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1. EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

Phytopharmaka stellen eine wichtige Gruppe von Arzneimitteln dar. Sie spielen vor allem in
der Selbstmedikation eine grol3e Rolle, da sie im Allgemeinen, im Vergleich zu synthetischen
Arzneimitteln, weniger Nebenwirkungen aufweisen. Als Beispiel sei die Behandlung leichter
bis mittelschwerer Félle von Arthritis genannt, die vorzugsweise mit Teufelskrallenpréparaten
behandelt werden. Die Alternative stellen nicht steroidale Antirheumatika (NSAR) dar, die
jedoch aufgrund der hdufig auftretenden gastrointestinalen Nebenwirkungen nur in akuten
Fallen eingesetzt werden sollten. Den Extrakten der Teufelskralle (Harpagophytum
procumbens DC.) ist bis dato noch keine derartige Begleitwirkung nachgewiesen worden. Des
weiteren werden Phytopharmaka zur Behandlung von Erkrankungen eingesetzt, bei denen
synthetische Wirkstoffe im Vergleich zu pflanzlichen Extrakten keine bessere Wirkung
erzielen. Die Therapie mit Extrakten der Rosskastanie (desculus hippocastanum L.) bei chro-
nischer Veneninsuffizienz zeigt den gleichen oder einen besseren Behandlungserfolg wie

synthetische Alternativen.

Selten sind aus pflanzlichen Zubereitungen Inhaltsstoffe bekannt, die als Reinsubstanz die
gleiche Wirksamkeit aufweisen wie der Gesamtextrakt. Aus diesem Grunde hdngt die Qualitét
eines Extraktes von dessen chemischer Gesamtzusammensetzung ab. Diese ist vom verwen-
deten Drogenmaterial und vor allem vom Herstellungsverfahren abhé&ngig. Herkdmmliche
Extraktionsmethoden stellen die Mazeration oder Perkolation mit wéssrig-alkoholischen
Extraktionsmitteln dar. Reinigungs- und Aufbereitungsschritte kdnnen zu einer Anreicherung
pharmakologisch wichtiger Substanzen fiihren. Eine Alternative zu diesen Verfahren ist seit
einigen Jahren die Extraktion mit Gberkritischem Kohlendioxid (CO,). Derzeit befinden sich
zwei CO,-Extrakte, Petadolex® (Pestwurz) und Serenoa ratiopharm® (Sagepalme) auf dem
deutschen Markt. Obwohl sich die Extraktion mittels CO, etabliert hat, kénnen sich diese
Extrakte aufgrund der Zulassungsanforderungen nur schwer durchsetzen. Pflanzenextrakte,
die, im Vergleich zu kommerziellen Extrakten, durch ein anderes Extraktionsverfahren herge-
stellt werden, gelten als neuer Wirkstoff, fur den sémtliche Nachweise zur Pharmakologie und

Toxikologie erbracht werden miissen.

Uberkritisches Kohlendioxid ist ein lipophiles Extraktionsmittel und besitzt somit eine hohe
Selektivitat fur unpolare Inhaltsstoffe. Aufgrund der niedrigen kritischen Temperatur von
31 °C konnen thermolabile Inhaltsstoffe unter schonenden Bedingungen extrahiert werden.
Weiterhin bietet die CO,-Atmosphére wéhrend der Extraktion optimale Bedingungen fur

oxidationsempfindliche Substanzen. Da die meisten pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe
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hydrophil sind, soll die CO,-Extraktion auf hydrophile Naturstoffe ausgeweitet werden. Dazu
muissen dem CO, Schleppmittel zugesetzt werden, die die Polaritat des Extraktionsmittels

erhodhen.

In der vorliegenden Arbeit sollen die Mdglichkeiten der Extraktion und Anreicherung polarer
Inhaltsstoffe mittels CO,-Extraktion unter Schleppmittelzusatz am Beispiel der Teufelskralle
und der Rosskastanie untersucht werden. Diese Arzneipflanzen enthalten unterschiedliche
polare Inhaltsstoffe, die zur optimalen Extrahierbarkeit verschieden polare Extraktionsmittel
erfordern. Dabei wird eine Optimierung des Gehaltes einer hydrophilen wirksamkeits-
bestimmenden Substanz, der Extraktausbeute und der Zusammensetzung der Extrakte vorge-
nommen. Der wichtigste Einflussparameter, die Schleppmittelart, wird an n-Butanol, n-Pro-
panol, Ethanol und Methanol in jeweils unterschiedlichen Konzentrationen unter Beriick-
sichtigung der Extraktionsparameter Temperatur und Druck betrachtet. Des weiteren wird der

Polaritatsunterschied bei Extraktionen im tber- und unterkritischen Bereich untersucht.

Unterschiedlich hydrophile Inhaltsstoffe und Extraktionsmittel sollen hinsichtlich ihrer Pola-
ritdt charakterisiert werden, um die Extrahierbarkeit polarer Substanzen in CO,/Schlepp-
mittelgemischen vorhersagen zu konnen. Mittels Computersimulationen soll ein Mal3 fir die
Polaritat berechnet werden, das die VVorhersage der Polaritat des bendtigten Schleppmittels
ermoglicht. Die berechneten Daten werden mit den experimentell bestimmten Resultaten

verglichen und korreliert.

Am Beispiel von Harpagophytum procumbens DC. soll ein Vergleich optimierter CO,-
Extrakte mit einem Handelsextrakt sowohl im Hinblick auf den Gehalt der Leitsubstanz
Harpagosid, als auch auf die Extraktzusammensetzung erfolgen. Weiterhin werden die unter-
schiedlich hergestellten Extrakte mittels eines in-vitro Testes auf ihre entziindungs-

hemmenden Eigenschaften untersucht.



2. EXTRAKTION MIT UBERKRITISCHEN GASEN

Zu Beginn des 19. Jahrhunderts wird von de la Tour (1822) erstmals das Verschwinden der
Phasengrenze zwischen dem gasformigen und flussigen Zustand beschrieben. Das Auftreten
einer Uberkritischen Phase kann nach Uberschreiten einer bestimmten Temperatur fiir Etha-
nol, Diethyl- und Petrolether beobachtet werden. Der ,kritische Punkt* wird 1869 von
Andrews definiert, nachdem er feststellt, dass sich Gase oberhalb einer bestimmten Tempe-
ratur nicht mehr durch eine Druckerhéhung verflussigen lassen. Oberhalb des kritischen
Punktes zeigen die Gase eine erhohte Losungskapazitat fir Feststoffe (Hannay und Hogarth,
1879). Bereits 1910 wird die Dichte als entscheidende Grofie fur die erhdhte Ldsungs-
kapazitat verantwortlich gemacht (Tyrer, 1910).

Die Anwendung dieser Beobachtungen wird zur Fraktionierung natdrlicher und synthetischer
Ole genutzt und weitet sich schlieRlich auf den Bereich der Naturstoffextraktion aus (Zosel,
1978). Die folgenden Forschungsarbeiten beschaftigen sich mit der Extraktion und Frakti-
onierung unterschiedlicher Naturstoffe, wie beispielsweise atherische Ole, Alkaloide oder
Steroide. Die ersten grof3technischen industriellen Extraktionen werden zur Entcoffeinierung
von Rohkaffee (Zosel, 1970) und zur Gewinnung von Hopfenextrakt (Vitzthum und Hubert,
1971) eingesetzt. Eine umfassende Ubersicht tiber Fraktionierungen und Extraktionen geben
Stahl et al. (1987). Uberkritische, im analytischen MaRstab durchgefiihrte Extraktionen sind
von Modey et al. (1996) zusammengestellt. Kaiser et al. (2001) geben eine Literaturtibersicht
pharmazeutisch relevanter Verfahren mit Hilfe Uberkritischer Gase. Dabei wird bevorzugt die
Extraktion pharmakologisch interessanter Substanzen aus pflanzlichen Matrices sowohl im

analytischen als auch préparativen Malistab betrachtet.
2.1 Uberkritische Gase

2.1.1 Der Uberkritische Zustand

Der kritische Punkt einer Substanz ist durch eine kritische Temperatur T, und einen Kritischen
Druck p. definiert. Dieser befindet sich in einem Druck-Temperatur-Diagramm am Ende der
Dampfdruckkurve (Abb. 2-1). Der uberkritische Bereich ist erreicht, wenn die Temperatur
und der Druck oberhalb des jeweiligen kritischen Wertes liegen. Dieser Zustand kann durch
Verdichtung eines Gases bei berkritischer Temperatur oder durch Erwarmung einer Flissig-

keit bei tberkritischem Druck erreicht werden. Der Ubergang in den uberkritischen Zustand
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ist ein kontinuierlicher Prozess bei dem keine definierte Phasengrenze Uberschritten wird.
Demzufolge findet keine sprunghafte, sondern eine kontinuierliche Anderung der physika-

lischen Eigenschaften statt.
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Abb. 2-1  Definition des tiberkritischen Zustand am Beispiel von CO, (Buse, 1992).

2.1.2  Physikalisch-chemische Eigenschaften Gberkritischer Gase

Physikalisch-chemische Eigenschaften, wie Dichte, Viskositat und Diffusionskoeffizient
konnen Losungseigenschaften von Substanzen beeinflussen. Tab. 2-1 gibt einen Vergleich

dieser Eigenschaften flr Fllssigkeiten, Gase und tberkritische Gase wieder.

Tab. 2-1  Vergleich physikalisch-chemischer Eigenschaften von Gasen, Fliissigkeiten und
tiberkritischen Gasen (Gouw und Jentoft, 1972)

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

Gas (1 bar, 25 °C) 10 10 101
Flussigkeit (25 °C) 1 1 5.10°°
Uberkritisches Gas 0,2-0,9 10 103-10"

Verdichtete Gase haben sowohl Eigenschaften einer Fllssigkeit als auch eines Gases. Die
Dichte eines Uberkritischen Gases ist einer Flussigkeit sehr &hnlich. Im Gegensatz dazu hat
die Verdichtung eines Gases keinen Einfluss auf die Viskositat, wahrend sich der Diffusions-

koeffizient den Werten einer Flussigkeit annahert.
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Die flussigkeitsédhnliche Dichte der Uberkritischen Gase ist fiir die Losungskapazitat schwer-
fllichtiger Substanzen bei niedrigen Temperaturen verantwortlich. Die Dichte ist von Druck
und Temperatur abhangig. Den Einfluss des Druckes auf die Dichte zeigt Abb. 2-2 am Bei-
spiel von CO,. In Druckbereichen, grofier 200 bar, veréndert sich die Dichte nur geringfiigig
in Abhédngigkeit vom Druck. Mit zunehmender Temperatur sinkt die Dichte. Demzufolge
flhrt steigender Druck und fallende Temperatur zu hohen Dichten und daraus resultierend
eine erhohte Loslichkeit. Unter isothermen Bedingungen kann die Loéslichkeit durch eine
Drucksteigerung erhéht werden, unter isobaren Bedingungen bewirkt ein Temperaturabfall
den gleichen Effekt. Die Loslichkeit kann unter isochoren (konstanter Dichte) Bedingungen
mit zunehmender Temperatur, die eine Erhéhung des Dampfdruckes und somit eine erhéhte
Fluchtigkeit der zu lI6senden Substanz bewirkt, gesteigert werden. Demzufolge lassen sich
durch die Wahl der Extraktionsparameter Druck und Temperatur unterschiedliche Lésungs-
kapazitaten fur CO, einstellen.

1000
— - 40°C
800
T —50°C
EZ 600 -
o — —60°C
S 400 -
= ...70°C
200
.- g0°C
0 ‘ ‘ ‘
0 100 200 300

Druck [bar]

Abb. 2-2  Dichte von CO; in Abhdingigkeit von Druck und Temperatur (Daten aus
Moriyoshi et al., 1993)

Die relative Dielektrizitatskonstante ¢ ist ein Mal fur die Polaritat eines Lésungsmittels und
damit die F&higkeit polare Substanzen zu Igsen. Sie ist ebenfalls von Druck und Temperatur
abhangig (Abb. 2-3). Die Kurvenverldufe von Abb. 2-3 sind den in Abb. 2-2 dhnlich. Nahe
des kritischen Punktes, fir CO; bei 73 bar und 31 °C, ist die Zunahme der Dichte und der
Dielektrizitdtskonstanten am deutlichsten ausgepragt. Da die ermittelten Dielekrizitats-
konstanten niedrig sind, handelt es sich bei reinem tberkritischem CO, um ein sehr lipophiles
Losungsmittel. Im Vergleich dazu weist Ethanol bei 20 °C und Atmosphérendruck eine

Dielektrizitatskonstante von 25,7 und Wasser von 80,4 auf.
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Abb. 2-3  Relative Dielektrizitdtskonstante von CO; in Abhdngigkeit von Druck und Tempe-
ratur (Daten aus Moriyoshi et al., 1993)

Des weiteren spielt das Massentransportverhalten einer zu I6senden Substanz, das durch den
Diffusionskoeffizienten bestimmt wird, eine wichtige Rolle. Der Massenfluss wird durch das
1. Fick’sche Diffusionsgesetz beschrieben und stellt die Abhéngigkeit dessen vom Konzen-

trationsgradienten (ber die Diffusionstrecke dar (Gl. 2-1).

J=—D*% (Gl. 2-1)

J Massenfluss

D Diffusionskoeffizient

dc Konzentrationsgradient [mol-m™]
dx Diffusionsstrecke [m]

Der Diffusionskoeffizient ist, gemalR der Stokes-Einstein-Gleichung (GI. 2-2), proportional
zur Temperatur und umgekehrt proportional zur Viskositat des umgebenden Mediums.

k*xT

S — (Gl. 2-2)
6z xd*n

Boltzmann-Konstante [1,38-10% J.K™*]
Temperatur [K]

Durchmesser eines Molekiils [m]

Viskositat des umgebenden Mediums [Pa:s]

3 o 4 =
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Daraus folgt, dass der Diffusionskoeffizient einerseits durch niedrige Viskositat und anderer-
seits durch erhohte Temperatur, ansteigt. Dadurch wird der Massenfluss der zu l6senden

Substanz im verdichteten Gas beschleunigt.

2.1.3  Uberkritisches Kohlendioxid

Das am haufigsten verwendete Gas zur Extraktion im tberkritischen Bereich ist Kohlendioxid
(COy), das niedrige kritische Parameter von 31 °C und 73 bar aufweist. Diese lassen sich
technisch leicht realisieren und erlauben schonende Extraktionen fiir thermolabile Substanzen.
Dariuber hinaus ist es physiologisch unbedenklich, keimfrei, bakteriostatisch, weder brennbar

noch explosiv, umweltfreundlich, preiswert und in grof3en Mengen verfiigbar.

Der symmetrische, lineare Aufbau des Molekdils ist fur die lipophilen Eigenschaften im tber-
kritischen Zustand verantwortlich. Das CO,-Molekul weist kein permanentes Dipolmoment
auf, wodurch auch die geringe Dielektrizitatskonstante (Abb. 2-3) erklart werden kann. Auf-
grund dessen stellt Uberkritisches CO, ein Lésungsmittel mit hoher Selektivitét fur lipophile
Substanzen dar. Im Allgemeinen sind Gberkritische Gase schwache Ldsungsmittel mit
geringer Losungskapazitat. Daher erfordern Extraktionen mit Gberkritischen Gasen einen
héheren Losungsmitteldurchsatz im Vergleich zu herkémmlichen Extraktionsverfahren. Die
Losungskapazitat kann allerdings durch Zusatz von hydrophilen, organischen Losungsmitteln

verbessert werden.

2.2 Extraktionen mit Schleppmittel modifiziertem Kohlendioxid

Ein Zusatz von Schleppmitteln zu Uberkritischem Gas wird erforderlich, um polare Sub-
stanzen zu extrahieren, da eine Dichteerhdhung des berkritischen CO, nicht ausreicht, um
die Losungskapazitat des Extraktionsmittels ausreichend zu steigern (Walsh et al., 1987). Fr
die verbesserte Losungskapazitat sind chemische Wechselwirkungen verantwortlich. Walsh et
al. (1987) gehen davon aus, dass es zu einer Assoziation der Schleppmittelmolekile mit den
zu lésenden Molekdilen der Festsubstanz kommt. Dabei ist der Anstieg der Loslichkeit nicht
von der Polaritat des zugesetzten Schleppmittels, sondern von der Fahigkeit als Protonen-
Donor oder -Akzeptor zu fungieren, abhangig. Eckart et al. (1993) machen zusatzlich physi-
kalische Interaktionen fur den Anstieg der Losungskapazitat verantwortlich. Dipolkréfte
spielen dabei sowohl zwischen den Schleppmittelmolekiilen als auch zwischen Schleppmittel
und zu l@sender Substanz eine Rolle. Als Folge daraus ergibt sich eine Erhthung der Dielek-
trizitdtskonstanten €. Messungen von ¢ werden von Roskar et al. (1992) mit Schleppmittel

Methanol durchgefiihrt, das in verschiedenen Konzentrationen uberkritischem CO; bei einer
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definierten Temperatur zugesetzt wird (Abb. 2-4). Exemplarisch bei 35 °C dargestellte
Resultate zeigen einen klaren Anstieg der Dielektrizitatskonstanten mit steigendem Methanol-
zusatz im Vergleich zu reinem CO,. Die Untersuchung unterschiedlicher Temperaturen bei
einem definierten Methanolzusatz zeigt, wie in Abb. 2-3 dargestellt, einen Abfall von & mit
steigender Temperatur. Jeong und Chesney (1999) stellen eine Liste h&ufig verwendeter
Schleppmittel auf und charakterisieren diese mittels ihrer Lewis-Sdure und —Base Eigen-
schaften, sowie deren Polarisierbarkeit. Da alle angefiihrten Eigenschaften bei Methanol am

starksten ausgepragt sind, eignet sich dieses Schleppmittel fur Extraktionen polarer

Substanzen.
% Methanolzusatz
g ® T — - 78,6 mol %
5
(7p]
¢ i - - - 57,5mol %
R kR
= 15
E ....... —_ —--41,7mol %
s 10 —— - —--
=
% 5 === = — — 26,7 mol %
o
0 ‘ ‘ I —CO0O2
0 100 200 300

Druck [bar]

Abb. 2-4  Relative Dielektrizitdtskonstante von CO; /Methanol in Abhdingigkeit vom Druck
und der Schleppmittelkonzentration bei 35 °C (Roskar et al., 1992)

Eine Ubersicht zur Extraktion polarer und ionischer Substanzen mittels tiberkritischem CO,
geben Luque de Castro und Tena (1996).

Extraktionen mit Schleppmittelzusatz werden in der Literatur von verschiedenen Autoren be-
schrieben, wobei sich die Anwendungsgebiete unterscheiden. Lipophile Kakaobutter, die sich
mit reinem Uberkritischen CO; nicht vollstandig extrahieren lasst, kann unter Zusatz von
Ethanol als Schleppmittel vermehrt extrahiert werden, wobei die zugesetzte Ethanolkonz-
entration eine erhebliche Rolle spielt (Li und Hartland, 1992). Schleppmittel werden h&ufiger
zur Extraktion polarer Pflanzeninhaltsstoffe verwendet. Dabei wird zwischen polaren
Substanzen mit und ohne Glykosidanteil unterschieden. Die meisten Aglyka kommen aus der
Substanzklasse der Flavonoide. Isoflavone aus Sojabohnenprodukten lassen sich bevorzugt
mit 20 %igem Ethanolzusatz extrahieren (Chandra und Nair, 1996). Le Floch et al. (1998)
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extrahieren Flavonoid-Aglyka aus Olivenbléattern mit 10%igem Zusatz an Methanol. Die
Flavonoidaglyka aus den Wurzeln von Scutellaria baicalensis zeigen mit steigendem
Methanolzusatz eine verbesserte Ausbeute (Lin et al., 1999). Der Zusatz von 70%igem
Methanol kann die Extrahierbarkeit weiter verbessern, da das enthaltene Wasser das Lésungs-
mittel noch polarer macht. Sowohl van Beek und Taylor (1996) als auch Chiu et al. (2002)
beschéftigen sich mit der Extraktion der Ginkgolide aus Gingko biloba. Diese gehoren zur
Klasse der glykosidfreien Inhaltsstoffe und lassen sich mit geringen Schleppmittelzusétzen
von 5% Methanol gut extrahieren, wahrend das Optimum bei einem Zusatz von 24 %

Ethanol liegt. Als Referenz liegt eine Soxhlet-Extraktion mit 95 % Ethanol zugrunde.

Glykosidisch gebundene Pflanzeninhaltsstoffe sind zumeist Monoglykoside. Die Flavonoid-
glykoside Vitexin, Orientin und Rutin werden 1997 von Moraes et al. durch Zusatz von 10 %
Methanol aus den Blattern von Passiflora edulis extrahiert. Schleppmittelzuséatze von 10 und
15 % zeigen keine Unterscheide in Bezug auf die Ausbeuten der Glykoside. Zur gleichen
Substanzklasse gehort Naringin, das in der Schale von Citrus paradisi enthalten ist. Die
Extraktion erfordert einen Zusatz von 15 % Ethanol als Schleppmittel (Giannuzzo et al.,
2003). Wahrend Flavonoide im Allgemeinen einen hohen Schleppmittelzusatz bendétigen, um
ausreichend extrahiert zu werden, geniigen bereits 3 % Methanol um 98 % der Alkaloide aus

Colchicum autumnale zu isolieren (Ellington et al. 2003).

Insgesamt gesehen kann durch Schleppmittel die Polaritat des uberkritischen CO, so weit
erhoht werden, dass polare Substanzen extrahierbar sind. Der Zusatz des Schleppmittels und
dessen Menge richtet sich dabei nach der zu isolierenden Substanz.

2.2.1  Phasendiagramme

Binédre Extraktionsmittel bestehen aus den Komponenten Kohlendioxid und dem jeweiligen
Schleppmittel. In der zu extrahierenden Pflanzenmatrix ist Wasser lokalisiert, das wéhrend
der Extraktion in das Extraktionsmittel gelangt, so dass aus einem binédren System ein terndres
System wird. Demzufolge mussen bei Extraktionen mit Schleppmitteln terndre Phasen-
diagramme beriicksichtigt werden. Abb. 2-5 zeigt das terndare Phasendiagramm von Kohlen-
dioxid/Ethanol/Wasser bei 60 °C. Die Daten zur Erstellung der Phasengrenze und dem daraus
resultierenden Phasendiagramm werden den in Tab. 2-3 angefiihrten Literaturstellen ent-

nommen.

Im terndren Phasendiagramm befindet sich das Uberkritische, einphasige Gebiet oberhalb der
Phasengrenze (Abb. 2-5) und das zweiphasige, unterkritische Gebiet (Kap. 2.2.2) unterhalb

der Phasengrenze. Bei gleichbleibender Temperatur und steigendem Druck wandert die
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Phasengrenze in Richtung 2-Phasen-Gebiet. Wenn bei gleichbleibendem Druck die Tempe-
ratur verandert wird, wandert diese Phasengrenze mit sinkenden Temperaturen in die gleiche
Richtung. Dies hat zur Folge, dass die Wassermenge im System groer werden kann, um sich
weiterhin im Gberkritischen Gebiet zu befinden.

0,00-<1,00
0,25 0,75
\\ //
°<32§ tberkritisch
& 1-Phasen-Gebiet
X 050 v,
\ // \\ /
) (heiem- A
- 7 N /7/~
/ ~
0,75 Z g N/

/" unterkritisch -
A // - \\
X / 2-Phasen-Gebiet
/ N/ \

1,00« , N/ , AV , , 0,00
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

Kohlenstoffdioxid

Abb. 2-5  Terndres Phasendiagramm von COy/Ethanol/Wasser bei 60 °C, 101-&- - - und
142 -e— bar (Daten aus Lim et al., 1994).

Zur Uberpriifung der Relevanz terndrer Phasendiagramme werden im Rahmen dieser Arbeit
Extraktionen mit einem Schleppmittelanteil von 25 % im tberkritischen Bereich bei 200 bar
und 40 °C durchgefihrt. Der Wassergehalt der Ausgangsdroge sowie der extrahierten Droge

wird nach Karl-Fischer bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tab. 2-2 zusammengefasst.

Tab. 2-2  Maximaler Wassergehalt (n = 9) der Ausgangsdroge und der mit CO, und
COy/Schleppmittel extrahierten Droge (Mittelwert + 95 % Konfidenzintervall)

Drogenmaterial: Teufelskralle Wassergehalt [Massenprozent]
Ausgangsdroge 94+£05%
nach CO,-Extraktion 85+0,6%
nach CO,/26 % Ethanol Extraktion 7,3+0,4 %
nach CO,/26 % Methanol Extraktion 58+0,5%

Der maximal mogliche Wasserverlust der Teufelskralle wéhrend der Extraktion betrégt 3,6 %.

Dieser Wasserverlust wird fir die Berechnung der gesamten Wassermenge im System auf
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5% gerundet, um auch Drogen mit hoheren Wasserverlusten zu bericksichtigen. Die Ex-
traktionen dauern, je nach Bedingungen, bis zu 3 Stunden. Bei einer Annahme, dass das
Wasser bereits innerhalb der ersten Arbeitsstunde in das System ubergeht und 600 g Droge
bei einem Massenfluss von 8 kg-h™ extrahiert werden, ergibt sich ein theoretischer Wasser-
gehalt von 0,38 % im terndren System Kohlendioxid/Schleppmittel/Wasser. Unter Berlck-
sichtigung des Phasendiagrammes stellt der resultierende Wassergehalt einen vernachlassig-
baren Anteil dar. Der Wasseranteil wird erst interessant, wenn man mit sehr geringen
Schleppmittelmengen bei niedrigen Driicken und hohen Temperaturen arbeitet. Da dies
jedoch nicht der Fall ist, kann die Berticksichtigung terndrer Phasendiagramme, zugunsten

binarer Phasendiagramme (Kap. 2.2.2), vernachldssigt werden.

2.2.2 Der unterkritische Zustand

Extraktionen mit Schleppmitteln erfordern die Beruicksichtigung bindrer Phasendiagramme.
Anhand der Phasengrenze eines Systems konnen die Extraktionsbedingungen gezielt im tber-
oder unterkritischen Gebiet gewdahlt werden. Die Erstellung von Phasendiagrammen erfolgt
aus Literaturdaten (Tab. 2-3).

Tab. 2-3  Literaturiibersicht zur Erstellung bindrer Phasendiagramme CO,/Schleppmittel
und terndrer Phasendiagrammen CO,/Schleppmittel/Wasser

Autoren Jahr Phasendiagramm  Schleppmittel

Gilbert und Paulaitis 1986 ternar Ethanol

Jennings et al. 1991 binar 1-Butanol, Ethanol

Lim et al. 1994 binar, ternar Ethanol

Page et al. 1991 binar Methanol

Page et al. 1992 binar Ethanol, Methanol

Semenova et al. 1979 binar Methanol

Suzuki et al. 1990 binar 1-Propanol, Ethanol, Methanol
Yoon et al. 1993 ternar Methanol

Yoon et al. 1993 binar Ethanol, Methanol

In Abb. 2-6 ist exemplarisch ein binares Phasendiagramm fiir CO,/Methanol bei 72 °C darge-
stellt. Der Uberkritische Bereich befindet sich oberhalb des kritischen Punktes, der dem

Maximum der Phasengrenze entspricht. Wie der Abb. 2-6 zu entnehmen ist, existieren zusatz-
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lich eine flussige und gasférmige Phase Uber der Phasengrenze, die jedoch unterhalb des
kritischen Punktes zu finden sind. Unterhalb der Phasengrenze ist der unterkritische Bereich
lokalisiert, der aus einer flissigen, mit CO, gesattigten Schleppmittelphase und einer gas-
formigen, mit Schleppmittel geséattigten CO,-Phase besteht. Die Zusammensetzung eines
unterkritischen Extraktionsmittels ist am Beispiel von 100 bar und 72 °C mit einem Schlepp-
mittelanteil von 26 % Methanol der Abb. 2-6 entnehmbar. Der Arbeitsbereich befindet sich
innerhalb des gepunkteten Kreises. Das bindre Gemisch CO,/Methanol spaltet sich, ent-
sprechend dem Hebelgesetz (gestrichelte Pfeile) in beide Phasen auf. Die gasférmige Phase
besteht aus 6 % Methanol und 94 % CO, und die fliissige Phase aus 61 % Methanol und 39 %
CO,. Das Mengenverhéltnis beider Phasen ergibt sich aus dem Langenverhéltnis I/I", so dass

in diesem Fall 36 % gasférmige neben 64 % flissiger Phase vorliegen.

140 tberkritisch
Dampf
120
/ 2-Phasengebiet
100 < S flussig
e | 1~36% "} I'~64% !
=, 80 - | Gasphase : Flussigphase |
x , I :
(&) .
IR TR |
w0- | |
: I
20 . 6mol% gas- ' o flriced
| férmiges Methanol |€Ii/}emzlno/cll flissiges
0 v I I I I I I v I I I

0O 10 20 30 40 50 60 70 8 9 100
Stoffmengenanteil Methanol [mol%]

Abb. 2-6  Bindres Phasendiagramm CO./Methanol bei 72 °C (Daten aus Semenova et al.
1979) mit Darstellung der Zusammensetzung der unterkritischen Phase.

Der unterkritische Bereich zeichnet sich durch eine sehr hohe Polaritat aus. Die Dichte liegt
im Bereich von 300-500 kg/ms3, so dass dadurch ein Polaritatsanstieg nicht erklarbar ist. Die
Gasphase mit einem geringen Schleppmittelanteil weist eine &hnlich niedrige Ldsungs-
kapazitat wie reines CO, auf. Demzufolge resultiert die hohe Polaritat aus zwischenmole-
kularen Kraften, die vom flussigen Anteil der binaren Mischung ausgetibt werden.

Da die Lage der Phasengrenze vom verwendeten Schleppmittel abhéangt, zeigen CO,/Ethanol-
Gemische bei gleichen Temperaturen andere Phasengrenzen als CO,/Methanol-Gemische.

Mit steigender Temperatur verschiebt sich die Phasengrenze eines CO,/Schleppmittelge-
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misches, wie in Abb. 2-7 am Beispiel von Ethanol dargestellt, zu héheren Driicken. Uber-
kritische Extraktionen mit Schleppmittel Ethanol finden bei 40 °C bereits ab einem Extrak-
tionsdruck von 80 bar statt, wéhrend dieser Druck bei 60 °C noch weit innerhalb des unter-
kritischen Bereiches liegt. Der uberkritische Bereich beginnt hier erst ab einem Druck von
110 bar. Aus diesem Grunde ist es unerlasslich zur Einstellung der Extraktionsbedingungen

die Phasendiagramme zu beachten.
120
100 — e —-40°C

80 g———o—§_\* ~“.L~

60 T A "4-60°C

Druck [bar]

.
40L . A
L

20 & a0

O T T T T
0 20 40 60 80 100
Stoffmengenanteil Ethanol [mol%o]

Abb. 2-7  Bindre Phasendiagramme CO,/Ethanol in Abhdngigkeit der Temperatur
(Daten aus Suzuki et al., 1990 und Lim et al., 1994)

2.3 Thermodynamik des Extraktionsprozesses

Kohlendioxid wird wéhrend des Extraktionsprozesses im Kreislauf gefuihrt. Das Schlepp-
mittel wird dem bereits verdichteten Gas kontinuierlich zudosiert, so dass das
CO./Schleppmittel-Gemisch das Drogenbett durchstromt. Im Separator wird das Schlepp-
mittel zusammen mit den Extraktivstoffen vom CO, abgeschieden. Die Zustandsanderung des
im Kreislauf gefiihrten Gases kann anhand eines Temperatur-Entropie-Diagrammes veran-
schaulicht werden (Abb.2-8). Die dabei auftretenden Flachen unter den Kurven einer
Zustandsénderung reprasentieren umgesetzte Warmemengen, entsprechend der Definition fur
Entropie (Gl. 2-3, Gl. 2-4).

0
S== Gl. 2-3
T ( )
dQ=T*dS (Gl. 2-4)
S Entropie [J-kg™-K™]
T Temperatur [K]

Q Warme [J]
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100 ——————
80 {
60

Temperatur [°C]

Entropiezunahme —»

Abb. 2-8  Temperatur-Entropie-Diagramm von CO; mit Darstellung des Extraktionskreis-
laufes.

In Abb. 2-8 sind die Bereiche, in denen CO; als homogene gasférmige, flissige und tber-
kritische Phase, sowie als unterkritisches Zweiphasengebiet flissig/gasférmig, vorliegt,
kenntlich gemacht. Dabei soll die gestrichelte Linie, die das Uberkritische Gebiet abgrenzt,
keine Phasengrenze darstellen, sondern der Veranschaulichung dienen. CO; liegt am Punkt 4
bei 40 bar im gasférmigen Zustand vor. Durch isobare Abkulhlung erreicht CO, die Phasen-
grenze (B) zum unterkritischen Bereich und beginnt bei Eintritt in diese Phase zu kondensie-
ren. Wahrend des Kondensationsvorganges erhoht sich der Stoffmengenanteil an fliissigem
Kohlendioxid unter konstantem Druck und konstanter Temperatur. Dabei steigt der Molen-
bruch an flissigem CO, an. Bei einem Wert von 1 wird die Phasengrenze zum fliissigen Be-
reich (C) erreicht. Um zu gewahrleisten, dass CO, wahrend der Ansaugphase der Hochdruck-
pumpe nicht verdampft, wird das flissige CO, unterkuhlt (D). Anschlieend wird es durch die
Pumpe auf den Extraktionsdruck von 250 bar verdichtet (£). Dieser Prozess wird unter
idealen Bedingungen als adiabatisch betrachtet. Ist diese adiabatische Druckerh6hung reversi-
bel, so findet diese unter isentropen Bedingungen (konstante Entropie) statt. Der endgultige
Arbeitspunkt bei 40 °C wird durch eine isobare Warmezufuhr erreicht (F). Nach Extraktion
erfolgt die Abscheidung durch isenthalpe Drosselung in das Zweiphasengebiet auf 40 bar.
Eine vollstandige Trennung der Extraktivstoffe von CO, wird durch Warmezufuhr erreicht, so

dass CO, in den gasférmigen Zustand gelangt (B-4) und sich die Losungskapazitat verringert.
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Die isenthalpe Drosselung stellt eine Druckreduktion ohne Gewinn von Arbeit dar. Demzu-
folge verlduft sie immer in Richtung zunehmender Entropie und ist ein adiabatischer, irrever-
sibler Prozess. Reale Gase weisen zwischen den Molekilen anziehende Wechselwirkungen
auf, die bei einer Druckreduktion tiberwunden werden missen. Da die dazu benétigte Energie
bei einem adiabatischen Prozess nicht der Umgebung entzogen werden kann, wird diese dem
Gas selbst entzogen. Somit kommt es aufgrund des Joule-Thomson-Effektes wahrend der
Drosselung zu einer Abkihlung des Gases. Bei hohen Driicken kann der gegenteilige Effekt
auftreten, da es zu einer starken Anndherung der Gasmolekiile kommt. Durch die Annéherung
kann das Eigenvolumen der Teilchen abstoRende Kréfte bewirken, die bei Expansion in Form
von Warmeenergie frei wird. Die in realen Gasen herrschenden Anziehungs- und
AbstolRungskrafte werden in der p/V/T-Zustandsgleichung von van der Waals beriicksichtigt
(Gl. 2-5). Diese gehen auch in die Berechnung des Joule-Thomson-Effektes ein, der sich aus
der Anderung der Temperatur mit dem Druck bei konstanter Enthalpie ergibt (Gl. 2-6).

