sechs Einzelbestimmungen in

willkdrlicher Reihenfolge durchgefihrt.

Methodenprézision
Aus jeweils 3 g Kamillendroge wird sechsmal unabhangig voneinander ein Extrakt herge-
stellt, filtriert (siehe 8.5) und in je drei Einzelbestimmungen analysiert. Aus den Messwerten

werden der Mittelwert und die relative Standardabweichung berechnet.

Systemprézision

a) Lipophile Inhaltsstoffe

Ein Kamillenextrakt, hergestellt mit Dichlormethan/Methanol (1/1, V/V), wird sechsmal inji-
ziert. Der Mittelwert und die relative Standardabweichung werden fur Matricin und cis-En-In-
Dicycloether berechnet.
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b) Hydrophile Inhaltsstoffe
Ein Kamillenextrakt, hergestellt mit Methanol, wird sechsmal injiziert. Der Mittelwert und die
relative Standardabweichung werden fur Apigenin und Apigenin-7-glucosid berechnet.

Bestimmungsgrenze
Die Bestimmungsgrenze wird graphisch aus dem unteren Ende der Kalibriergeraden und

dem 95 %-Konfidenzintervall der Kalibriergeraden ermittelt (Ermer und Kibat 1998).

Nachweisgrenze

Es wird das Rauschen des Messverfahrens durch Aufnahme der Basislinie beider Verfahren
(8.3.2.1 und 8.3.2.2) bei der Dampfung ,-2“ (grofdte Empfindlichkeit des Ausgangssignals)
bestimmt. Die mittlere Héhe dieses Signals wird mit 3 multipliziert und Uber die Kalibrierge-

rade in einen Konzentrationswert umgerechnet (Renger et al. 1994).

8.3.3 Bestimmung der Einschlussrate des CO,-Extraktes in p-CD-Komplexe

Die Komplexe werden nach der Gefriertrocknung unter gelindem Druck in einer Reibschale
homogenisiert. 0,6 g Komplex, genau gewogen, werden in einem verschraubbaren 15 ml-
Zentrifugenglas mit 2,0 ml n-Hexan versetzt und leicht geschittelt. Nach Sedimentation un-
Ioslicher Bestandteile wird die n-Hexan-Phase mit einer Pipette abgenommen und in einen
Messkolben uberfuhrt. 1,0 ml interne Standardlésung wird zugegeben, und mit Dichlor-
methan/Methanol (1/1, V/V) auf 25,0 ml aufgefullt. Die L6sung wird nach Filtration durch ei-
nen Membranfilter (regenerierte Cellulose, 0,45 um Porenweite, Fa. Sartorius) als Probenl6-
sung fur HPLC und GC (8.3.2.1 und 8.3.1.1) eingesetzt (nicht eingeschlossene Inhaltsstoffe).

Der so gewaschene Komplex wird in 4,0 ml Dimethylsulfoxid geldst, mit 10 ml Dichlor-
methan/Methanol (1/1, V/V) aufgefillt und im verschlossenen Glas 12 Stunden equilibriert,
dabei fallt reines B-CD teilweise wieder aus. Die resultierende Suspension wird durch einen
Papier-Rundfilter (Typ 595 & 110 mm) filtriert und der Filterrickstand mehrmals mit Lo-
sungsmittel nachgewaschen. Nach Zugabe von 2,0 ml interner Standardlésung wird in einem
Messkolben auf 50,0 ml mit Dichlormethan/Methanol (1/1, V/V) aufgefillt, und die Losung
nach Filtration durch einen Membranfilter (regenerierte Cellulose, 0,45 uym Porenweite, Fa.
Sartorius) als Probenlésung fir HPLC und GC (8.3.2.1 und 8.3.1.1) eingesetzt (eingeschlos-
sene Inhaltsstoffe).
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8.3.4 Bestimmung des Wassergehaltes nach Karl-Fischer

Geréate Titrierstand Modell 703, Fa. Deutsche Metrohm
Zentraleinheit SM-Titrino 702, Fa. Deutsche Metrohm

Software zur Datenauswertung: MetroData, Fa. Deutsche Metrohm

Methode Titriermedium Methanol/Formamid (2:1, V/V)
Titrans Hydranal Composite 2 bzw. 5
Titrationsendpunkt 210 mV
Beginn des Regelbereiches 250 mV
Maximaldosierrate 3000 pl/min
Minimaldosierrate 2 pl/min
Stopkriterium Drift
Stopdrift 12 pl/min
Pause 60 s
| (pol) 40 pA

Titerbestimmung und Titrationen

Zur Titerbestimmung von Hydranal-Composite 2 bzw. 5 wird der Wassergehalt von ca. 25
bzw. 60 mg Natriumtartrat-2-hydrat (enthalt 15,66 % Kristallwasser), genau gewogen, durch
dreifache Titration bestimmt.

Zur Bestimmung des Wassergehaltes von Kamillendroge werden ca. 100 mg Droge, genau
gewogen, vor Beginn der Titration 60 s mittels Ultra-Turrax dispergiert. Die Titration erfolgt
mit Hydranal-Composite 5. Aus jeweils drei Einzelbestimmungen werden Mittelwert und

Standardabweichung berechnet.

Die Bestimmung des Wassergehaltes von CO,-Extrakten und CO,-Extrakt/B-CD-Komplexen
erfolgt durch Titration von ca. 300 mg Extrakt bzw. ca. 80 mg Komplex, genau gewogen, mit
Hydranal Composite 2. Aus jeweils drei Einzelbestimmungen werden Mittelwert und Stan-
dardabweichung berechnet.
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8.3.5 pH-Wert-Messungen

Zur pH-Wert-Messung wird ein Knick pH-Meter 761 Calimatic (temperaturkompensiert, Fa.
Knick) eingesetzt. Vor jeder Messung wird eine 2-Punkt-Kalibrierung mit Pufferlésungen von
pH 4,00 und pH 7,00 (Fa. Merck) durchgeflihrt. Das vom Extrakt separierte Wasser wird bei

Raumtemperatur direkt vermessen.

8.3.6 Dynamische Differenzkalorimetrie (DSC)

Das Verfahren wird im Rahmen dieser Arbeit zur Reinheitsbestimmung von Matricin einge-
setzt, welches von Ness (1995) isoliert wurde.

Gerat Basissystem Mettler TA 8000 (Fa. Mettler-Toledo)
Messzelle DSC 820
Prozessor TSA 811
Software TA 8000 Thermoanalysensystem, Vers. 4.01
Probentiegel Standardaluminiumtiegel, 40 ul,

mit perforiertem Deckel
Referenztiegel Standardaluminiumtiegel, 40 pl, leer,

mit perforiertem Deckel

Methode DSC Purity Analysis
Spullgas Stickstoff (Typ 5.0, Fa. Messer Griesheim)
Kahimittel flissiger Stickstoff
Temperaturbereich 130-180 °C
Heizrate 2 K/min
Einwaage ca. 2,5 mg (genau gewogen)

Einstellungen im Purity-Modus

Type Peak
Probability 90 %

Points 30

Start 10 %

End 50 %

Molar Mass 306,36 g/mol

Die Proben werden in ein tariertes Tiegelunterteil eingefullt und mit einem teflonbeschichte-
ten Metallstift an den Boden angepresst, um einen besseren Warmetibergang zu gewahrleis-
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ten. AnschlieBend werden sie mit einem gelochten Deckel verkrimpt. Das exakte Probenge-
wicht wird auf einer Analysenwaage (Typ AT 261 Delta Range, Fa. Mettler Toledo) bestimmt.