(p.p%]*(v—b):R*T (G|2-5)
v

p Druck [Pa]
allgemeine Gaskonstante [8,314 J-mol™.K™]

T Temperatur [K]
iz Binnendruck des Gases, bedingt durch Anziehungskréfte [Pa]
v
v molares Volumen des Gases [m3/mol]
v-b Kovolumen, bedingt durch das Eigenvolumen der Teilchen [m3]
a van der Waals-Konstante [Pa-m°mol ]
b van der Waals-Konstante [m3-mol™]

T Rz*a r?
Nyr=—F="""" (Gl. 2-6)

107 c,
nT Joule-Thomson-Koeffizient
Co Warmekapazitat des Gases bei konstantem Druck [J-mol™-K™]

Die Konstanten a und b kénnen entweder experimentell bestimmt oder aus den Kritischen

Daten eines Gases Uber die Gleichungen GI. 2-7 und GlI. 2-8 ermittelt werden.



16 2 Extraktion mit Gberkritischen Gasen

a

=—— Gl. 2-7
Pe =0 ( )
r-_8% (GI. 2-8)
2T*R*b
Pc Kritischer Druck [Pa]
Tc kritische Temperatur [K]

Die van der Waals Zustandsgleichung bildet die Grundlage fur die Erstellung weiterer
Gleichungen (equations of state, EOS). Dabei sollen experimentell ermittelte Daten in ein
mathematisches Modell eingebunden werden, um die Genauigkeit der Berechnungen zu er-
hohen. Die Bender-EOS (Bender, 1970) ist eine multiparametrische Gleichung, die fir den
fliissigen und Uberkritischen Bereich einer Reinsubstanz, wie beispielsweise CO,, sehr genaue
empirische Daten liefert. Einen Uberblick iiber weitere Zustandsgleichungen gibt Brunner

(1994), wobei auf die Grenzen und Vorteile der Aussagekraft eingegangen wird.



3. DROGEN

3.1 Harpagophytum procumbens

3.1.1  Allgemeines, Verbreitung, Botanik

Harpagophytum procumbens DC. (Teufelskralle, Trampelklette, Devil’s claw) stammt aus der
Familie der Pedaliaceae (Sesamgewéchse), die mit 15 Gattungen und ca. 100 Arten in Afrika
verbreitet ist. Das Verbreitungsgebiet der Teufelskralle erstreckt sich auf die Kalahari Sid-
afrikas und Namibias.

Die oberirdischen Triebe der Teufelskralle wachsen im Frihjahr mit verzweigten Ranken uber
den Erdboden. Die Blatter sind gestielt und tief gelappt, wahrend die hellrosa bis purpurnen
Bluten mit kurzen Stielen in den Blattachseln wachsen. Die Samenkapseln, nach welchen die
Pflanze ihren Namen tragt, bestehen aus zweifachrigen Samenbehéltern. Sie sind flach, oval
und haben armartige Auswiuchse, welche ankerartige Haken tragen. Diese Trampelkletten
haften sich an Hufe oder Felle von Tieren, um verbreitet zu werden. Die herausfallenden
Samen werden durch die Hufe in die Erde getreten (von Koenen, 1996). Die oberirdischen
Pflanzenteile wachsen aus einem weit verzweigten System von Wurzeln und Knollen hervor.
Von den Pfahlwurzeln fiihren Nebenwurzeln zu allen Seiten und bilden rundliche Knollen
aus. Die Knollen, auch Sekundarwurzeln genannt, sind wesentlich bitterer und intensiver im
Geschmack als die Wurzeln. Demzufolge befinden sich vorwiegend in den Knollen die Wirk-
stoffe, welche die Teufelskralle als Heilpflanze bekannt gemacht haben (von Koenen, 1996).
Die Knollen sind hellbraun bis rotbraun gefarbt und tragen einen dinnen Korkmantel. Zur
Drogengewinnung werden die frischen, zum Teil bis zu 600 g wiegenden Sekundéarwurzeln
zerkleinert und getrocknet. Dabei schrumpft das Gewebe ungleichméaRig, wobei die Kanten
schneller erharten als das innere Gewebe. Die Trocknung muss sofort nach dem Sammeln

erfolgen, da die Wurzeln aufgrund ihres hohen Wassergehaltes rasch faulen (Kampf, 1976).

3.1.2 Inhaltsstoffe

In den Sekundarwurzeln von Harpagophytum procumbens DC. sind Kohlenhydrate als
Hauptbestandteile, Iridoide sowie 2-Phenylethylderivate, Fette, Wachse und ubiquitare Pflan-
zeninhaltsstoffe enthalten. Die Gruppe der Iridoide wird fur die pharmakologische Wirkung
(Kap. 3.1.3) verantwortlich gemacht.
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Iridoide

Harpagosid ist das Hauptiridoidglykosid in den sekunddren Wurzeln der Teufelskralle. Ph.
Eur. 5 fordert einen Mindestgehalt von 1,2 % in der Droge. Neben Harpagosid befinden sich
noch Harpagid und Procumbid in der Wurzel (Czygan et al., 1977). Harpagosid ist der Zimt-
séureester des Harpagids (Abb. 3-1) und Procumbid ist am C; des Harpagids hydroxyliert.

Procumbid kann unter Wasserabspaltung eine intramolekulare Etherbriicke bilden.
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Abb. 3-1  Iridoidglykoside der sekunddren Wurzel der Teufelskralle

Drei weitere Iridoidglykoside werden von Kikuchi et al. (1983) aus den Wurzeln von Harpa-
gophytum procumbens mit Hilfe von Methanol als Losungsmittel extrahiert und mittels UV,
IR, C-NMR, H-NMR und MS in ihrer Struktur aufgeklart (Abb. 3-2).
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Abb. 3-2  Weitere Iridoidglykoside der sekunddren Wurzel der Teufelskralle
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Die neu isolierten Glykoside stellen Derivate der bisher bekannten Iridoide dar. Wahrend das
Coumaroylharpagid lediglich eine Hydroxylgruppe mehr aufweist als das Harpagosid, ist das
Coumaroylprocumbid ein Zimtsaureester von Procumbid. Procumbosid besitzt im Vergleich

zu Procumbid eine weitere Etherbriicke zwischen Cz und Ce.

2-Phenylethylderivate

Zu dieser Substanzklasse gehtren drei Substanzen, die sich nur durch zwei Reste unter-
scheiden (Abb. 3-3).

O—R2
R1—0
%O OH HO —__OH
0 OH w@i I
H,C o
Hogﬂ% o HO
HO
HO 2-Phenylethylderivate trans-Caffesaure
Substanz R1 R2
Acteosid trans-Caffeoyl  -H
Isoacteosid -H trans-Caffeoyl
B-(3",4 -Dihydroxyphenyl)-ethyl-O-a.-L- H H

rhamnopyranosyl-(1->3)-B-D-glucopyranosid

Abb. 3-3  Strukturen der 2-Phenylethylderivate.

Kohlenhydrate

Die Kohlenhydrate stellen, bezogen auf die getrocknete Droge, mit einem Gesamtzuckerge-
halt von 51 % mengenmaRig die Hauptbestandteile der Sekundarwurzeln dar (Ziller und
Franz, 1979). Monosaccharide, wie Glucose und Fructose, sind nur zu 0,2-0,3 % enthalten,
wahrend das Disaccharid Saccharose und das Trisaccharid Raffinose zu 2,5-3 % in der
Wurzel vorkommen. Den grofiten Anteil macht das Tetrasaccharid Stachyose mit 46 % aus.
Die Stachyose ist aus 1 mol Fructose, 1 mol Glucose und 2 mol Galaktose aufgebaut und in

Abb. 3-4 dargestellt.
W
OH
OH o
o} o
HO HO
HO OH OH

OH OH OH OH

Abb. 3-4  Strukturformel des Tetrasaccharids Stachyose
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Weitere Bestandteile

Neben den bisher genannten Substanzgruppen der Iridoide, 2-Phenylethylderivate und den
Kohlenhydraten, sind in der Wurzel noch geringe Mengen Flavonverbindungen enthalten. Zu
ihnen gehdren Flavone und Flavonole, die ausschliellich als Aglyka vorkommen. Ihr Anteil,
bestehend aus Fisetin, Kdmpferid, Kdmpferol und Luteolin, macht nur 0,018 %, bezogen auf

die getrocknete Droge, aus (Hagers Handbuch, 1993).

Des weiteren sind in der Wurzeldroge Fette und Wachse vorhanden (Hagers Handbuch,

1993), zu denen in der Literatur keine genaueren Angaben gemacht werden.

3.1.3  Pharmakologie und Anwendung

In der volkstumlichen Medizin werden die Knollen zerkleinert, getrocknet, mit kaltem Wasser
ubergossen und ziehen gelassen. Dieser Auszug wird taglich bei Husten, Durchfall und Ver-
stopfung getrunken. Bei Schmerzen wird ein Tee aufgebriiht und getrunken. Die Pflanze ist in

weiten Teilen Afrikas als blutreinigend bekannt.

Alkoholische Drogenauszige finden heutzutage bei Patienten mit Arthrose und Rheuma Ver-
wendung (Wenzel und Wegener, 1995). Eine Therapie mit Harpagophytum Extrakten verbes-
sert in allen durchgefiihrten Studien die Beschwerden. Teilweise kann ein Absetzen der
NSAR zugunsten der Extrakte erfolgen (Wenzel und Wegener, 1995, Kap. 6). Eine neue
Verwendung der Extrakte aus Harpagophytum procumbens DC. stellt der Einsatz bei Arterio-
sklerose dar (Greither, 2001). Mduse mit Arterienverletzung zeigen ohne Behandlung eine
Verengung der Arterie, so dass das GefaBvolumen im Vergleich zu einer unverletzten Arterie
bis zu 50 % reduziert sein kann. Unter Einnahme eines Harpagophytum Extraktes, wird die
Verengung der Arterie wéhrend des Heilungsprozesses verhindert und die Geféal3e behalten
das urspriingliche Volumen bei. Aufgrund dieser Daten wird die Verwendung von waéssrig-
alkoholischen Harpagophytum Extrakten zur Prophylaxe und Behandlung von Arterio-

sklerose postuliert.

Generell kdnnen, sowohl durch Tierexperimente als auch durch in-vitro Untersuchungen,

analgetische, antiphlogistische und antirheumatische Wirkungen festgestellt werden (Kap. 6).
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3.2 Aesculus hippocastanum

3.2.1  Allgemeines, Verbreitung, Botanik

Aesculus hippocastanum L. (Rosskastanie, Horse chestnut) ist die gewohnliche Rosskastanie
aus der Familie der Hippocastanaceae. Der lateinische Name Aesculus geht auf die Eichen-
spezies Quercus esculus L. zuriick. Die Rosskastanie wurde 1737 irrtimlicherweise von
Linneo den Eichen zugeordnet (Bombardelli et al., 1996) und bekam somit den Namen

Aesculus.

Die gewohnliche Rosskastanie ist auf dem Balkan, im Kaukasus und in Vorderasien behei-
matet und wird zwischenzeitlich in ganz Europa kultiviert. Die groRen Bléatter des 10-20 m
hohen Baumes sind 5- bis 7-zahlig gefiedert, wobei die Teilblatter am Rand gezéahnt sind. Die
Bluten vereinigen sich zu aufrechten Rispen und die Frucht ist eine mit Stacheln besetzte,
grine Kapselfrucht. Wenn die Frucht reif ist, 6ffnet sich die Kapsel mit 2 oder 3 Klappen und
entlasst den Samen. Pro Kapsel ist ein Samen enthalten, der eine glanzende rotbraune Samen-
schale tragt. Ein grofer, gelblichweiller Hof auf der Samenschale ruhrt vom Nabelfleck
(Hilum) her. Der getrocknete Samen (Hippocastani semen) findet vor allem fir pharma-

zeutische Zwecke Anwendung.

3.2.2 Inhaltsstoffe

Die Inhaltsstoffe der Samenkerne der Rosskastanie weichen in ihrer chemischen Zusammen-
setzung stark von der Samenschale ab. Da die verwendete Droge sowohl aus den Kernen als

auch aus den Schalen besteht, findet man eine Vielzahl unterschiedlicher Inhaltsstoffe.

Triterpensaponine

Triterpensaponine stellen die wirksamen Substanzen der Samen von Adesculus hippocastanum
dar, von denen das DAB 2004 einen Gehalt von mindestens 3 % fordert. Die Triterpen-
saponine, auch B-Aescin genannt, sind ein komplex zusammengesetztes Gemisch, das zu tber
60 % aus 5 Verbindungen besteht (Yoshikawa et al., 1994): Aescin la (24 %), Aescin Ib
(17 %), Aescin lla (13,5 %), Aescin Ilb (6 %) und Aescin Illa (1,5 %) (Abb. 3-5). Die Aglyka
der Aescine sind Diester des Protoaescigenins und Barringtogenols C, die Uber die Hydroxyl-
Gruppe am C3 mit einem verzweigten Trisaccharid verknipft sind. Die Zusammensetzung des
Trisaccharids schwankt zwischen den jeweiligen Aescinkomponenten (Abb. 3-5). Die
Hydroxylgruppe an C,; ist mit kurzkettigen Fettsduren, Tiglin- und Angelicasdaure (2-Methyl-

2-Butenséure) verestert, wahrend C,, mit der Essigsaure verestert ist.
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Des weiteren existieren noch a-Aescin und Kryptoaescin, die sich von -Aescin durch eine

Acylwanderung der Essigsaure von Cy, nach Cyg unterscheiden (Wagner et al., 1970).

Komponente Rest R1 Rest R2 Rest R3
Aescin la Tigloyl -OH B-D-Glucose
Aescin Ib Angeloyl -OH B-D-Glucose
Aescin lla Tigloyl -OH B-D-Xylose
Aescin 11b Angeloyl -OH B-D-Xylose
Aescin llla Tigloyl -H B-D-Galaktose

Abb. 3-5  Strukturformeln des Triterpensaponingemisches [~Aescin

Die Samen unterschiedlicher Bdume zeigen betrachtliche Unterschiede im Aescingehalt, der
in Abhangigkeit der Jahreszeit und der Reife der Samen stark schwankt.

Flavonole

Der totale Flavonoidgehalt der Samen betragt 0,29 %, berechnet als Rutin. Die Flavonole
liegen ausschlielich als Oligosaccharide in den Samen der Rosskastanie vor. Die zuge-
horigen Aglyka sind Quercitrin und Kampferol, die entweder am C3; (R1) oder am Cs (R2)
glykosidisch mit einem Zuckerrest oder einer Zuckerkette verbunden sind (Abb. 3-6). Die
Zuckerkette kann unterschiedlich zusammengesetzt sein, wobei Glucose, Rhamnose und
Xylose als Komponenten zur Verfugung stehen (Hubner, et al., 1999).

R1 R2
Glucose, Rhamnose, Xylose -H
-H Glucose, Rhamnose, Xylose

Abb. 3-6  Strukturformel des Flavonol-Oligosaccharid-Grundgeriistes
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Gerbstoffe

Den Flavonol-Oligosacchariden verwandte Verbindungen stellen die Proanthocyanidine dar.
Sie gehen aus Flavan-3-ol-Einheiten hervor (Abb. 3-7), dessen bekannteste Vertreter Catechin

und Epicatechin sind, die sich stereochemisch unterscheiden.
OH
oo
O O P "
OH OH

OH

Flavan-3-ol Catechin/Epicatechin

Abb. 3-7  Strukturformel des Proanthocyanidin-Grundgeriistes

Die Gerbstoffe sind ausschlief3lich im Perikarp (Fruchtwand) und der Samenschale zu finden.
Die Einzelbausteine (Abb. 3-7) kondensieren zu Dimeren, Trimeren und Tetrameren. Dabei
resultieren Proanthocyanidine, die aus mehreren Einzelbestandteilen bestehen, die sowohl

einfach als auch zweifach miteinander verkniipft sein kdnnen (Morimoto et al., 1987).

Olbestandteile

Der Anteil des fetten Oles im getrockneten Samen betragt 5-7 % (Bombardelli et al., 1996).
Die 0lige Komponente besteht aus Glycerolestern verschiedener Fettsauren, die nach Ver-
seifung mittels gaschromatographischer Analyse quantifiziert werden kdénnen (Srijayanta et
al., 1999). Die Fettsduren weisen unterschiedliche Kettenlangen auf, wobei die Palmitinsdure
den groRten Anteil ausmacht. Des weiteren sind noch Laurin-, Myristin-, Ol-, Arachidon- und
Stearinsdure Bestandteil der 6ligen Komponente, so dass diese sowohl aus geséattigten als
auch einfach bis mehrfach ungesattigten Fettsauren aufgebaut ist.

Weitere Bestandteile

AuBer fettem Ol liegen als Samenreserven unter anderem bis zu 50 % Stirke, 10 % EiweiRe
und Kohlenhydrate, wie Saccharose und Glucose vor (Bombardelli et al., 1996). Die frischen
Samen enthalten Vitamine der B-Gruppe, wie beispielsweise Vitamin B6 und Riboflavin,
sowie Vitamin C (Bombardelli et al., 1996).
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3.2.3  Pharmakologie und Anwendung

Bereits 1960 wurde die pharmakologische Wirkung von Aesculus-Extrakten den Triterpen-
saponinen (B-Aescin) zugeschrieben (Lorenz und Marek, 1960). Beim Rattenpfoten6demtest
wird den Tieren eine Ovalbumin-Lésung in die Pfote injiziert, die zu einer Odembildung an
der Einspritzstelle fihrt. Die Auswertung erfolgt tber die Messung der Volumenzunahme der
Rattenpfote. Unter parenteraler Gabe des Rosskastaniensamenextraktes kann die Odem-
bildung, im Vergleich zum unbehandelten Tier, drastisch verringert werden. Der Petechien-
Test zur Bestimmung der GefaRresistenz im Kapillargebiet der Haut wird durch Anlegen
eines Unterdruckes auf der Rattenhaut Uberprift. Die durch den Unterdruck entstehende
Saugkraft sorgt fiir eine petechiale Hautblutung, die ein MaR fiir die Kapillarresistenz ist. Das
Auftreten der Petechialblutung ist nach parenteraler Behandlung mit Aesculus-Extrakten ver-
langsamt. Die Untersuchungen zeigen auch, dass die anti-6dematdse, anti-exsudative und
vasoprotektive Wirkung der Rosskastanien-Extrakte vom Aescingehalt abhangig ist. f-Aescin
allein zeigt eine deutlich stérkere und langanhaltende Wirkung, wahrend aescinfreie Extrakte
keine nachweisbare Wirkung mehr besitzen. Demzufolge kann p-Aescin als wirksame

Substanz aus Aesculus hippocastanum angesehen werden (Lorenz und Marek, 1960).

Der anti-6demattse Effekt resultiert aus der Inhibierung des Enzym Hyaluronidase, das die
Kittsubstanz zwischen Korperzellen und somit auch zwischen Kapillarwandzellen lockert.
Die Hemmung des Enzyms bewirkt eine Starkung der Gefalwand und vermindert den
Wasseraustritt (Sirtori, 2001). Zusétzlich zeigen die Venen unter Aescintherapie eine gestei-
gerte Kontraktionsaktivitat. Diese wird auf eine erhohte Prostaglandin F,, Freisetzung
(PGF,) zuriickgefuhrt, da die Reduktase, die Prostaglandin E; in PGF,, umwandelt, eine
gesteigerte Aktivitat aufweist. Die vermehrte Bildung von PGF,, ist fur die Erhdhung der
GeféalRkontraktilitat verantwortlich (Sirtori, 2001).

Die anti-6demattse, anti-exsudative und vasoprotektive Wirkung, die bereits 1960 von
Lorenz und Marek bei intravendser Applikation von Aesculus-Extrakten nachgewiesen
wurden, kodnnen auch durch orale Applikation erreicht werden. Tabletten mit verzogerter
Wirkstofffreisetzung weisen eine Bioverfugbarkeit von 98-120 % auf (Sirtori, 2001). In
mehreren klinischen Studien wurden aescinhaltige Tabletten an Patienten mit chronischer
Veneninsuffizienz getestet. Im Vergleich zu Placebo- oder Hydroxyethylrutosid-Praparaten
flhren die aescinhaltigen Préparate jeweils zu einer signifikanten Verbesserung des Bein-
volumens, der Schmerzen und des Spannungsgefiihls (Sirtori, 2001). Eine weitere Indikation

aescinhaltiger Tabletten ist die Behandlung von Hamorrhoiden. Die Schmerzen, Blutungen
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und Schwellungen nehmen unter Einfluss der Therapie wesentlich starker ab, als es in der
Placebogruppe beobachtet wird. Endoskopische Untersuchungen bestétigen diese Aussage,
wobei eine Verbesserung erst 2 Wochen nach Behandlungsbeginn nachgewiesen werden kann
(Sirtori, 2001). Bombardelli et al. (1996) untersuchen die Wirkungsaktivitat von Proantho-
cyanidinen. Diese Substanzklasse weist pharmakologisch interessante Wirkungen auf, wie
beispielsweise erhohte Wundheilungsaktivitat, Verhinderung eines UV-induzierten Erythems
oder die Inhibierung einiger Enzyme. Diese Resultate kdnnen jedoch nur bei hohen Proantho-
cyanidinkonzentrationen nachgewiesen werden, die in dieser Menge nicht in Aesculus-

Extrakten enthalten sind.

Eine weitere Wirkung der Aesculus-Extrakte stellt die Inhibierung der Angiogenese sowie der
Matrix-Metalloproteinase dar (Kim, 2003). Die Angiogenese ist die Neubildung von Blut-
gefaRen, die an einigen pathologischen Vorgangen beteiligt ist. Einige Beispiele sind
Psoriasis, Dermatitis, diabetische Retinopathie, Arteriosklerose oder chronische Ent-
ziindungskrankheiten wie Arthritis. Die Angiogenese ist bei der Metastasierung und dem
Wachstum von Tumorzellen essentiell, da nur neue BlutgefaRe ausreichend Sauerstoff und
Né&hrstoffe fur die schnell wachsenden Zellen bereitstellen kdnnen. Es missen jedoch nicht
nur pathologische VVorgange an der Angiogenese beteiligt sein, denn auch der Abbau extra-
zellul&rer Matrix erfordert die Neubildung von BlutgefélRen. Das wichtigste Enzym ist dabei
die Matrix-Metalloproteinase. Pathologische Vorgange, wie Entziindungen des Zentral-
nervensystems, Alzheimer, Knochenerkrankungen, Leberfibrose oder Parodontose, kénnen
die Expression oder Aktivitat des Enzyms steigern. Die Hemmwirkung der Rosskastanien-
samenextrakte auf die Angiogenese und die Matrix-Metalloproteinase konnten der Anfang
neuer Therapiemoglichkeiten sein. Aufgrund der langen Therapiedauer dieser Erkrankungen
ist es wichtig, dass die Inhibitoren keine toxischen Wirkungen aufweisen, was bei Aesculus-

Extrakten bereits belegt ist.



4. ANALYTIK DER DROGENINHALTSSTOFFE

4.1 Analytik der Inhaltsstoffe von Harpagophytum procumbens

Die Identifizierung und Quantifizierung von Harpagosid kann nach Ph. Eur. 5 erfolgen. Die
qualitative Auftrennung der Extrakte wird mittels Dunnschichtchromatographie und die
quantitative Analyse mit Hilfe der HPLC durchgefuhrt. Die HPLC-Methode beruht auf der
von Sticher und Meier (1980) beschriebenen isokratischen HPLC-Analytik mit einem Fliel3-
mittel, bestehend aus Methanol/Wasser (1/1, V/V). Zur Quantifizierung anderer Extraktiv-
stoffe, auller Harpagosid, muss auf eine HPLC mit Gradientenprofil zurtickgegriffen werden.
Guillerault et al. (1994) quantifizieren Coumaroyl-Harpagid und Harpagid neben Harpagosid
in Harpagophytum Extrakten. Sie verwenden als FlieBmittel ebenfalls Wasser/Methanol,
gehen dabei aber von einer Methanolkonzentration von 15 % anstelle von 50 % aus. Falls
harpagosidhaltige Extrakte komplexer werden, wie beispielsweise von Scrophularia
scorodonia, liefern die bisher beschriebenen HPLC-Methoden unzureichende Ergebnisse
(Diaz et al., 1998). Das Gradientenprofil des FlieBmittels Wasser/ Methanol wird komplexer,

wobei eine bessere Auftrennung der Extraktbestandteile resultiert.

Um die Iridoide Harpagosid und Harpagid im Extrakt zu bestimmen, haben Vanhaelen et al.
(1981) eine gaschromatographische Analysenmethode (GC) entwickelt. Dabei wird zuerst
Harpagid quantifiziert. Im zweiten Analysenschritt wird der Extrakt unter alkalischen Be-
dingungen hydrolysiert, um Harpagosid in seine Bestandteile Harpagid und Zimtséure zu
spalten. Daraus wird der gesamte Harpagidgehalt bestimmt, so dass anschliefend der
Harpagosidgehalt berechnet werden kann. Ein Vergleich mit HPLC-Methoden zeigt keinen
Unterschied des Harpagosidgehaltes zu der GC-Analytik.

Poukens-Renwart et al. (1996) entwickeln eine diinnschichtchromatographische Quantifizier-
ungsmethode fur Harpagosid. Ein methanolischer Auszug der Teufelskralle wird mit Dichlor-
methan/Methanol (4/1, V/V) auf einer HPTLC-Platte aufgetrennt. Anschlieend wird die
Platte mit Hilfe eines DC-Scanners im UV-Bereich bei einer Wellenlange von 268 nm ver-

messen. Der Vergleich mit einer HPLC-Quantifizierung zeigt eine gute Korrelation.

4.1.1  Qualitative Dunnschichtchromatographie von Harpagosid

Die qualitative Dunnschichtchromatographie wird in Anlehnung an die Ph. Eur. 5 durchge-
fihrt, da das FlieBmittel Wasser/Methanol/Ethylacetet (8/15/77, VIVIV) eine gute Trenn-

leistung der Extraktivstoffe erzielt. Die entwickelten HPTLC-Platten werden nach Visualisie-
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rung durch Anisaldehyd-Spriihreagenz am Tageslicht ausgewertet. Die Flecken zeigen ver-
schiedene Farbungen und kdnnen gut voneinander unterschieden werden. Die Charakteri-
sierung erfolgt Uber die R-Werte. Als Referenzsubstanz wird Harpagosid eingesetzt. Der R¢-
Wert der Referenz und der Harpagosidbande im Extrakt stimmen (berein. CO,-Extrakte, die
mit 26 % Ethanol als Schleppmittel hergestellt werden, enthalten alle in Tab. 4-1, aufge-
fihrten Substanzen. Der Handelsextrakt ist frei von Acteosid und lipophilen Substanzen,
wahrend alle anderen Extraktivstoffe in deutlich geringeren Mengen vorkommen (Abb. 5-7).
Der Handelsextrakt weist jedoch kréftige grine Zuckerbanden an der Starlinie auf, die in
CO,-Extrakten schwach ausgepragt sind oder fehlen. Zur Identifizierung der Zucker wird eine
DC, wie in Kap. 4.1.2. beschrieben, durchgefiihrt.

4.1.2  Qualitative Dunnschichtchromatographie der Zucker

Die Identifizierung der Kohlenhydrate wird analog der Monographie ,,Saccharose” der Ph.
Eur. 4 durchgefuhrt. Die resultierenden Ri-Werte sind in Tab. 4-1, aufgelistet.

Tab. 4-1  RpWerte der Substanzen in der qualitativen Diinnschichtchromatographie
zur Identifizierung der Extraktivstoffe in Harpagophytum Extrakten

DCnach 4.1.1 R¢-Werte DC nach 4.1.2 R¢-Werte
Saccharose 0,05 Stachyose 0,09
Harpagid 0,13 Raffinose 0,16
2-Phenyl- 0,25 Saccharose 0,26
ethylderivat

Acteosid 0,38 Glucose 0,34
lipophile 0,5 Fructose 0,36
Substanzen 0,81

Alle angefiihrten Referenzsubstanzen werden sowohl mit einem Handelsextrakt als auch
einem CO,-Extrakt verglichen. Alle CO,-Extrakte enthalten in geringen Mengen Saccharose,
wahrend unterkritische Extrakte zusatzlich kleinste Mengen Raffinose und Stachyose auf-
weisen. Im Gegensatz dazu besteht der Handelsextrakt fast ausschlief3lich aus unterschied-
lichen Zuckern. Hauptbestandteil ist das Tetrasaccharid Stachyose, gefolgt von gleichen An-
teilen Raffinose und Saccharose. Des weiteren sind in geringen Mengen Fructose, Glucose
und Galaktose enthalten.
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4.1.3  Ildentifizierung der Inhaltsstoffe mittels LC-MS

Die HPLC-MS Analyse eines CO,-Extraktes ermdglicht die Zuordnung der Extraktbestand-

teile zu den Peaks des Chromatogramms (Abb. 4-1).
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Abb. 4-1  HPLC- und HPLC-MS-Chromatogramm eines CO,-Extraktes unter Zuordnung
der Peaks zu den Extraktivstoffen mit Hilfe der MS-Daten.

Mit Hilfe der MS-Daten (Kap. 11.1) kénnen die HPLC-Peaks den Teufelskrallenextrakt-
bestandteilen zugeordnet werden. Anhand der Retentionszeiten, die die Substanzen im HPLC-
Chromatogramm aufweisen, werden die Banden der dinnschichtchromatographischen (DC)
Auftrennung den Extraktbestandteilen zugeordnet (Abb. 5-7). Zuséatzlich muss die Anférbung
der DC-Banden beachtet werden, da sich Substanzen mit demselben Struktur-Grundgerust

gleich farben.

4.1.4  Quantitative Bestimmung von Harpagosid mittels HochdruckflUssigkeits-

chromatographie

Die quantitative Bestimmung von Harpagosid aus der Teufelskrallenwurzel oder Zuberei-
tungen daraus, wird nach der HPLC-Methode der Ph. Eur. 5 mit folgender Anderung durchge-
fuhrt. Bei der Probenaufbereitung mit Methanol als Losungsmittel fallen die lipophilen
Bestandteile nach der Injektion in das HPLC-System, bei Kontakt mit dem FlieBmittel aus

und verschmutzen die VVorsaule. Aus diesem Grund werden die Proben in FlieRmittel, das aus
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Methanol/Wasser (1/1, V/IV) besteht, geldst. Dadurch bleiben die lipophilen Bestandteile als
unléslicher Rickstand in der Probenldsung zuriick. Der Rickstand wird, vor Einspritzen der

Probe in das HPLC-System, mit einem 0,2 um Filter abfiltriert.

Ein HPLC-Chromatogramm eines CO,-Extraktes ist in Abb. 4-2 dargestellt. Harpagosid

erscheint basisliniengetrennt von anderen Begleitstoffen bei einer Retentionszeit von 9,5 min.

mAV

600 1
400 |

200 1

> 4 6 8 10 12 14 16 18
Zeit [min]

Abb. 4-2  HPLC-Chromatogramm eines Harpagophytum-CQO-Extraktes;
1 - hydrophile Bestandteile, 2 - Harpagosid, 3 - Methylcinnamat

Tabelle 4-2 enthalt die Kalibrierdaten. Die Kalibriergerade wird durch lineare Regression
nach der Methode der Minimierung der Summe der Abweichungsquadrate ermittelt
(Gottwald, 2000). Abb. 4-3 zeigt die Kalibriergerade inklusive des 95%igen Vertrauens-
bereichs, der um Faktor 10 aufgeweitet ist. Er reprasentiert die Unsicherheit des Datenschwer-
punktes in y-Richtung sowie die Steigung der Kalibriergeraden. Die Gute der Kalibrierung
wird anhand des Residuenplots beurteilt (Abb. 4-4).

Im Rahmen der Validierung der analytischen Methode werden unterschiedliche Parameter
nach den Anforderungen der USP 28 bestimmt: Spezifitat, Richtigkeit, System- und Metho-
denprazision, Nachweis- und Bestimmungsgrenze, Linearitdt und Arbeitsbereich. Diese
Anforderungen sind deckungsgleich mit den ICH-Guidelines ,Validation of analytical
procedures” (ICH Q2A, 1994) und ,,Validation of analytical procedures: methodology“ (ICH
Q2B, 1994).

Die Prifung auf Spezifitat identifiziert den Analyten zweifelsfrei von anderen Komponenten.
Dazu wird die Identitat durch Vergleich der Retentionszeit mit der Referenzsubstanz Harpa-
gosid erbracht. Zusétzlich wird die Peakreinheit Uber den Match-Faktor, der durch den

Dioden-Array Detektor bestimmt wird, gemessen. Ein Peak ist absolut rein, wenn der Ver-
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gleich mit der Referenzsubstanz einen Match-Faktor von 1000 ergibt (Tab. 4-3). Die Richtig-
keit der Methode beschreibt den Grad der Ubereinstimmung der gemessenen mit den wahren
Werten. Die Bestimmung erfolgt mittels der Wiederfindungsrate. Diese wird durch Zu-
dosieren unterschiedlicher Mengen Harpagosid-Standardlosung zu einer Extrakt-Proben-
I6sung bestimmt. Die Ergebnisse (Tab 4-3) zeigen, dass Harpagosid bei dieser Analytik zu
jeweils 100 % wieder gefunden werden kann. Die Systemprazision gibt die zufalligen Fehler
durch sechsmalige Injektion derselben Extraktprobenlésung an. Die ermittelte niedrige
relative Standardabweichung signalisiert, dass ein zufalliger Fehler durch Injektion ausge-
schlossen werden kann. Im Gegensatz dazu umfasst die Methodenprézision den gesamten
Vorgang der Probenaufbereitung. Ein CO,-Extrakt wird sechsmal unter gleichen Bedin-
gungen hergestellt. Die sechs Extraktproben werden nach dem gleichen Verfahren aufbereitet
und jeweils dreimal in das HPLC-System injiziert. Aufgrund geringer Abweichungen der
ermittelten Harpagosidgehalte, kann die Analysenmethode als prézise angesehen werden. Die
Bestimmungsgrenze ist die kleinste Konzentration der zu messenden Substanz, die mit der
geforderten Présizion und Richtigkeit quantifiziert werden kann. Die Nachweisgrenze ist die
geringste Analytkonzentration in einer Probe, die detektiert, aber nicht quantifiziert werden
kann. Sowohl die Bestimmungs- als auch die Nachweisgrenze werden nach Gottwald (2000)
berechnet.