8.3.7 Siebanalyse der Kamillendroge

Gerat Laborsiebmaschine RETAC 3D, Fa. Retsch
Analysensiebe lichte Maschenweiten: 500, 710, 1400 und 3150 um
Einwaage ca. 25 g, genau gewogen

Siebzeit 5 min

Die Droge wird bei 60 % der maximalen Ruttelintensitat gesiebt und anschlieRend werden

die Ruckstande gewogen.

8.4 Extraktion von Kamillenbliten mit tiberkritischem CO-
8.4.1 Beschreibung der Hochdruckextraktionsanlage

Die Extraktionsversuche werden auf einer Hochdruckanlage der Fa. Sitec im Pilotmalstab
durchgeflhrt. Die Anlage arbeitet diskontinuierlich im Batchverfahren, wobei CO, als verdich-
tetes Gas im Kreislauf geflhrt wird. Ein separates Schleppmittelsystem erlaubt die kontinu-
ierliche Zudosierung eines zweiten Losungsmittels. Abb. 8.1 zeigt ein vereinfachtes Fliel3-
schema der Extraktionsanlage. Die Auslegung der Anlage ist Tab. 8.6 zu enthehmen, aus-

gewahlte Komponenten sind in Tab. 8.7 aufgelistet.

Bei Betrieb mit reinem CO, wird dieses in flissigem Zustand aus Steigrohrgasflaschen ent-
nommen und gelangt tber einen Kondensator (8) in den gekihlten CO,-Vorratstank (1). Um
bei Druckerniedrigung in der Ansaugphase der Hochdruckpumpe (3) ein partielles Verdamp-
fen des CO, (Kavitation) zu vermeiden, wird der flissige Zustand durch weitere Abkihlung
im Unterkuhler (2) sichergestellt. Dies ist notwendig, da sich das CO, im Vorratstank beziig-
lich der ZustandsgréoRen Druck und Temperatur an der Phasengrenze flissig/gasférmig be-
findet (siehe Abb. 2.5, S. 15). Die Klhlung von Vorratstank, Kondensator und Unterkuhler
erfolgt durch ein Kalteaggregat mit HFKW 134a als Kuhimittel.

Der Extraktionsdruck wird Uber ein pneumatisches, stetig regelndes Ventil (a) konstant
gehalten, welches sich hinter dem Extraktionsbehalter (5) befindet. Regelkreise aus Tempe-
raturfihler, Regler und Magnetventil an Ein- und Ausgang des Extraktionsbehalters steuern
die Zufuhr von Heizmedium zum Warmetauscher (4) und Extraktionsbehalter, so dass die
gewahlte Temperatur bereits bei Eintritt des CO, in den Extraktionsbehalter realisiert ist. Der

Massenfluss und die Dichte des CO, werden unmittelbar vor dem Extraktionsbehalter ge-
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messen. Die Extraktionshilsen, welche das zu extrahierende Gut aufnehmen, werden durch
Metallsinterplatten verschlossen, um nicht gel0ste Bestandteile zurtckzuhalten und einen
gleichmafigen CO,-Strom durch das Drogenbett zu bewirken. Nachdem das mit Extraktiv-
stoffen beladene CO, den Extraktionsbehalter verlasst, kann durch Anderung von Druck und/
oder Temperatur in einem Zwischenabscheider (6) die Abtrennung bestimmter Extraktfrak-
tionen erreicht werden. Die Mdglichkeit der Zwischenabscheidung wird im Rahmen dieser

Arbeit nicht genutzt.

Atmosphare

+— CO,-Vorrat

>

r@ @
\,
I|| - -

9 $ |

famm—
Abb. 8.1  FlieRschema der verwendeten Extraktionsanlage; >< Ventil; >k pneumati-

sches Druckregelventil; (} Ruckschlagventil; FI (flow indicator) = Flussmesser;

TI(C) (temperature indicator (-controller)) = Temperaturmesser (-regler)
PI(C) (pressure indicator (-controller)) = Druckmesser (-regler)

Unter Umgehung der Zwischenabscheidestufe erfolgt in einem Schritt die vollstandige Tren-
nung von CO, und Extraktivstoffen im Endabscheider (7). Die dazu notwendige Druckreduk-
tion in den unterkritischen Zustand erfolgt hinter Ventil (a), sie bewirkt eine starke Abklhlung

und infolgedessen eine Verflissigung des Extraktionsgases (Joule-Thomson-Effekt, siehe
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Gl. 2.5, S. 14). Dadurch bildet sich im Endabscheider ein Niveau an flissigem CO; aus. In
diese FlUssigphase wird der Extrakt Gber ein Tauchrohr eingeleitet. Da in flissigem CO, die
Extraktivstoffe noch Restldslichkeiten aufweisen kdnnen, erfolgt die eigentliche Trennung
durch Verdampfen des CO, im Endabscheider. Zur Regelung der dazu notwendigen War-
mezufuhr bestehen zwei Mdglichkeiten. Einerseits kann das Volumen an flissigem CO, im
Endabscheider mittels einer Niveausonde auf halber Fullhdhe konstant gehalten werden.
Andererseits kann die Temperatur in der Gasphase auf einen konstanten Wert geregelt wer-
den, der 3—4 °C oberhalb der Verdampfungstemperatur des CO, bei dem gewahlten Ab-
scheidedruck liegen sollte. Durch beide Varianten ist gewahrleistet, dass kein fllissiges und
mdglicherweise noch extraktbeladenes Gas den Endabscheider verlasst, und dass genu-
gend flussiges CO, vorliegt, um den Extrakt bei mdglichst tiefen Temperaturen aufzuneh-

men.

Verdampftes CO, wird Uber einen Kondensator (8) wieder verflissigt und dem CO,-
Vorratstank (1) zugeflhrt. Damit ist der Lésungsmittelkreislauf geschlossen. Der Druck in
Endabscheider und Vorratstank ist durch den Abscheidedruck vorgegeben, welcher Uber ein
pneumatisches Druckregelventil (b) konstant gehalten wird. Die korrespondierende Abschei-
detemperatur stellt sich aufgrund des Gleichgewichtes von Gas- und Flissigphase gemaf
dem Phasendiagramm von CO, und der Gibbs’schen Regel ein (siehe Abb. 2.1, S. 6 und Gl.
2.3,S. 11).

Bei Schleppmittelextraktionen wird das zweite Losungsmittel aus einem Reservoir dem CO,-
Kreislauf mittels einer separaten Pumpe zudosiert (9), anschlieRend passiert das Losungs-
mittelgemisch den Warmetauscher. Rickschlagventile hinter der Schleppmittelpumpe sowie
hinter der CO»-Hochdruckpumpe verhindern den Rickfluss von Ldsungsmittel. Unter Ab-
scheidebedingungen, die im Zweiphasengebiet der bindren Mischung CO,/Schleppmittel
liegen, wird das Ldsungsmittelgemisch wieder in seine beiden Komponenten aufgetrennt.
Wahrend CO, verdampft, muss das Schleppmittel kontinuierlich aus dem Endabscheider
abgelassen werden, um ein Volllaufen des Abscheidebehalters und damit den Ubergang des

Extraktes in den CO,-Kreislauf zu vermeiden.

Die Anlage ist durch Berstscheiben gegen Uberdruck gesichert. Im Hochdruckbereich (Pum-
pen, Extraktionsbehalter, Zwischenabscheider) betragt der Berstdruck 550 bar, im Nieder-
druckbereich (Vorratstank und Endabscheider) 100 bar.
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Tab. 8.6  Auslegung der Hochdruckextraktionsanlage

CO, und weitere, nicht brennbare Gase, die sich un-
ter ahnlichen Bedingungen kondensieren lassen

Losungsmittel

Extraktionsdruck 75-500 bar

Volumenfluss Lésungsmittel max. 20 I/h

Volumenfluss Schleppmittel max. 2 I/h (bei einer Viskositat von 1 mPa-s)
Extraktionstemperatur Umgebungstemperatur bis +80 °C
Abscheidedruck 40-70 bar
Abscheidetemperatur Umgebungstemperatur bis +60 °C

Volumen Extraktionsbehalter 1,2 bzw. 3,3 |

Tab. 8.7 Ausgewahlte Komponenten der Hochdruckextraktionsanlage
Komponente Typ Hersteller
Hochdruckpumpe EH-M-210V1 Fa. Lewa
Membrandosierpumpe EK-M-2101V Fa. Lewa
im Schleppmittelsystem
Kalteaggregat SC 21/21 GXT2 Fa. Danfoss

Kuhlthermostat
(Pumpenkopfkiihlung)

Kalte-/Warmethermostat
(Zwischenabscheidung)

Heizthermostat
(Extraktionsbehalter, Warmetauscher)

Heizthermostat
(Abscheidebehalter)

Massendurchflussmesser
pneumatische Regelventile

Messdatenerfassung
(Analog-Digital-Wandler)

Software

Minichiller cc

Ministat cc

E203

E103

Mass 2100 DI 1,5
80037-IP

Adam 4017

Visidaq 3.11

Fa. Peter Huber

Fa. Peter Huber

Fa. Lauda

Fa. Lauda

Fa. Danfoss
Fa. Kdmmer

Fa. Advantech

Fa. Advantech
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8.4.2 Optimierung der Extraktionsbedingungen

Fur die Optimierung der Extraktionsbedingungen werden je 200 g Kamillenbliten der Sorte
Mabamille verwendet, die bereits geschnitten geliefert wird. Es wird jeweils ein Extraktions-

parameter variiert, flr die anderen Parameter werden die Referenzbedingungen beibehalten.

Tab. 8.8  Bedingungen der Extraktionsversuche

Volumen der Extraktionshilse 1,21

Gesamtmenge CO, 24 kg

Extraktionstemperatur 40 °C

Abscheidedruck 40 bar

Abscheidetemperatur 8°C

Solltemperatur des Kondensators 3°C

Solltemperatur des Unterkiihlers -10 °C

Extraktionsdruck und 90", 150, 200 bar

resultierende Dichte des CO, 490, 780, 840 kg/m?

Extraktionsdauer 1,3,5,7h

CO,-Massenfluss und 4, 8,12 kg/h

angepasste Extraktionsdauer® 6,3,2h

stationare Zwischenmazeration 1 h Extraktion — 2 h stationar unter Druck —
2 h Extraktion (Gesamtextraktionsdauer: 3 h)

Entspannen schnell (Bildung von Trockeneis)

des Abscheidebehalters langsam

Die Extraktionsdauer wird gemessen, sobald CO, durch das Drogenbett stromt. Das CO,-
Niveau im Endabscheider wird mittels Temperaturregelung konstant gehalten. Nach Ablauf
der Extraktionsdauer wird der Abscheidebehalter schnell auf Umgebungsdruck entspannt.
Hierbei wird durch starke AbkuUhlung des CO, der Extrakt in entstehendes Trockeneis einge-

froren und kann entnommen werden. Die Temperaturregelung des Heizmantels muss vorher

19 Referenzbedingungen sind fett gedruckt
% Bei verandertem CO,-Massenfluss wird die Extraktionsdauer so angepasst, dass die Gesamtmenge
CO, konstant bleibt.
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ausgeschaltet werden, um die Bildung des Trockeneises zu gewahrleisten. Extraktreste, die
an den Wandungen des Abscheidebehalters haften, werden so weit wie mdoglich entnom-
men. Nach ca. 2 Stunden ist die Sublimation des festen CO, abgeschlossen, und der Extrakt
wird gemal den unter 8.6 beschriebenen Verfahren getrocknet.

Nicht enthehmbare Restmengen an Extrakt werden durch mehrmaliges Spllen des Abschei-
debehalters mit Ethanol in einen Rundkolben Gberflhrt und gemaR 8.3.1.2 und 8.3.2.3 auf-

gearbeitet.

Zur Bestimmung des Restgehaltes an Inhaltsstoffen im CO,-extrahierten Drogenmaterial

wird daraus eine Probe enthommen und gemal 8.5 extrahiert.

8.4.3 In-line-Einschluss von Kamilleninhaltsstoffen in f-Cyclodextrin

210 g Kamillenbliiten der Sorte Manzana werden bei den in Tab. 8.8 aufgefiihrten Referenz-
bedingungen extrahiert. Die Zerkleinerung der Droge erfolgt unmittelbar vor der Extraktion
mittels einer Schneidmuhle (Fa. Fritsch) unter Verwendung des 4 mm-Quadratloch-Siebein-
satzes. Vor Beginn einer Extraktion werden 5, 10, 15 oder 20 g 3-CD in den Endabscheider
gegeben. Die resultierenden CO,-Extrakt/p-CD-Komplexe werden nach Sublimation des CO,

gefriergetrocknet (siehe 8.6.2).

8.4.4 Einfluss des Zerkleinerungsgrades auf die Extraktionsbilanz

Kamillenbllten der Sorte Manzana werden als ganze Droge oder zerkleinert eingesetzt. Die
Zerkleinerung erfolgt mittels Schneidmihle (Fa. Fritsch) und Verwendung des 4 mm-
Quadratloch- bzw. des 1 mm-Trapezloch-Siebeinsatzes zur Herstellung von grob bzw. fein
geschnittener Droge. 200 g ganze Droge, 210 g grob und 260 g fein geschnittene Droge
werden unter den in Tab. 8.8 beschriebenen Referenzbedingungen extrahiert. Die Extrakte

werden nach Sublimation des CO, gefriergetrocknet (siehe 8.6.2).

8.4.5 Extraktion unter Zusatz von Schleppmittel
8.4.5.1 Fraktionierte Extraktion mit lipophilem Vorextraktionsschritt

210 g grob geschnittene Kamillenbliten der Sorte Manzana werden einem fraktionierten Ex-
traktionsschema unterworfen. Der Vorextraktionsschritt entspricht einer CO,-Extraktion unter
Referenzbedingungen (siehe 8.4.2). Nach Beendigung der Vorextraktion wird der Extrakt

entnommen und nach Sublimation des CO, gefriergetrocknet. Der Extraktionsbehalter mit
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der vorextrahierten Droge wird auf Umgebungsdruck entspannt, 10 g extrahiertes Drogen-
material werden entnommen und zur Bestimmung des Restgehaltes an Inhaltsstoffen wie

unter 8.5 beschrieben mit Losungsmittel mazeriert.

Die anschlieRende Schleppmittelextraktion wird Gber weitere 3 h durchgefiuhrt, wobei die
Zudosierung des Schleppmittels nach 15 bis 20 min gestartet wird und in Abhangigkeit des
Extraktionsdruckes 60 bis 70 min dauert. Der Massenfluss des reinen CO, wird auf etwa 8
kg/h eingestellt. Die Bedingungen der Schleppmittelextraktionen sind in Tab. 8.9 zusammen-

gestellt.