Tab. 4-2  Kalibrierdaten der HPLC- und HPTLC-Gehaltsbestimmung von Harpagosid

Parameter HPLC HPTLC

Messbereich [mg/100 ml] 18,908 - 403,365 4,296 - 42,296

Anzahl der Konzentrationen 6 6

Zahl der Wiederholungs- 6 6

messungen

Datenschwerpunkt x =196,24 x=22,196
y =72426,5 y =826,43

Korrelationskoeffizient 0,99998 0,9977

Reststandardabweichung 309,2 28,18

Verfahrensstandard- 0,8331 0,9467

abweichung

relative Verfahrens- 0,42 % 4,27 %

standardabweichung
Kalibrierfunktion f(x) =371,14x - 406,56 f(x) =-0,432x2 + 48,93x + 33,819
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Abb. 4-4  Residuenplot der HPLC-Kalibrierung von Harpagosid
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Samtliche Ergebnisse der Validierung fir die quantitative Bestimmung von Harpagosid
mittels HPLC gibt Tab. 4-3 wieder. Die Rohdaten der Kalibrierung und Validierung sind in

Kap. 11.2 zusammengestellt.

Tab. 4-3  Statistische Daten zur Validierung der HPLC-Methode von Harpagosid

rel. Standard-

Parameter Soll-Gehalt Konzentration abweichung Wiederfindungs-
[%] [mg/100 mi] [%] rate [%]

Systemprazision 228,24 (n = 6) 0,91

Methodenprazision ca. 292 (n=18) 1,81

Wiederfindung 90,00 103,71 2,42 98,56
111,08 129,49 0,65 99,71
122,15 145,71 0,33 102,03

Bestimmungsgrenze 3,075

Nachweisgrenze 0,865

Reinheit Match-Faktor: 1000

415 Quantitative Bestimmung von Harpagosid mittels Dunnschicht-

chromatographie

Die Quantifizierung von Harpagosid wird zusatzlich mittels HPTLC durchgefiihrt, um die
Probenvorbereitung, die bei der HPLC-Analytik anfallt, zu vereinfachen und die Analysenzeit
zu verkirzen. Die HPTLC-Densitometrie bietet sich an, da die lipophilen Inhaltsstoffe, die in
CO,-Extrakten enthalten sind, zusammen mit dem FlieBmittel bis zur FlieBmittelfront laufen.
Die Probe kann direkt in Methanol geldst und unfiltriert verwendet werden, da die lipophilen
Begleitstoffe keine stérenden Effekte auf die quantitative Bestimmung von Harpagosid

ausiben.

Die Durchfiihrung der HPTLC-Densitometrie erfolgt analog der qualitativen DC, da sowohl
FlieBmittel als auch Tauchreagenz in diesem Zuge optimiert wurden. Die Vermessung der
HPTLC-Platte erfolgt mittels eines DC-Scanners, der mit 50 identischen Lichtleitern ausge-
stattet ist. Die Lichtleiter transportieren Licht verschiedener Wellenldange von der Lichtquelle
zur HPTLC-Platte und wieder zuriick zum Dioden-Array Detektor. Eine genaue Beschreibung
des Scanners kann Spangenberg et al. (2000, 2002) entnommen werden. Ein Densitogramm
eines CO,-Extraktes ist in Abb. 4-5 dargestellt.
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Abb. 4-5 HPTLC-Densitogramm eines Harpagophytum-CO;-Extraktes; 1-Zucker,
2-Harpagid, 3-2-Phenylethylderivat, 4-Harpagosid, 5-lipophile Bestandteile

Die Kalibrierung des Systems flhrt zu einer polynomischen Kalibrierfunktion (Abb. 4-6). Die
Berechnung der Kalibrierdaten (Tab. 4-2, S. 30) erfolgt nach Gottwald (2000) und Sachs
(2000). Der zugehorige Residuenplot ist in Abb. 4-7 dargestellt. Auf jede HPTLC-Platte
werden mehrere Standardkonzentrationen alternierend zu den Extraktproben aufgetragen.
Daraus wird fur jede Platte eine individuelle Kalibrierung erstellt, um die Unterschiede, die
die einzelnen Platten aufweisen kdnnen, zu eliminieren. Die internen Plattenkalibrierungen

stimmen mit der zuvor durchgefiihrten Methodenkalibrierung tberein.
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Abb. 4-6  HPLC-Kalibrierung fiir Harpagosid; L] Messwerte (n = 6), —— Regressions-
gerade, 95 % Konfidenzintervall (10fach aufgeweitet)
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Abb. 4-7  Residuenplot der HPTLC-Kalibrierung von Harpagosid

Die Validierung dieser Methode wird, wie in Kap. 4.1.4 beschrieben, durchgefiihrt. Die
statistischen Daten sind in Tab. 4-4 zusammengestellt und die Rohdaten kénnen aus Kap. 11.3

entnommen werden.

Tab. 4-4  Statistische Daten zur Validierung der HPTLC-Methode von Harpagosid

rel. Standard-

Parameter Sollioc/?jhalt I?;r;}z/elrcl)téartri](lj]n abwc[ag/(;]hung Wiet;i:{;i{l;)l]mgs_

Systemprazision 14,98 (n = 6) 1,91

Methodenprazision ca. 18 (n = 18) 3,4

Wiederfindung 90,00 15,73 1,94 101,48
110,00 18,70 1,30 98,89
120,00 20,24 1,72 98,12

Bestimmungsgrenze 8,748

Nachweisgrenze 2,593

Reinheit Match-Faktor: 968

4.1.6  Vergleich der quantitativen Bestimmungsmethoden

Funfzehn unterschiedlich hergestellte CO,-Extrakte werden auf ihren Harpagosidgehalt unter-
sucht. Dazu wird sowohl die HPTLC- als auch die HPLC-Methode herangezogen. Da die
Ergebnisse der HPTLC-Bestimmung, im Vergleich zu den Daten der HPLC-Bestimmung,

tendenziell geringere Werte ergeben (Abb. 4-8), werden beide Methoden auf statistische
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Signifikanz untersucht. Der F- und t-Test auf einem Signifikanzniveau von 99 % zeigen
keinen statistisch signifikanten Unterschied beider Analysenmethoden. Demzufolge kénnen
beide Quantifizierungsmethoden als gleichwertig angesehen und fur die Routineanalytik ein-
gesetzt werden.

35

L HPTLC EHPLC

Harpagosidgehalt [%0]

unterschiedliche CO,-Extrakte

Abb. 4-8  Vergleich der quantitativen Ergebnisse der HPLC- und der HPTLC-Analytik
unterschiedlich hergestellter CO,-Extrakte

Die Gleichwertigkeit der quantitativen HPLC- und HPTLC Bestimmung gilt nicht nur fur
Extrakte von Harpagophytum procumbens, sondern wird in der Literatur auch fir Extrakte
aus Caulophyllum thalictroides (Woldemariam et al., 1997), Malva Silvestris (Farina et al.,
1995) und Aesculus hippocastanum (Kockar et al., 1994) beschrieben. Die HPTLC-Densito-
metrie ist flir komplexe Proben, wie beispielsweise Pflanzenextrakte, eine geeignete Ana-
lysenmethode, da sie einfach und schnell durchfiihrbar ist und zugleich prazise Ergebnisse
liefert. Dies gilt auch fur den Nachweis von Verunreinigungen (Tomankova und Sabartova,
1990a) sowie geringer Mengen von Abbauprodukten (EI-Gindy et al., 2001; Tomankova und
Sabartova, 1990b) synthetischer Substanzen.

4.1.7  Zusammenfassung

Die pharmakologisch interessanten Inhaltsstoffe der Harpagophytum Extrakte konnen durch
dunnschichtchromatographische Trennung qualitativ erfasst werden. Um die enthaltenen, sehr
polaren Kohlenhydrate identifizieren zu kénnen, muss auf eine andere DC-Methode zuruck-
gegriffen werden. Die Leitsubstanz Harpagosid lasst sich durch zwei verschiedene Verfahren
quantifizieren. Die HPLC Methode, die auf der Vorschrift der Ph. Eur. 5 beruht, muss auf-
grund der Extraktzusammensetzung der CO,-Extrakte modifiziert werden. Die Optimierung
der Probenaufbereitung fihrt zur Filtration der lipophilen Bestandteile vor Injektion in das
HPLC-System. Die HPTLC-Densitometrie wird im Hinblick auf die FlieBmittelzusammen-
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setzung und das Tauchreagenz optimiert. Die Banden des Extraktes kdnnen mit Hilfe eines
DC-Scanners vermessen und quantifiziert werden. Der Vergleich der Ergebnisse beider
analytischer Methoden zeigt, dass kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen beiden
Verfahren besteht.

4.2 Analytik der Inhaltsstoffe von Aesculus hippocastanum

Die Identitéatspriifung von Hippocastani semen erfolgt nach DAB (2004) mittels Dinnschicht-
chromatographie, die mit der Oberphase der Mischung Eisessig/Wasser/1-Butanol (10/40/50,
VIVIV) als FlieBmittel durchgefuhrt wird. Da die Zusammensetzung der Oberphase tempe-

raturabhangig ist, erscheint dieses Fliemittel fur quantitative Bestimmungen wenig geeignet.

Zur quantitativen Bestimmung des Aescins wird nach DAB (2004) eine kolorimetrische
Methode mit Eisen-IlI-chlorid als Farbreagenz eingesetzt, die eine quantitative Abtrennung
polarer Begleitstoffe erfordert. Dies fihrt zu aufwendigen Reinigungsschritten. Aus diesem
Grund wurden in der Vergangenheit zahlreiche Versuche unternommen, die Inhaltsstoffe von
Aesculus hippocastanum durch andere Verfahren zu quantifizieren. Wagner et al. (1985) be-
schreiben eine isokratische HPLC-Methode mit 35 % Acetonitril/Wasser und einem Zusatz
von 1 % Phosphorséaure als FlieBmittel. Um eine gute Trennung der Extraktivstoffe zu er-
zielen, ist eine Vorreinigung der Extrakte erforderlich. Die Filtration durch RP18-Material
gewabhrleistet eine ausreichende Eliminierung unerwiinschter Begleitstoffe. Die resultierenden
Chromatogramme stimmen zwar qualitativ gut Uberein, zeigen quantitativ aber Unterschiede.
Diese beruhen auf unterschiedlichen Gehalten angelika- und tiglinhaltiger Saponine, die ver-
schiedene Extinktionskoeffizienten besitzen. Um dieses Problem zu umgehen, werden die
Proben einer alkalischen Hydrolyse unterzogen und uber RP18-Material gereinigt. Die
resultierende Analysenldsung wird in einem HPLC-System mit Acetonitril/\Wasser/Phosphor-
séure als FlieBmittel und einem Gradientenprogramm quantifiziert. Burnouf-Radosevich und
Delfel (1986) beschreiben eine HPLC Quantifizierung von Triterpensaponinen ohne vor-
herige Derivatisierung. Ein Zusatz von TFA (Trifluoressigsaure) vermeidet die lonisation der
Saponincarboxylgruppe, so dass eine Peakverbreiterung (Tailing) verhindert wird. Das ver-
wendete Gradientenprofil ermoglicht eine héhere Selektivitdt im RP-System. Pietta et al.
(1989) entwickeln eine isokratische Methode mit einem Fliemittel vom pH-Wert 3,5, das aus
Acetonitril/Wasser/20%ige Phosphorsaure (33,5/66,5/0,1, V/VV/V) besteht. Der niedrige pH-
Wert verhindert das Tailing der Peaks, so dass die Hauptsaponine im Extrakt der Rosskastanie
gut basisliniengetrennt quantifiziert werden kénnen. Eine Optimierung der zu verwendenden

HPLC-Saule wird von Apers et al. (2000) durchgefiihrt. Die Untersuchung verschiedener
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Saulen mit unterschiedlichen FlieBmitteln zeigt eine deutliche Verbesserung der Peakschérfe
durch Verwendung einer Saule, die zwischen der Silica- und der RP-Schicht eine weitere
hydrophile Schicht besitzt. Diese Zwischenschicht geht Interaktionen mit hydrophilen
Substanzen ein, so dass die Trennscharfe der Peaks deutlich verbessert wird.

Die HPTLC-Densitometrie von Saponinen wird bereits 1975 von Franck beschrieben. Die
Untersuchung mit butanolhaltigem FlieSmittel umfasst ausschlielflich eine Variation ver-
schiedener Detektionsreagenzien. Glasl und lhrig (1984) verwenden das butanolhaltige
FlieBmittel des DAB. Die Detektion erfolgt mit konzentrierter Schwefelséure bei 110 °C.
Nach der densitometrischen Vermessung der DC-Platte zeigen die Ergebnisse keine Unter-
schiede zur kolorimetrischen Methode. Renger (1990) verwendet zur HPTLC-Densitometrie
der Aesculus-Saponine n-Propanol/Ethylacetat/Wasser (4/3/3, V/IV/IV) als Flielmittel. Nach
der Entwicklung wird die Platte in einer methanolischen Eisen-11I-chlorid-Losung getaucht.
Eine Variation dieses Verfahrens stellt die Vermessung der HPTLC-Platte ohne vorangehende
chemische Derivatisierung dar. Direkt nach der Entwicklung wird die HPTLC-Platte bei
212 nm vermessen (Costantini, 1999). FlieRmittel, die Chlorkohlenstoffe enthalten, zeigen
eine gute Trennung des Aescins von anderen Begleitstoffen. Wahrend Vanhaelen und
Vanhaelen-Fastre (1983) mit 1,2-Dichlorethan/Ethanol/Methanol/Wasser  (50/20/20/6,
VIVIVIV) arbeiten, verwenden Uberti et al. (1989) Chloroform/Methanol/ Wasser (64/50/10,
VIVIV). Die Tauchreagenzien sind leicht unterschiedlich zusammengesetzt, wobei beide
Vanillin/Schwefelséure enthalten. Aescin kann mittels dieser Methoden identifiziert und mit
hoher Prézision quantifiziert werden. Aufgrund der hohen Genauigkeit HPTLC-densito-
metrischer Verfahren, wird im Folgenden der Aescingehalt der CO,-Extrakte mit Hilfe einer
HPTLC-Methode ermittelt.

4.2.1  Qualitative Dunnschichtchromatographie von Aescin

Die qualitative DC wird mit Chloroform/Methanol/Wasser (64/50/10, V/V/V) als FlieBmittel
durchgefiihrt. Dieses FlieBmittel weist eine gute Trennung der Extraktbestandteile auf, wobei
sich das Aescingemisch nicht in seine Einzelbestandteile auftrennt (Abb. 5-14). Das
Detektionsreagenz Vanillin/Schwefelsaure lasst Aescin als blau-grauen Fleck erscheinen,
wahrend die anderen Extraktbestandteile Giberwiegend griin geférbt sind. Durch die eindeutige
Trennung kann Aescin mit Hilfe der Referenzsubstanz gut identifiziert werden. Die lipophilen
Begleitsubstanzen laufen mit dem FlieRBmittel an die Front und weisen einen RWert von 1
auf. Weitere lipophile Substanzen findet man bei geringfiigig kleineren R-Werten. Aescin

weist einen R-Wert von 0,39 auf. Polarere Extraktivstroffe in hohen Konzentrationen sind bei



38 4 Analytik der Drogeninhaltsstoffe

R¢#Werten von 0,28, 0,19 und 0,08 zu finden. Diese Substanzen sind sowohl in CO,-Extrakten
als auch in Handelsextrakten enthalten, wobei der Handelsextrakt frei von lipophilen Sub-
stanzen ist. Dafiir enthélt der Handelsextrakt sehr polare Inhaltsstoffe, die einen R-Wert von
0,05, 0,03 und O besitzen. Diese Substanzen sind in CO,-Extrakten in verndchléassigbarer
Menge oder gar nicht vorhanden.

4.2.2  Quantitative Dunnschichtchromatographie von Aescin

Die quantitative Bestimmung von Aescin erfolgt mittels HPTLC-Densitometrie. Die Methode
beruht auf Arbeiten von Uberti et al. (1989) unter Modifizierung des Tauchreagenzes. Nach
Losen der Proben werden diese direkt und mit dem Standard alternierend auf die Platte auf-
getragen. Die Standardldsungen werden nach dem Vermessen zu einer internen Platten-

kalibrierung benutzt, die mit der zu Beginn erstellten Methodenkalibrierung tibereinstimmt.

CO,-Extrakte zeigen einen basisliniengetrennten Aescin-Peak im Densitogramm (Abb. 4-9),

der mit hoher Reproduzierbarkeit und Prézision quantifiziert werden kann.
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Abb. 4-9  HPTLC-Densitogramm eines Aesculus-CO,-Extraktes.
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Die Methodenkalibrierung der HPTLC-Densitometrie von Aescin erfolgt mit Hilfe einer
Aescin-Referenzsubstanz, deren Konzentration in der Losung gegen die resultierenden
Peakflachen aufgetragen wird. Die Kalibrierfunktion ist in Abb. 4-10 und der zugehérige
Residuenplot in Abb. 4-11 dargestelit.
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Die statistischen Daten der Methodenkalibrierung sind in Tab. 4-5 zusammengestellt,

wahrend die Rohdaten im Anhang (Kap. 11.4) eingesehen werden kénnen.

Tab. 4-5 Kalibrierdaten der HPTLC-Gehaltsbestimmung von Aescin

Parameter HPTLC Aescin
Messbereich [mg/100 ml] 12,15-121,50

Anzahl der Konzentrationen 6

Zahl der Wiederholungsmessungen 6

Datenschwerpunkt X=62,78 y=401,1
Korrelationskoeffizient 0,9992
Reststandardabweichung 9,246
Verfahrensstandardabweichung 1,6292

relative Verfahrensstandardabweichung 2,60 %

Kalibrierfunktion f(x) = 5,675x + 45,201

Die Validierung der HPTLC-densitometrischen Quantifizierungsmethode von Aescin wird,
wie in Kap. 4.1.4 beschrieben, durchgefiihrt. Die statistischen Daten sind in Tab. 4-6 und die
Rohdaten in Kap. 11.4 aufgefuhrt.

Tab. 4-6  Statistische Daten zur Validierung der HPTLC-Methode von Aescin

rel. Standard-

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

Systemprézision 111,65 (n = 6) 0,31

Methodenprazision ca. 135 (n=18) 6,30

Wiederfindung 90,00 47,86 1,29 100,08
109,15 57,57 2,59 99,29
118,30 63,47 3,22 101,00

Bestimmungsgrenze 6,022

Nachweisgrenze 1,7142

Reinheit Match-Faktor: 914




5. OPTIMIERUNG DER EXTRAKTIONSBEDINGUNGEN

5.1 Extraktionen der sekundaren Wurzeln von Harpagophytum procumbens

Handelsubliche Extrakte aus den sekundaren Wurzeln der Teufelskralle werden entweder mit
Wasser oder waéssrig-ethanolischen Lésungen hergestellt. Die Ethanolkonzentrationen betra-
gen 30 % (m/m), 40 % (V/V) oder 60 % (V/V), wobei letzteres das géngigste Extraktions-
mittel ist. Diese durch Mazeration oder Perkolation hergestellten Extrakte erreichen einen
maximalen Harpagosidgehalt von 2,5 %. Die Hauptbestandteile des Extraktes sind Kohlen-

hydrate, wie zum Beispiel Stachyose oder Raffinose.

Eine Erh6hung des Harpagosidgehaltes kann Chrubasik (1996) erreichen. Ein Extrakt, herge-
stellt mit heiBem Wasser, wird Uber ein nicht-ionogenes Adsorptionsharz, wie beispielsweise
Polyethylen, Polypropylen oder Divinylbenzol-Styrol, geleitet. Die wirksamen Bestandteile
werden am Harz adsorbiert, das zunéchst mit Wasser gewaschen wird. Der Durchlauf, der
verschiedene Zucker und Mineralien enthalt, wird verworfen. Die gebundenen Wirkstoffe
werden durch Behandlung mit Ethanol oder Methanol von der Harzphase eluiert. Der mit
wirksamen Bestandteilen angereicherte alkoholische Extrakt wird bei vermindertem Druck
und Temperaturen unter 30 °C vom Ldsungsmittel befreit. Die anschlieBende Trocknung
erfolgt mittels Lyophilisation. Durch diese Herstellungsmethode kann ein Droge-Extrakt-

Verhaltnis von 20:1 bei einem Harpagosidgehalt von 20 % erreicht werden.

Eine weitere Optimierung wird von Stumpf et al. (1997) beschrieben. Die gemahlene Droge
wird mit 20%igem Ethanol versetzt und der resultierende Extrakt wird durch Abdampfen des
Losungsmittels aufkonzentriert. Das Konzentrat wird mit unverdiinntem Ethanol oder anderen
kurzkettigen (C1-C4) Alkoholen oder Ketonen bei Raumtemperatur geriihrt. Dabei féllt ein
uberwiegend aus Kohlenhydraten bestehender Niederschlag aus, der abgetrennt und ver-
worfen wird. Die Uberstehende klare Ldsung, die antiphlogistische Eigenschaft besitzt, wird

getrocknet und enthalt mindestens 5 % Harpagosid.

Eine Extraktion mit tberkritischem CO, liefert Extrakte mit einem Harpagosidgehalt bis zu
10 % (Wheatley et al., 1998). Geschnittene Droge wird bei einem CO,-Massenfluss von
2 ml/min mit einem Gemisch aus uberkritischem CO, und 10 % (m/m) Ethanol als Schlepp-
mittel extrahiert. Die Untersuchung der Auswirkung unterschiedlicher Schleppmittelkon-
zentrationen zeigt, dass die hochste untersuchte Konzentration von 10 % die grof3te Harpago-
sidausbeute liefert. Der optimale Extraktionsdruck liegt bei 276 bar und einer Temperatur von
41 °C.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass der mit unterschiedlichen Verfahren erzielte
Harpagosidgehalt in Extrakten bisher bei maximal bei 5-10 % liegt.

5.1.1  Untersuchung des Einflusses verschiedener Extraktionsbedingungen

Ziel der Optimierung der Extraktionsparameter ist eine Anreicherung der wirksamkeits-
bestimmenden Substanzen im Extrakt. Im Falle von Harpagophytum procumbens handelt es
sich dabei um die Leitsubstanz Harpagosid. Des weiteren ist flr eine gute pharmakologische
Wirkung die chemische Gesamtzusammensetzung des Extraktes wichtig, die mittels fraktio-
nierter CO,-Extraktion erreicht wird. Das Extraktionsverfahren besteht aus einer VVorextrak-
tion und einer Hauptextraktion. Die Vorextraktion dient dazu, unerwinschte Substanzen, die
sich in der Droge befinden, zu entfernen. Der anschlieBende Extraktionsschritt liefert den
Hauptextrakt, der mit pharmakologisch wirksamen Substanzen angereichert ist. Dabei wird
der Extrakt im Hinblick auf den relativen und absoluten Harpagosidgehalt optimiert. Der
relative Gehalt bezieht sich prozentual auf die Extraktausbeute. Der absolute Gehalt gibt die

gesamte Menge Harpagosid an, die extrahiert wird.

Sowohl die Vor- als auch die Hauptextraktion unterliegen dem Einfluss mehrerer Extraktions-
parameter, wie Druck, Temperatur, Schleppmittelart sowie der Schleppmittelkonzentration.
Eine weitere wichtige EinflussgroRe ist das Phasengebiet, in dem die Extraktion durchgefiihrt
wird, das heif3t, ob sich das CO,/Schleppmittelgemisch im Gberkritischen oder unterkritischen
Zustand befindet. Weiterhin beeinflusst die Partikelgro3e der Droge die Extraktion und die
Extraktausbeute. Die genannten EinflussgroRen werden im Folgenden, wenn nichts anderes
angegeben ist, mit 220 g pulverisierter, granulierter Teufelskrallenwurzel untersucht (Kap.
5.1.2).

5.1.1.1 Vorextraktion

Die Vorextraktion dient der Entfernung lipophiler Bestandteile. Da die lipophilen Substanzen
als unwirksam gelten, sollen sie mdglichst quantitativ im Vorextraktionsschritt eliminiert

werden.

Die Extraktionen kdnnen sowohl im Uberkritischen als auch im unterkritischen Bereich
durchgefiihrt werden. Der unterkritische Bereich Dbesteht aus einer gasférmigen
CO,/Schleppmittel-Phase, deren Hauptbestandteil CO; ist. Die fliissige Schleppmittel/CO,-
Phase besteht groltenteils aus fliissigem Schleppmittel (Kap. 2.2.2). In Summe betrachtet, ist
das unterkritische Phasengebiet, selbst bei Einsatz lipophiler Schleppmittel, durch die fllssige

Komponente zu hydrophil, um die unerwiinschten lipophilen Substanzen vollstdndig aus der



5 Optimierung der Extraktionsbedingungen 43

Teufelskrallenwurzel zu entfernen. Demzufolge werden alle weiteren Vorextraktionen im

uberkritischen Bereich durchgefihrt.

Einfluss des Schleppmittels

Vorextraktionen mit reinem tberkritischem CO, fuhren zur alleinigen Isolierung lipophiler
Bestandteile. Polarere Substanzen, wie die Leitsubstanz Harpagosid, werden nicht mitextra-
hiert (Abb. 5-1, Bande 1). Reine CO,-Extraktionen lber zwei beziehungsweise funf Stunden
reichen nicht aus, um die lipophilen Substanzen vollstandig herauszulésen. Aus diesem
Grunde muss die Elutionskraft des Extraktionsmittels erhoht werden, damit die Menge extra-
hierter lipophiler Bestandteile ansteigt. Die hohere Elutionskraft erreicht man durch Zusatz
von Schleppmitteln. Das Schleppmittel sollte lipophilen Charakter haben, so dass n-Butanol,
n-Propanol und zum Vergleich auch das polare Ethanol verwendet werden. Alle drei
Schleppmittel werden in unterschiedlichen Mengen und Konzentrationen dem Uberkritischen
CO, zugesetzt. Um den wahrend der Vorextraktion auftretenden ,Verlust“ an wertbe-
stimmenden Inhaltsstoffen zu erfassen, wird der Harpagosidgehalt der VVorextrakte bestimmt.
Die Versuchsbedingungen und die Ergebnisse sind in Tab. 5-1 angegeben.

Tab. 5-1  Schleppmittelkonzentration unterschiedlicher Vorextraktionen im iiberkritischen
Bereich (200 bar/40 °C) bei einem CO,-Massenfluss von 8 kg-h”

Schleppmittel Menge Zudosierungs- Konzentration im  Harpagosidgehalt
geschwindigkeit Extraktionsmittel im Vorextrakt
Ethanol 0,21 0,51/h 6 % 1,8 %
0,31 1,2 1/h 12 % 6,5 %
n-Propanol 0,21 0,51/h 6 % 1,7%
051 1,21/h 12 % 59 %
0,31 1,41/h 14 % 4,1 %
n-Butanol 0,21 0,51/h 6 % 1,5%
051 1,21/h 12 % 4,6 %
0,31 1,4 1/h 14 % 3,7%

Im Vergleich zu reinem CO; steigt die Elutionskraft der CO,/Schleppmittel-Gemische stark
an, so dass Harpagosid bereits wéhrend der VVorextraktion zum Teil extrahiert wird (Tab. 5-1).
Die Ausbeuten sind allerdings so gering, dass die absolut extrahierte Harpagosidmenge
gegeniliber dem Hauptextrakt verschwindend gering ist (Abb. 5-9).
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Abb. 5-1 zeigt die dunnschichtchromatographische Auftrennung der Vorextrakte. Die Haupt-
bestandteile der Extrakte sind lipophile Substanzen, die mit der FlieBmittelfront wandern. Die
geringe Losungskraft von reinem CO; ist deutlich zu erkennen. Die extrahierte Menge der
lipophilen Bestandteile ist mit den Schleppmitteln n-Propanol und n-Butanol wesentlich
groRer, wobei n-Propanol das Optimum darstellt.

T me.
-

Ethanol n-Propanol n-Butanol
<€ > €

€
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1-CO, 4 - COy/n-Propanol 6 % 7 - COy/n-Butanol 6 %
2 - CO,/Ethanol 6 % 5- COy/n-Propanol 14 % 8 - CO,/n-Butanol 14 %
3 - CO/Ethanol 12 % 6 - CO2/n-Propanol 12% 9 - CO,/n-Butanol 12 %

10 - Harpagosid

Abb. 5-1  Vorextraktion mit unterschiedlichen Schleppmitteln bei 200 bar/40 °C

Sowohl auf der DC-Platte als auch in Tab. 5-1 erkennt man eine vermehrte Extraktion von
Harpagosid mit steigender Polaritat des Schleppmittels. Dabei ist die absolute Menge an
Schleppmittel ein wichtiger Faktor in Bezug auf den relativen Harpagosidgehalt im Extrakt.
0,5 I n-Propanol ergeben bei einer Zudosierungsrate von 1,2 I/h eine Konzentration von 12 %
im Uberkritischen CO,, wahrend 0,3 |, die dem System schneller zugefiihrt werden (1,4 1/h),
eine hohere Konzentration von 14 % ausmachen. Die grof3ere n-Propanolmenge von 0,5 | ist
trotz kleinerer Konzentration im CO; besser in der Lage Harpagosid und andere polare Sub-
stanzen zu l6sen (Abb. 5-1, Bande 5, 6). Dies gilt fur alle Schleppmittelextraktionen, wobei

mit abnehmender Polaritét eine geringere Extraktion hydrophiler Substanzen beobachtet wird.

Alle weiteren Vorextraktionen werden bevorzugt mit 6 % (m/m) n-Propanol im (ber-
kritischen Bereich bei 200 bar und 40 °C durchgefunhrt.
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5.1.1.2 Hauptextraktion

Der zweite Extraktionsschritt dient der Anreicherung pharmakologisch wichtiger Substanzen.
Dazu soll der Harpagosidgehalt und die Extraktausbeute optimiert werden.

Da sich die polaren, pharmakologisch interessanten Substanzen nicht mit reinem CO, extra-

hieren lassen (Kap. 5.1.1.1), werden die folgenden Extraktionen mit Ethanol als Schleppmittel
in hoher Konzentration durchgefihrt.

Einfluss des Extraktionsdruckes im iiberkritischen Bereich

Die Abhéangigkeit des Harpagosidgehaltes und der Extraktausbeute vom Extraktionsdruck
wird bei 200, 300 und 400 bar mit geschnittener Droge untersucht. Die Ergebnisse sind in
Abb. 5-2 dargestellt.

Harpagosidgehalt B Extraktausbeute

Harpagosidgehalt [%6]
Extraktausbeute [%6]

200 300 400

Druck [bar]

Abb. 5-2  Abhdngigkeit des Harpagosidgehaltes (n = 6) und der Extraktausbeute (n = 2)
vom Extraktionsdruck. Die geschnittene Droge wird bei einem Massenfluss von
8 kg'h™" und einer Temperatur von 40 °C extrahiert.

Steigender Extraktionsdruck im tberkritischen Bereich hat keine Auswirkung auf die Extrakt-
ausbeute, flhrt aber zu leicht hdheren Harpagosidgehalten. Mit 200 bar hergestellte Extrakte
enthalten 8 % Harpagosid. Eine Erhdhung des Extraktionsdruckes auf 300 bar, lasst den Har-
pagosidgehalt im Extrakt um ca. 1 % ansteigen. Eine weitere Steigerung des Extraktions-
druckes fuhrt zu keiner weiteren Erhohung des Harpagosidgehaltes. Die Losungskapazitét
uberkritischer Gase hangt von deren Dichte ab, die eine Funktion von Druck und Temperatur
ist. Der kritische Punkt eines CO,/Ethanol-Gemisches bei 40 °C liegt ungefahr bei 80 bar. In
diesem Bereich ist der Dichteeinfluss am gréfiten und es kommt zu einer sprunghaften Ver-

anderung der Losungskapazitat. Bei Driicken grofRer 100 bar verandert sich die Dichte nur
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geringfugig. Die Dichte bei 200 bar betrégt 874 kg/m3. Sie steigt bei einem Druck von 400 bar
bis zu 945 kg/m3 an. Dabei bleibt die Lésungskapazitit nahezu konstant. Demzufolge hangt
die Loslichkeit hydrophiler Substanzen nicht von der Dichte, sondern von zwischenmole-
kularen Kréften und der Polaritdt des Lodsungsmittels ab. Da sich die Polaritdt von
CO,/Schleppmittel-Gemischen im berkritischen Bereich mit steigendem Druck nicht veran-

dert (Abb. 7-3), steigt auch der Harpagosidgehalt nicht weiter an.

Einfluss der Extraktionstemperatur im iiberkritischen Bereich

Der Einfluss der Extraktionstemperatur wird sowohl an geschnittener als auch pulverisierter,
granulierter Droge bei 200 bar untersucht. Tab. 5-2 gibt die Ergebnisse wieder.