Tab. 8.9 Bedingungen der Schleppmittelextraktionen nach lipophiler Vorextraktion
(SM = Schleppmittel)

Druck Tempera- Volumen Stoffmengen- Massenfluss?' Dichte CO, Dichte CO,/SM

[bar] tur[°C] SMJ[] anteilSM[%]  [kg/h] [kg/m?] [kg/m?]
90 40  1|EtOH 8,1 % 8,6 533 728
90 40 2IEtOH  150% 9,5 542 770
250 40 21EtOH 157 % 9,4 887 864
90 40 2I1MeOH  14,5% 9,3 550 780
250 40 2IMeOH 185% 9,4 885 896
380% 60 2IMeOH 182% 9,3 876 888

Die Schleppmittelextrakte werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum bei einer Tempe-

ratur, die der Extraktionstemperatur entspricht, eingeengt und gemaf 8.6.3 getrocknet.

#! Massenfluss wahrend der Schleppmittelzudosierung
% Um eine Temperaturerhéhung auf 60 °C bei gleich bleibender Dichte des CO, zu realisieren, wird

der Extraktionsdruck auf 380 bar angepasst.
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8.4.5.2 Fraktionierte Schleppmittelextraktion

Die Extraktionen werden mit 260 g fein geschnittenen Kamillenbliten der Sorte Manzana
durchgefthrt. Das Extraktionsschema (Tab. 8.10) umfasst drei aufeinander folgende
hydrophile Schleppmittelextraktionen mit CO,/Methanol. Zudosierung des Schleppmittels,
Probenentnahme von extrahiertem Pflanzenmaterial und Aufarbeitung der Schleppmittelex-

trakte entsprechen dem unter 8.4.5.1 beschriebenen Vorgehen.

Tab. 8.10 Bedingungen der fraktionierten Schleppmittelextraktionen

Druck Tempera- Volumen Stoffmengen- Massenfluss® Dichte CO, Dichte CO,/SM

[bar] tur[°’C] SMIl] anteil SM[%]  [kg/h] [kg/m?] [kg/m?]
380 60 2IMeOH 17,9% 9,5 877 885
380 60 2IMeOH 17,7% 9,1 876 886
100 70 2IMeOH 19,3 % 9,3 258 371

8.4.5.3 Herstellung eines Gesamtextraktes mittels Schleppmittelextraktion

260 g fein geschnittene Kamillenbliten der Sorte Manzana werden bei einem CO,-Massen-
fluss von 8 kg/h Uber 3 Stunden extrahiert. Die Zudosierung des Schleppmittels erfolgt wah-
rend etwa 60 Minuten. Die sich ergebenden Extraktionsparameter sind in Tab. 8.11 zusam-
mengestellt. Die weitere Verarbeitung des Extraktes erfolgt gemaf 8.4.5.1.

Tab. 8.11 Extraktionsparameter zur Herstellung eines Gesamtextraktes

Druck Temperatur Volumen Stoffmengen- Massenfluss' Dichte CO, Dichte
[bar] [°C] SMIl] anteil SM [%] [kag/h] [kg/m®  CO,/SM [kg/?]
100 70 2| MeOH 23,6 9,3 259 376

% Massenfluss wahrend der Schleppmittelzudosierung
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8.5 Extraktion der Kamillenbliiten mittels Mazeration und Remazeration

Zur Bestimmung des Restgehaltes an Inhaltsstoffen im Anschluss an eine CO,-Extraktion
werden 5 g Kamillendroge, genau gewogen, mit 100 ml des jeweiligen Losungsmittels im
250 ml Jodzahlkoben auf dem Magnetrihrer 60 Minuten lang bei Raumtemperatur extrahiert.
Der Extrakt wird in einen Messkolben filtriert, 4,0 ml der internen Standardldsung werden

zugegeben und auf 100,0 ml aufgefulit.

Zur Bestimmung des Gesamtgehaltes an Inhaltsstoffen wird die Droge ebenso extrahiert,
anschlief’end erneut mit 100 ml des Lésungsmittels 60 Minuten lang mazeriert und wie oben
beschrieben weiter verarbeitet. Fir die Bestimmung des Gehaltes an lipophilen Inhaltsstoffen
wird Dichlormethan/Methanol (1/1, V/V), fir die Extraktion hydrophiler Inhaltsstoffe Methanol

verwendet.

8.6 Trocknung der CO,-Extrakte
8.6.1 Trocknung im Exsikkator

Die Extrakte werden in braune Glasgefale Uberfihrt, genau gewogen, und offen in einem
Exsikkator Uber Kieselgel und Phosphorpentoxid getrocknet. Die Trocknung erfolgt bei
Raumtemperatur und unter Lichtschutz. Um den Verlauf der Trocknung zu verfolgen, werden
die Extrakte zu bestimmten Zeiten gewogen und der Trocknungsverlust bestimmt. Es wird

jeweils eine Probe gezogen und der Gehalt an relevanten Inhaltsstoffen bestimmt.

8.6.2 Gefriertrocknung

Gerat Gefriertrocknungsanlage Lyovac GT 2, Fa. AMSCO Finn-Aqua
Julabo Kalte-Umwalzthermostat FP 50 MH, Fa. Julabo
Leybold Vakuumpumpe Trivac D8B, Fa. Leybold

Methode Einfrieren -30 °C
Haupttrocknung 0-14 h bei -25 °C
Nachtrocknung 14-24 h bei +20 °C
Druck 5,0 x 107 hPa

Kondensatortemperatur -50 °C
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8.6.3 Trocknung von Schleppmittelextrakten

Die am Rotationsverdampfer eingeengten Extrakte werden in flache Glasschalen ausgegos-
sen. Bei Raumtemperatur unter dem Abzug erfolgt zunachst wahrend 24 Stunden eine Auf-
konzentrierung zur zahflieenden Masse, um Blasenbildung und Verspritzen des Extraktes
unter Vakuum zu vermeiden. AnschlieRend werden die Extrakte weitere 24 Stunden im Va-

kuumtrockenschrank (Fa. Binder) bei 35 °C und etwa 80 mbar getrocknet.



Kapitel 9
Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit werden die Mdglichkeiten der Anwendung von uberkritischem CO,
im Bereich der Naturstoffextraktion anhand der Kamille als Modelldroge untersucht. Kamil-
lenbliten enthalten eine Vielzahl von pharmakologisch wirksamen Inhaltsstoffen mit unter-
schiedlichsten Eigenschaften im Hinblick auf Polaritat und Stabilitdt und stellen damit eine

ideale Matrix dar, um ein breites Spektrum an Einflussgréf3en zu untersuchen.

Uberkritisches CO, ist als lipophiles Solvens geeignet, die Bestandteile des atherischen Ka-
millendls selektiv bei niedrigen Temperaturen zu extrahieren. Anhand von stabilen, lipophilen
Inhaltsstoffen wird eine Optimierung des Extraktionsprozesses vorgenommen. Die Ansatz-
groflie im Technikumsmalistab ermdglicht eine Betrachtung der Gesamtextraktausbeute, der
Ausbeute an Kamilleninhaltsstoffen im Extrakt sowie der in der Droge verbleibenden Rest-
gehalte. Damit kann die Aufstellung einer Bilanz des Extraktionsprozesses vorgenommen

werden. Folgende EinflussgréRen werden variiert:

— Vorbehandlung der Droge: Zerkleinerungsgrad (grob und fein geschnitten)

—  Extraktionsdruck: 90-200 bar

—  Extraktionsdauer: 1-7 h

—  COz-Massenfluss: 4 kg/h—12 kg/h und stationare Zwischenmazeration

—  Entnahme des Extraktes: schnelles und langsames Entspannen des Endabscheiders

—  Trocknung des Extraktes: Trocknung im Exsikkator und Gefriertrocknung

In einem zweiten Schritt soll der lipophile, zahfliellende CO,-Extrakt durch die Kombination
von CO,-Extraktion und In-line-Einschluss in B-Cyclodextrin in einem Verfahrensschritt in
eine pulverférmige Substanz Gberflihrt werden. Der Einfluss von B-CD auf die Stabilitat von
Kamilleninhaltsstoffen wird am Beispiel von Matricin, das in herkdbmmlichen ethanolisch-
wassrigen Extrakten einer raschen hydrolytischen Zersetzung unterliegt, untersucht und mit
Stabilitdtsdaten eines reinen CO,-Extraktes verglichen.

Um den Anwendungsbereich der Extraktion mit Gberkritischem CO, auf hydrophile Kamillen-
inhaltsstoffe wie Flavonoide zu erweitern, werden Ethanol und Methanol als Schleppmittel
zur Erhéhung der Polaritat des Extraktionsfluides eingesetzt. Am Beispiel von Apigenin wird
die Extrahierbarkeit von Flavonoid-Aglyka, am Beispiel von Apigenin-7-glucosid die Extra-
hierbarkeit von Flavonoid-Glykosiden untersucht und mit einem konventionellen Extrakt ver-

glichen.
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Optimierung der Extraktionsparameter

Eine optimale Selektivitat fur die Bestandteile des atherischen Kamillendls bei guter Ge-
samtausbeute und kurzer Prozesszeit ergibt sich, wenn die Extraktion bei 40 °C, 90 bar und
einem CO,-Massenfluss von 8 kg/h uber 3 h durchgefuhrt wird. Der Einsatz zerkleinerten
Drogenmaterials verbessert die Gesamtausbeute ohne einen negativen Einfluss auf die Sta-
bilitdt der Kamilleninhaltsstoffe zu haben. Die Extraktentnahme sollte aus Grinden der
Handhabbarkeit nach einer schnellen Druckreduktion des Abscheidebehalters erfolgen. Das
dabei gebildete Trockeneis schliel3t den CO,-Extrakt vorlibergehend ein, nach Sublimation
verbleibt der 16sungsmittelfreie Extrakt. Eine anschlieBende Gefriertrocknung fuhrt zu Verlus-
ten an B-Farnesen, einem sehr fllchtigen, aber pharmakologisch nicht wertbestimmenden
Inhaltsstoff. Aufgrund der Hydrolyseempfindlichkeit des Matricins in Gegenwart des co-extra-
hierten Wassers ist eine Gefriertrocknung allerdings obligatorisch. Zudem reduziert sich die
Trocknungszeit von 2-3 Wochen, die bei einer Trocknung im Exsikkator bei Umgebungstem-
peratur notwendig sind, auf 24 Stunden durch die Gefriertrocknung.

Damit kann die Extraktion der lipophilen Bestandteile der Kamille mit Gberkritischem CO, als
schnelle, schonende, gut reproduzierbare Methode eine Alternative zu herkdmmlichen Ex-
traktionsverfahren darstellen. Sie flhrt zu Extrakten hoher Qualitdt ohne toxikologisch be-
denkliche Ruckstande an Losungsmitteln. Ein besonders in der Padiatrie winschenswerter
Aspekt ist der Verzicht auf Ethanol, das in Mischungen mit Wasser als Extraktionsmittel fur
die Uberwiegende Zahl der Kamillenhandelspraparate zur innerlichen Anwendung eingesetzt
wird. Der quantitative Vergleich eines unter optimierten Bedingungen hergestellten CO,-
Extraktes mit einem ethanolischen Extrakt ergibt einen 280-mal héheren (-)-a-Bisabolol-
gehalt, einen 500-mal héheren trans-EID- und einen 730-mal héheren cis-EID-Gehalt. Somit
liegen die pharmakologisch wirksamen Inhaltsstoffe in therapeutisch relevanten Konzentra-

tionen im Extrakt vor.

Stabilitat von Matricin in CO,-Extrakten

Matricin, der im Hinblick auf die Haltbarkeit empfindlichste Inhaltsstoff der Kamille, kann mit-
tels Uberkritischem CO, in den Extrakten angereichert und bei kiihler Lagerung (-30 °C bis
+5 °C) Uber sechs Monate in der lipophilen Extraktmatrix stabilisiert werden. Bei Raumtem-
peratur oder +30 °C erfolgt eine kontinuierliche Abnahme des Matricingehaltes Uber 3-4 Mo-
nate, die auf den nach der Gefriertrocknung im Extrakt verbleibenden Restwassergehalt von
0,5-3,5 % zuruckgefuhrt werden kann. Im Vergleich zu konventionellen Extrakten, die mit
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Ethanol/Wasser-Mischungen hergestellt werden, verlangert sich die Halbwertszeit von Matri-
cin bei Raumtemperatur von etwa sieben Tagen auf acht Wochen.

In-line-Einschluss von Kamilleninhaltsstoffen in B-Cyclodextrin

Ein In-line-Einschluss des CO,-Extraktes in 3-CD kombiniert die Verfahrensschritte der CO,-
Extraktion und der Komplexherstellung ohne weiteren apparativen und zeitlichen Aufwand,
sowie unter Verzicht auf den Einsatz organischer Lésungsmittel. Die Herstellung der Ein-
schlussverbindung wird erreicht, indem B-CD vor Beginn der Extraktion in den Endabschei-
debehalter gegeben wird. Die Bildung der Einschlussverbindung findet wahrend des Extrak-
tionsprozesses in flissigem CO, bei 8 °C und 40 bar statt. Es werden bei einem
B-CD:Extrakt-Verhaltnis von 8:1 Einschlussraten der Kamilleninhaltsstoffe erzielt, die zwi-
schen 70 % und 95 % liegen. Die Reduktion der -CD-Menge auf Verhaltnisse von 6:1, 4:1
und 2:1 geht mit Ausnahme des Matricins flr alle Inhaltsstoffe mit einer Reduktion der Ein-
schlussraten auf 40-70 % einher. Matricin zeigt dabei innerhalb der gewahlten 3-CD:Extrakt-
Verhaltnisse von 2:1 bis 8:1 konstant hohe Einschlussraten zwischen 80 und 95 %. Die
Komplexbildung ermdglicht es, den zahflieRenden CO,-Extrakt in eine frei flieRende, pulver-
formige Substanz zu Uberfihren, was eine enorme Verbesserung der Handhabbarkeit mit
sich bringt. Gleichzeitig erfolgt eine Reduktion des intensiven, charakteristischen Kamillenge-
ruches, der durch die hohe Konzentration an Inhaltsstoffen im CO,-Extrakt verursacht wird.
Eine weitergehende Stabilisierung von Matricin ist durch den Einschluss in 3-CD nicht mdg-
lich. Durch die Hydrophilie des p-CD unterbleibt die bei reinen CO,-Extrakten beobachtete
Separation des co-extrahierten Wassers aus der lipophilen Extraktmatrix. Dies macht sich in
deutlich erhéhten Restwassergehalten (6-8 %) der CO,-Extrakt/p-CD-Komplexe nach Ge-
friertrocknung gegenuber reinen CO,-Extrakten (0,5-3,5 %) bemerkbar. Ein weiterer Ansatz
zur Erklarung der im Vergleich zu einem reinen CO,-Extrakt beschleunigten Abbauvorgange
des Matricins in Gegenwart von B-CD ist die Mdglichkeit einer Katalyse von Schritten der
Matricinzersetzungsreaktion. Die Eignung von B-CD als Enzymmodell fur Hydrolyse- und
Decarboxylierungsreaktionen wird in der Literatur mehrfach beschrieben. Die Stabilitat von
Matricin in Kamillenextrakten nimmt mit abnehmendem Wassergehalt in folgender Reihen-
folge zu: konventionelle ethanolisch-wassrige Extrakte < CO,-Extrakt/B-CD-Komplexe < CO,-
Extrakte.
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Gewinnung hydrophiler Kamilleninhaltsstoffe durch Schleppmittelextraktion