Tab. 5-2  Abhdngigkeit der Ausbeute und des Harpagosidgehaltes von der
Extraktionstemperatur; Extraktionsdruck 200 bar, CO>-Massenfluss 8 kg-h™!

geschnittene Droge pulverisierte granulierte Droge
Temperatur 40 °C 60 °C 40 °C 60 °C
Extraktausbeute [%] 0,76 0,98 1,77 2,52
relativer Harpagosidgehalt 733 84 29.16 25 16
im Extrakt [%] ' ’ ' ’
absoluter Harpagosidgehalt

0,38 0,50 1,14 1,42

im Extrakt [g]

Wie bei der Untersuchung des Extraktionsdruckes dargestellt, &ndert sich die Dichte der
CO,/Schleppmittel-Gemische bei Driicken gréRer 100 bar nur geringfiigig. Die Dichte bei
200 bar/40 °C betragt 857 kg/m? und verringert sich bei 200 bar/60 °C auf 815 kg/m3. Diese
Abnahme ergibt sich aus der Erhohung der Temperatur, die aber keinen Einfluss auf die
Losungskapazitat hat. Dennoch bewirkt eine Temperaturerhéhung eine Steigerung der Aus-
beute sowie des Harpagosidgehaltes. Der Harpagosidgehalt steigt sowohl bei der geschnit-
tenen als auch bei der pulverisierten granulierten Droge um 25-30 % an. Die verbesserte Los-
lichkeit resultiert aus einer Erhéhung des Dampfdruckes von Harpagosid, das dadurch leichter
fluchtig wird. Dies kdnnen Reverchon et al. (1993b) durch die Loslichkeit von Cyg-n-Alkanen
belegen. Die Extraktion der Alkane mit reinem CO, fiihrt bei erhdhter Temperatur zu einer
Verdreifachung der Loslichkeit und ist aufgrund der konstant gehaltenen Dichte des CO, auf
eine Erhohung der Fliichtigkeit der Alkane zurtickzufiihren. Des weiteren kann dieser Effekt
auf intermolekulare Wechselwirkungen zurlckzufiihren sein, die aufgrund einer erhohten

Molekilbeweglichkeit schwacher werden, woraus eine erhohte Loslichkeit resultiert. Die
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erhdhte Extraktausbeute kann somit durch die Verbesserung der Loslichkeit aller Inhaltsstoffe
erklart werden.

Einfluss von Extraktionsdruck und -temperatur im unterkritischen Bereich

Alle unterkritischen Extraktionen liefern einen relativen Harpagosidgehalt von ca. 22 + 3 %
(Abb. 5-3). Sie unterscheiden sich allerdings in der Ausbeute. Extrakte bei 80 bar/60 °C und
100 bar/70°C zeigen eine deutlich hohere Ausbeute im Vergleich zu anderen Extrakten (Abb.
5-3). Das unterkritische Extraktionsmittel besteht aus einer fliissigen und einer gasformigen
Phase, wobei die flissige Phase fir die Hydrophilie und die Losungskapazitat verantwortlich
ist. Das Verhaltnis flissiger zu gasférmiger Phase kann dabei sehr unterschiedlich sein (Kap.
2.2.2). Abb. 5-4 zeigt die unterschiedlichen Mengenverhaltnisse der Flissigkomponente bei
verschiedenen Extraktionsdriicken und -temperaturen. Es ist deutlich zu erkennen, dass bei
100 bar/60 °C (l,) die flissige Komponente einen geringeren Anteil aufweist als bei
80 bar/60 °C (l;), wéhrend sich die Anteile der flissigen Phase bei 100 bar/60 °C (I2) und
100 bar/70 °C (I3) kaum unterscheiden. Die Extraktionsmittel mit groBem Anteil fllssiger
Komponente, liefern demzufolge Extrakte mit hoher Ausbeute. Die Elutionskraft fur polare
Substanzen ist groRer und die Extraktausbeute steigt an. Die Extrakte mit geringerer Gesamt-
ausbeute entstehen beim Einsatz von Extraktionsmitteln mit kleinerem Anteil der Flissig-
komponente. Da die absolute Extrakt- und Harpagosidausbeute bei 100 bar/70 °C am grofiten
ist, wird im Folgenden mit diesem Extrakt gearbeitet.

25

20 7

15 7

10 +

Harpagosidgehalt [%6]
[96] a1nagsny

i 0
ar/70 °C

o

60b

8 C 1
70 bar/40 °C 100 bar/60 °C

Abb. 5-3  Abhiingigkeit des Harpagosidgehaltes B (n = 6) und der Extraktausbeute @
(n = 2) von Extraktionsdruck und -temperatur. Die eingesetzte pulverisierte
granulierte Droge wird bei einem Massenfluss von 8 kg-h™ extrahiert.
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Abb. 5-4  Bindre Phasendiagramme CO,/Ethanol in Abhdngigkeit der Temperatur (Daten
aus Suzuki et al., 1990 und Lim et al., 1994) mit Darstellung der Anteile (1;-13)
fliissiger Ethanol/CO;-Phase bei unterschiedlichen Bedingungen.

Einfluss des Schleppmittels

Das verwendete Schleppmittel hat groRen Einfluss auf den Harpagosidgehalt und die Extrakt-
zusammensetzung. Die Schleppmittel n-Propanol und n-Butanol werden aufgrund ihrer
Lipophilie zur Entfernung lipophiler Wurzelbestandteile wahrend der Vorextraktion einge-
setzt (Kap. 5.1.1.1.). Zur Hauptextraktion werden die hydrophilen Schleppmittel Ethanol und
Methanol verwendet, mit dem Ziel hydrophile Inhaltsstoffe im Extrakt anzureichern. Die Ab-
hangigkeit des Harpagosidgehaltes und der Ausbeute von der Art und Menge des Schlepp-
mittels ist in Abb. 5-5 dargestellt. 2 | Schleppmittel Ethanol zeigen eine geringere Elutions-
kraft im Vergleich zur gleichen Menge Methanol. Das hydrophilere Schleppmittel Methanol
ubt groliere zwischenmolekulare Krafte aus als Ethanol. Aufgrund dessen ist die Harpago-
sidausbeute in methanolischen Schleppmittelextrakten groRer. Wird die Schleppmittelmenge
auf 4 | erhoht, weisen beide Schleppmittel die gleiche Elutionskraft fir Harpagosid auf. Bei
einer CO,-Extraktion mit einem Zusatz von 4 | Methanol als Schleppmittel ist der Harpago-
sidgehalt genauso grofl3 wie bei einer CO,/Ethanol-Extraktion. Der Methanolzusatz flihrt zur
Extraktion anderer hydrophiler Begleitstoffe zu Lasten des Harpagosids, was durch die hohere
Ausbeute ersichtlich ist. Da der Harpagosidgehalt mit Methanol als Schleppmittel nicht
wesentlich gesteigert werden kann, werden alle weiteren Extraktionen mit dem weniger

toxischen Schleppmittel Ethanol durchgefihrt.
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Abb. 5-5  Abhdngigkeit des Harpagosidgehaltes (n = 6) und der Extraktausbeute (n = 2)
vom Schleppmittel und der zugefiihrten Schleppmittelmenge. Die geschnittene
Droge wird bei einem Massenfluss von 8 kg'h™, einer Temperatur von 40 °C und
einem Druck von 200 bar extrahiert.

Einfluss der Schleppmittelkonzentration

Die eingesetzte Schleppmittelmenge stellt einen wichtigen Faktor im Hinblick auf den resul-
tierenden Harpagosidgehalt im Extrakt dar (Abb. 5-5). Bei Einsatz geschnittener Droge be-
tragt die absolut extrahierte Menge Harpagosid, mit 2 | Ethanol als Schleppmittel, 337 mg,
was einem relativen Harpagosidgehalt von 8 % entspricht. Die Ausbeute kann unter Einsatz
von 4 | Ethanol verdoppelt werden und betragt 558 mg, entsprechend einem relativen Gehalt
von 10 %. Das gleiche Verhalten zeigt granulierte Droge (Abb. 5-6). Innerhalb von 45 min
wird Uberkritischem CO; das Schleppmittel Ethanol in unterschiedlichen Mengen zugefihrt.
Der Extrakt, hergestellt mit 0,35 | Ethanol, weist zwar einen hohen relativen Harpagosid-
gehalt von 15,6 % auf, die absolut extrahierte Menge Harpagosid betragt allerdings nur
20,3 mg. Erhéht man die Ethanolmenge auf 0,8 |, steigt der relative Harpagosidgehalt um
10 % und die absolut extrahierte Menge steigt auf 189 mg an. Der mit 2 | Ethanol hergestellte
Extrakt hat den gleichen relativen Harpagosidgehalt wie mit 0,8 | Schleppmittel. Die absolute
Harpagosidausbeute betragt allerdings 803,3 mg. Diese Unterschiede sind auf die steigende
Hydrophilie des Extraktionsmittels zurtickzufuhren. Durch die Erh6hung der Schleppmittel-
menge bei gleicher Zudosierungszeit stromt pro Zeiteinheit mehr Ethanol durch das Drogen-
bett. Diese Konzentrationsdnderung des Schleppmittels im CO, fiihrt zu einer verbesserten
Elutionskraft fur hydrophile Substanzen. Eine Konzentrationsanderung kann auch durch eine
verlangerte Zudosierungszeit erfolgen. Da 2 | Ethanol als Schleppmittelzusatz die beste

Harpagosidausbeute ergeben, werden diese durch Anderung der Zudosierungsrate mit unter-
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schiedlicher Geschwindigkeit dem uberkritischen CO, zugefiihrt (Abb. 5-6). Ein Extrakt, der
mit 5 % Ethanol als Schleppmittel hergestellt wird, weist die geringste Ausbeute auf. Im
Gegensatz zu 0,35 | Ethanolzusatz (5 %) sind bei einer zugesetzten Ethanolmenge von 2 |
sowohl die Ausbeute als auch der Harpagosidgehalt deutlich héher. Pro Zeiteinheit wird die
gleiche Menge Extraktionsmittel und somit auch die gleiche Menge Ethanol durch das
Drogenbett geleitet. Bei 2 | Schleppmitteleinsatz ist die Summe des zugefiihrten hydrophilen
Schleppmittels wesentlich héher und die Extraktion dauert langer. Die Gesamtpolaritat wird

dadurch grolRer und es kénnen mehr hydrophile Substanzen extrahiert werden.
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Abb. 5-6  Abhdngigkeit des Harpagosidgehaltes (n = 6) und der Extraktausbeute (n = 2)
von der eingesetzten Schleppmittelkonzentration. Die Schleppmittelkonzentration
ist in Abhdngigkeit der zugefiihrten Menge und der Zudosierungszeit dargestellt.
Die granulierte Droge wird bei einem Massenfluss von 8 kg-h™, einer Temperatur
von 40 °C und einem Druck von 200 bar extrahiert.

Bei einer Konzentrationsédnderung Uber die Zudosierungszeit durchstrémen jeweils 2 |
Schleppmittel das Drogenbett (Abb. 5-6). Dagegen ist die Menge Ethanol, die pro Zeiteinheit
zur Extraktion von Drogeninhaltsstoffen zur Verfligung steht, deutlich unterschiedlich. Bei
5 % Ethanolzusatz zum (berkritischen CO; durchstromen pro Minute 7,75 ml Ethanol das
Drogenbett verglichen mit 44,44 ml/min bei einem Ethanolzusatz von 26 %. Dieser Mengen-
vergleich verdeutlicht den grofRen Hydrophilieunterschied pro Minute. Dies ist der Grund fur
die grollere Harpagosidausbeute bei hohen Schleppmittelkonzentrationen. Der Extrakt, der
mit 2 | Ethanol als Schleppmittel, entsprechend 26 %, hergestellt wird, enthalt im Vergleich
zu anderen Extrakten als einziger alle pharmakologisch wichtigen Substanzen (Abb. 5-7). Da
Acteosid/Isoacteosid in keinem anderen Extrakt vorhanden sind, werden alle weiteren Extrak-
tionen mit CO,/26 % (m/m) Ethanol durchgefihrt.
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Einfluss von tiberkritischem und unterkritischem Extraktionsmittel

Uberkritisches Extraktionsmittel, bestehend aus CO,/Schleppmittel, bildet eine einheitliche
Phase (Kap. 2.2). Diese uberkritische Phase hat trotz hoher Schleppmittelkonzentration
lipophilen Charakter. Dadurch enthalten tberkritische Extrakte einen relativen hohen Anteil
unerwinschter lipophiler Bestandteile. Trotz einer VVorextraktion kdnnen die lipophilen Be-
standteile im ersten Extraktionsschritt nicht quantitativ entfernt werden, so dass diese immer
noch im Hauptextrakt vorkommen (Abb. 5-8). Der Vergleich eines Hauptextraktes ohne Vor-
extraktionsschritt weist allerdings einen wesentlich hoheren lipophilen Anteil auf, als ein
Extrakt mit Vorextraktion. Im Gegensatz zu Uberkritischen Extrakten enthalten unterkritische
Extrakte vernachlassigbar kleine Mengen lipophiler Bestandteile (Abb. 5-8). Dieser Unter-
schied kommt aufgrund der groRReren Hydrophilie des unterkritischen Extraktionsmittels zu-
stande. Durch die flussige Schleppmittel/CO,-Phase (Kap. 2.2.2) ist unterkritisches Extrak-
tionsmedium deutlich hydrophiler als tberkritisches (Abb. 7-3). Die vermehrte Ausbildung
hydrophiler zwischenmolekularer Kréfte sorgt fir eine Reduktion der LOsungskapazitat
lipophiler Substanzen, die nicht mehr eluiert werden koénnen. Durch den gleichzeitigen
Anstieg der Wechselwirkungen zwischen hydrophilen Molekilen in der Droge und dem
Extraktionsmittel, gehen alle hydrophilen Bestandteile aus den Wurzeln der Teufelskralle
vermehrt in das Extraktionsmedium (ber. Saccharose kommt in unterkritischen Extrakten, im
Vergleich zu Uberkritischen Extrakten, in hoherer Konzentration vor. Das Tetrasaccharid
Stachyose ist im unterkritischen Extrakt in geringen Konzentrationen vorhanden, wéhrend die
Substanz mit dem deutlich lipophileren Gberkritischen Extraktionsmittel nicht gelost werden
kann (Abb. 5-8). Des weiteren unterscheiden sich Uber- und unterkritische Extrakte in ihren
Ausbeuten und dem Harpagosidgehalt. Die Daten sind in Tab. 5-3 dargestellt.

Tab. 5-3  Abhdngigkeit der Ausbeute und des Harpagosidgehaltes von tiber- und unter-
kritischem Extraktionsmittel (CO,-Massenfluss 8 kg'h™).

uberkritischer Extrakt unterkritischer Extrakt
200 bar/40 °C 100 bar/70 °C
Extraktausbeute [%] 1,77 4,84
relativer Harpagosidgehalt ) )
im Extrakt [%] 9.16 19.5
absoluter Harpagosidgehalt
1,14 2,13

im Extrakt [g]
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CO,/Schleppmittel

9

lipophile Bestandteile < 200 bar/40 °C

Acteosid/Isoacteosid - Uberkritisch -
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Harpagosid \\

2-Phenylethyl-Derivat R R a—

1 - 26 % Ethanol

Harpagid 2 - 11 % Ethanol
Saccharose 3 -5 % Ethanol
_ T
Raffinose . 4 - Handelsextrakt
/
Stachyose — 1 2 3 4

Abb. 5-7  Abhdngigkeit der CO,-Extraktzusammensetzung von der Schleppmittelkonzen-
tration mit Vergleich des Handelsextraktes. Jeweils 2 | Ethanol werden mittels
der Zudosierungsrate dem tiberkritischen CO, (200 bar/40 °C) in unterschied-
licher Konzentration zugefiihrt.

1 - 200 bar/40 °C (Uberkritisch)

’ ohne Vorextraktion

2 - 200 bar/40 °C (Uberkritisch)
mit Vorextraktion

i . 3 - 100 bar/70 °C (unterkritisch)
SR A — —— mit VVorextraktion

4 - Handelsextrakt
70%iger Ethanol

e 5 - Harpagosid

Abb. 5-8  Vergleich eines Handelsextraktes mit iiber- und unterkritischen CO,-Extrakten im
Hinblick auf die Extraktzusammensetzung. Die Vorextraktionen werden mit 5 %
n-Propanol bei 200 bar/40 °C durchgefiihrt, die Hauptextraktionen mit Schlepp-

mittel Ethanol zu den angegebenen Bedingungen bei einem CO,-Massenfluss von
8 kg
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Durch die vermehrte Extraktion hydrophiler Bestandteile im unterkritischen Bereich, ist die
Extraktausbeute um das 2,5-fache groRer als im Uberkritischen Bereich. Durch die Extraktion
von Kohlenhydraten und anderer hydrophiler Begleitstoffe, ist der relative Harpagosidgehalt
um ca. 10 % kleiner als in Gberkritischen Extrakten. Die absolute Harpagosidausbeute ist
jedoch doppelt so groR.

Der uberkritische Hauptextrakt enthalt zwar geringe Mengen unerwiinschter lipophiler Be-
standteile, fir die bisher keine pharmakologische Wirkung nachgewiesen wurde, hat aber
einen hohen relativen Harpagosidgehalt von 30 %. Unterkritische Extrakte weisen hingegen
einen geringeren relativen Harpagosidgehalt auf, doch aufgrund der hohen Ausbeute ist die
absolute Harpagosidmenge doppelt so grofl3. Die Extrakte enthalten geringe Mengen uner-
winschter Kohlenhydrate, denen entziindungsstimulierende Wirkung nachgesagt wird
(Stumpf et al., 1997). Die Kohlenhydratmenge in CO,-Extrakten ist im Vergleich zum
Handelsextrakt zu vernachlassigen, denn im Handelsextrakt stellen die Kohlenhydrate den
Hauptbestandteil dar (Abb. 5-8). Beide CO,-Extrakte zeigen im Vergleich dazu mindestens
eine zehnfache Erh6hung des Harpagosidgehaltes und eine Anreicherung anderer pharma-
kologisch wichtiger Substanzen. Im Handelsextrakt sind auf3er geringen Mengen Harpagosid

nur Spuren anderer pharmakologisch wirksamer Substanzen enthalten.

51.2 Einfluss des Zerkleinerungsgrades der Droge

Der Einfluss des Zerkleinerungsgrades der Droge auf die Extraktausbeute und den Harpago-
sidgehalt wird an unterschiedlich zerkleinerten und aufbereiteten Drogenmaterialien unter-
sucht. Eine Ubersicht gibt Tab. 5-4.

Tab. 5-4  Partikelgrofse der unterschiedlichen Drogenmaterialien

Drogenmaterial Partikelgrofie
pulverisiert ds0 29,6 um
pulverisiert kompaktiert 2 kN dso 47,6 um
pulverisiert kompaktiert 4 KN dso 626,3 pum
pulverisiert kompaktiert 6 kN dso 966,6 um
pulverisiert granuliert dso 443,4 um

geschnitten 55 % zwischen 250-1400 pm
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Da bei CO,-Extraktionen die Droge wahrend der Extraktion nicht quillt, kann das Extrak-
tionsmittel nur schwer in das Partikelinnere gelangen. Die Hauptextraktionsprozesse finden
somit an der Partikeloberflache durch Abschwemme der Extraktivstoffe statt. Demzufolge
muss eine grofle Drogenoberflache zu hohen Ausbeuten und Extraktivstoffgehalten fiihren.
Diese OberflachenvergrofRerung erfolgt durch Zerkleinerung des Drogenmaterials. Pulveri-
sierte Droge hat die geringste PartikelgroRe. Bei zu kleinen Partikeln fiihrt das Anlegen des
Extraktionsdruckes zu einer starken Verdichtung des Drogenbettes, so dass sich innerhalb der
Extraktionshiilse eine harte S&ule ausbildet. Das Extraktionsmittel kann diese Saule nicht
mehr gleichm&Rig durchstromen und flieBt an der Drogensdule vorbei. Diese Extraktionen
sind nicht reproduzierbar. Groberes, geschnittenes Drogenmaterial liefert zwar reproduzier-
bare Ergebnisse, doch die Extraktausbeute ist mit maximal 1 % unwirtschaftlich. Aus diesem
Grund wird mittels Kompaktierung und Granulierung die PartikelgroRe der pulverisierten
Droge aufgebaut. Walzenkompaktierung mit 2, 4 und 6 kN liefert zwar deutlich groRere
mittlere Partikeldurchmesser, aber der Anteil an sehr feinen Partikeln bleibt bei allen drei
Kompaktierkréaften sehr hoch. Durch diesen hohen Anteil feiner Partikel verdichtet sich das
Drogenbett weiterhin wahrend der Extraktion. Die Sdulen weisen zwar, im Vergleich zu
pulverisierter Droge, eine deutlich geringere Harte auf, aber das Extraktionsmittel kann das
verdichtete Drogenbett nicht durchstrémen. Im Gegensatz dazu liefert die ethanolische
Granulation (Kap. 8.5.2.1) der pulverisierten Droge ein extrahierbares Material, das sich
durch gleichmaliige Partikel mit geringem Feinanteil auszeichnet. Unter Extraktionsbe-
dingungen bleibt das Drogenmaterial flie3fahig und das Extraktionsmittel kann die pulve-
risierte, granulierte Droge gleichméRig durchstromen. Diese Extraktionen liefern Ausbeuten
im Oberkritischen Bereich bis zu 1,9 % mit einem Harpagosidgehalt bis zu 30 %. Im Gegen-
satz dazu liefert geschnittene Droge eine um 50 % kleinere Ausbeute mit einem Harpagosid-
gehalt von 10 %.

5.1.3 Massenbilanz der Extraktionen

Die Massenbilanz stellt die Wiederfindung von Harpagosid im Vor- und Hauptextrakt, sowie
in der extrahierten Droge dar. Dazu wird die Ausgangsdroge vollstandig extrahiert (Kap.
8.4.3.1). Der Harpagosidgehalt dieses Extraktes wird als 100 %-Wert gesetzt. Nach den CO,-
Extraktionen, werden die Harpagosidgehalte der VVor- und Hauptextrakte bestimmt. Die zuge-
horige extrahierte Droge wird analog der Ausgangsdroge vollstandig mit Methanol extrahiert.
In Abb. 5-9 ist die Massenbilanz eines uberkritischen und eines unterkritischen CO,/Ethanol-
Extraktes dargestellt.
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100%
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Uberkritischer Extrakt unterkritischer Extrakt
200 bar/40 °C 100 bar/70 °C
@ Ausgangsdroge [0 Hauptextrakt M Vorextrakt

Abb. 5-9  Wiederfindung von Harpagosid in der extrahierten Droge, dem Vor- und Haupt-
extrakt im iiber- und unterkritischen Bereich.

Andere Extraktionsbedingungen liefern ebenfalls Massenbilanzen mit einer Harpagosid-
Wiederfindung von 100 + 5 %. Die Massenbilanz zeigt deutlich den Unterschied zwischen
Uber- und unterkritischen Extrakten. Bei Uberkritischen Extraktionsbedingungen verbleibt 2/3
des Harpagosids in der Droge, wéhrend bei unterkritischen Bedingungen 2/3 des Harpagosids
im Hauptextrakt zu finden sind. Der extrahierte Harpagosidanteil im Vorextrakt ist vernach-
lassigbar klein. Diese beiden Extrakte sind reprasentativ fiir alle anderen extrahierten und
untersuchten Extrakte, die das gleiche Resultat liefern.

5.1.4  Zusammenfassung

Um einen Harpagophytum-Extrakt zu erhalten, der Uberwiegend wirksamkeitsbestimmende
Substanzen enthalt, muss eine fraktionierte CO,-Extraktion der Droge durchgefuhrt werden.
Im Vorextraktionsschritt werden unerwiinschte lipophile Bestandteile der Droge entfernt. Die
Vorextraktion wird mit CO, und 6 % (m/m) n-Propanol als Schleppmittel im Gberkritischen
Bereich durchgefiihrt. Der geringe Schleppmittelzusatz erhoht die Effektivitat des Extrak-
tionsprozesses fur lipophile Begleitstoffe. Hohere Zusédtze an Schleppmittel bewirken eine
vermehrte Extraktion von Harpagosid bei verminderter Extraktion lipophiler Bestandteile.
Der anschliefende Hauptextraktionsschritt findet mit CO, und Ethanol als Schleppmittel statt.
Ethanol erhoht durch seine Hydrophilie die Gesamtpolaritat des Extrationsmittels und ermdg-
licht somit die Extrahierbarkeit polarer Wurzelbestandteile. 2 | Ethanol als Schleppmittel mit
einer Konzentration von 26 % (m/m) eignen sich zur Anreicherung von Harpagosid und

anderer polarer wirksamkeitsbestimmender Substanzen. Die weitere Prozessoptimierung er-



56 5 Optimierung der Extraktionsbedingungen

fordert eine Abwégung zwischen einem hohen relativen Harpagosidgehalt und der absoluten
Extrakt- und Harpagosidausbeute. Sind hohe Harpagosidgehalte im Extrakt erwiinscht, muss
die Droge im uberkritischen Bereich extrahiert werden. Das uberkritische CO,/Ethanol hat
trotz des hydrophilen Schleppmittels einen leicht lipophilen Charakter, so dass selbst nach
einer Vorextraktion lipophile Wurzelbestandteile im Hauptextrakt erscheinen. Dieser Extrakt
enthalt, auer geringen Mengen Saccharose, keine Kohlenhydrate, denen entziindungs-
stimulierende Wirkung nachgesagt werden, beinhaltet aber alle pharmakologisch wichtigen
Substanzen, wie Harpagosid, Acteosid/lsoacteosid, Harpagid und 2-Phenylethylderivate.
Diese Extrakte haben Harpagosidgehalte bis zu 30 % bei einem Droge-Extrakt-Verhaltnis
(DEV) von 55:1. Variationen von Extraktionstemperatur und —druck zeigen nur geringe
Effekte, so dass sich 200 bar und 40 °C als geeignete Standardbedingung herausgestellt hat.
Wenn hohe Extrakt- und Harpagosidausbeuten erwiinscht sind, missen die Extraktionen im
unterkritischen Bereich ablaufen. Durch die hohe Hydrophilie des Extraktionsmittels werden
keine lipophilen Bestandteile mitextrahiert. Daflir werden alle hydrophilen Wurzelbestand-
teile im Extrakt angereichert. Durch die vermehrte Extraktion von Kohlenhydraten wird der
Harpagosidgehalt auf 20 % zurlickgedrangt. Der Extrakt enthdlt, wie der 0berkritische
Extrakt, alle pharmakologisch wichtigen Bestandteile. Die absolute Extraktausbeute ist jedoch
um das 2,5-fache groRRer, das DEV verbessert sich auf 21:1 und die absolute Harpagosid-
ausbeute verdoppelt sich. Im Bereich der unterkritischen Phase liefern alle untersuchten Be-
dingungen den gleichen Harpagosidgehalt. Die Ausbeute ist vom Verhaltnis flussiger zu gas-
formiger Extraktionsphase abhéngig. Unterkritische Extraktionsmedien, deren Anteil flissiger
Phase deutlich groRer ist als der gasformige Anteil, zeigen hohere Extraktausbeuten. Dabei

hat sich ein Druck von 100 bar mit einer Temperatur von 70 °C als Optimum erwiesen.

Die eingesetzte PartikelgrofRe der Droge ist eine wichtige EinflussgroRe im Hinblick auf die
Extrakt- und Harpagosidausbeute. Geschnittene Droge liefert niedrige, unwirtschaftliche
Ausbeuten, so dass eine OberflachenvergroRerung und demzufolge eine Zerkleinerung der
Droge noétig ist. Pulverisierte Droge ist nicht extrahierbar, da aufgrund der kleinen Partikel
das Drogenbett unter hohem Extraktionsdruck eine harte Saule ausbildet. Die Granulation der
pulverisierten Droge liefert ein Drogenmaterial, das sich durch gute Extrahierbakeit aus-
zeichnet. Im Vergleich zu geschnittener Droge verdoppelt sich die Ausbeute des Extraktes
und der Harpagosidgehalt kann um 20 % gesteigert werden.
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5.2 Extraktion der Samen von Aesculus hippocastanum

Die Monographie von Hippocastani semen ist bisher nur in das Deutsche Arzneibuch 2004
aufgenommen. Gleichzeitig ist dort die Monographie iber einen eingestellten Rosskastanien-
samentrockenextrakt (Hippocastani extractum siccum normatum) zu finden. Dieser Extrakt
wird aus zerkleinerten Rosskastaniensamen mit Ethanol-Wasser-Gemischen oder Methanol-
Wasser-Gemischen hergestellt. Dabei soll der Alkohol-Gehalt bei 40 bis 60 % (V/V) liegen.
Die Droge wird, nach einem in der Monographie ,,Extrakte” (Ph. Eur. 5) beschriebenen Ver-
fahren, extrahiert. Dies konnen sowohl Mazeration als auch Perkolation sein. Der nach Ein-
engung und Trocknung resultierende Trockenextrakt enthalt 16-20 % Triterpenglykoside,
berechnet als Aescin. Handelspréparate enthalten Extrakte, die tiberwiegend mit 50, 60 und
68 % (V/V) Ethanol oder 80 % (V/V) Methanol hergestellt werden (Rote Liste 2004).

Samtliche Studien, die sich mit der Zusammensetzung und der pharmakologischen Wirkung
von Rosskastaniensamenextrakten beschéaftigen, verwenden methanolische Auszige, die mit-
tels Mazeration hergestellt werden. Zur Abtrennung der 6ligen Bestandteile wird der Samen

zuerst mit n-Hexan und anschliel’end mit Methanol (Srijayanta et al., 1999) extrahiert.

Eine Methode zur Isolierung von B-Aescin in einer Reinheit von 95-99,5 % (m/m) beschrei-
ben Alaqui-Ismaili et a. (2001). Dabei werden die Samen der Rosskastanie mit wassrigem
Methanol extrahiert. Danach wird der Riickstand mit Ethanol extrahiert. Der methanolische
und ethanolische Extrakt werden vereinigt und mit einem Kationenaustauscher behandelt. Der
resultierende Extrakt wird vom Alkohol befreit und mit Aceton aufgenommen. Die aceton-
haltige Losung wird so lange abgekdihlt, bis B-Aescin ausfallt, das im letzten Schritt von der

umstehenden Lésung abgetrennt werden kann.

In der Literatur sind bisher keine CO,-Extraktionen von Aesculus hippocastanum beschrieben
worden. Im Folgenden wird der Einfluss unterschiedlicher CO,-Extraktionsparameter auf den

Aescingehalt und die Extraktzusammensetzung untersucht.

5.2.1  Untersuchung des Einflusses verschiedener Extraktionsbedingungen

Die Herstellung von Extrakten aus Rosskastaniensamen mittels CO,-Hochdruckextraktions-
verfahren wird im Hinblick auf die Extraktzusammensetzung und den B-Aescingehalt opti-
miert. Aufgrund vieler unerwiinschter Begleitstoffe, kann eine optimale Extraktzusammen-
setzung nur durch fraktionierte CO,-Extraktion erreicht werden. Jeder Extraktionsschritt
unterliegt dabei dem Einfluss von Extraktionsdruck und —temperatur, sowie der Schlepp-

mittelart und deren Konzentration. Des weiteren wird die Elutionskraft Uber- und unter-
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kritischer Extraktionsmittel untersucht. Dazu wird die Ausbeute hydrophiler Inhaltsstoffe

herangezogen.

5.2.1.1 Vorextraktion

Wie in Kap. 5.1.1.1. fur Harpagophytum procumbens beschrieben, dient die Vorextraktion
auch im Falle von Aesculus hippocastanum zur Entfernung unerwinschter lipophiler Begleit-
stoffe.

Einfluss des Schleppmittels

Die Optimierung der Vorextraktion erfolgt durch Ethanol und n-Propanol in verschiedenen
Konzentrationen. Einen Uberblick gibt Tab. 5-5.

Tab. 5-5  Vorextraktion von Hippocastani semen unter Einsatz von Ethanol und n-Propanol
als Schleppmittel im tiberkritischen Bereich (200 bar/40 °C) bei einem CO;-

Massenfluss von 8 kg-h™
Schleppmittel Menge Zudosierungs- Schleppmittelkonzentration
geschwindigkeit im Extraktionsmittel (m/m)
CO, Dauer: 2 Stunden - -

Ethanol 0,21 0,6 I/h 6 %

0,31 1,31/h 14 %

0,51 1,4 1/h 12 %

n-Propanol 0,21 0,6 I/h 6 %

0,31 1,2 1/h 14 %

0,51 1,25 I/h 12 %

21 2,71/h 28 %

Pharmakologisch wichtige Substanzen werden durch die eingesetzten Extraktionsmittel nicht
mitextrahiert. Der Vorextrakt ist ein hellgelbes Ol, das nach DC-Auftennung nur lipophile
Substanzen ausweist, die sich alle an der FlieBmittelfront befinden. Extraktionen mit dem
polareren Ethanol als Schleppmittel ergeben im Vergleich zu propanolischen Extraktionen
eine um ca. 1 % geringere Ausbeute. Die zweistindige Extraktion mit reinem CO; liefert die
gleiche Ausbeute wie ein Propanolzusatz von 6 %. Da diese Ausbeute durch Erhdhung des
Propanolzusatzes weiter gesteigert werden kann, werden die propanolischen Vorextraktionen
bevorzugt angewendet. Fir unterschiedliche Mengen zugesetzten n-Propanols ergibt sich ein

Optimum. Die erzielte Ausbeute an 6ligem Vorextrakt von 12,1 g (4,0 %) ist bei einem
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Zusatz von 2 | n-Propanol am grof3ten. Mit einem halben Liter n-Propanol wird bereits eine
Ausbeute von 11,3 g (3,8 %) erzielt, so dass die groRere Ausbeute von 12,1 g den Einsatz der
4-fachen Schleppmittelmenge nicht rechtfertigt. Eine Temperaturerhhung von 40 °C auf
60 °C hat keinen Einfluss auf die Extraktausbeute oder die Extraktzusammensetzung. Demzu-
folge werden alle weiteren Vorextraktionen mit 0,5 | n-Propanol (12 %, m/m) durchgefihrt
und mit einer Zudosierungsrate von 1,25 I/h dem Uberkritischen CO, (200 bar/40 °C)

zugesetzt.

5.2.1.2 Hauptextraktion

Wahrend des Hauptextraktionsschrittes sollen die polaren, wirksamkeitsbestimmenden Sub-
stanzen, vornehmlich B-Aescin, in moglichst hoher Konzentration im Extrakt angereichert

werden. Zusétzlich soll ein Optimum an Extraktausbeute erreicht werden.

Wie bereits in Kap. 5.2.1.1 erwéhnt, lassen sich keine polaren Substanzen mit reinem CO,
oder geringen Schleppmittelmengen extrahieren. Die Hauptextraktionen werden wegen der im
Vergleich zu Harpagophytum grofieren Inhaltsstoffe mit sehr polaren Schleppmitteln, bevor-

zugt mit hohen Konzentrationen Methanol, durchgefuhrt.