Schleppmittel erweitern das Anwendungsspektrum der CO,-Extraktion auf hydrophile In-
haltsstoffe der Kamille wie Flavonoide und Flavonoid-Glykoside. Der Einsatz von Ethanol in
Konzentrationen von etwa 15 mol% bei einer Extraktionstemperatur von 40 °C und Driicken
zwischen 90 und 250 bar flhrt zu einer deutlichen Steigerung der Ausbeute an mittelpolaren
Substanzen, wie am Beispiel von Apigenin gezeigt wird. Eine Erhéhung der Schleppmittelpo-
laritdt durch Verwendung von Methanol und eine gleichzeitige Erhéhung der Extraktionstem-
peratur und des —druckes auf 60 °C bzw. 380 bar bewirken eine nahezu quantitative Gewin-
nung von Apigenin. Apigenin-7-glucosid — das hydrophilere Derivat — weist unter diesen Be-
dingungen eine Ausbeute von etwa 10 % auf. Somit kann eine fraktionierte Extraktion zu-
nachst mit reinem CO, zur Abtrennung der Bestandteile des &therischen Ols durchgefiihrt
werden, eine anschlieBende Schleppmittelextraktion reichert mittelpolare Substanzen im
CO,-Extrakt an.

Extraktion im Zweiphasengebiet mittels unterkritischer CO,/Methanol-Mischungen

Um Flavonoid-Glykoside quantitativ zu extrahieren, kann eine CO,-Extraktion mit Methanol
als Schleppmittel im Zweiphasengebiet, also im unterkritischen Bereich der binaren Mi-
schung COj/Methanol durchgeflihrt werden. Dies wird bei 70 °C und 100 bar untersucht.
Unter diesen Bedingungen findet eine Aufspaltung des Extraktionsldsungsmittels in eine mit
Methanol gesattigte CO,-Gasphase und eine CO,-gesattigte Methanol-Flissigphase statt.
Letztere ist aufgrund eines Methanolanteils von ca. 50 mol% und einer deutlich erhéhten
Dielektrizitatskonstante von 10-12 geeignet, Apigenin-7-glucosid als wichtigsten Vertreter der
Flavonoid-Glykoside zu extrahieren. Dadurch kann ein Extrakt mit einem Gehalt von 43 mg
Apigenin-7-glucosid pro Gramm Trockenextrakt hergestellt werden. Dies entspricht einer
Anreicherung um den Faktor 10-12. Ein konventioneller ethanolischer Extrakt weist demge-

genuber mit 1,5 mg/g einen um den Faktor 30 geringeren Gehalt an Apigenin-7-glucosid auf.

Die Uberkritische Extraktion mit einer CO./Methanol-Mischung im Zweiphasengebiet ermdg-
licht dartber hinaus die Herstellung eines Kamillen-Gesamtextraktes in einem Extraktions-
schritt. Das Inhaltsstoffspektrum der erhaltenen Extrakte entspricht weitestgehend dem der
nativen Pflanze. Sowohl| die Bestandteile des atherischen Ols als auch hydrophile Inhalts-
stoffe wie Apigenin-7-glucosid werden quantitativ extrahiert. Die Wiederfindungsrate im Ex-
trakt betragt 101 % fur (-)-a-Bisabolol, 96 % bzw. 126 % fur cis- bzw. trans-EID, 93 % flr
Apigenin-7-glucosid und 134 % fur Apigenin. Die deutlich Gber 100 % liegenden Wiederfin-
dungsraten von trans-EID und Apigenin sind auf die Isomerisierung von cis-EID zu trans-EID
sowie auf die Deglucosidierung von Apigenin-7-glucosid zurtckzuflhren. Um vergleichbare
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Ausbeuten mittels Losungsmittelextraktion zu erzielen, ist mindestens die Anwendung zweier
unterschiedlich polarer Solventien notwendig. Die erforderliche Losungsmittelmenge bei Ex-
traktion mit modifiziertem Uberkritischen CO, reduziert sich im Vergleich zu einer Mazeration
auf etwa 20 %. Gegenuber einem herkdmmlichen Extrakt auf Ethanol/WWasser-Basis liegen
die Konzentrationen der pharmakologisch wirksamen Inhaltsstoffe in diesem Gesamtextrakt

zwischen 3- (Apigenin) und 90-mal (cis-EID) héher.

Die CO,-Extraktion stellt demzufolge ein vielseitiges Instrument zur Herstellung von Pflan-
zenextrakten dar. Durch geeignete Wahl der Extraktionsbedingungen und gegebenenfalls
durch Zusatz eines Schleppmittels lassen sich unterschiedlichste Inhaltsstoffspektren extra-
hieren, sowie durch fraktionierte Extraktionsschemata selektiv anreichern. Daraus ergeben

sich hochwertige Arzneimittel im Sinne einer rationalen Phytotherapie.
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Kapitel 11

Anhang

11.1  Messdaten der Kalibrierung der HPLC-Methode zur quantitativen Be-

stimmung von Matricin, cis- und trans-En-In-Dicycloether

Tab. 11.1 Messdaten der Kalibrierung der HPLC-Methode zur Bestimmung von Matricin

Konzentration Flachen- Konzentration Flachen-
Matricin einheiten Matricin einheiten
[mg/100 ml] Matricin [mg/100 ml] Matricin
0,7636 67677 1,6272 141609
0,7636 69623 1,6272 140026
0,7636 71278 1,6272 144931
0,7636 68534 1,6272 137246
0,7636 71056 1,5272 145288
0,7636 71852 1,6272 145484
Mittelwert 70003 142431
relsdv [%] 2,38 2,37
var (y) 2,77E+06 1,14E+07
2,2909 216962 3,0544 289022
2,2909 216999 3,0544 295210
2,2909 215852 3,0544 293888
2,2909 216881 3,0544 293103
2,2909 217615 3,0544 294493
2,2909 218623 3,0544 293659
Mittelwert 217155 293229
relsdv [%] 0,42 0,74
var (y) 8,40E+05 4,77TE+06
3,8180 358374 4,5816 436718
3,8180 361479 4,5816 435182
3,8180 363184 4,5816 432977
3,8180 368044 4,5816 429281
3,8180 365199 4,5816 432613
3,8180 358390 4,5816 427267
Mittelwert 362445 432340
relsdv [%] 1,06 0,82
var (y) 1,47E+07 1,26E+07
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Tab. 11.2 Messdaten der Kalibrierung der HPLC-Methode zur Bestimmung von cis-EID

Mittelwert
relsdv [%]

var (y)

Mittelwert
relsdv [%]

var (y)

Mittelwert
relsdv [%]

var (y)

Konzentration Flachen- Konzentration Flachen-
cis-EID einheiten cis-EID einheiten
[mg/100 ml] cis-EID [mg/100 ml] cis-EID
6,7327 358967 13,4655 755419
6,7327 383293 13,4655 755010
6,7327 379732 13,4655 780553
6,7327 385807 13,4655 779700
6,7327 393508 13,4655 779036
6,7327 382710 13,4655 793597
380670 773886
3,05 1,99
1,35E+08 2,38E+08
20,1982 1138437 26,9309 1491180
20,1982 1113652 26,9309 1505923
20,1982 1129399 26,9309 1494898
20,1982 1109055 26,9309 1532504
20,1982 1137204 26,9309 1550011
20,1982 1132218 26,9309 1501598
1126661 1512686
1,10 1,55
1,53E+08 5,47TE+08
33,6637 1812889
33,6637 1872630
33,6637 1818104
33,6637 1848315
33,6637 1837039
33,6637 1809789
1833128
1,33
5,97E+08
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Tab. 11.3 Messdaten der Kalibrierung der HPLC-Methode zur Bestimmung von trans-EID