Einfluss des Extraktionsdruckes im tiberkritischen Bereich

Eine Variation des Extraktionsdruckes im tberkritischen Bereich hat einen geringen Einfluss
auf den Aescingehalt im Extrakt (Abb. 5-10). Im Druckbereich von 100 bis 300 bar steigt der
Aescingehalt um maximal 1 %. Zwischen 200 und 300 bar ist kein Unterschied mehr erkenn-
bar. Dies ist, wie beim Schleppmittel Ethanol (Kap. 5.1.1.2), auf die gleich bleibende Polaritat
des CO,/Methanol-Gemisches zurlckzufihren. Die Ausbeute bewegt sich um 1,9 + 0,1 %,
was ebenfalls mit der konstanten Polaritét des Extraktionsmittels erklart werden kann. Da bei
einem Extraktionsdruck von 200 bar, der Aescingehalt im Extrakt am groften ist, wird

200 bar als Referenzdruck gewabhlt.
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Abb. 5-10 Abhdngigkeit des Aescingehaltes (n = 6) und der Extraktausbeute (n = 2) vom
Extraktionsdruck bei einem Massenfluss von 8 kg-h”.

Einfluss der Extraktionstemperatur im iiberkritischen Bereich

In Abb. 5-11 ist deutlich ein Temperatureinfluss auf den Aescingehalt im Extrakt zu sehen.

Mit steigender Temperatur nimmt der Aescingehalt kontinuierlich ab, wobei die Extraktaus-
beute um einen Wert von 2 £ 0,2 % schwankt.
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Abb. 5-11 Abhdngigkeit des Aescingehaltes (n = 6) und der Extraktausbeute (n = 2) von
der Extraktionstemperatur im tiberkritischen Bereich bei einem Massenfluss

von 8 kg-h'l_
Die Verringerung des Aescingehaltes ist auf eine Abnahme der Polaritat des CO,/Methanol-
Gemisches mit steigender Temperatur zuriickzufiihren. Die Simulationen der Extraktionsvor-
gange mittels Molecular Modelling (Kap. 7) zeigen mit zunehmender Temperatur eine Ab-

nahme des elektrostatischen Loslichkeitsparameters 6g, der aus Dipol-Kréften und H-
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Briicken-Bindungen berechnet wird (Tab. 5-6). Wenn die polaren zwischenmolekularen
Krafte geringer werden, kénnen zwischen Extraktionsmittel und dem polaren B-Aescin nur
unzureichend Anziehungskréafte ausgebildet werden. Dadurch sinkt die Lésungskapazitat und
es wird weniger B-Aescin extrahiert. Die Ausbeute schwankt um 2 %, da zu Lasten des

polaren B-Aescin lipophilere Begleitstoffe durch das unpolarere Extraktionsmittel extrahiert

werden.

Tab. 5-6  Elektrostatischer Loslichkeitsparameter ogy, des Losungsmittelgemisches
CO»/26 % Methanol (m/m) bei 200 bar in Abhdngigkeit von der Temperatur

(Kap. 7).

Temperatur 40 °C 50 °C 60 °C 70 °C
SeL 15,99 15,24 13,91 11,48

Einfluss von Extraktionsdruck und —temperatur im unterkritischen Bereich

Ein Einfluss der Extraktionstemperatur auf den Aescingehalt im unterkritischen Bereich ist im
Gegensatz zum Uberkritischen Bereich kaum erkennbar (Abb. 5-12), da sich innerhalb der
unterkritischen Extraktionsmittel die Polaritdt nicht veréndert (Abb. 7-3). Sowohl bei
70 bar/40 °C als auch bei 90 bar/50 °C und 100 bar/60 °C betragt der relative Aescingehalt
28 + 0,5 %. Die Abnahme des relativen Aescingehaltes bei 100 bar/70 °C beruht auf der ver-
mehrten Extraktion anderer hydrophiler Begleitstoffe, was durch die hohe Ausbeute deutlich
wird.
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Abb. 5-12  Abhdngigkeit des Harpagosidgehaltes (n = 6) und der Extraktausbeute (n = 2)

von Extraktionsdruck und -temperatur im unterkritischen Bereich bei einem
Massenfluss von 8 kg'h.
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Die Extraktausbeute verdoppelt sich von 70 bar/40 °C zu 100 bar/70 °C. Abb. 5-13 ver-
deutlicht den Anstieg der fliissigen Komponente im Extraktionsmittel von 70 bar /40 °C (1)
zu 100 bar/70 °C (l,). Da dieser flussige Anteil fur die Extraktion der polaren Drogeninhalts-
stoffe verantwortlich ist, steigt mit zunehmender Temperatur die Menge Extraktionsmittel, die
pro Zeiteinheit das Drogenbett durchstromt. Bei grofierem Durchsatz des Extraktionsmittels
kdonnen wesentlich mehr Extraktivstoffe ausgeschwemmt werden. Demzufolge steigt die
Gesamtausbeute aller Extraktivstoffe. Aufgrund dieser Ergebnisse wird 100 bar/70 °C als

Referenz-Extraktionsbedingung gewahlt.

140
120 /
\ - 72°C
= '2
3 100 - I— _____
é Gasphase | Fliissigphase
5 80 T I_
A | - Il_ - -+ 40 °C
60 A | )
26 % Methanol
A
40 14 ! ‘
0 20 40 60 80

Stoffmengenanteil Methanol [mol%]

Abb. 5-13 Bindre Phasendiagramme CO,/Methanol in Abhdngigkeit der Temperatur
(Daten aus Semenova et al., 1990 und Yoon et al., 1994) mit Darstellung der
Anteile (1, 1) fliissiger Methanol/CO,-Phase bei unterschiedlichen Bedingungen.

Einfluss der Schleppmittelart

CO,-Extraktionen lassen sich problemlos mit kleinen Molekilen durchfiihren. Wenn das
Molekulargewicht 500 g/mol Ubersteigt, muss die Polaritat des Extraktionsmittels gesteigert
werden, um diese Inhaltsstoffe extrahieren zu kénnen (Stahl et al., 1987). B-Aescin hat mit
1131,3 g/mol ein hohes Molekulargewicht, das mit Hilfe der Schleppmittel Ethanol und
Methanol extrahierbar wird (Tab. 5-7). Methanol, das polarere Schleppmittel, zeigt im Ver-
gleich zu Ethanol bei gleichen Extraktionsbedingungen erwartungsgemald hohere Aescin-
gehalte. Die Ausbeute mit 26 % Ethanol im uberkritischen Bereich bei 200 bar/40 °C ist
groRer als die Ausbeute bei einem 26%-igen Methanolzusatz. Durch die hohere Lipophilie
des COy/Ethanol-Gemisch werden neben polaren Inhaltsstoffen vermehrt lipophile Begleit-

stoffe mitextrahiert (Abb. 5-14). Geringere Schleppmittelkonzentrationen fihren, wie an
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Methanol gezeigt, zum sofortigen Abfallen des Aescingehaltes und der Extraktausbeute. Da
sich Methanol in der hochsten Konzentration von 26 % am besten eignet, wird es als
Standard-Schleppmittel gewahlt. Einen dunnschichtchromatographischen Vergleich ver-

schiedener Schleppmittel zeigt Abb. 5-14.

Tab. 5-7  Aescingehalt und Extraktausbeute in Abhdngigkeit des zugesetzten Schleppmittels
und dessen Konzentration bei verschiedenen Extraktionsbedingungen.

Schleppmittel Skchleppmit_tel- Ext_raktions— Aescingehalt  Ausbeute [%]
onzentration bedingungen
Ethanol 26 % 200 bar/40 °C 0,9 % 2,2%
26 % 100 bar/70 °C 20,3 % 4,5 %
Methanol 11 % 200 bar/40 °C 0,2% 0,9 %
26 % 200 bar/40 °C 7,4 % 1,8%
26 % 100 bar/70 °C 24,6 % 6,9 %

Einfluss von tiberkritischem und unterkritischem Extraktionsmittel

Wie in Tab. 5-7 erkennbar, ergibt das polarere unterkritische Extraktionsmittel die hdchsten
Aescingehalte und Extraktausbeuten. Dies ist auf die erhOhte Polaritdt des Extraktions-
mediums zurlickzuftiihren, die durch den Anteil flussiger Komponente des CO,/Schleppmittel-
gemisches entsteht. Diese hohe Polaritdt sorgt neben einer erhdhten Aescin-Extrahierbarkeit
auch fur eine groRere Losungskapazitat anderer polarer Begleitstoffe. Gleichzeitig wird die
Extrahierbarkeit lipophiler Substanzen verringert (Abb. 5-14). Der Vergleich mit uber-
kritischen Extrakten zeigt deutlich, dass diese mehr lipophile Inhaltsstoffe enthalten. Durch
das lipophilere berkritische Extraktionsmittel werden polare Substanzen nur in geringen
Mengen eluiert (Abb. 5-14). Im Gegensatz zum Handelsextrakt sind beide CO,-Extrakte frei
von sehr hydrophilen Substanzen, die an der Startlinie verbleiben (Abb. 5-14). Der Aescin-
gehalt der unterkritischen CO,/Schleppmittel-Extrakte liegt im Bereich des untersuchten
Handelsextraktes (50 % Ethanol (V/V)), der 22,3 % B-Aescin im Extrakt enthalt.
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Spalte 26 % Schleppmittel ~ Bedingung Phasengebiet
1+9 Methanol 200 bar/40 °C uberkritisch
2 Methanol 100 bar/70 °C unterkritisch
3 Handelsextrakt (50 % (V/V) Ethanol)

4+10 Aescin

5 Ethanol 100 bar/70 °C unterkritisch
6+38 Ethanol 200 bar/40 °C uberkritisch
7 n-Propanol 200 bar/40 °C uberkritisch

Abb. 5-14 DC-Auftrennung unterschiedlicher Aesculus Extrakte, die mit verschieden polaren
Extraktionsmitteln hergestellt werden.

5.2.2 Massenbilanz der Extraktionen

Die Aufstellung der Massenbilanz erfolgt durch einen vollstdndigen methanolischen Auszug
der Ausgangsdroge. Der resultierende Aescingehalt entspricht 100 %. Die B-Aescinmenge der
Hauptextrakte sowie der zugehdrigen extrahierten Drogen werden quantifiziert. Die Wieder-
findung betragt 100 %. Die in Abb. 5-15 dargestellte Aescinwiederfindung stimmt mit
anderen untersuchten Extrakten (berein.

Die Bilanzen zeigen, dass die berkritischen Extraktionen unwirtschaftlich sind, da nahezu
100 % des gesamten Aescins in der Droge verbleibt. Im Gegensatz dazu kann im unter-
kritischen Bereich ber 20 % der Aescinmenge extrahiert werden, wobei Schleppmittel

Methanol die doppelte Menge Aescin aus dem Samen I0st wie Ethanol. Die harten Aesculus-
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Samen sind fir die generell niedrigen Ausbeuten verantwortlich, da das Extraktionsmittel den

Samen nicht durchdringen kann und nur die Inhaltsstoffe aus der Oberflache l6st.

100

80

60

40

Aescingehalt [%0]

20

Methanol Ethanol Methanol Ethanol
Uberkritisch unterkritisch
200 bar/40 °C 100 bar/70 °C
B extrahierte Droge W Hauptextrakt

Abb. 5-15 Wiederfindung von Aescin in der extrahierten Droge und dem Hauptextrakt im
tiber- und unterkritischen Bereich mit Zusatz von 26 % Schleppmittel.

5.2.3  Zusammenfassung

CO,-Extraktionen mit hohen Schleppmittelkonzentrationen ermdéglichen die Extraktion des
groRen B-Aescin-Molekiils. Um einen Extrakt zu erhalten, der mit 3-Aescin angereichert ist,
muss ein fraktioniertes Extraktionsverfahren angewendet werden. Im Vorextraktionsschritt
werden mit Hilfe von CO,/12 % (m/m) n-Propanol die lipophilen Bestandteile entfernt. Die
Hauptextraktion findet bevorzugt mit Methanol als Schleppmittel in einer Konzentration von
26 % (m/m) statt, da Ethanol als Schleppmittel eine unzureichende Lésungskapazitat fir
Aescin aufweist. Im Uberkritischen Bereich ist die Polaritat beider Schleppmittel zu gering,
um Aescin in nennenswerten Mengen zu eluieren. Im unterkritischen Bereich steigt der
Aescingehalt im Extrakt bis zu 25 %, entsprechend einem DEV von 14:1. Durch die hohere
Hydrophilie des unterkritischen Extraktionsmittels wird die Extraktion lipophiler Begleit-
stoffe vollstandig zuriickgedrangt. Dafiir werden zwar polare Begleitstoffe in hoherem Malie
mitextrahiert, aber im Gegensatz zu den handelsiiblichen Extrakten, ist deren Konzentration
wesentlich geringer. Der unterkritische CO,-Extrakt, der mit 26 % (m/m) Methanol bei
100 bar/70 °C hergestellt wird, enthédlt im Vergleich zum Handelsextrakt (50 % Ethanol
(VIV), DEV 5:1) die gleiche Menge Aescin, aber wesentlich weniger unerwiinschte polare
Begleitstoffe.
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5.3 Vergleich der Extraktionsbedingungen der Drogen

Die wirksamkeitsbestimmende Substanz B-Aescin aus Aesculus hippocastanum und die Leit-
substanz Harpagosid aus Harpagophytum procumbens unterscheiden sich nicht in ihrer
Polaritat (Abb. 7-2). Harpagosid ist ein Molekiul mit einem Molekulargewicht von
508,5 g/mol. Im Vergleich dazu ist Aescin mit einem Molekulargewicht von 1131,3 g/mol ein
grofRes Molekil. Um dieses Molekil mit CO, extrahieren zu kénnen, muss die Polaritat des
CO,-Extraktionsmittels deutlich erhoht werden (Stahl et al., 1987). Da beide Inhaltsstoffe
polaren Charakter haben, sind sie nicht mit reinem tberkritischem CO, extrahierbar. Um die
Substanzen aus der Droge zu l6sen ist ein Schleppmittelzusatz nétig. Harpagosid erscheint
bereits mit geringen Mengen des lipophilen Schleppmittels n-Butanol im Extrakt. Die
Harpagosidkonzentration im Extrakt kann entweder durch hohere Schleppmittelkon-
zentrationen oder durch stérker polare Schleppmittel gesteigert werden (Abb. 5-1). Im Gegen-
satz dazu erscheint Aescin erst mit 26 % (m/m) Ethanolzusatz in sehr geringen Mengen im
Extrakt (Abb. 5-14). Bei dieser Ethanolkonzentration enthélt der Harpagophytum Extrakt
bereits 30 % Harpagosid. Um das groRe Aescinmolekul im Extrakt anzureichern, muss mit
Methanol als Schleppmittel gearbeitet werden. Hierbei sind geringe Methanolkonzentrationen
von 11 % genauso unbefriedigend wie ein Zusatz von Ethanol. Aus diesem Grund muss
Methanol in einer Konzentration von 26 % zugesetzt werden. Das Arbeiten im unterkritischen
Bereich flhrt bei beiden Drogen zu einer erhdhten Ausbeute. Wahrend der Harpagosidgehalt
durch die Extraktion anderer polarer Stoffe zurlickgedrangt wird, steigt der Aescingehalt im
unterkritischen Bereich an. Die absoluten Ausbeuten der Substanzen sind im unterkritischen
Bereich deutlich groRer als im 0berkritischen. Fur beide Drogen haben sich bei der
Optimierung der Extraktionsbedingungen 200 bar/40 °C im Uberkritischen Bereich und
100 bar/70 °C im unterkritischen Bereich als giinstige Standardbedingung erwiesen.



6. IN-VITRO UNTERSUCHUNGEN VON HARPAGOPHYTUM
PROCUMBENS EXTRAKTEN

Teufelskrallenextrakte werden durch die Leitsubstanz Harpagosid spezifiziert. Flr die phar-
makologische Wirkung ist jedoch der Gesamtextrakt verantwortlich. Aufgrund unterschied-
licher Herkunft der Droge, wechselnder Zusammensetzung und verschiedener Extraktions-
verfahren lassen sich die Daten aus pharmakologischen Untersuchungen nur schwer auf
andere Teufelskrallen-Praparate Ubertragen (Erdos et al., 1978, Veit, 2002). Géngige Test-
modelle stellen der Rattenpfotenddem-Test sowie der Writhing-Test (Prifung auf anal-
getische Wirkung mit Hilfe eines chemischen Stimulus) dar. Erdds et al. (1978) stellen bei
Teufelskrallenextrakten, im Vergleich zu chemischen Referenzsubstanzen, keine oder nur
geringe analgetische und antiinflammatorische Wirkung fest. Die Extrakte weisen jedoch bei
intraperitonealer Applikation, nicht aber bei peroraler Applikation, eine Wirkung auf (Lanhers
et al., 1992). Da reines Harpagosid keinen Effekt zeigt, ist die Extraktzusammensetzung fiir
die erreichte analgetische und antiphlogistische Wirkung verantwortlich. Baghdikian et al.
(1997) konnen die analgetische und antiphlogistische Wirkung der Harpagophytum-Extrakte

anhand des Rattenpfotenddem-Tests und des Writhing-Tests bestétigen.

Die Wirkung von Teufelskrallenextrakten wird durch klinische Studien bestétigt. Chrubasik et
al. (1999) fuhren eine randomisierte Doppelblindstudie Uber vier Wochen durch. Die Pro-
banden werden in drei verschiedene Gruppen eingeteilt: einer Placebo-Gruppe und zwei
Verum-Gruppen, die jeweils unterschiedliche Mengen Extrakt bekommen. Die Verum-
Gruppe, die den Extrakt hoch dosiert erhalt, erreicht am meisten schmerzfreie Patienten. Eine
weitere Studie mit identischem Studiendesign und einem anderen Extrakt wird von Gobel et
al. (2001) durchgefiihrt. Eine Monotherapie mit Harpagophytum-Extrakten erzielt nach vier
Wochen eine hochsignifikante klinische Wirksamkeit. Eine Dosierung von 480 mg pro Tag
fihrt zur Linderung bei leichten bis mittelstarken Muskelschmerzen. Eine statistisch signifi-
kante Besserung unter der Einnahme eines Harpagophytum-Extraktes kann auch fir die
Indikationen Coxarthrose und Gonarthrose gezeigt werden (Biller, 2002). Alle Probanden
koénnen innerhalb von fiinf Monaten von nicht steroidalen Antirheumatika (NSAR) auf
Teufelskrallenextrakte umgestellt werden. Dabei kommt es zu einer deutlichen Abnahme der
NSAR-induzierten Nebenwirkungen, wéhrend die pharmakologische Wirkung gleich bleibt.

Neuere Untersuchungen beschéftigen sich mit dem Wirkungsmechanismus der Harpago-

phytum-Extrakte. Die in den Studien gefundene analgetische und antiphlogistische Wirkung
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wird auf die Hemmung der Freisetzung von Prostaglandin E, (PGE,) oder Leukotrien B,
(LTB,) zuriickgefuhrt (Kap. 6.1). Die Freisetzung von PGE; erfolgt durch das Enzym Cyclo-
oxygenase-2 (COX-2), dessen Hemmung mittels Mausefibroblasten untersucht wird (Jang et
al., 2003). Die Fibroblasten werden durch Lipopolysaccharide (LPS) zur COX-2 und demzu-
folge PGE, Synthese stimuliert. Die Kontrollfibroblasten ohne Zusatz von Teufelskrallen-
extrakt produzieren groRe Mengen PGE,, da COX-2 nicht gehemmt wird. Fibroblasten, denen
Harpagophytum-Extrakt zugesetzt wird, synthetisieren aufgrund einer COX-2 Hemmung nur
geringfugig PGE,. Das gleiche Verhalten zeigt das Enzym Stickstoffmonoxid-Synthase,
welches eine wichtige Rolle bei der Regulation von Entziindungsreaktionen spielt. Eine
Kombination aus Tocopherol und Harpagophytum-Extrakt zeigt bei transgenen Mdusen, die
typischerweise innerhalb des ersten Lebensmonats Polyarthritis entwickeln, eine Inhibierung
der Interleukin-1B-Synthese (Arias et al., 2002). Des weiteren wird die Hemmung der Bildung
reaktiver Sauerstoffverbindungen (ROS) untersucht. Im Verlauf einer Entziindung werden
Leukozyten, beispielsweise polymorphnucleare neutrophile Granulozyten (PMN), durch
Peptide stimuliert, Botenstoffe auszusenden. Dabei werden unter anderem ROS, wie zum Bei-
spiel Superoxide und Hypochloritanionen, freigesetzt. Diese Freisetzung der ROS wird
mittels einer Zelllinie menschlicher Granulozyten, die durch Hefeextrakt stimuliert werden,
untersucht. Die alleinige Zugabe von Tocopherol zeigt keine Hemmung der ROS Freisetzung,
wahrend die Kombination aus Tocopherol und Harpagophytum-Extrakt die ROS Bildung
deutlich verringert. Loew et al. (2001) untersuchen an menschlichem Vollblut die Hemm-
wirkung von Teufelskrallenextrakten auf die Leukotrien-Biosynthese. Die Cysteinyl-
Leukotrien- und Thromboxanbiosysnthese kann jeweils unter Einfluss von Harpagophytum-
Extrakt als Funktion der Harpagosidkonzentration gehemmt werden. Harpagosid allein zeigt
jedoch keine Hemmwirkung, so dass entweder andere Extraktbestandteile oder Blutbestand-

teile notig sind, um eine Aktivierung oder Biotransformation des Harpagosids zu bewirken.
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6.1 Arachidonsaurekaskade

Verschiedene chemische, physikalische, physiologische und pathophysiologische Stimuli
aktivieren Phospholipasen (Phospholipase A, Phospholipase C) zum Abbau von Membran-
phospholipiden. Dadurch wird Arachidonséure freigesetzt, die als Substrat fiir den Cyclooxy-
genase- und Lipoxygenaseabbauweg zur Verfligung steht. Die Metaboliten dieser Stoffwech-
selvorgénge sind an der Entstehung von Schmerz und Entziindung beteiligt.

Cyclooxygenaseabbauweg

Cyclooxygenase-1 (COX-1) ist ein Enzym, das konstitutiv in vielen Zellen des Organismus
vorhanden ist. Es ist in der Plasmamembran oder dem endoplasmatischen Retikulum loka-
lisiert. Cyclooxygenase-2 (COX-2) wird von Monozyten, Makrophagen und anderen Zellen
nach Einwirkung proinflammatorischer Stimuli gebildet. Der Abbauweg der Arachidonséure
durch COX ist in Abb. 6-1 dargestelit.
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Abb. 6-1  Abbau der Arachidonsdure durch Cyclooxygenase

Beim Abbau der Arachidonsdure entstehen die Prostaglandine PGE,, PGF, und PGD,. Sie
stellen pharmakologisch eine bedeutsame Gruppe der Eicosanoide dar. Durch die Prosta-
glandine hervorgerufene Wirkungen hangen von den jeweiligen Zielzellen ab und kénnen
teilweise kontrare Effekte bei verschiedenen Zellen bewirken. Generell sensibilisieren die

Prostaglandine beim entzlindlichen Geschehen die Schmerzrezeptoren und beeinflussen die
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Regulation der Korpertemperatur. Das periphere Gewebe reagiert mit Rétung, Schwellung,

Schmerz und lokaler Erwarmung der entziindeten Stelle.

Die Thromboxane TXA, und TXB, werden Uberwiegend in Thrombozyten, der Lunge und
der Milz gebildet. TXA, fordert die Thrombozytenaggregation und wirkt vasokonstriktorisch,
wéhrend TXB; biologisch inaktiv ist.

Das Zwischenprodukt Prostacyclin PGl stellt den physiologischen Antagonisten zu TXA, dar

und verhindert somit die Thrombozytenaggregation und wirkt stark vasodilatorisch.

5-Lipoxygenaseabbauweg

Die Stimulation des Enzyms 5-Lipoxygenase (5-LO) erfolgt durch zwei unterschiedliche
Aktivierungsmechanismen. Die 5-LO Aktivitat kann Ca**-lonen abhangig gesteuert werden,
indem Agenzien, wie beispielsweise Calciumionophor, die Aktivitat stimulieren. Eine weitere
Regulation der 5-LO Aktivitat erfolgt durch zelluléren Stress, wie zum Beispiel chemischen
Stress, osmotischen Stress, Hitzeschock oder UV-Licht. Dabei wird das Enzym p38-MAP
Kinase angeregt, das diese Stimulation an 5-LO vermittelt. Sowohl Ca?* als auch p38-MAP
Kinase bewirken eine Translokation und Bindung von 5-LO an die Kernmembran und darauf
folgend die Aktivierung des Enzyms. Der Arachidonséureabbau durch die stimulierte 5-LO ist
in Abb. 6-2 dargestellt.
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Abb. 6-2  Abbau der Arachidonsdure durch 5-Lipoxygenase



6 In-vitro Untersuchungen von Harpagophytum procumbens Extrakten 71

Abhangig vom 5-LO-Aktivierungsmechanismus werden unterschiedliche Leukotrienmengen
gebildet. Die p38-MAP Kinase vermittelte Aktivierung bewirkt eine 50-70 % niedrigere
Leukotrienausschiittung als die Ca**-abhangige Stimulierung. Die Zusammensetzung der
gebildeten 5-LO Produkte bleibt hingegen gleich. Leukotriene wirken als Mediatoren bei
allergischen und entziindlichen Reaktionen. LTB, besitzt eine chemotaktische Wirkung auf
andere Zellen oder fiihrt zur vermehrten Freisetzung von Zytokinen, wéhrend LTC,4, LTD4

und LTE, Uberwiegend spasmogen auf die glatte Muskulatur oder die Bronchien wirken.

6.2 Cyclooxygenase-2 Hemmung durch Harpagophytum-Extrakte

Die in-vitro Hemmung der Cyclooxygenase-2 (COX-2) und demzufolge die Inhibition der
Prostaglandin E, (PGE;) Biosynthese wird mittels menschlichem Vollblut getestet, dessen
Zellen durch die Zugabe von Lipopolysacchariden (LPS) stimuliert wird. Drei unterschied-
liche Teufelskrallenextrakte werden auf ihre PGE,-Hemmwirkung untersucht. Ein etha-
nolischer (60 %, V/V) Handelsextrakt wird mit einem Uberkritischen (200 bar/40 °C) und
einem unterkritischen (100 bar/70 °C) CO,-Extrakt verglichen. Beide CO,-Extrakte werden

mit einem Ethanolzusatz von 26 % hergestellt.

Die prozentuale PGE,-Hemmung dieser drei Extrakte ist in Abb. 6-3 dargestellt. Alle Extrakte
weisen in den untersuchten Konzentrationen eine sehr schwache und stark schwankende
Inhibierung auf. Aufgrund der maximalen Hemmwirkung von 20 % kann eine Inhibition von

COX-2 durch Teufelskrallenextrakte ausgeschlossen werden.
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Abb. 6-3  Prostaglandin E, (PGE>) Hemmung durch drei verschiedene Teufelskrallen-
extrakte. Die Fehlerbalken reprdsentieren das 95% Konfidenzintervall.



72 6 In-vitro Untersuchungen von Harpagophytum procumbens Extrakten

6.3 5-Lipoxygenase Hemmung durch Harpagophytum-Extrakte

Die Hemmwirkung der Teufelskrallenextrakte auf die 5-Lipoxygenase (5-LO) wird mittels
isolierter Granulozyten aus humanem Vollblut getestet. Das Arbeitsschema ist in Abb. 6-4
dargestellt. Nach der Stimulation von 5-LO durch Calciumionophor wird die gebildete Menge
Leukotrien B4 (LTB4) mit Hilfe eines ELISAs quantifiziert. Die Hemmung von 5-LO und
demzufolge der LTBs-Biosynthese wird mit einem Handelsextrakt (60 % Ethanol, V/V),
sowie mit einem 0berkritischen (200 bar/40 °C, 26 % Ethanol) und einem unterkritischen
(100 bar /70 °C, 26 % Ethanol) CO,-Extrakt bestimmt.

800 pl 10 pl Extrakt- 200 pl Calcium- 10 Wl Calcium-
Granulocyten- [6sung chloridlésung ionophorldsung
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Abb. 6-4  Arbeitsschema der 5-Lipooxygenase (5-LO) Hemmung isolierter Granulozyten.
Nach Stimulation von 5-LO durch Calciumionophor wird die gebildete LTB -
Menge mittels eines ELISA bestimmt.

In allen untersuchten Konzentrationen weist der Handelsextrakt keine signifikante Inhibition
der LTBs-Biosynthese auf (Abb. 6-5). Im Gegensatz dazu zeigen beide CO,-Extrakte eine
Hemmwirkung auf die LTB,4-Produktion. Bei der hochsten untersuchten Extraktkonzentration
von 51,8 mg/l wird die LTB4-Synthese vollstandig unterdriickt. Eine Extraktkonzentration
von 5,18 mg/l erreicht noch eine Hemmwirkung von 30-40 %. Alle weiteren Verdinnungen
der CO,-Extraktlosung zeigen keine signifikante Hemmung von 5-LO.
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Abb. 6-5  Leukotrien B4 (LTB4) Hemmung durch drei verschiedene Teufelskrallenextrakte.
Die Fehlerbalken reprdsentieren das 95% Konfidenzintervall.

Beide CO,-Extrakte verhalten sich nahezu identisch, wobei der tberkritische Extrakt im Hin-
blick auf den Mittelwert eine hohere Hemmung zeigt als der unterkritische Extrakt. Diese
Ergebnisse konnen sowohl durch den Harpagosidgehalt, als auch durch die Extraktzusam-
mensetzung erklart werden. Der Handelsextrakt enthalt 2,3 % Harpagosid und zeigt keine
Hemmung der LTB4-Biosynthese. Im Vergleich dazu enthalt der Uberkritische Extrakt, der
vollstandig 5-LO hemmt, 29,7 % Harpagosid, wahrend der unterkritische Extrakt einen
geringeren Harpagosidgehalt von 20,1 % aufweist, womit die geringfligigere Hemmwirkung

erklart werden kann.

Loew et al. (2001) entfernen aus einem waéssrig-alkoholischen Extrakt die Ethanol unldslichen
Bestandteile. Sie kénnen nachweisen, dass diese kohlenhydrathaltige Fraktion die Cysteinyl-
Leukotrien-Biosynthese aktiviert. Diese gleichzeitige Leukotrienstimulation durch andere
Extraktbestandteile ist ein weiterer Grund fir die unterschiedliche Hemmung der LTB;-
Biosynthese der drei Teufelskrallenextrakte. Alle untersuchten Extrakte sind sowohl im Vor-
kommen als auch in der Menge der Inhaltsstoffe unterschiedlich zusammengesetzt (Kap.
5.1.1.2, Abb. 5-8). Der Handelsextrakt besteht Uberwiegend aus den Kohlenhydraten
Stachyose und Raffinose, die zur Leukotrienstimulation fihren. Im Gegensatz dazu ist der
uberkritische CO,-Extrakt frei von diesen Zuckern. Der unterkritische CO,-Extrakt enthalt
nur geringe Mengen Stachyose. Dieser Unterschied des Kohlenhydratanteiles der CO,-
Extrakte erklart ebenfalls die tendenziell geringere LTB4-Hemmung durch den unterkritischen
Extrakt.
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6.4 Zusammenfassung

Drei unterschiedliche Harpagophytum-Extrakte, die sich in ihrem Harpagosidgehalt und der
chemischen Extraktzusammensetzung unterscheiden, zeigen im in-vitro Test, der mittels
humanem Vollblut auf COX-2 Hemmung pruft, in allen untersuchten Konzentrationen keine

signifikante Hemmwirkung auf COX-2 und demzufolge auf die PGE;-Biosynthese.

Mit isolierten Granulozyten aus menschlichem Vollblut wird die Inhibition der 5-LO
Hemmung und der LTB,-Biosynthese untersucht. Der Handelsextrakt weist keine signifikante
LTB4s-Hemmung auf, wahrend der tberkritische und der unterkritische CO,-Extrakt in einer
Konzentration von 51,8 mg/l eine vollstandige Inhibierung zeigen. Der Unterschied liegt
sowohl in einem hoheren Harpagosidgehalt der CO,-Extrakte als auch in der Abwesenheit

von Kohlenhydraten, die die Leukotrienbiosynthese stimulieren, begriindet.

Die anti-inflammatorische Wirkung der Harpagophytum-Extrakte ist auf die Hemmung von
5-Lipoxygenase zurlickzufuhren. Bei Inhibition dieses Enzyms kdnnen aus der Arachidon-
saure keine Leukotriene synthetisiert werden, die als Mediator fir allergische und entziind-
liche Reaktionen fungieren.



/. SIMULATION DER EXTRAKTIONEN MITTELS MOLECULAR
MODELLING

Molecular Modelling ist ein computergestitztes Verfahren, um Molekileigenschaften oder
Prozesse zu simulieren und zu charakterisieren. Das Simulieren von COj-Extraktionen
ermoglicht es, energetische Vorgange einer Extraktion zu begutachten. Das detaillierte
Wissen erlaubt VVorhersagen zur Loslichkeit von Festsubstanzen in CO, oder CO,/Schlepp-

mittel-Gemischen.

Eine Methode CO,-Loslichkeiten zu bestimmen ist die Verwendung von Zustandsglei-
chungen (equation of state, EOS). Es existieren ca. 40 verschiedene EOS, deren Parameter
mittels einer Mischungsgleichung abgeschétzt werden. Da es 15 verschiedene Mischungs-
gleichungen gibt, ist es schwierig, die richtige Kombination aus EOS und einer Mischungs-
gleichung zu finden. Die géngigste Zustandsgleichung zur Simulation von Loslichkeiten in
reinem CO; ist die Peng-Robinson EOS kombiniert mit der van der Waals-Mischungsglei-
chung (Cortesi et al., 1999; Vieira de Melo et al., 1999). Beim Einsatz von CO; und Co-
solventien wird die ,,volumenabhangige Mischungsgleichung* angewendet (Raghuram Rao et
al, 1992). Eine andere Mdglichkeit besteht darin die fehlenden Parameter experimentell zu
bestimmen (Bartle et al., 1992; Mishra et al., 1993). Im Zusammenhang mit CO,-L6slich-
keiten von Feststoffen wird haufig auch die Redlich-Kwong EOS verwendet (Soave, 2000).
Da EOS Berechnungen entweder nur fir die verwendete Substanz gelten oder bei der Uber-
tragung auf andere Molekile unbefriedigende Resultate liefern, vergleichen Ashour et al.
(2000) mehrere EOS sowie mehrere Mischungsgleichungen miteinander. Die Mischungsglei-
chung stellt im Vergleich zur EOS den wichtigeren Parameter dar, wobei komplizierte
Mischungsgleichungen die Genauigkeit der Ergebnisse nicht erhthen. Somit lasst sich keine
allgemeingultige EOS fur die Ermittlung der Loslichkeit in dberkritischen Mischungen
formulieren, sondern es wird jeweils nur das untersuchte System beschrieben. Jouyban et al.
(2002) entwickeln eine Methode, bei der nur wenige Experimente nétig sind, um die Loslich-
keit eines Feststoffes in CO, zu bestimmen. Diese Loslichkeitsdaten werden logarithmiert und
gegen den Logarithmus der Dichte von reinem uberkritischen CO, aufgetragen, woraus eine
lineare Beziehung resultiert. Dieser Zusammenhang ermdglicht eine Vorhersage der Loslich-
keit fur Temperaturen von 35-37 °C und einen Druckbereich von 100-200 bar. Die Abwei-
chung der berechneten von den gemessenen Daten betrdgt maximal 15 %.
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Eine empirische Gleichung zur Vorhersage von Feststoffloslichkeiten in CO, wird von
Chrastil (1982) entwickelt. Die Gleichung basiert auf dem linearen Zusammenhang des Log-
arithmus der Feststoffloslichkeit und dem Logarithmus der Dichte von reinem tberkritischem
CO,. Die Gleichung ist jedoch nur in einem Konzentrationsbereich von 100-200 g/l des zu
I6senden Stoffes gultig, da oberhalb von 200 g/l die Dichte des Feststoffes zu sehr von der des
Gases abweicht. Fir das empirische Modell von Vetere (1998) bendtigt man nur das Mole-
kulargewicht sowie die Schmelztemperatur des Feststoffes. Diese Methode erfordert zur
Erstellung eines mathematischen Zusammenhanges eine hohe Anzahl an Versuchen und
ergibt Abweichungen von 5-120 %. Die Zuverl&ssigkeit der VVorhersage der Methode ist stark

substanzabhéngig und nicht auf andere Substanzklassen Ubertragbar.

Zahlreiche mathematische Modelle werden beispielhaft an einer Substanz entwickelt. Wu und
Hou (2001) untersuchen die Extraktion von Ol aus Eigelb. Die Gleichgewichtskonstante
respektive der Stoffaustauschkoeffizient werden mittels Simulation bestimmt und zur Berech-
nung der Loslichkeit herangezogen. Subra et al. (1998) untersuchen sowohl ein Diffusions-
modell als auch ein Gleichgewichtsmodell mittels der Isolierung von -Caroten aus Karotten.
Beide Modelle werden mit Hilfe der PartikelgroRe, dem Temperatureinfluss und der Beschaf-
fenheit des Losungsmittels beurteilt. Reverchon und Marrone (2001) kdnnen bei pflanzlichen
Olen alle erforderlichen Modellparameter soweit eliminieren, dass zur Berechnung der

Loslichkeit nur noch der interne Stoffaustauschkoeffizient bendétigt wird.

Computergesttzte Simulationen der Feststoffe und der CO,-Molekule fuhren zu molekularen
elektrostatischen Potentialen (Politzer et al., 1992). Wenn die Molekuloberflachenpotentiale
konstant sind, weist das Molekil eine gute CO,-Loslichkeit auf. Die Gesamtvarianz der
Potentiale, bestehend aus positiven und negativen Anteilen, wird logarithmiert und gegen den
Logarithmus der Molekilléslichkeit aufgetragen. Dieser lineare Zusammenhang dient zur
Vorhersage der CO,-Loslichkeit bei anderen Bedingungen. Da die Molekilgrélie eine
wichtige Rolle spielt, verliert dieses Modell seine Giiltigkeit bei der Ubertragung auf andere
Molekiile (Politzer et al., 1993). Die Einfuhrung einer zweiten Variablen, die die Molekul-
groRe beschreibt, ermdglicht die Ubertragung des Modells auf andere Substanzen sowie eine
Verbesserung der Korrelation des linearen Zusammenhanges. Aus diesen Ergebnissen lasst
sich schlieRen, dass die Wechselwirkungen zwischen den Feststoffmolekilen eine grof3ere
Rolle spielen als die Wechselwirkungen zwischen Feststoff und Ldsungsmittel, wobei diese

trotz allem nicht vernachléssigt werden dirfen.

Engelhardt und Jurs (1997) verwenden ein QSPR (quantitative structure-property relation-
ship) um die Loslichkeit von 58 organischen Verbindungen in tberkritischem CO, vorher-
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zusagen. Numerische Deskriptoren werden anhand der Molekileigenschaften berechnet und
beinhalten Informationen Uber topologische, geometrische und elektronische Eigenschaften.
Sieben Deskriptoren, die den grofiten Einfluss auf die Loslichkeit haben, werden in das
Modell aufgenommen. Daraus wird ein neuronales Netz erstellt, das signifikant bessere

Ergebnisse liefert als lineare Modelle.

Bisherige Methoden stellen entweder komplizierte mathematische Modelle dar oder greifen
auf geschatzte Parameter zurtick. Diese liefern keine zufriedenstellenden Resultate oder sind
nur flr das untersuchte System gltig. Aus diesem Grunde werden Uber- und unterkritische
Extraktionen sowohl mit CO, als auch mit CO,/Schleppmittel mittels Molecular Modelling
simuliert. Die Extrahierbarkeit von Pflanzeninhaltsstoffen soll unter Verwendung einfach
erhaltlicher Substanzparameter vorhersagbar sein. Dazu werden Inhaltsstoffe von Harpago-
phytum procumbens (Harpagosid, Stachyose), Aesculus hippocastanum (Aescin) und
Matricaria recutita ((-)-a-Bisabolol), sowie unterschiedliche Extraktionsmittel bei verschie-
denen Extraktionsbedingungen, simuliert und anschlielend mit experimentellen Daten

korreliert.

7.1 Loslichkeitsparameter

7.1.1  Theoretische Grundlagen

Der Loslichkeitsparameter & nach Hildebrand (1916) stellt qualitativ die Losungsmittelkraft

dar und ist als die Wurzel der kohasiven Energiedichte definiert (GI. 7-1).

1
5=(Mj2 G, 7-1)

V
\Y molares VVolumen der Substanz
AH Verdampfungswarme
R allgemeine Gaskonstante
T Temperatur
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Hansen (1999) teilt die kohéasive Energiedichte in die Einzelkomponenten des Loslichkeits-

parameters 6 und stellt die in Gl. 7-2 angegebene Beziehung auf.

5 =6, +6.+6; (Gl. 7-2)

) Loslichkeitsparameter nach Hildebrand

O Loslichkeitsparameter, der aus den van der Waals-Kraften resultiert
Sp Loslichkeitsparameter, der aus den Dipolkréften resultiert

On Loslichkeitsparameter, der aus den H-Bruckenbindungen resultiert

Theoretisch haben Substanzen mit gleichem Loslichkeitsparameter & ahnliche Eigenschaften
und zeigen optimale Léslichkeit untereinander. Diese Regel gilt fiir organische Lésungsmittel,
bei denen das Losungsverhalten gut vorhergesagt werden kann. In einigen Fallen, vor allem
bei polaren Substanzen, wird diese Theorie ungultig (Burke, 1984). Die Vorhersagegenauig-
keit der Loslichkeit steigt jedoch an, wenn alle zwischenmolekularen Kréafte, die van der
Waals-Krafte, die Dipol-Krafte und die H-Briickenbindungen einzeln bericksichtigt werden
(Burke, 1984).

7.1.2  Berechnung von Loslichkeitsparametern mittels Molecular Modelling

Da eine experimentelle Bestimmung der Loslichkeitsparameter von CO, und CO,/Schlepp-
mittel unter Extraktionsbedingungen nicht méglich ist, wird eine Charakterisierung mittels
Molecular Modelling durchgefiihrt.

Die Simulationen ergeben drei verschiedene Loslichkeitsparameter: den Loéslichkeitspara-
meter & nach Hildebrand (1916), der die gesamte Losungsmittelkraft représentiert, sowie
einen Loslichkeitsparameter, der die Anteile van der Waals Kréfte o4 beinhaltet und einen
Loslichkeitsparameter, der nur den Anteil der elektrostatischen Kréfte dg. darstellt (Gl. 7-3).
Dieser resultiert sowohl aus den Dipolkréften als auch aus den H-Briickenbindungen, wie in
Gl. 7-4 dargestellt ist.

5=(52 +67 )% (Gl. 7-3)

1
2

Sy = (07 +57) (Gl. 7-4)

Tabelle 7-1 gibt einen Uberblick tber alle berechneten Loslichkeitsparameter der Extrak-
tionsmedien bei unterschiedlichen Bedingungen, wobei &4 die unpolaren und &g, die polaren

zwischenmolekularen Interaktionen darstellt.
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Tab. 7-1  Ubersicht der simulierten Extraktionsbedingungen, der gemessenen Dichte, der
berechneten Léoslichkeitsparameter, sowie der ermittelte Extraktivstoffgehalt im
zugehorigen Extrakt

Aesculus hippocastanum

Aescingehalt Loslichkeitsparameter

Extraktions- Druck TemEJeratur Sch_lepp- Dichtf [mmol/100g des Extraktionsmediums
bedingungen [bar] [°C] mittel  [kg/m3] Droge] elekiro®  VdW" 5

Uberkritisch 100 40 Methanol 834 0,107 15,89 9,77 18,73

200 40 keines 846 0 8,46 9,69 12,9

200 40 Ethanol 869 0,018 11,99 11,47 16,62

200 40 Methanol 880 0,103 13 12,08 17,78

200 50 Methanol 848 0,126 15,98 9,75 18,81

200 60 Methanol 807 0,119 13,91 10,09 17,22

200 70 Methanol 766 0,078 11,48 10,53 15,63

300 40 Methanol 920 0,13 13,97 12,31 18,65

unterkritisch 90 50 Methanol 523 1,561 23,42 13,12 27,58
100 60 Methanol 479 1,505 d ¢ d

100 70 Ethanol 399 0,807 20,49 13,03 24,51

100 70 Methanol 406 15 25,32 11,32 28,42

Harpagophytum procumbens

Harpagosidgehalt

tiberkritisch 80 40 Ethanol 806 1,028 12,71 11,01 16,84
200 40 keines 846 0°f 8,46 9,69 12,9
200 40 Ethanol 869 0,958 ° 11,99 11,47 16,62
200 40 Ethanol 869 0,110 11,99 11,47 16,62
200 40 Methanol 880 0,183 13 12,08 17,78
200 60 Ethanol 795 1,247 ¢ 11,88 1045 1584
200 60 Ethanol 795 0,162" 11,88 1045 1584
200 60 Methanol 806 0,187 " 1391 10,09 17,22
300 40 Ethanol 909 0,138 12,26 11,77 17,03
300 40 Methanol 920 0,202 13,97 1231 1865
400 40 Ethanol 945 0,13" 12,07 11,97 17,03
400 40 Methanol 953 0,19f 14,2 12,27 18,8
unterkritisch 60 40 Ethanol 328 1,284° 22,82 14,46 27,37
70 40 Ethanol 443 1,383 ° 2056 14,12 2529
80 60 Ethanol 338 1,676° 21,06 13,71 25,4
100 60 Ethanol 542 1,641° 2136 14,73 26,1
100 70 Ethanol 399 1,858 20,49 13,03 2451

# Loslichkeitsparameter aus elektrostatischen Kréften berechnet [(J/cm3)1’2]

T . o 1/2
Loslichkeitsparamneter aus Van der Waals Kraften berechnet [(J/cm3)™7]

¢ Loslichkeitsparameter [(J/cm?3)*] nach Hildebrand

% Berechnung war aufgrund fehlender Daten nicht maglich

¢ granulierte Droge

" geschnittene Droge
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Hydrophile Substanzen kénnen mit reinem tberkritischem CO; nicht extrahiert werden, so
dass die Polaritat des Extraktionsmittels durch Zusatz von Schleppmitteln erhéht werden
muss (Kap. 5.1.1.2). Fur die Extrahierbarkeit polarer Pflanzeninhaltsstoffe sind hydrophile
Wechselwirkungen zwischen CO,/Schleppmittel und den Feststoffmolekilen verantwortlich.
Loslichkeitsparameter, die nur Anteile zwischenmolekularer Krafte beschreiben, sind gut
geeignet, um Molekilléslichkeiten vorherzusagen. Haufig ist eine Variation der Loslichkeit
nur eine Folge sich &ndernder Dipolkréfte und H-Brickenbindungen (Bustamante et al.,
1998), wahrend sich die van der Waals Kréfte kaum verdndern. Der Gebrauch der Loslich-
keitsparameter, die nur Anteile der herrschenden Interaktionen beschreiben, verbessert, im
Vergleich zum Gesamtloslichkeitsparameter o, die Vorhersagegenauigkeit (Pena, et al.,
2000). Demzufolge fungiert der, aus den Simulationen berechnete Loslichkeitsparameter ogy,
der die elektrostatischen Krafte beschreibt, als Parameter, mit dem die Extrahierbarkeit
polarer Inhaltsstoffe aus Drogenmaterial vorhergesagt werden kann. Umso gréRer der Wert
von dg,, desto polarer das Losungsmittel oder die Substanz, und umso mehr polare zwischen-

molekulare Kréafte existieren.

7.1.3  Vergleich der Polaritat der Pflanzeninhaltsstoffe

Vier Inhaltstoffe (Abb. 7-1), die sich in ihrer Polaritat unterscheiden, werden bei Raumtempe-
ratur, bei 70 bar/40 °C und 100 bar/70 °C, was unterkritischen Bedingungen des Extraktions-
mittels entspricht, sowie bei 200 bar/40 °C und 200 bar/60 °C, entsprechend uberkritischen
Extraktionsmittelbedingungen, simuliert.

Ho CH Aescin
8 (desculus hippocastanum) H,C, ,CH
M, 1131,3 g/mol o
3
01,3142 glcm A
| CH,0H
HO% %
; HO
(—)—q—E}lsaboI.oI OH HO g RL Tiglin-/Angelicaséure
(Matricaria recutita) R2 -OH/-H
M, 222,4 g/mol R3  Glucose/Xylose/Galaktose
p 0,9903 g/cm?

ST Al

OH OH O o
Harpagosid HO
Stachyose (Harpagophytum procumbens) OH
(Harpagophytum procumbens) M, 508,5 g/mol oH
M, 666,6 g/mol p 1,3711 g/cm?

p 1,5129 g/cm?

Abb. 7-1  Inhaltsstoffe unterschiedlicher Arzneipflanzen, die simuliert werden.
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Keines der Molekiile zeigt zwischen Raumtemperatur, Uber- oder unterkritischem Zustand,

signifikante Unterschiede in der Werten von &g, und demzufolge in der Polaritat (Abb. 7-2).

(-)-a-Bisabolol ist mit nur einer polaren funktionellen Gruppe das lipophilste Molekil mit
dem geringsten Wert fiir dg. (Abb. 7-2). Die polareren Molekiile Harpagosid und Aescin
weisen einen hoheren, aber gleichen elektrostatischen Loslichkeitsparameter &g auf. Der
Unterschied zwischen Harpagosid und Aescin besteht in einer anderen Verteilung der polaren
funktionellen Gruppen. Wahrend die funktionellen Gruppen bei Harpagosid gleichméfig tber
das gesamte Molekiil verteilt sind, weist Aescin einen polaren und einen lipophilen Teil auf.
Des weiteren ist Aescin ungeféhr doppelt so groR wie Harpagosid. Das hydrophilste Molekdl

ist das Tetrasaccharid Stachyose mit einem &g, von 23.

25 .
L 15-
w T Ny
“© i R
10 . i
5 - i
0 . '._'.. ; Ny -
(-)—a-Bisabolol  Harpagosi Aescin Stachyose
Raumtemperatur 200 bar / 40 °C 11200 bar / 60 °C
370 bar / 40 °C 100 bar / 70 °C

Abb. 7-2  Polaritdtsvergleich verschiedener pflanzlicher Inhaltsstoffe

7.1.4  Vergleich der Polaritat der Extraktionsmedien

Reines berkritisches CO, zeigt die geringste Polaritat im Vergleich zu Extraktionsmedien,
die Schleppmittel enthalten (Abb. 7-3). In reinem Uberkritischem CO; findet mit steigendem
Druck eine Polaritatserhdhung statt, die durch einen Dichteanstieg erklart werden kann. Dem-
zufolge erhoht sich bei hohem Druck die Elutionskraft zugunsten der polaren Molekiile, so
dass eine selektive Anreicherung lipophiler Substanzen vor allem im niedrigen Druckbereich
stattfindet. Rompp (2003) kann zeigen, dass sich das lipophile Molekil Hyperforin, einer der
Hauptinhaltsstoffe von Hypericum perforatum, selektiv bei 120 bar anreichern lasst, wéahrend
die Selektivitat im hoheren Druckbereich nachldsst und der Hyperforingehalt aufgrund der

Extraktion weiterer Bestandteile sinkt. (-)-a-Bisabolol zeigt ein dhnliches Verhalten (Kaiser,
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2003), wobei die Selektivitat fur dieses Molekil bei 90 bar am groRten ist. Dieser Unterschied
liegt darin begriindet, dass Hyperforin (Mr = 536 g/mol) im Vergleich zu (-)-a-Bisabolol
(Mr = 222,4 g/mol) ein grolleres Molekil darstellt und deshalb polarere Extraktionsmittel

benotigt werden, um die Substanz in gleichem Mal3e extrahieren zu kénnen.

30 100 bar / 70 °C 100 bar /70 °C £1CO2
' 100 bar /60°C
|
25 80 bar / 60 °C | CO2/Ethanol
70 bar /40 °C ‘
20 ° ‘
60 bar /40 °C ' B CO2/Methanol
-
w 15
Schleppmittelmenge
10 21
Druck [bar]:
5 siehe Diagramm
Temperatur:
40°C

unterkritisch

—~—
Uberkritisch

Abb. 7-3  Polaritdtsvergleich verschiedener Extraktionsmedien

Um polare Molekiile, wie zum Beispiel Harpagosid extrahieren zu kénnen, reicht eine Dichte-
erhéhung des Extraktionsmittels nicht aus, sondern es mussen Schleppmittel zugesetzt
werden, die die Polaritdt des Extraktionsmittels erheblich steigern (Walsh et al., 1987).
Ethanol und Methanol werden (berkritischem CO; in einer Konzentration von 25 % als
Schleppmittel zugesetzt. Diese CO,/Schleppmittel-Gemische weisen eine &hnliche Dichte wie
reines Uberkritisches CO, auf (Tab. 7-1). Trotzdem zeigen diese Extraktionsmittel eine
wesentlich hohere Elutionskraft fur polare Substanzen, so dass die Dichte nicht mehr flr eine
Polaritatssteigerung verantwortlich gemacht werden kann. Die Erhéhung der Polaritat beruht
auf der Ausbildung polarer zwischenmolekularer Krafte, die in dg. zum Ausdruck kommen.
Tab. 7-2 verdeutlicht den Anstieg zwischenmolekularer Kréfte durch Zusatz steigender

Schleppmittelkonzentrationen. Wahrend die Dichte gleich bleibt, steigt 6g. kontinuierlich an.

Abb. 7-3 zeigt die hohere Polaritat der CO,/Schleppmittel-Extraktionsmedien im Vergleich zu
reinem Uberkritischem CO,. CO,/Methanol-Gemische weisen hohere &g im Vergleich zu
CO,/Ethanol-Gemischen auf. Die Polaritat kann weiter erhoht werden, wenn man nicht im
tberkritischen, sondern im unterkritischen Bereich mit Schleppmitteln extrahiert.
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Tab. 7-2  Polaritdtsvergleich verschiedener Ethanolkonzentrationen in iiberkritischem CO;

(200 bar/40 °C) im Hinblick auf die Dichte und gy,

Schleppmittelkonzentration Dichte des Extraktions- SeL
mediums [kg/m3]
0 % (reines COy) 846 11,06
5% 850 11,52
10 % 856 12,56
25 % 859 17,37

7.2 Vorhersage der Extrahierbarkeit pflanzlicher Inhaltsstoffe und Korrelation

mit experimentellen Daten

Ermittlung des minimalsten notwendigen elektrostatischen Loslichkeitsparameters Opr, um

pflanzliche Inhaltsstoffe extrahieren zu kénnen

Der Loslichkeitsparameter og., der den Anteil der elektrostatischen Krafte beschreibt, kann
als Parameter zur Vorhersage der Extrahierbarkeit von Pflanzeninhaltsstoffen aus Drogen
verwendet werden. Wenn dg. des Extraktionsmittels den gleichen Wert annimmt, den der
Extraktivstoff aufweist, wird sich dieser 16sen und im Extrakt erscheinen (Abb. 7-4). Diese
Angleichung von &g ist notwendig, um die polaren zwischenmolekularen Krafte auf die
gleiche Starke zu bekommen. Erst wenn diese Krafte gleich grof3 sind, kann ein Molekdl aus

einer Pflanzenmatrix geldst werden.

Da (-)-a-Bisabolol, eine sehr lipophile Substanz, bei tberkritischen Extraktionsbedingungen
einen og_ von 5,0-5,8 aufweist, der im Bereich von reinem tberkritischen CO, (3,9-8,5) liegt,
ist die Substanz l6slich und erscheint im Extrakt. Hydrophilere Molekiile wie Harpagosid
oder Aescin haben bei identischen Extraktionsbedingungen einen &g -Wert von 10,0-14,6, der
deutlich hoher liegt als der des CO,. Infolgedessen erfolgt noch keine Ldsung aus der
Pflanzenmatrix. Erst bei Steigerung des Extraktionsmittels auf den gleichen Wert von og_
I6sen sich die Molekdle und erscheinen im Extrakt. Dies wird mit Gberkritischem CO,, das
mit Ethanol oder Methanol modifiziert ist (10,2-15,9), erreicht. Die stark hydrophile
Stachyose mit einem &g von 23 kann nur im unterkritischen Bereich unter Einsatz von
Schleppmitteln extrahiert werden.

Wenn der Gehalt hydrophiler Inhaltsstoffe im Extrakt erhoht werden soll, muss die Polaritat

des Extraktionsmittels gesteigert werden (Abb. 7-5). Polarere Extraktionsmittel bilden
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stérkere polare zwischenmolekulare Kréfte aus, so dass die resultierende héhere Elutionskraft

die Extraktivstoffausbeute verbessert.
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Abb. 7-4  Abschdtzung der Loslichkeit von Pflanzeninhaltsstoffen in verdichtetem CO;

Korrelation mit experimentellen Daten

Die sekundéren Wurzeln der Teufelskralle werden mittels CO, und Ethanol als Schleppmittel
in einer Konzentration von 26 % extrahiert. Es wird mit unterschiedlichen Extraktionsdriicken
und —temperaturen sowohl im Uberkritischen als auch im unterkritischen Bereich gearbeitet
(Kap. 5.1.1.2). Die resultierenden Harpagosidgehalte der Extrakte werden mit g, des Extrak-
tionsmittels korreliert (Abb. 7-5). Reines uberkritisches CO, weist eine zu geringe Polaritat
auf, um Harpagosid aus der Wurzelmatrix zu extrahieren. Demzufolge enthalten alle reinen
CO,-Extrakte kein Harpagosid. Uberkritisches CO,/Ethanol stellt das Extraktionsmittel mit
der geringsten Elutionskraft fir die Extrahierbarkeit von Harpagosid dar, da dg._ von Extrakti-
onsmittel und Molekil gleich sind. Der Harpagosidgehalt im Extrakt betrdgt 1 bis
1,3 mmol/100 g eingesetzter Droge. Die Harpagosidausbeute kann gesteigert werden, in dem
statt im Uberkritischen im unterkritischen Bereich mit Ethanol als Schleppmittel extrahiert
wird. Aufgrund der starkeren zwischenmolekularen Krafte erhéht sich die Ausbeute auf das
Doppelte und erreicht einen Harpagosidgehalt von 1,9 mmol/100 g Droge.
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Abb. 7-5  Harpagosidgehalt im Extrakt in Abhdngigkeit der elektrostatischen Kridfte des
Extraktionsmittels

Es ist weder im Uberkritischen noch im unterkritischen Bereich méglich, durch Steigerung der
Extraktionstemperatur oder des Extraktionsdruckes eine Erhéhung der Extraktausbeute und
der Extraktivstoffgehalte zu erreichen.

Abb. 7-6 zeigt eine Ubersicht verschiedener Extraktivstoff-Gehalte unterschiedlicher CO,-
Extrakte in Abhé&ngigkeit der Polaritat des Extraktionsmittels.
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Abb. 7-6  Ubersicht des Extraktivstoff-Gehaltes verschiedener Extrakte in Abhdngigkeit von
der Polaritdt des Extraktionsmittels
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Die Extrahierbarkeit von Substanzen aus Drogen ist mittels Molecular Modelling unter An-
wendung des elektrostatischen Loslichkeitsparameters g abschétzbar. Absolute Léslich-
keiten und die daraus resultierenden Ausbeuten der jeweiligen Substanzen im Extrakt sind

jedoch nicht vorhersagbar, da sie von weiteren Faktoren beeinflusst werden:

Molekiile mit einem Molekulargewicht iber 700 g/mol zeigen eine schlechte CO,-Extrahier-
barkeit, da sie nur unzureichend von CO,-Molekiilen umgeben werden kdénnen (Vieira de
Melo et al., 1999). Die Loslichkeit wird mit steigender MolekilgroRRe geringer, so dass ein
Zusatz von Schleppmitteln zwingend erforderlich wird, um groRere Molekile zu extrahieren
(Bartle et al., 1990). Aus diesem Grunde zeigt Aescin, trotz gleicher Polaritat wie Harpagosid,
sowohl in Uberkritischen als auch unterkritischen CO,/Ethanol-Mischungen deutlich geringere
Ausbeuten (Abb. 7-6). Des weiteren weist das groRe Aescinmolekul im Vergleich zu Harpa-
gosid einen kleineren Diffusionskoeffizienten auf. Die Wanderung aus der Pflanzenmatrix an
die Oberflache verlauft dadurch wesentlich langsamer. Die Diffusionsgeschwindigkeit stellt
einen limitierenden Faktor dar (Reverchon et al., 1993a) und hat groRen Einfluss auf die

Extraktausbeute.

Ein weiterer Einflussfaktor ist die PartikelgroRe der eingesetzten Droge. Bei CO,-Extrak-
tionen kann das Drogenmaterial nicht quellen, so dass tUberwiegend eine Abschwemme der
Inhaltsstoffe aus der Partikeloberflache erfolgt. Bei groben Partikeln wird das Innere der
Droge vom Extraktionsmittel nicht erreicht (Reverchon und Marrone, 2001). Folglich flhrt
die Extraktion kleiner Partikel mit groRerer Oberflache zu héheren Ausbeuten. Abb. 7-5 zeigt
diesen Einfluss am Beispiel von Harpagosid. Geschnittene Droge (Teilchengrofe: 40 %
zwischen 250 um und 800 pum) zeigt bei gleichen Extraktionsbedingungen und somit gleicher
Polaritait des Extraktionsmittels einen deutlich geringeren Harpagosidgehalt von
0,16 mmol/100 g eingesetzter Droge im Vergleich zu pulverisierter granulierter Droge

(dsp = 443,4 um), die eine Ausbeute von 1,25 mmol/100 g Droge aufweist.

Einen wichtigen Faktor stellen die Beschaffenheit der Pflanzenmatrix sowie die unmittelbare
Umgebung des Extraktivstoffes in dieser Matrix dar. Der Feststoff kann von der Matrix ad-
sorbiert werden (Subra et al., 1998). Die unmittelbare Umgebung der zu I6senden Substanz
kann die Extraktion auf zwei verschiedene Arten beeinflussen. Einerseits kdnnen die Begleit-
stoffe die Extraktion der Substanz behindern, da diese bevorzugt extrahiert werden (Schaeffer
et al., 1989). Erst nachdem diese entfernt sind, findet eine vermehrte Extraktion der interessie-
renden Substanz statt. Andererseits kann die Extrahierbarkeit des Feststoffes durch die Nach-
barmolekiile auch erhéht werden (Cochran et al., 1990). Dies ist durch die zwischenmolekula-

ren Kréfte der zu lésenden Substanz respektive der Begleitstoffe und der Matrix erklarbar.
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Wenn die zwischenmolekularen Kréfte und somit die Affinitat der Begleitmolekiile zur Mat-
rix Kleiner sind als die, der zu extrahierenden Substanz, werden bevorzugt die Begleitsubstan-
zen extrahiert. Sind allerdings deren Krafte zur Matrix groRer, dann hat die zu extrahierende
Substanz eine hohere Affinitdt zum Extraktionsmittel und erscheint vermehrt im Extrakt.
Jeong und Chesney (1999) postulieren den anziehenden Effekt zwischen Matrix und der zu

I6senden Substanz als den einflussreichsten, der nicht ausschaltbar und vorhersagbar ist.

7.3 Zusammenfassung

Die Simulationen der CO,-Extraktionen mittels Molecular Modelling erfordern als Eingabe-
parameter nur die Strukturformeln und die Dichten der zu simulierenden Substanzen. Die
Extrahierbarkeit von Pflanzeninhaltsstoffen kann durch Berechnung des Lolichkeitspara-
meters dg., der den Anteil der elektrostatischen Kréfte reprasentiert, vorhergesagt werden.
Wenn &g, des Extraktionsmittels den gleichen Wert annimmt wie die zu extrahierende Sub-
stanz, erscheint das Molekul im Extrakt. Die Ausbeute dieses Extraktivstoffes kann weiter
erhéht werden, wenn man ein Extraktionsmittel mit einem hoheren Wert von &g wéhlt. Eine
Vorhersage von absoluten Extraktivstoffgehalten kann nicht getroffen werden, da die Mole-
kilgroRe der Substanzen, die PartikelgroRe der eingesetzten Droge und die Beschaffenheit der
Pflanzenmatrix die Loslichkeit beeinflussen und auch limitieren kdnnen. Die Beschaffenheit
der Pflanzenmatrix sowie die Umgebung der Substanz innerhalb der Matrix ist ein unbe-
kannter Faktor, der von Droge zu Droge variiert und nicht mit einem konstanten Parameter

beschrieben werden kann.

Die Simulationen haben gezeigt, dass eine Polaritatssteigerung des Extraktionsmittels nicht
allein durch eine Dichteerh6hung bewirkt wird. Im Uberkritischen Bereich mit reinem CO,
kann der Polaritatsanstieg mit zunehmendem Druck auf die resultierende Dichtesteigerung
zurlickgefuhrt werden. Bei Zusatz von Schleppmitteln hat jedoch die Dichte keinen Einfluss
mehr auf Polarititseffekte. Diese kommen ausschliellich durch zwischenmolekulare Kréfte

zustande, die die entscheidende Groéle in Bezug auf die CO,-L6slichkeit darstellen.



8. EXPERIMENTELLER TEIL

8.1 Materialien

8.1.1 Drogen

Sekundédre Wurzeln der Teufelskralle (Harpagophyti radix) werden als grob geschnittene
Droge (Ch.-B. WE808295) von Fa. Schwabe und als pulverisierte Droge (Ch.-B. 4019, 5959)

von Fa. Galke bezogen.

Die Samen der Rosskastanie (Hippocastani semen) werden als grob geschnittene Droge
(Ch.-B. 994529) von Fa. Schwabe bereitgestellt.

Alle Drogen werden in verschlossenen Kunststoffkanistern bei Raumtemperatur gelagert.

8.1.2  Handelsextrakte
Handelsublicher Teufelskrallenextrakt (Ch.-B. 02012090) wurde von Fa. Lichtwer, Ross-

kastaniensamen-Extrakt (Ch.-B. 46836) von Fa. Fujisawa Deutschland bezogen.