Mittelwert
relsdv [%]

var (y)

Mittelwert
relsdv [%]

var (y)

Mittelwert
relsdv [%]

var (y)

Konzentration Flachen- Konzentration Flachen-
trans-EID einheiten trans-EID einheiten
[mg/100 ml] trans-EID [mg/100 ml] trans-EID
0,9878 48562 1,9574 100041
0,9878 51864 1,9574 99329
0,9878 51176 1,9574 103391
0,9878 51878 1,9574 99001
0,9878 49629 1,9574 103538
0,9878 51267 1,9574 100023
50729 100887
2,65 2,02
1,80E+06 4,15E+06
2,9361 148433 3,9149 200112
2,9361 154917 3,9149 208753
2,9361 152496 3,9149 200328
2,9361 156279 3,9149 206971
2,9361 155649 3,9149 205720
2,9361 156352 3,9149 210399
154021 205381
2,00 2,09
9,51E+06 1,85E+07
4,8936 253344
4,8936 248382
4,8936 248362
4,8936 247537
4,8936 255372
4,8936 252227
250871
1,28
1,04E+07
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11.2 Messdaten der Validierung fiir Matricin, cis- und trans-EID
Tab. 11.4 Systemprazision und Wiederfindung flr Matricin
Konz. [mg/100 ml] 1,9552 1,7597 2,1691 2,3830
Soll-Gehalt [%] 100,00 90,00 110,94 121,88
berechnete Konz. 1,8918 1,6694 2,0829 2,4570
Matricin 1,9810 1,7485 2,1226 2,4895
[mg/100 ml] 1,9564 1,7862 2,2116 2,4246
2,0127 1,7713 2,1180 2,4211
1,9776 1,7613 2,1497 2,4448
1,9119 1,7508 2,1604 2,4522
Mittelwert (Ist-Gehalt) 1,9552 1,7479 2,1409 2,4482
relsdv [%] 2,33 2,34 2,05 1,02
Ist-Gehalt [%] 89,40 109,50 125,21
Wiederfindungsrate [%] 99,33 98,70 102,74

Tab. 11.5 Methodenprazision fir Matricin bei sechsmaliger Herstellung eines Extraktes

Konzentration jeweils ca. 3,5 mg/100 mi
1 2 3
Konz. [mg/100 ml] 3,6249 3,6731 3,2879
Matricin 3,6689 3,6207 3,2467
3,6692 3,6306 3,2847
Mittelwert (Ist-Gehalt) 3,6543 3,6415 3,2731
relsdv [%] 0,70 0,76 0,70
4 5 6
Konz. [mg/100 ml] 3,6249 3,6731 3,2879
Matricin 3,6689 3,6207 3,2467
3,6692 3,6306 3,2847
Mittelwert (Ist-Gehalt) 3,6543 3,6415 3,2731
relsdv [%] 0,70 0,76 0,70
Mittelwert (n = 18) 3,5230
relsdv [%] 5,50
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Tab. 11.6 Systempréazision und Wiederfindung fur cis-En-In-Dicycloether

Konz. [mg/100 ml] 9,3982 8,4584 10,3262 11,2543
Soll-Gehalt [%] 100,00 90,00 109,87 119,75
berechnete Konz. 9,1826 8,0907 10,1412 11,2935
cis-En-In-Dicycloether 9,3537 8,3284 10,1285 11,4289
[mg/100 ml] 9,3296 8,1975 10,0766 11,5871

9,4645 8,3064 9,9634 11,2515

9,6210 8,2305 10,0729 11,4911

9,4380 8,0717 10,2857 11,5190
Mittelwert (Ist-Gehalt) 9,3982 8,2042 10,1114 11,4285
relsdv [%] 1,57 1,30 1,05 1,15
Ist-Gehalt [%] 87,30 107,59 121,60
Wiederfindungsrate [%)] 96,99 97,92 101,55

Tab. 11.7 Methodenprazision fir cis-EID bei sechsmaliger Herstellung eines Extraktes

Konzentration jeweils ca. 11 mg/100 ml
1 2 3
Konz. [mg/100 ml] 11,7076 11,7632 10,8421
cis-En-In-Dicycloether 11,5746 11,9138 10,9165
11,6120 11,9220 10,9361
Mittelwert (Ist-Gehalt) 11,6314 11,8663 10,8982
relsdv [%] 0,59 0,75 0,45
4 5 6
Konz. [mg/100 ml] 10,9345 11,0035 12,1371
cis-En-In-Dicycloether 10,9819 10,9735 11,9909
11,0118 10,9546 12,1220
Mittelwert (Ist-Gehalt) 10,9761 10,9772 12,0834
relsdv [%] 0,35 0,22 0,67
Mittelwert (n = 18) 11,4054
relsdv [%] 4,55




144 11 Anhang

11.3 Messdaten der Kalibrierung der HPLC-Methode zur quantitativen Be-

stimmung von Apigenin- und Apigenin-7-glucosid

Tab. 11.8 Messdaten der Kalibrierung von Apigenin

Konzentration Flachen- Konzentration Flachen-
Apigenin einheiten Apigenin einheiten
[mg/100 ml] Apigenin [mg/100 ml] Apigenin
0,2616 20411 0,5232 41472
0,2616 20372 0,5232 40620
0,2616 20628 0,5232 39867
0,2616 19997 0,5232 41262
0,2616 20384 0,5232 43497
0,2616 22014 0,5232 41223
Mittelwert 20634 41324
relsdv [%] 3,42 2,94
var (y) 4,98E+05 1,48E+06
1,0464 88623 1,5696 128310
1,0464 86386 1,5696 126652
1,0464 87906 1,5696 125832
1,0464 87444 1,5696 124202
1,0464 86614 1,5696 127138
1,0464 83418 1,5696 126411
Mittelwert 86732 126424
relsdv [%] 2,10 1,08
var (y) 3,32E+06 1,88E+06
2,0928 170036 2,6160 217147
2,0928 168104 2,6160 215941
2,0928 167345 2,6160 218140
2,0928 172943 2,6160 218380
2,0928 168770 2,6160 215625
2,0928 165691 2,6160 212565
Mittelwert 168815 216300
relsdv [%] 1,47 0,99
var (y) 6,19E+06 4,59E+06
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Tab. 11.9 Messdaten der Kalibrierung von Apigenin-7-glucosid

Mittelwert
relsdv [%]

var (y)

Mittelwert
relsdv [%]

var (y)

Mittelwert
relsdv [%]

var (y)