8.1.3 Standardsubstanzen

Tab. 8-1  Standardsubstanzen

Substanz Chargenbezeichnung Hersteller/Lieferant
Aescin 2298806 Fa. Fluka

D (-)-Fructose K20889221 Fa. Merck

D (+)-Galaktose Art.-Nr. 104061 Fa. Merck

D (+)-Glucose (wasserfrei) K25835437 Fa. Merck
Harpagosid 01112315 Fa. Extrasynthése
Methylcinnamat 425363/123602 Fa. Fluka
Natriumtartrat-2-hydrat 33410 Fa. Riedel-de-Haén
D (+)-Raffinose 02040803 Fa. Extrasynthése
Saccharose Art.-Nr. 001010 Fa. Stidzucker

Stachyose 02040802 Fa. Extrasynthése
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8.1.4

Lésungsmittel und Chemikalien

Tab. 8-2  Losungsmittel und Chemikalien

Substanz Bezeichnung Hersteller/Lieferant
Substanzen fiir die Extraktionen

n-Butanol Art.-Nr. 19430 Fa. Fluka

Elcema G 250 Ch.-B. 0780290825 Fa. Degussa

Ethanol > 99,8 %

Flussig-CO, (Typ 2.7)
Methanol

n-Propanol

Substanzen fiir die Analytik
Anisaldehyd

Agua ad injectabilia

Chloroform
1,2-Dichlorethan
Eisessig

Ethanol

Ethylacetat
Formamid

Hydranal Composite 5
Helium (Typ 4.6)
Methanol
Schwefelsaure konz.
Thymol

Vanillin

Ch.-B. 3085-M

Art.-Nr. 0458
Art.-Nr. M/4056/17
Art.-Nr. 100996

Art.-Nr. 159608

Umkehrosmose mit an-
schlieRender Destillation

Art.-Nr. 25685
Art.-Nr. 100955
Art.-Nr. 100062
Art.-Nr. 111727
Art.-Nr. 109623
Art.-Nr. 33272
Art.-Nr. 34805
Art.-Nr. 0385
Art.-Nr. M/4056/17
Art.-Nr. 100731
Art.-Nr. 159681
Art.-Nr. 159466

Fa. Rettenmaier & Sohne

Bundesmonopolverwaltung fir
Branntwein

Fa. Messer Griesheim
Fa. Fisher Scientific

Fa. Merck

Fa. Merck

Pharm. Technologie
Universitat Tubingen

Fa. Fluka

Fa. Merck

Fa. Merck

Fa. Merck

Fa. Merck

Fa. Riedel-de-Haén
Fa. Riedel-de-Haén
Fa. Messer Griesheim
Fa. Fisher Scientific
Fa. Merck

Fa. Merck

Fa. Merck
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Substanzen fiir pharmakologische in-vitro Untersuchungen

Acetylsalicylsaure Art.-Nr. 0164221 Fa. Rhodia
Ammoniumchlorid Art.-Nr. 100924 Fa. Merck
Calciumchlorid Art.-Nr. 102378 Fa. Merck
Calciumionophor A23187 Art.-Nr. 21186 Fa. Fluka
Cremophor-EL Art.-Nr. 9038005 Fa. BASF
Dimethylsulfoxid Art.-Nr. D5879 Fa. Sigma-Aldrich
Dinatrium-EDTA Art.-Nr. E4884 Fa. Sigma-Aldrich
Dinatriumhydrogenphosphat Art.-Nr. 106585 Fa. Merck
D-(+)-Glucose (wasserfrei) Art.-Nr. 108337 Fa. Merck
Gentamicinsulfat Art.-Nr. G1914 Fa. Sigma-Aldrich
Kaliumchlorid Art.-Nr. 104935 Fa. Merck
Kaliumdihydrogenphosphat Art.-Nr. 104871 Fa. Merck
Kaliumhydrogencarbonat Art.-Nr. 104852 Fa. Merck
Lipopolysaccharide, E. coli Art.-Nr. 2762 Fa. Sigma-Aldrich
Serotyp 026:B26

Natriumchlorid Art.-Nr.116224 Fa. Merck
Nordihydroguajaretsaure Art.-Nr. 74540 Fa. Sigma-Aldrich
Percoll® Art.-Nr. DMB10 Fa. Sigma-Aldrich
Trypanblau-Lésung 0,4 % Art.-Nr. T8154 Fa. Sigma-Aldrich

8.1.5 sonstige Verbrauchsmaterialien

Tab. 8-3  Sonstige Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Bezeichnung Hersteller/Lieferant
Eppendorf-Tubes, PP Art.-Nr. 0030 125.150  Fa. Eppendorf
Membranfilter 0,2 pum Art.-Nr. 11107-25-N Fa. Sartorius
Celluloseacetat @ 25 mm

Membranfilter 0,2 pum Art.-Nr. 18407-47-N Fa. Sartorius
regeneriete Cellulose @ 47 mm

Glaskapillaren Art.-Nr. 709107 Fa. Brand

Rundfilter Sorte 595 @ 110 mm  Art.-Nr. 311610 Fa. Schleicher & Schiill
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Fortsetzung Tab. §8-3

Vials fir HPLC-Proben Art.-Nr. 218A1103 Fa. Bender & Hobein
Septen (HPLC) Art.-Nr. 275A1361 Fa. Bender & Hobein
Falconréhrchen, konisch Art.-Nr. 5702 734.004  Fa. Eppendorf

8.2 Allgemein verwendete Geréate

Tab. 8-4  Gerdte zur allgemeinen Verwendung

Geridt Hersteller/Lieferant
Heizpilz G2 R/259 Fa. Heraeus
Kihlschrank Liebherr Premium (+5 °C) Fa. Liebherr
Laborwaage Mettler AE200 Fa. Mettler-Toledo

Laborwaage Mettler PC1616 Delta Range Fa. Mettler-Toledo
Laborwaage Mettler PM4600 Delta Range Fa. Mettler-Toledo

Muldestor Fa. Wagner & Munz
Schneidmtihle Pulverisette Fa. Fritsch
Trockenschrank S1 5042 Fa. Heraeus
Turbula —Mischer T2C Fa. Bachofen
Ultraschallbad Sonorex Super RK 510 H Fa. Bandelin
Ultra-Turrax T25 Fa. IKA-Werke
Umkehrosmose-Anlage Hemo-RO Fa. Millipore
Vakuumrotationsverdampfer Rotavapor-R Fa. Bichi

Vakuumtrockenschrank VDL 53 Fa. Binder
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8.3 Datenverarbeitung

Rechner: Pentium-4 2,60 GHz, 256 MB RAM, 40 GB Festplatte

Tab. 8-5  Allgemein verwendete Software

Software Hersteller/Lieferant
Windows XP Fa. Microsoft
Microsoft Word XP fur Windows Fa. Microsoft
Microsoft Excel XP fur Windows Fa. Microsoft
Microsoft Powerpoint XP fiir Windows Fa. Microsoft

Isis Draw 2.4 Fa. MDL

VCH Biblio fur Windows 32 Bit Fa. Wiley-VCH

8.4 Analytische Verfahren
8.4.1  Qualitative Duinnschichtchromatographie

8.4.1.1 Nachweis der Zucker aus Harpagophytum procumbens

Die Bestimmung der Zucker erfolgt in Anlehnung an die Monographie fir ,,Saccharose®, wie
in der European Pharmacopoeia 4.0 (2002) beschrieben.

Probenaufbereitung

Sowohl die Referenzsubstanzen (2,5 mg, genau gewogen) als auch die Extrakte (50 mg,

genau gewogen) werden in 5 ml einer Mischung aus Methanol/Wasser (3/2, V/V) gel6st.

Methodenbeschreibung

Stationare Phase Nucleosil 60 F,s4 HPTLC Platten (Art.-Nr. 1.05642), Fa. Merck
Mobile Phase Wasser/Methanol/Eisessig/Dichlorethan (10/15/25/50, VIVIVIV)
Laufstrecke 15cm

Sprihreagenz 0,5 g Thymol/5 ml Schwefelsdure/95 ml Ethanol

Die Auftragung der Proben erfolgt strichformig von Hand mittels 5 pl Glaskapillaren
(Fa. Brand). Die Platte wird in einer geséattigten Glaskammer, die 100 ml mobile Phase ent-
halt, vertikal entwickelt und anschlieBend an der Luft getrocknet. Danach erfolgt eine zweite
Entwicklung der Platte in frischem FlieBmittel. Die getrocknete Platte wird mittels eines Glas-

Sprihfingers und Pressluft mit Reagenz bespriiht und danach fir 10 min bei 120 °C im
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Trockenschrank (Fa. Heraeus) erhitzt. Durch die Erwdarmung féarben sich die aufgetrennten

Substanzen, die am Tageslicht betrachtet und ausgewertet werden.

8.4.1.2 Nachweis von Harpagosid

Probenaufbereitung
1 mg Harpagosid, genau gewogen, wird in 1 ml Methanol gel6st.

10 mg der Extrakte, genau gewogen, werden jeweils in 1 ml Methanol dispergiert und 1 min
im Ultraschallbad behandelt.

Methodenbeschreibung

Stationare Phase Nucleosil 60 F,s4 HPTLC Platten (Art.-Nr. 1.05642), Fa. Merck
Mobile Phase Wasser/Methanol/Ethylacetat (8/15/77, VIVIV)

Laufstrecke 8cm

Spriihreagenz 0,5 ml Anisaldehyd/10 ml Eisessig/85 ml Methanol/5 ml

konzentrierte Schwefelsaure

Nach der strichformigen Handauftragung der Proben (5 ul Glaskapillaren) erfolgt die verti-
kale Entwicklung der Platte in einer gesattigten Glaskammer, die 100 ml mobile Phase ent-
halt. Die an der Luft getrocknete Platte wird mittels eines Glas-Sprihfingers und Pressluft mit
Sprihreagenz bespruht und anschlieBend fur 15 min bei 120 °C im Trockenschrank

(Fa. Heraeus) erhitzt. Die Auswertung der abgekihlten Platte erfolgt am Tageslicht.

8.4.1.3 Nachweis von Aescin

Probenaufbereitung
1 mg Aescin, genau gewogen, wird in 1 ml Methanol gelost.

10 mg der Extrakte, genau gewogen, werden jeweils in 1 ml Methanol dispergiert und 1 min
im Ultraschallbad behandelt.

Methodenbeschreibung

Stationare Phase Nucleosil 60 F,s4 HPTLC Platten (Art.-Nr. 1.05642), Fa. Merck
Mobile Phase Chloroform/ Methanol/Wasser (51/40/8, VIVIV)

Laufstrecke 12 cm

Spriihreagenz 0,5 ml Anisaldehyd/10 ml Eisessig/85 ml Methanol/

5 ml konzentrierte Schwefelsaure

Die Auftragung und Entwicklung erfolgt wie in 8.4.1.2. beschrieben.
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8.4.2  LC-MS Identifizierung der Harpagophytum-Extrakte

Probenaufbereitung

Die Extrakte werden jeweils zu 10 mg in 1 ml Methanol geldst.

HPLC-Bedingungen

Gerat

Saule

Mobile Phase

Gradientenprogramm

Flussrate
Saulentemperatur
Einspritzvolumen
Detektion

MS-Bedingungen

Gerat

Spannung
Zerstaubergas
Trockengas

Temperatur

HP 1010 Flussigkeitschromatograph mit Dioden-Array-Detektor,
Fa. Hewlett Packard

Zorbax SB-C-18, 150-4,6 (Partikelgroiie 3 um)
Fa. Agilent Technologies, Deutschland
A) 0,15 % Essigsaure

B) Acetonitril

0-5min von95% A zu85% A
5-7min von85% A zu82 % A
7-25min von82% Azu75% A
25-32 min von 75% A zu 70 % A
32-35min von 70 % A zu 98 % A

1 ml/min

25°C

10 ul

UV 295 nm, UV 280 nm, UV 325 nm

lonenfalle Esquire 3000+, Fa. Bruker Daltonik
koaxialer Zerstauber: sheath-liquid sprayer,
Fa. Agilent Technologies, USA

4 kV

30 psi

10 I/min

350 °C

Die Peakzuordung erfolgt durch die aufgenommenen UV-Spektren, den Vergleich der

Retentionszeiten sowie der on-line Kopplung mit MS. Die Molekulargewichte werden durch

Identifizierung der [M-H] -Peaks bestimmt.
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8.4.3  Quantitative Bestimmung der Extraktivstoffe

8.4.3.1 Quantitative Bestimmung von Harpagosid mittels HPLC

Methodenbeschreibung

Die Bestimmung von Harpagosid erfolgt in Anlehnung der Monographie von ,,Devil’s Claw*
(European Pharmacopoeia 5.0, 2005).

Geréate HPLC-Pumpe Modell 616 mit 600S Controller
und integrierter Entgasungseinheit, Fa. Waters
Rheodyne 7125 Injektionsventil, 20 pl, Fa. Rheodyne LLC
Dioden-Array-Detektor hp 1040A, Fa. Hewlett-Packard
Software HPLC ChemStation HP 79994A, Fa. Hewlett-Packard

Analytische Séule CC 125/4 Nucleosil 100-5 C18, 125 x 4 mm
Art.-Nr. 721622.40, Fa. Macherey-Nagel
Vorséule CC 8/4 Nucleosil 100-5 C18, 8 x 4 mm
Art.-Nr. 721602.40, Fa. Macherey-Nagel
Mobile Phase Methanol/Wasser (1/1, V/IV)

Die Bestandteile der mobilen Phase werden mit Hilfe einer Filtrationseinheit aus Glas
(Fa. Sartorius) durch einen Membranfilter (regenerierte Cellulose, Porenweite 0,2 um,
Fa. Sartorius) einzeln filtriert, abgewogen und gemischt. AnschlieBend wird das FlieBmittel
fir 30 min im Ultraschallbad entgast. Vor Verwendung wird das FlieBmittel erneut 30 min

und wéhrend der Analysen kontinuierlich bei einem Druck von 4,5 bar mit Helium (Typ 4.6)

begast.

Flussrate 1 ml/min
Einspritzvolumen 20 pl

Detektion UV 200-600 nm

Auswertung erfolgt bei UV 278 nm

Die Berechnung der Konzentration erfolgt Uber die Peakflache von Harpagosid aus dem

arithmetischen Mittel dreier Einzelbestimmungen nach der Methode des externen Standards.

Interne Standardlosung

Als interner Standard wird Methylcinnamat (Fa. Fluka) in einer Konzentration von
600 mg/100 ml Methanol verwendet. Diese Losung wird den Proben in einer Konzentration
von 4,0 ml interner Standard/100,0 ml Probe zugesetzt, um die Richtigkeit der Analysen-

durchgénge zu verifizieren.
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Probenaufbereitung der CO,-Extrakte

100-250 mg Extrakt, genau gewogen, werden in einem 25 ml Messkolben mit 1,0 ml interner
Standardlésung versetzt und zu 25,0 ml mit mobiler Phase aufgefullt. Die Probe wird 5 min
im Ultraschallbad behandelt und anschliefend durch einen Membranfilter aus Celluloseacetat
mit einer Porenweite von 0,2 um (Fa. Sartorius) filtriert. Die erhaltene L6sung wird direkt als

Probenldsung fur die HPLC-Bestimmung eingesetzt.

Der Handelsextrakt (280 mg/25 ml) wird analog behandelt.

Probenaufbereitung fiir die Ausgangsdroge und die extrahierte Droge

1 g pulverisierte Droge, genau gewogen, wird mit 100 ml Methanol unter gelegentlichem
Schiitteln eine Stunde mazeriert und durch einen Papierfilter (Fa. Schleicher & Schill) fil-
triert. Der Filter und der Drogenrtickstand werden erneut mit 100 ml Methanol versetzt und
eine Stunde unter Ruckfluss erhitzt. Der erhaltene Extrakt wird filtriert und der Filter sowie
der Drogenrickstand werden nochmals mit 100 ml Methanol eine Stunde unter Rickfluss
erhitzt. Nach Filtration werden alle Filtrate vereint und im Vakuumrotationsverdampfer bei
einer Wasserbadtemperatur von 40 °C bis zur Trockene eingeengt. Der Rickstand wird quan-
titativ in einen 25 ml Messkolben Gberfihrt, mit 1 ml interner Standardlésung versetzt und
mit mobiler Phase aufgefullt. Die so erhaltene Probelésung wird durch einen Membranfilter

(Celluloseacetat, 0,2 um) filtriert und direkt fir die HPLC-Bestimmung eingesetzt.
Kalibrierung und Validierung

Linearitdit von Harpagosid

40,34 mg Harpagosid werden in 10,0 ml Methanol gel6st (Stammlésung). 0,25, 0,9, 1,85, 2,8
und 3,75 ml dieser Stammldsung werden mittels Eppendorf-Pipetten zu je 5,0 ml im Mess-
kolben mit Methanol verdinnt. Die erhaltenen Lésungen werden durch einen Membranfilter
(Celluloseacetat, 0,2 um) filtriert und direkt zur HPLC-Bestimmung verwendet. VVon jeder

Verdunnung werden sechs Einzelbestimmungen in willkurlicher Reihenfolge durchgefiihrt.

Richtigkeit (Wiederfindung)

194,1 mg eines CO,-Extraktes werden in 50,0 ml mobiler Phase (Wasser/Methanol, 1/1, V/V)
geldst, woraus ein Harpagosidgehalt von 116,91 mg/100 ml resultiert (Stammldsung,
100,0 %). 9,0 ml dieses Extraktes werden zu 10,0 ml in mobiler Phase verdiinnt, was einer
Konzentration von 90,0 % entspricht. Weitere Untersuchungslésungen mit einem Harpago-
sidgehalt von 111,08 % bzw. 122,15 % werden hergestellt, indem zur obigen Extraktstamm-
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I6sung 1,0 ml bzw. 2,0 ml einer Harpagosid-Standardlésung (0,6475 mg/ml) zugegeben und
anschlieBend mit Extraktlésung auf 5,0 ml aufgefillt werden. Alle Lésungen werden durch
einen Membranfilter (Celluloseacetat, 0,2 um) filtriert und direkt als Probe zur HPLC-
Bestimmung verwendet. Jede Losung wird dreimal in willkurlicher Reihenfolge analysiert

und daraus die Wiederfindungsrate bestimmt.

Systemprdzision
Die filtrierte Losung eines CO,-Extraktes (194,1 mg/100 ml mobiler Phase) wird sechsmal

injiziert. Der Mittelwert und die relative Standardabweichung werden berechnet.

Methodenprdzision

Aus jeweils 220 g granulierter Wurzeldroge wird sechsmal unabhangig voneinander unter den
gleichen Extraktionsbedingungen (200 bar, 40 °C, Schleppmittel Ethanol 26 %) ein Extrakt
hergestellt. Die Extrakte werden in jeweils drei Einzelbestimmungen analysiert. Aus den
resultierenden Messwerten werden der Mittelwert und die relative Standardabweichung
berechnet.

Bestimmungsgrenze und Nachweisgrenze

Die Bestimmungs- und Nachweisgrenze wird nach Gottwald (2000) berechnet.

Reinheit

Nach Aufnahme des HPLC-Chromatogrammes mit Hilfe des Dioden-Array-Detektors wird
die Reinheit der Harpagosidpeaks durch Uberpriifung der Signalverhéltnisse von Probe und

Standard bei vier verschiedenen Wellenldangen nachgewiesen.

8.4.3.2 Quantitative Bestimmung von Harpagosid und Aescin mittels HPTLC

Methodenbeschreibung

Geréte Auftragegerat Linomat IV, Fa. Camag
automatische Entwicklungskammer ADC, Fa. Camag
Tauchgerat DC-Tauchfix 11, Fa. Lothar Baron Laborgerate
DC-Scanner PDA-Densitometer 2010 mit Dioden-Array-Detektor mit
Halogenlampe, Fa. J&M
Software Spectralys 1.82, Fa. J&M
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Stationare Phase ~ Nucleosil 60 Fys4 HPTLC Platten (Art.-Nr. 1.05642), Fa. Merck
Mobile Phase Harpagosid:. Wasser/Methanol/Ethylacetat (8/15/77, VIVIV)
Aescin: Chloroform/ Methanol/Wasser (51/40/8, VIVIV)
Laufstrecke 7,5¢cm
Tauchreagenz Harpagosid: 0,5 ml Anisaldehyd/10 ml Eisessig/85 ml Methanol/
5 ml konzentrierte Schwefelséure
Aescin: 1:1-Mischnug aus 1 % (m/V) Vanillin in Ethanol und
5% (V/V) konz. Schwefelsdure in Ethanol
Detektion VIS 400-1000 nm
Quantifizierung: Harpagosid 509 nm und Aescin 607 nm

5 ul jeder Probe werden als 10 mm Bande mit einer Geschwindigkleit von 15 pl s* automa-
tisch aufgetragen. Der Abstand zwischen den Proben betrdgt 5 mm und zur Plattenkante
10 mm, so dass insgesamt 12 Banden pro Platte aufgetragen werden. Das Auftrageschema
wird bei jeder Platte wie folgt vorgenommen: zwei verschiedene Extrakte werden jeweils
dreimal pro Platte appliziert. Die Standardlésungen in fiinf verschiedenen Konzentrationen
werden alternierend zu den Extraktproben aufgetragen, wobei die mittlere Standardkonzen-

tration zweimal aufgetragen wird.

Nach der vertikalen Entwicklung unter Kammersattigung wird die Platte 1 min im Kaltluft-
strom getrocknet und anschlieBend 2 s (Harpagosid) bzw. 3 s (Aescin) in das Reagenz
getaucht. Die trockene Platte wird im Trockenschrank (Fa. Heraeus) bei 120 °C fur 5 min
erhitzt, um die Banden farbig und somit sichtbar zu machen. Die fertig entwickelte Platte wird
bis zum Vermessen mit dem DC-Scanner fiir 15 min bei Raumtemperatur abgekihlt, damit
sich die Farben stabilisieren kénnen. Der Auswertung der Extrakte wird jeweils die interne

Kalibrierung der Platte zugrunde gelegt.

Probenaufbereitung der Extrakte

Harpagosid. 30-50 mg CO,-Extrakt in 50,0 ml Methanol
190 mg Handelsextrakt in 50,0 ml Methanol
Aescin: 60-80 mg der unterkritischen CO,-Extrakte in 25,0 ml Methanol

300-400 mg der Uberkritischen CO,-Extrakte in 25,0 ml Methanol
70 mg Handelsextrakt in 25,0 ml Methanol

Die Extrakte werden in Methanol dispergiert und fur 5 min im Ultraschallbad behandelt.

Diese Probenldsung wird ohne weitere Aufbereitung direkt auf die Platte aufgetragen.
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Probenaufbereitung des Drogenmaterials von Aesculus hippocastanum

1 g pulversierte Droge, genau gewogen, wird in 100 ml Methanol dispergiert und 30 min
unter Rickfluss erhitzt. Nach Filtration (Papierfilter, Fa. Schleicher & Schill) werden der
Filter und der Drogenriickstand erneut mit 100 ml Methanol aufgenommen und fiir 30 min
unter Ruckfluss erhitzt. Dieser Vorgang wird nochmals wiederholt. Alle Filtrate werden
vereinigt und im Vakuumrotationsverdampfer bei einer Wasserbadtemperatur von 40 °C bis
zur Trockene eingeengt. Der Rickstand wird quantitativ in einen 50 ml Messkolben tberfuhrt
und mit Methanol aufgefillt. Die resultierende LOsung wird direkt auf die DC-Platte auf-

getragen.
Kalibrierung und Validierung

Kalibrierung
Harpagosid: Stammldsung: 10,74 mg Harpagosid in 25,0 ml Methanol

Verdlnnungen: 4, 3, 2, 1 und 0,5 ml der Stammldsung werden im
Messkolben zu je 5,0 ml verdiinnt
Aescin: Stammldsung:  121,5 mg Aescin in 100,0 ml Methanol
Verdlnnungen: 20, 15, 10, 5, und 2,5 ml der Stammldsung werden zu

25,0 ml im Messkolben verdiinnt

Von jeder Verdiinnung werden auf drei verschiedenen Platten insgesamt sechs Einzelbestim-

mungen durchgefihrt.

Richtigkeit (Wiederfindung)

Tab. 8-6  Einwaagen und Herstellung der Losungen zur Bestimmung der Richtigkeit

Harpagosid Aescin

Einwaage CO,-Extrakt 58,4 mg/100 ml Methanol 355,1 mg/50 ml Methanol
resultierende Stammlésung 17,19 mg Harpagosid/100 ml 53,12 mg Aescin/100 ml
Standardldsung 42,96 mg/100 ml 121,5 mg/100 ml

9,0 ml Stammlésung werden mit Methanol zu 10,0 ml verdiinnt, entsprechend 90,0 % Gehalt.
Von der Standardlésung werden jeweils 2,0 ml entnommen und mit Extrakt-Stammlésung auf
50,0 ml bzw. 25,0 ml aufgefullt. Daraus resultieren Losungen mit 110,0 % bzw. 120,0 %
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Harpagosid und 109,15 % bzw. 118,3 % Aescin. Die Ldsungen werden insgesamt dreimal

direkt auf die Platte aufgetragen und daraus die Wiederfindungsrate ermittelt.

Systemprdzision
Ein CO,-Extrakt wird sechsmal auf die gleiche Platte aufgetragen und daraus werden der

Mittelwert und die relative Standardabweichung berechnet.

Harpagosid. 57 mg Extrakt/100 ml Methanol
Aescin: 355,1 mg Extrakt/25 ml Methanol

Methodenpridzision

Von jeweils sechs gleich hergestellten Extrakten werden je drei Proben auf eine DC-Platte
aufgetragen und vermessen. Aus den Messwerten werden der Mittelwert und die relative
Standardabweichung berechnet.

Harpagosid. Extrakt aus 220 g granulierter Droge, 200 bar, 40 °C,
26 % (m/m) Schleppmittel Ethanol

Aescin: Drogenauszug der Ausgangsdroge

Bestimmungsgrenze und Nachweisgrenze

Die Bestimmungs- und Nachweisgrenze wird nach Gottwald (2000) berechnet.

Reinheit

Die Reinheit wird uber den Match-Faktor vergleichend zu den Referenzsubstanzen ermittelt.

Die Uberpriifung erfolgt bei drei verschiedenen Wellenlangen.

8.4.4  Wasserbestimmung nach Karl-Fischer

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

Software MetroData, Fa. Deutsche Metrohm

Methode Titriermedium Methanol/Formamid (2:1, V/V)

Titrans Hydranal Composite 5
Temperatur 42 °C
Titrationsendpunkt 210 mV
Stopkriterium Drift

Stopdrift 12 pl/min
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Titerbestimmung

Die Titerbestimmung von Hydranal Composite 5 erfolgt durch Titration des Standards
Natriumtartrat-2-hydrat, das 15,66 % Kristallwasser enthalt. Der Wassergehalt aus 150 mg,
60 mg sowie 30 mg, genau gewogen, wird durch dreifache Titration bestimmt. Aus den

Ergebnissen wird der Titer, der die Wassermenge pro ml Hydranal angibt, bestimmt.

Titration der Droge

Zur Bestimmung des Wassergehaltes der Teufelskrallenwurzel werden ca. 150 mg Droge,
genau gewogen, mit dem Titriermedium versetzt und 60 s mittels Ultra-Turrax dispergiert.
Das gesamte System wird weitere 15 min bei 42 °C gerlhrt. Nach der Titration mit Hydranal
Composite 5 werden aus jeweils drei Einzelbestimmungen der Mittelwert und die relative

Standardabweichung berechnet.

8.4.5 PartikelgroRenbestimmung der Drogen

8.4.5.1 Siebanalyse

Gerat Siebturm Retac 3D, Fa. Retsch

Siebe Edelstahl, geflochten, Fa. Retsch

lichte Maschenweiten [um]: Teufelskralle: 250, 500, 710, 1400, 2000, 3150
Rosskastanie: 125, 250, 500, 710, 1400, 2800

Probenmenge 50 g, genau gewogen
Siebintensitat 60 % der maximalen Ruttelintensitéat
Siebzeit 3 min

Die Auswertung erfolgt gravimetrisch durch Wagung des jeweiligen Riickstandes. Die Masse

pro Siebfraktion wird prozentual auf die eingesetzte Probenmenge berechnet.

8.4.5.2 Laserbeugungsspektroskopie
Gerat Mastersizer 2000S, Fa. Malvern

Trockendispergiereinheit Scirocco 2000, Fa. Malvern
Software Mastersizer 2000 Version 4.0, Fa. Malvern
Messbereich 0,02-2000pum
Dispergierdruck Atmosphérendruck
Messzeit 10s
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Die Laserbeugungsspektroskopie wird nur fir pulverisierte, granulierte und kompaktierte
Teufelskrallendroge angewendet. Die Auswertung erfolgt mittels Mie-Theorie, indem ein
Brechungsindex von 1,52 und eine Absorption von 0,1 vorgegeben werden. Aus jeweils drei
Einzelmessungen werden der Mittelwert und die relative Standardabweichung berechnet.

8.5 Technologische Verfahren

8.5.1  Zerkleinerung der Droge

Die Zerkleinerung ist bei den Rosskastaniensamen notig.

Gerét Schneidmilhle Pulverisette, Fa. Fritsch
Umdrehungszahl 2860 min™
Siebeinsatz 4 mm, Quadratlochung

8.5.2  Granulation der Droge

Die Granulation der Droge ist bei der pulverisierten Teufelskrallendroge nétig.

8.5.2.1 Feuchtgranulierung

Gerate Planetenmischer RAPID 3 Z, Fa. F. Herbst & Co.
Schlauchpumpe RZR2, Fa. Heidolph
SKM Alexander Siebgranulator, Fa. Alexanderwerk
Trockenschrank ULE 700, Fa. Memmert

Zu je 1000 g pulversierter Droge werden mittels einer Schlauchpumpe langsam 585 ml
Ethanol unter gleichzeitigem Rihren im Planetenmischer zugeftigt. Nach der Granulation der
homogenen Mischung l&sst man einen Teil der Granulationsflussigkeit unter einem Abzug
abdampfen (60 min). Danach erfolgt die vollstandige Trocknung des Granulates im Umluft-
trockenschrank bei 50 °C fiir 90 min. Nach Siebung des Granulates wird die PartikelgroRen-

fraktion, die kleiner als 1000 pm ist, zur Extraktion verwendet.

8.5.2.2 Walzenkompaktierung

Pulverisierter Teufelskrallendroge wird 1 % Magnesiumstearat (Ch.-B. 0266, Fa. Barlocher)
aufgesiebt (Sieb 300 um) und anschliefend 10 min im Rhénradmischer (Eigenbau) gemischt.
Diese Mischung wird auf dem Mini-Pactor 250/25 (Fa. Gerteis) kompaktiert, dessen Funk-
tionsweise von Eggelkraut-Gottanka (2001) beschrieben wird.
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Kompaktierkraft 2,4 und 6 KN
Spaltbreite 3 mm
Walzenbeschaffenheit glatt, Kragenabdichtung
Granulator Sternrotor, oszillierend,

270° im Uhrzeigersinn, 300° entgegen Uhrzeigersinn

SiebgroRe 1,5mm

8.5.3  Beschreibung der Hochdruckextraktionsanlage

Die verwendete Hochdruckanlage im Pilotmalistab der Fa. Sitec ist eine Extraktionsanlage,
die diskontinuierlich im Batchverfahren arbeitet und detailliert bei Rompp (2003) beschrieben
wird. CO; als verdichtetes Gas durchstromt kontinuierlich die Anlage und wird im Kreislauf
geflihrt, wobei ein separates Schleppmittelsystem die zusétzliche, kontinuierliche Zudo-

sierung eines zweiten Losungsmittels erlaubt.
Wichtige Komponenten der Extraktionsanlage

Kélteaggregat SC 21/21 GXT2, Fa. Danfoss

Kihlthermostat minichiller cc (Pumpenkopfkihlung), Fa. Peter Huber
Hochdruckpumpe EH-M-210V1, Fa. Lewa

Membrandosierpumpe EK-M-2101V (Schleppmittelsystem), Fa. Lewa
Heizthermostat E203 (Warmetauscher, Extraktionsbehélter), Fa. Fa. Lauda
Kélte-/Warmethermostat ministat cc (Zwischenabscheidung), Fa. Peter Huber
Heizthermostat E103 (Separator), Fa. Lauda

Massendurchflussmesser Massflo 2100 DI - 1,5, Fa. Danfoss
Pneumatische Regelventile 80037-1P, Fa. Kdmmer

Messdatenerfassung Adam 4017, Fa. Advantech

Software Visidaq 3.11, Fa. Advantech

Technische Daten der Extraktionsanlage

Volumen Extraktionsbehalter 1,2 1 oder 3,3 1
Extraktionsdruck 40-500 bar
Extraktionstemperatur Raumtemperatur bis max. 80 °C
Volumenfluss Losungsmittel max. 20 I/h

Volumenfluss Schleppmittel max. 2 I/h

Abscheidedruck 40-80 bar

Abscheidetemperatur 0-60 °C



104 8 Experimenteller Teil

Das FlieRschema der Extraktionsanlage ist in Abb. 8-1 dargestellt.

Flussiges CO, wird aus Steigrohrflaschen entnommen, an einem Kondensator (8) abkuhlt und
in einen gekihlten Vorratstank (1) geleitet. CO, fiir den Extraktionsvorgang gelangt Gber
einen Unterkdhler (2) in die Hochdruckpumpe (3). Im Unterkihler wird das CO, soweit abge-
klhlt, dass Kavitation im Pumpenraum vermieden wird. Durch die Pumpe wird das CO, auf
Extraktionsdruck verdichtet und in einem Warmetauscher (4) auf die Extraktionstemperatur
erwarmt. Falls die Extraktion mit Schleppmitteln durchgefiihrt wird, wird nach der CO,-
Verdichtung das Schleppmittel aus einem separaten Vorratsbehalter (9) ber eine gesonderte
Pumpe (10) dem System zugefiihrt. CO, und Schleppmittel werden gemeinsam auf die
gewunschte Extraktionstemperatur erwarmt. Der Massenfluss sowie die Dichte des Extrak-

tionsmediums werden unmittelbar vor Eintritt in den Extraktionsbehalter (5) gemessen.

i

\]
I

Abb. 8-1  Fliefsschema der verwendeten Extraktionsanlage; > Ventil; é% pneumatisches
Druckregelventil; b Riickschlagventil; FI = Flussmesser; PI(C) = Druckmesser

(-regler); TI(C) = Temperaturmesser(-regler)
Im Extraktionsbehalter (5) befindet sich eine Extraktionshilse, die das zu extrahierende Gut
enthalt und sowohl nach oben als auch nach unten mit Metallsinterplatten verschlossen ist, um
einen gleichmaRigen Durchfluss des Extraktionsmittels zu gewéhrleisten. Unmittelbar nach
dem Extraktionsbehalter befindet sich ein pneumatisches Ventil (A), das den Extraktions-

druck konstant halt. Das mit Extraktivstoffen beladene Extraktionsmittel wird (ber einen
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Zwischenabscheider (6) zum Endabscheider (7) geleitet. Im Zwischenabscheider (6) kann
durch Anderung von Druck und/oder Temperatur die Abtrennung bestimmter Extraktivstoffe
erfolgen, was im Rahmen dieser Arbeit nicht genutzt wird. Unter Umgehung des
Zwischenabscheiders gelangt das mit Extraktivstoffen beladene Extraktionsmedium in den
Endabscheider (7), in dem durch Druckreduzierung die vollstdndige Trennung von CO,,
Schleppmittel und Extraktivstoffen erfolgt. CO, liegt im fllissigen Aggregatzustand vor und
steht im Gleichgewicht mit der Gasphase. Wahrend die Extraktivstoffe im flissigen CO, noch
eine gewisse Restloslichkeit zeigen, sind diese im nun flussig vorliegenden Schleppmittel
noch vollstdndig l6slich. Um eine endgltige Trennung der Extraktivstoffe vom CO, zu
erreichen, wird der Separator (7) beheizt, so dass flissiges CO, kontinuierlich verdampft und
somit keine Losungskapazitat mehr aufweist. Die Extraktivstoffe liegen dann geldst in reinem
Schleppmittel vor, das kontinuierlich aus dem Separator abgelassen werden muss, um ein
Vollaufen des Endabscheiders zu vermeiden. Im Falle einer Extraktion mit reinem CO;
bleiben die Extraktivstoffe allein im Separator zurlick. Verdampftes CO, wird (ber einen
Kondensator (8) verflussigt und dem Vorratstank (1) wieder zugefihrt. Der Druck im Endab-
scheider wie auch im Vorratstank wird Uber ein pneumatisches Ventil (B) geregelt und
konstant gehalten.

Die Absicherung der Anlage gegen Uberdruck erfolgt durch zwei verschiedene Berst-
scheibentypen. Im Hochdruckbereich betrégt der Berstdruck 550 bar und sichert somit den
Extraktionsbehélter, den Zwischenabscheider und die Pumpen, wéhrend im Niederdruck-

bereich der Berstdruck 100 bar betragt und den Vorratstank sowie den Endabscheider schiitzt.

8.5.4  Optimierung der Extraktionsbedingungen

Fur alle Versuche wird die 1,2 | Extraktionshiilse verwendet. Die Solltemperatur am Konden-
sator betragt jeweils -3 °C und die des Unterkihlers liegt bei -10 °C. Die Dauer der Extraktion
wird ab dem Zeitpunkt gemessen, an dem CO, das Drogenbett durchstromt, bzw. sobald dem
System Schleppmittel zudosiert wird. Der CO,-Massenfluss wird konstant auf 8 kg-h™
gehalten. Der Abscheidedruck im Separator betrégt 40 bar, wahrend die Abscheidetemperatur
bei Schleppmittelextraktionen 22 °C und bei reinen CO,-Extraktionen 8 °C betragt.