Konzentration Flachen- Konzentration Flachen-
Apig.-7-gluc. einheiten Apig.-7-gluc. einheiten
[mg/100 ml] Apig.-7-gluc. [mg/100 ml] Apig.-7-gluc.
0,7012 16420 3,5060 90082
0,7012 16800 3,5060 94886
0,7012 18104 3,5060 99335
0,7012 17287 3,5060 99153
0,7012 18371 3,5060 94032
0,7012 17248 3,5060 99548
17372 96173
4,30 3,99
5,58E+05 1,47E+07
7,0120 198536 10,518 302040
7,0120 197323 10,518 298150
7,0120 204786 10,518 303934
7,0120 209811 10,518 296225
7,0120 211262 10,518 292044
7,0120 209119 10,518 303208
205140 299267
2,92 1,55
3,60E+07 2,15E+07
14,024 411032
14,024 410104
14,024 414459
14,024 414652
14,024 416914
14,024 407918
412513
0,82
1,14E+07
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11.4 Messdaten der Validierung fiir Apigenin-7-glucosid
Tab. 11.10 Systemprazision und Wiederfindung flr Apigenin-7-glucosid
Konz. [mg/100 ml] 11,885 10,6965 13,8013 15,7176
Soll-Gehalt [%] 100,00 90,00 116,12 132,25
berechnete Konz. 11,9964 10,4999 13,5839 15,3171
Apigenin-7-glucosid 11,8399 10,6463 13,6302 15,7145
[mg/100 ml] 11,8255 10,6577 13,4746 15,3236
11,8597 10,2732 14,0866 16,0072
11,8649 10,2831 13,3751 15,3203
11,9233 10,7562 13,8992 15,5606
Mittelwert (Ist-Gehalt) 11,8850 10,5194 13,6750 15,5406
relsdv [%] 0,54 1,94 1,96 1,81
Ist-Gehalt [%] 88,51 115,06 130,76
Wiederfindungsrate [%] 98,34 99,09 98,87
Tab. 11.11 Methodenprazision fir Apigenin-7-glucosid
Konzentration jeweils ca. 9 mg/100 ml
1 2 3
Konz. [mg/100 ml] 9,7407 9,7596 9,4068
Apigenin-7-glucosid 9,9880 9,4471 9,2892
9,7425 8,9090 9,2678
Mittelwert (Ist-Gehalt) 9,8237 9,3719 9,3213
relsdv [%] 1,45 4,59 0,80
4 5 6
Konz. [mg/100 ml] 10,3267 9,0872 9,1610
Apigenin-7-glucosid 9,8188 9,2156 9,1185
9,3606 8,9523 9,0600
Mittelwert (Ist-Gehalt) 9,8354 9,0850 9,1132
relsdv [%] 4,91 1,45 0,56
Mittelwert (n = 18) 9,4251
relsdv [%] 3,53
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Tab. 10.13  Systemprazision und Wiederfindung fir (-)-a-Bisabolol
Konz. [mg/100 ml] 8,469 7,622 9,268 10,066
Soll-Gehalt [%] 100,00 90,00 109,43 118,86
berechnete Konz. 8,2906 7,6012 9,5210 9,9082
(-)-a-Bisabolol 8,4524 7,5652 9,5587 9,9234
[mg/100 ml] 8,5123 7,6183 9,5541 9,9602
8,5088 7,6745 9,6276 10,1678
8,4747 7,5631 9,5488 10,5776
8,4935 7,5737 9,5236 10,1828
8,5639 7,5631 9,6162 10,2090
8,4572 7,6233 9,5404 10,2498
Mittelwert (Ist-Gehalt) 8,4692 7,5978 9,5613 10,1474
relsdv [%] 0,95 0,52 0,42 2,18
Ist-Gehalt [%] 89,71 112,90 119,82
Wiederfindungsrate [%)] 99,68 103,17 100,80
Tab. 10.14  Methodenprazision fur (-)-a-Bisabolol
Konzentration jeweils ca. 8,9 mg/100 mi
1 2 3
Konz. [mg/100 ml] 8,8902 8,8449 8,5794
(-)-a-Bisabolol 8,8491 8,8137 8,9553
8,9190 8,8920 8,9634
Mittelwert (Ist-Gehalt) 8,8861 8,8502 8,8327
relsdv [%] 0,40 0,45 2,48
4 5 6
Konz. [mg/100 ml] 8,9091 8,5806 8,8116
(-)-a-Bisabolol 8,9574 8,6262 8,7372
8,9220 8,5677 8,7792
Mittelwert (Ist-Gehalt) 8,9295 8,5915 8,7760
relsdv [%] 0,28 0,36 0,43
Mittelwert (n = 18) 8,8110
relsdv [%] 1,35




11 Anhang 153

11.6 Firmenverzeichnis

AMSCO Finn-Aqua GmbH, Kalscheurener Stralle 92, D-50354 Hurth

Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Heinrichstralle 3-4, D-12207 Berlin

Bender & Hobein GmbH, Buchbrunnenweg 26, D-89081 Ulm

Binder GmbH, Bergstralle 14, D-78532 Tuttlingen

Bilchi Labortechnik GmbH, Am Porscheplatz 5, D-45127 Essen

Carl Roth GmbH & Co., Schoemperlenstrale 1-5, 76185 Karlsruhe

Corel Co., Edison StralRe 6, D-85716 Unterschleil3heim

Deutsche Metrohm GmbH & Co., In den Birken 3, D-70794 Filderstadt
Extrasynthése, B.P. 62, F-69730 Genay

Fisher Scientific GmbH, Liebigstra’e 16, D-61130 Nidderau

Fritsch GmbH, IndustriestralRe 8, D-55743 Idar-Oberstein

GFL mbH; Schulze-Delitzsch-Stralle 4, D-30938 Burgwedel

Grace GmbH, In der Hollerhecke 1, D-67547 Worms

HAG GF AG, Langemarckstr. 4-20, 28199 Bremen

Hewlett-Packard GmbH, Herrenberger Strale 140, D-71034 Boblingen
IKA-Werke GmbH & Co., Janke & Kunkel Stralle 10, D-79219 Staufen

Julabo Labortechnik GmbH, Eisenbahnstralie 45, D-77960 Seelbach

Knick Elektronische Messgerate GmbH & Co., Beuckestralte 22, D-14163 Berlin
Leybold Vakuum GmbH, Bonner Stralde 498, D-50968 Kdln

Liebherr Hausgerate GmbH, Memminger StralRe 77-79, D-88416 Ochsenhausen
Macherey-Nagel GmbH, Valencienner Stralde 11, D-52355 Diren

Martin Bauer GmbH & Co. KG, Dutendorfer Stralle 5-7, D-91487 Vestenbergsgreuth
MDL Informations Systems GmbH, Theodor-Heuss-Allee 108, D-60486 Frankfurt
Memmert GmbH & Co. KG, AulRere Rittersbacher StralRe 38; D-91126 Schwabach
Mettler Toledo GmbH, Ockerweg 3, D-Giessen

Merck KGaA, Frankfurter Strafte 250, D-64293 Darmstadt

Messer Griesheim GmbH, Fltingsweg 34, D-47805 Krefeld

Mettler-Toledo GmbH, Ockerweg 3, D-35353 Gielden

Microsoft Deutschland GmbH, Konrad-Zuse-Strale 1, D-85716 UnterschleilRheim
Millipore GmbH, Am Kronberger Hang 5, D-65824 Schwalbach

Riedel-de Haén, Wunstorfer Stralle 40, D-30926 Seelze

Retsch GmbH & Co. KG, Rheinische Stral’e 36, D-42781 Haan

Robugen GmbH, Alleenstralle 22-26, D-73730 Esslingen-Zell

Sartorius AG, Weender Landstrale 94-108, D-37075 Géttingen
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Schleicher & Schull GmbH, Hahnestrasse 3, D-37586 Dassel/Relliehausen
Shimadzu Deutschland GmbH, Albert-Hahn-Strale 6-10, D-47269 Duisburg
Siemens AG, Wittelsbacherplatz 2, D-80333 Miinchen

Sitec Sieber Engineering AG, Aschbach 621, CH-8124 Maur
Wacker-Chemie GmbH, Hanns-Seidel-Platz 4, D-81737 Minchen

Wagner & Munz GmbH, In der Rosenau 4, D-81829 Mlnchen

Waters GmbH, Hauptstrale 87, D-65760 Eschborn

Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Boschstralle 12, D-69469 Weinheim
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