Die Drogeneinwaage hangt vom verwendeten Drogenmaterial ab (Tab. 8-7).
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Tab. 8-7  Drogeneinwaage fiir alle durchgefiihrten Extraktionen

pulverisierte Teufelskrallenwurzel 3009
pulverisierte granulierte Teufelskrallenwurzel 2209
pulverisiete kompaktierte Teufelskrallenwurzel 200 ¢
geschnittene Teufelskrallenwurzel 600 g
geschnittene Rosskastaniensamen 3009

Die Droge wird im Verhaltnis 1:1 mit Elcema G 250 (Fa. Degussa) fir 15 min im Turbula-
Mischer (Fa. Bachofen) gemischt. Diese Mischung wird direkt in die Extraktionshiilse einge-

wogen.

8.5.4.1 Vorextraktion

Bei der Optimierung der Vorextraktionsbedingungen wird jeweils nur ein Extraktionspara-
meter variiert, wahrend die anderen Parameter konstant gehalten werden. Eine Ubersicht der

untersuchten Extraktionsbedingungen ist in Tab. 8-8 dargestellt.

Tab. 8-8  Ubersicht der untersuchten Vorextraktionsbedingungen

Extraktionszustande Uberkritisch bei 200 bar / 40 °C
unterkritisch bei 100 bar / 70 °C

Extraktionsmedien CO; COy/n-Butanol
CO,/Ethanol COa/n-Propanol

Schleppmittelkonzentrationen 5, 6, 12 und 15 % (m/m)

Reine CO,-Extraktionen werden 2 bzw. 5 Stunden lang durchgefuhrt. Bei Schleppmittelex-
traktionen ist die Extraktionsdauer sehr unterschiedlich, da sich die Dauer der Schleppmittel-
zudosierung nach der Menge des Schleppmittels sowie der Zudosierungsrate richtet. Wenn
das Schleppmittel vollstdndig dem CO,-System zudosiert ist, wird jeweils 60 min weiter-
extrahiert, damit das Schleppmittel das Gesamtsystem komplett durchstromen kann, um sich

vollstandig im Separator abzuscheiden.



8 Experimenteller Teil 107

8.5.4.2 Hauptextraktion

Die Optimierung der Extraktionsbedingungen erfolgt in gleicher Weise wie bei den Vorex-

traktionen. Eine Ubersicht der Hauptextraktionsbedingungen ist in Tab. 8-9 dargestellt.

Tab. 8-9  Ubersicht der untersuchten Hauptextraktionsbedingungen

Extraktionszustéande uberkritisch unterkritisch
80 bar /40 °C 60 bar / 40 °C
100 bar / 40 °C 70 bar /40 °C
200 bar /40 °C 80 bar /60 °C
200 bar /50 °C 90 bar /50 °C
200 bar / 60 °C 100 bar /60 °C
200 bar / 70 °C 100 bar /70 °C
300 bar /40 °C
400 bar /40 °C

Extraktionsmedien CO,/Methanol  CO,/Ethanol CO,/n-Propanol

Schleppmittelkonzentrationen 5, 10 und 26 % (m/m)

Als Referenzbedingung wird eine Schleppmittelkonzentration von 26 % angesetzt. Dies ent-
spricht einer Schleppmittelmenge von 2 1, die bei maximalem Schleppmittelpumpenhub (2 I/h
bei 500 bar) dem CO,-System zudosiert wird. Die Zudosierungszeit betragt 45 min. Nach
Beendigung der Zudosierung wird 75 min weiterextrahiert, um zu gewabhrleisten dass sich die

gesamte Schleppmittelmenge im Separator abgeschieden hat.

8.5.5  Trocknung der CO,-Extrakte

Das Schleppmittel wird am Vakuumrotationsverdampfer bei einer Wasserbadtemperatur von
40 °C so weit als moglich abgedampft. Der eingeengte Extrakt wird in flache Glasschalen
ausgegossen und bei Raumtemperatur so lange unter dem Abzug belassen, bis eine Aufkon-
zentrierung zu einer sehr zahflissigen Masse stattgefunden hat. Dieser z&hflieRende Extrakt
wird for 24 Stunden im Vakuumtrockenschrank (Fa. Binder) bei 40 °C und 80 mbar

getrocknet.

8.6 In-vitro Untersuchungen der Teufelskrallenextrakte

20 ml menschliches Vollblut werden am Versuchstag von drei gesunden, mannlichen und
weiblichen Spendern gesammelt (Blutspendezentrale, Abt. Transfusionsmedizin, Universitat

Tubingen) und mit Heparin behandelt, um eine Gerinnung zu vermeiden.
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Fur die in-vitro Untersuchungen wird DPBS-Puffer verwendet:

Kaliumdihydrogenphosphat 0,100 ¢
Dinatriumhydrogenphosphat 0,575¢

Kaliumchlorid 0,100 ¢
Natriumchlorid 4,000 g
D-(+)-Glucose (wasserfrei) 0,500 g
Wasser ad 500 ml

Die Extrakte werden fiir beide Untersuchungen zu jeweils 51,8 mg in 1 ml Dimethylsulfoxid
(DMSO) gelost. Aus dieser Stammlosung werden durch 1:10-Verdiinnungen die Unter-

suchungslésungen bis zu einer Konzentration von 5,18-:10 mg:I™* hergestellt.

8.6.1 Cyclooxygenase-2 (COX-2) Hemmung

Gerate CO,-Brutschrank, Fa. Heraeus Instruments
Kendro Biofuge Stratus, kihlbar, Fa. Kendro Laborgerate

Ldsungen

Crempohor-EL/Ethanol-Losung Gentamicin/DPBS-Losung
Cremophor-EL 116,9¢g Gentamicinsulfat 12,5 mg
Ethanol 99 % 50,09 DPBS-Puffer ad 50,0 ml

Acetylsalicylsdure-Losung ASS Lipopolysaccharid-Lésung LPS
ASS 2,0 mg LPS 1,0 mg
Gentamicin/DPBS ad 10,0 ml Gentamicin/DPBS ad 5,0 ml

Thromboxansynthasehemmstoff-Losung TSH
TSH: (E)-7-Phenyl-7-(3-pyridyl)-6-heptensdure 1,4 mg
Cremophor-EL/Ethanol ad 5,0 ml
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Methodenbeschreibung

800 ul Aliguote des heparinbehandelten menschlichen Vollblutes werden in Eppendorf-Tubes
vorgelegt. Um die Thromboxanbiosynthese zu hemmen und gleichzeitig die Prostaglandinbio-
synthese (PGE;) zu foérdern, werden dem Vollblut 10 ul der Thromboxansynthasehemmstoff-
Losung (Synthese nach Kato et al., 1985) zugegeben. Des weiteren werden dem Ansatz 50 pl
ASS-Losung zugefugt, um Cyclooxygenase-1 (COX-1) irreversibel zu hemmen. Zu dieser
Mischung werden 100ul der Extrakt-Probenldésung in unterschiedlichen Konzentrationen
pipettiert und fir 15 min bei 37 °C im CO,-Brutschrank (5% CO,, 95 % Luft) vorinkubiert.
AnschlieRend wird COX-2 und demzufolge die PGE,-Biosynthese in den Proben durch Zu-
gabe von 50 pl LPS-Lésung stimuliert und die Inkubation im CO,-Brutschrank fortgesetzt.
Die Prostaglandinbiosynthese wird nach 5 Stunden durch Zugabe von 1 ml eiskaltem DPBS-
Puffer und gleichzeitiger Kiihlung (10 min) im Eisbad abgebrochen. Die Ldsung wird 15 min
bei 4 °C (3500 x g) zentrifugiert, die PGE,-enthaltenden Uberstande werden abgenommen
und bis zur Quantifizierung bei -20 °C gelagert.

Quantifizierung von PGE, mittels ELISA

Das Prinzip eines kompetitiven ELISA wird von Greim (2002) beschrieben. Zur Durch-
fuihrung werden alle bendtigten Reagenzien nach Vorschrift des Herstellers hergestellt. Die
Probenlésungen werden mit dem mitgelieferten Assaypuffer 1:5 verdinnt. Das Auftragen des
ELISAs erfolgt analog der Herstellervorschrift.

Es werden jeweils 100 pl Probe in die Wells der Mikrotiterplatte pipettiert und anschlieend
50 ul Enzymkonjugat sowie 50 pl Antibodyldsung dazugegeben. Nach einer Inkubation von
2 Stunden bei Raumtemperatur werden die Platten dreimal mit Waschpuffer gewaschen und
zu allen Wells werden 200 ul Substratlésung pipettiert. Nach einer weiteren Inkubation bei
Raumtemperatur fiir 45 min erfolgt die photometrische Auswertung (ELISA reader Emax™,
Fa. Molecular Devices) bei 405 nm. Die erhaltenen Daten werden mittels SOFTmax® PRO

(Fa. Molecular Devices) ausgewertet.
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8.6.2  5-Lipoxygenase (5-LO) Hemmung

Gerate Zentrifuge 5804R, Fa. Eppendorf-Netheler-Hinz
Schittelwasserbad 1083, Fa. GFL®
Ultraschallbad Sonorex RK 514, Fa. Bandelin

Losungen

0,9%ige Natriumchloridlosung NaCl
NaCl 459
Wasser ad 500,0 ml

Percoll®-Stammlosung (Siliconpartikel (15-30 nm Durchmesser) beschichtet mit
nichtdialysierbarem Polyvinylpyrrolidon)
Natriumchlorid 1,754 g
Percoll® ad 200,0 ml

Percoll®-Losungen 74 %, 54 %, 44 %
Percoll®-Stammldsung 74,09,54,09,44,09

0,9%ige NaCl-Ldsung 26,09, 46,09,56,09

Lysemedium Calciumchlorid-Losung CaCl,
Ammoniumchlorid 4,150 ¢ CaCl, 0,111¢
Dinatrium-EDTA 0,019¢ NaCl 0,800 g
Kaliumhydrogencarbonat 0,500 g Wasser ad 100,0 ml
Wasser ad 500,0 ml

Calciumionophor-Losung Nordihydroguajaretsdure-Losung NDGA
Calciumionophor 1,0 mg NDGA 1,5mg
Dimethylsulfoxid ad 2,0 ml Wasser ad 250,0 ml

Methodenbeschreibung

Die Untersuchung der 5-LO Hemmung wird mit isolierten Granulozyten aus heparinbe-
handeltem humanem Vollblut durchgefihrt. Die Isolation erfolgt mittels Dichtegradienten-
zentrifugation. In konische Zentrifugenréhrchen werden jeweils 3 ml 74%ige Percoll®-
Losung (p = 1,1026 g/ml) vorgelegt. Darlber werden 3 ml 54%ige Percoll®-L6sung
(p = 1,0776 g/ml) und 2 ml 44%ige Percoll®-Losung (p = 1,0575 g/ml) geschichtet. Auf
diesen Dichtegradienten werden 5 ml Vollblut aufgetragen und durch Zentrifugation 20 min
bei 350 x g und 20 °C aufgetrennt. Die Blutbestandteile werden entsprechend ihrer Dichte,
wie in Abb. 8-2 dargestellt, aufgetrennt.
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44%ige Percoll-

schicht mit Blut-
JE——— plasma und
— </ Thrombozyten
Blut —

Monozyten
44%ige Percoll{——| | 54%ige Percoll-
Losung T Zentrifugation schicht

i — | —————F = Granulozyten
5£_1_%|ge PercoII:_ 350 x g, 20 °C | yt
Losung — ! 20min L T~74%ige Percoll-
74%ige Percoll- schicht
LGsung —_ 5 Erythrocyten

Abb. 8-2  Isolation der Blutbestandteile aus humanem Vollblut

Die Granulozytenfraktion wird mit einer Pipette in neue Zentrifugenréhrchen tberfihrt und
mit 12 ml Lysemedium versetzt. Nach Zentrifugation bei 350 x g und 20 °C fur 10 min wird
die Uberstehende Losung abdekantiert und das Granulozytenpellet zweimal mit DPBS-Puffer
gewaschen. Nach dem Waschen werden die Zellen in 0,5 ml DPBS-Puffer redispergiert, in

einem neuen Réhrchen vereinigt und auf eine Zellzahl von 1,25:-10° Zellen/ml eingestellt.

800 pl Aliquote der Granulozytensuspension werden in Zentrifugenréhrchen vorgelegt. 10 pl
der Extrakt-Probenldsung werden in unterschiedlichen Konzentrationen dazu pipettiert und
im Schuttelwasserbad bei 37 °C vorinkubiert. Nach 5 min werden jeweils 200 pl CaCl,-
Losung zu den Proben gegeben und fir weitere 5 min inkubiert. AnschlieBend erfolgt die
Stimulation der Zellen durch Zugabe von 10 ul Calciumionophor-Lésung. Nach 2 min im
Wasserbad bei 37 °C wird die Reaktion durch Stellen der Proben in ein Ultraschalleisbad
(2 min) und die gleichzeitige Gabe von 2 ml NDGA-LGsung sowie 1 ml bidestilliertem
Wasser abgebrochen. Die Proben werden bei 4 °C und 46000 x g flr 12 min zentrifugiert. Die
Uberstande werden bis zur Leukotrien B, (LTB,)-Quantifizierung bei -20 °C gelagert.

Quantifizierung von LTB, mittels ELISA

Die Quantifizierung und Auswertung erfolgt wie unter 8.6.1 beschrieben. Die Proben werden

jedoch unverdiinnt verwendet.
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8.7 Molecular Modelling

8.7.1  Dichtebestimmung

Referenzsubstanzen

Die Referenzsubstanzen werden jeweils zu 30 mg, genau gewogen, mittels einer hydrau-
lischen Presse (RIIC, Fa. Beckman) zu einem gesinterten 5 mm Pressling geformt. Die Dichte
dieses Presslings wird bei 28+1°C in einem Pyknometer (AccuPyc 1330 V3.03,
Fa. Micromeritics GmbH) mit einem Probenbehélter von 0,1 cm?® vermessen. Pro Messung
werden 25 Spil- und Messzyklen durchgefuhrt und der Mittelwert aus jeweils 4 Messungen

pro Probe berechnet.

Uberkritisches Extraktionsmedium

Die Dichte des tberkritischen Extraktionsmediums, bestehend aus CO, oder CO,/Schlepp-
mittel, wird vor Eintritt (FI in Abb. 8-1) in den Extraktionsbehélter gemessen. Die Dichte-
messung erfolgt mit dem Messwertaufnehmer Massflo 2100 — DI 1,5 (Fa. Danfoss), der
gleichzeitig den CO,-Massenfluss bestimmt.

Unterkritisches Extraktionsmedium

Fur die Simulation der unterkritischen Extraktionsmedien bendtigt man die Dichte von reinem
CO;, bei einem bestimmten Zustand, die mittels Bender-EOS (Bender, 1970) berechnet wird.
Die Berechnungen der Schleppmittel gehen von bekannter Dichte bei Raumtemperatur und

Atmosphérendruck aus.

8.7.2 Simulationsverfahren

Die Simulationen werden mit Materials Studio™ Version 2.1 durchgefiihrt. Die verwendeten
Software-Module sind MS Amorphous Cell (AC), MS Discover (D) sowie die Microsoft
Windows Schnittstelle MS Visualizer (V). Fiur das angelegte Kraftfeld wird COMPASS
Version 2.6 verwendet. Die Konstruktion der amorphen Zellen erfolgt durch Anlegen eines
nonbond energy cutoffs von 8,5 A mit einem Spielraum von 0,5 A. Firr die Molecular
Dynamic (MD) Simulationen, die die energetische Minimierung beinhalten, wird die nonbond
energy Additionsmethode nach Ewald sowohl fiir die van der Waals Kréfte als auch fir die
Coulomb Kréafte angewendet. Dabei wird eine Genauigkeit von 0,01 kcal/mol veranschlagt

und alle Berechnungen werden mit einer Dielektrizititskonstante von 1,0 durchgefihrt.
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8.7.2.1 Simulation der Pflanzeninhaltsstoffe

Der allgemeine Simulationsablauf ist in Abb. 8-3 dargestelit.

Konstruktion der Molekiile, Konstruktion des uberkritischen
reines CO,, Schleppmittel Extraktionsmediums CO, + Schleppmittel

’
’
\ s

Konstruktion einer amorphen Zelle in einem definierten Zustand p, T, pyr (NVT)

y
‘ Dynamisierung bei T ‘
v
‘ energetische Minimierung F- -
U
v
‘ Auswahl der energetisch gunstigsten Zelle ‘ _______ .

Y

‘ Einstellung der Extraktionsbedingungen in der Zelle (NPT) ‘
i

‘ Dynamisierung bei Extraktionstemperatur}« —————— -

T
v

‘ Berechnung der kohésiven Energiedichte ‘

Abb. 8-3  allgemeiner Simulationsablauf

Zuerst werden die Pflanzenmolekile mit dem V-Modul konstruiert, um anschlielend zehn
amorphe Zellen jeder Substanz mit dem AC-Modul zu konstruieren. Zur Erstellung der amor-
phen Zellen werden die Dichte und die zugehorige Temperatur der jeweiligen Substanz ver-
wendet. Um zuverléssige Startbedingungen der Simulation zu erreichen, wird ein MD-Ablauf
mit konstanter Anzahl an Molekilen, konstantem Zellvolumen und konstanter Temperatur
(NVT) durchgefiihrt. Die Dynamisierung der amorphen Zelle dauert 1000 Femtosekunden
(fs) bei einem Zeitintervall von 1 fs. Direkt im Anschluss an die Dynamisierung erfolgt die
energetische Minimierung mit 1000 Iterationen und einem Konvergenzkriterium von 0,01.
Die Dynamisierung und Minimierung wird mit allen konstruierten amorphen Zellen durchge-
fihrt und die energetisch glnstigste Zelle, mit der kleinsten Energie, wird fiir weitere Simula-
tionen verwendet. Diese Zelle wird auf Extraktionsbedingungen eingestellt, indem Extrakti-
onstemperatur und -druck angelegt werden. Die MD Simulation erfolgt mit konstanter Anzahl
an Molekilen, konstantem Druck, konstanter Temperatur (NPT) und dauert 20 Picosekunden
(ps) bei einem Zeitintervall von 1 fs. Die letzte resultierende Zellkonfiguration wird fur die
abschlieBende MD Simulation (20 ps, Zeitintervall 1 fs) zur energetischen Gleichgewichtsein-
stellung verwendet. Dabei wird alle 100 fs die aktuelle Zellkonformation in eine Zustands-
matrix abgespeichert. Die letzten 20 Konformationen, die die Pflanzenmolekile bei Extrak-

tionsbedingungen beschreiben, werden zur Berechnung des Loslichkeitsparameters & nach
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Hildebrand (1916), sowie zur Berechnung von Loslichkeitsparametern, die aus elektro-

statischen Kréften (elektro) und aus van der Waals (VdW) Kraften resultieren, verwendet.

8.7.2.2 Simulation der Uberkritischen Extraktionsmedien

Durch Messen der Gemischdichte des einphasigen Extraktionsmediums CO,/Schleppmittel
vor Eintritt in den Extraktionsbehalter, erhdlt man bereits die Dichte bei der jeweiligen Ex-
traktionstemperatur und dem Extraktionsdruck. Aus diesem Grund kann der gesamte Simula-
tionsablauf, wie in Abb. 8-3 durch die gestrichelte Linie dargestellt, verkirzt werden. Da sich
die konstruierte Zelle bereits auf dem entsprechenden Extraktionsdruck befindet, kann direkt
nach der Auswahl der energetisch gunstigsten Zelle die Dynamisierung bei Extraktionstempe-

ratur durchgefiihrt werden, um anschlieRend die Léslichkeitsparameter zu berechnen.

8.7.2.3 Simulation der unterkritischen Extraktionsmedien

Unterkritische Extraktionsmedien bestehen aus einer flussigen Schleppmittel/CO,-Phase und
einer gasformigen CO,/Schleppmittel-Phase (siehe Kap. 2.2.2). Den Simulationsberech-
nungen wird zugrunde gelegt, dass die Extraktionskraft von der flissigen Phase ausgeht und
die gasformige Phase zu vernachlassigen ist. Dazu werden die Loslichkeitsparameter von CO,
aus einem flissigen Zustand bei 10 °C und 50 bar nach 8.7.2.1 konstruiert und berechnet. Die
Berechnungen des Schleppmittels erfolgen nach demselben Schema mit bekannter Dichte bei
Raumtemperatur. Die Berechnung der Gesamtloslichkeitsparameter der modifizierten
flissigen Extraktionsphase wird nach der Mischungsregel bindrer Mischungen (Barton, 1985)
wie folgt berechnet:

5 — ¢C02 .5C02 +¢m ) 5}% (GI 8_1)
¢C02 + ¢m

bcor = Veor Xcor (Gl. 8-2)

Ve : X V02 * Xcon

wobei & der Ldslichkeitsparameter, ¢ der VVolumenanteil, VV das molare Volumen und x der
Molenbruch ist. Der Index steht fur CO, und das Schleppmittel m. Den Molenbruch von CO,
und dem Schleppmittel erhdlt man aus bindren Phasendiagrammen, wie in Kap. 2.2.2
(Abb. 2-6) dargestellt. Das molare Volumen wird nach Gl. 8-3 berechnet, wobei die Dichte p
nach der letzten MD Simulation resultiert und M, das Molekulargewicht der Komponente
darstellt.

y =" (Gl. 8-3)
P




9. ZUSAMMENFASSUNG

Die Extraktion von Naturstoffen mittels tberkritischen Kohlendioxids (CO,) wird seit ca.
1970 in der Nahrungsmittelindustrie erfolgreich eingesetzt. Reines tberkritisches CO, besitzt
lipophilen Charakter, so dass selektiv unpolare Substanzen angereichert werden konnen. Um
dieses Verfahren im pharmazeutischen Sektor zu etablieren, ist es winschenswert, auch po-
lare Substanzen mit Hilfe von CO, zu extrahieren, da die meisten Arzneipflanzen hydrophile
Inhaltsstoffe aufweisen. Die Extraktion gelingt nur durch Zusatz von Schleppmitteln, die die
Polaritat des Extraktionsmittels erhohen. Je nach Polaritdt der zu extrahierenden Substanz
werden unterschiedliche Schleppmittel bendtigt, um selektive Extraktionen zu ermdglichen.
Der Einfluss des Schleppmittels und dessen Konzentration wird im Rahmen der vorliegenden
Arbeit an den Modelldrogen Teufelskralle (Harpagophytum procumbens DC.) und Ross-
kastanie (Aesculus hippocastanum L.) im Uber- und unterkritischen Bereich untersucht. Ziel
ist es, einen Parameter zu finden, der ein Mal} flir die Polaritat der zu extrahierenden Sub-
stanzen und der Extraktionsmittel darstellt, um eine Vorhersage der Extrahierbarkeit zu er-
mdoglichen. Daflir werden zusatzlich Extraktionsergebnisse von Kamillenbliten, die das

lipophile (-)-a-Bisabolol enthalten, vergleichend herangezogen.

Harpagophytum procumbens DC. enthdlt in der sekunddren Wurzel Kohlenhydrate
(Stachyose, Raffinose, Saccharose), Iridoidglykoside (Harpagosid, Harpagid), 2-Phenylethyl-
Derivate (Acteosid, Isoacteosid) und lipophile Substanzen. Da Harpagosid nachweislich an
der pharmakologischen Wirkung beteiligt ist, fungiert es als Leitsubstanz. Zusammen mit
anderen Iridoidglykosiden und 2-Phenylethyl-Derivaten soll es in hoher Konzentration im

Extrakt vorkommen.

Die qualitative Extraktzusammensetzung der Harpagophytum Extrakte lasst sich mittels
dunnschichtchromatographischer Trennverfahren gut beurteilen. Die Banden kdnnen mit
Hilfe einer LC-MS Analyse eindeutig den Inhaltsstoffen zugewiesen werden. Zur Quantifizie-
rung und Standardisierung der Extrakte wird Harpagosid herangezogen. Die quantitative
Bestimmung erfolgt mit zwei verschiedenen analytischen Verfahren. Sowohl die HPLC als
auch die HPTLC liefern prézise Ergebnisse, wobei sich die Resultate der beiden Verfahren

statistisch nicht signifikant unterscheiden.

Der Samen der Rosskastanie, Aesculus hippocastanum L., enthélt B-Aescin, ein Triterpen-
saponingemisch, das flr die pharmakologische Wirkung der Aesculus-Extrakte verantwortlich

ist und im Extrakt angereichert werden soll.
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Die Beurteilung der qualitativen Extraktzusammensetzung wird mittels dinnschichtchromato-
graphischer Trennung durchgefiihrt. Die Quantifizierung von B-Aescin erfolgt mit Hilfe der
HPTLC-Densitometrie.

Beide Drogen werden auf einer CO,-Extraktionsanlage im Pilotmalstab extrahiert. Ziel ist
die Anreicherung von Harpagosid respektive B-Aescin, sowie die Optimierung der Extrakt-
ausbeute und der Extraktzusammensetzung. Waéhrend einer CO,-Extraktion quillt das
Drogenmaterial nicht, so dass die Extraktionsprozesse hauptsdchlich an der Partikeloberflache
durch Abschwemme stattfinden. Um eine hohe Extraktausbeute zu erzielen, muss die Ober-
flache mdoglichst groR gewéhlt werden. Die PartikelgroRe selbst stellt wiederum einen
limitierenden Faktor dar, denn bei zu feinen Partikeln kommt es zur Verdichtung des Drogen-

bettes, welches das Extraktionsmittel nicht mehr gleichméaRig durchstromen kann.

Beide Drogen enthalten lipophile Bestandteile, die keine pharmakologische Wirkung aufwei-
sen und somit im Extrakt unerwinscht sind. Aus diesem Grund wird eine Vorextraktion
durchgefiihrt, die den Anteil lipophiler Begleitstoffe in der Droge verringert. Der lipophile
Vorextrakt soll dabei moglichst keine wirksamkeitsbestimmenden Substanzen enthalten, da
diese ausschliellich im Hauptextrakt angereichert werden sollen. Die Vorextraktion mit
reinem 0berkritischem CO, fiuhrt bei beiden Drogen zur ausschlieBlichen Entfernung lipo-
philer Substanzen. Die Lésungskapazitat von reinem CO; ist selbst bei 5-stiindiger Extraktion
zu gering, um die unerwinschten lipophilen Substanzen in ausreichender Menge aus der
Droge zu entfernen. Durch Zusatz von relativ unpolaren Schleppmitteln, wie n-Butanol und
n-Propanol zu Uberkritischem CO, wird dessen Losungskapazitdt erhéht. Wéhrend ein
Schleppmittelzusatz von 6 % n-Butanol bereits zur Extraktion geringer, aber vernach-
l&ssigbarer Mengen Harpagosid fiihrt, wird B-Aescin aufgrund des hohen Molekulargewichtes
weder mit CO./n-Butanol noch mit COy/n-Propanol aus der Droge herausgelGst. Die
Optimierung der Vorextraktionen beider Drogen weist die hdchste Extraktionsrate der

lipophilen Substanzen bei Einsatz von n-Propanol als Schleppmittel auf.

Zur Hauptextraktion wird ein Zusatz polarer Schleppmittel, beispielsweise Ethanol oder
Methanol, bendtigt um die Gesamtpolaritat des Extraktionsmittels so weit zu erhéhen, dass
die Losungskapazitat fir hydrophile Substanzen erreicht wird. Eine Anreicherung der Sub-
stanzen ist mit Hilfe hoher Schleppmittelkonzentrationen mdglich. Eine Abnahme der
Schleppmittelkonzentration hat eine Verringerung der Gesamtpolaritat des Extraktionsmittels
zur Folge, so dass der Gehalt hydrophiler Inhaltsstoffe im Extrakt gesenkt wird.

Im Falle von Harpagophytum procumbens DC. kann die Leitsubstanz Harpagosid mit CO,
und 26 % (m/m) Ethanol als Schleppmittel im Extrakt angereichert werden. Eine Drucker-
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héhung im Uberkritischen Bereich wirkt sich weder auf den Harpagosidgehalt, noch auf die
Extraktausbeute aus. Die Dichte des Lésungsmittels dndert sich in Druckbereichen von 100
bis 400 bar kaum, wodurch die Polaritat und die Losungskapazitat nahezu konstant bleiben.
Eine Temperaturerhdohung von 40 auf 60 °C zeigt einen Anstieg der absoluten Harpagosid-
ausbeute, die auf einen erhohten Dampfdruck der Substanz zurtickzufiihren ist. Die Optimie-
rung der Extraktionsparameter im Uberkritischen Bereich ergibt einen Extraktionsdruck von
200 bar und eine Temperatur von 40 °C. Dabei wird Harpagosid bis zu 30 % im Extrakt ange-
reichert. Extraktionen im unterkritischen Bereich flihren im Vergleich zu Uberkritischen, zu
einem deutlichen Anstieg der Extraktausbeute. Dieser beruht auf einem Polaritatsanstieg der
unterkritischen Phase, die sich in eine gasférmige und eine flissige Komponente auftrennt.
Der gasformige Anteil besteht Uberwiegend aus CO,, das keine Losungskapazitat fur
hydrophile Inhaltsstoffe aufweist. Der fllissige Anteil, der aus CO,-geséttigtem Schleppmittel
besteht, bewirkt die Extraktion hydrophiler Inhaltsstoffe und ist fir den Polaritatsanstieg des
Extraktionsmittels verantwortlich. Umso grofRer der Anteil der fliissigen Komponente ist,
desto hoher ist die Gesamtausbeute des Extraktes. Extraktionen bei 100 bar und 70 °C liefern
Extrakte mit den hochsten Ausbeuten und einem Harpagosidgehalt von 20 %. Aufgrund der
hohen Ausbeute ist die absolute Menge an extrahiertem Harpagosid doppelt so grof3 wie in
uberkritischen Extrakten. Der niedrigere Harpagosidgehalt im Extrakt resultiert aus der ver-

mehrten Extraktion hydrophiler Begleitsubstanzen, wie Saccharose und Stachyose.

Das B-Aescin-Molekul weist bei doppeltem Molekulargewicht eine &hnliche Polaritat wie
Harpagosid auf. Um groRe Molekiile mittels CO, extrahieren zu kdnnen, muss die Polaritat
des Extraktionsmediums erhoht werden. Bei den fir Harpagophytum optimierten Extrak-
tionsbedingungen im uberkritischen Bereich mit 26 % Ethanol als Schleppmittel verbleibt
nahezu das gesamte B-Aescin im Samen. Der Einsatz von Methanol anstelle von Ethanol
bringt eine Polaritatssteigerung mit sich, so dass p-Aescin aus der Droge herausgeldst wird.
Eine Druckerhéhung im Uberkritischen Bereich fuhrt zu keinem Anstieg des Aescingehaltes
und der Ausbeute. Eine Temperaturanderung von 40 auf 70 °C in 10 °C-Schritten zeigt eine
deutliche Abnahme des Aescingehaltes bei konstanter Ausbeute. Die Abnahme von [-Aescin
im Extrakt ist durch einen Polaritatsverlust des Extraktionsmittels mit zunehmender Tempe-
ratur erklarbar. Dadurch werden lipophilere Inhaltsstoffe extrahiert und die Ausbeute bleibt
somit konstant. Die absolut extrahierte B-Aescinmenge mit Methanol als Schleppmittel im
uberkritischen Bereich ist jedoch verschwindend gering. Erst eine weitere Steigerung der
Polaritat, durch Arbeiten im unterkritischen Bereich, sorgt fur eine ausreichende L&dsungs-
kapazitat. Mit 26 % Ethanol als Schleppmittel erreicht man einen Aescingehalt von 20 %. Der
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methanolische Zusatz liefert erwartungsgemald eine hohere Ausbeute und der Aescingehalt
steigt auf 25 %. Im unterkritischen Bereich ist, wie beim Harpagosid, die Zunahme der Aus-

beute mit steigendem Anteil flussiger Extraktionsphase verknupft.

Der Vergleich von CO,-Extrakten mit Handelsextrakten zeigt im Fall der Rosskastanie den
gleichen Aescingehalt von 20-25%. Der Handelsextrakt enthalt zusétzlich noch uner-
wiinschte polare Inhaltsstoffe, die in CO,-Extrakten nicht enthalten sind. Bei der Teufelskralle
ergeben sich Vorteile bei Verwendung von CO,-Extrakten. Wéhrend ein Handelsextrakt
maximal 2,5 % Harpagosid enthélt, weisen sowohl Gberkritische als auch unterkritische CO,-
Extrakte ein Vielfaches davon auf. Hauptbestandteile der herkdémmlichen Handelsextrakte
stellen Kohlenhydrate, vor allem Stachyose, dar. Der unterkritische Extrakt mit einem Harpa-
gosidgehalt von 20 % enthélt Kohlenhydrate in vernachlassigbaren Mengen. Im Vergleich
dazu ist ein Gberkritischer Extrakt mit 30 % Harpagosid frei von Stachyose, enthélt allerdings

einige lipophile Begleitstoffe.

Der Harpagophytum-Handelsextrakt und die Gber- und unterkritischen CO,-Extrakte werden
pharmakologisch untersucht. Dazu werden zwei in-vitro Tests durchgefiihrt. Zum einen wird
die Hemmung des Enzyms Cyclooxygenase-2-(COX-2), mit humanem Vollblut, und zum
anderen die 5-Lipoxygenase-(5-LO) Inhibition, mit isolierten Granulozyten aus Vollblut, ge-
testet. Alle drei Proben zeigen schwache und stark schwankende COX-2 Hemmungen. Ein
Inhibierungsmechanismus von Harpagophytum-Extrakten auf COX-2 kann daher ausge-
schlossen werden. Im Gegensatz dazu zeigen beide CO,-Extrakte in einer Konzentration von
51,8 mg/l eine vollstdndige Inhibierung von 5-LO, wahrend der Handelsextrakt keine
Hemmung zeigt. Niedrigere Extraktkonzentrationen fuhren zu einer Abnahme der 5-LO
hemmenden Wirkung. Der unterkritische Extrakt zeigt tendenziell eine geringere Inhibierung
als der uberkritische Extrakt. Dies kann sowohl mit dem geringeren Harpagosidgehalt als
auch mit dem hoheren Anteil an Kohlenhydraten, denen entzundungsstimulierende Wirkung
nachgewiesen wurde, erklart werden. Das gleiche gilt fur den Handelsextrakt. Demzufolge
sind die CO,-Extrakte den herkdbmmlichen Extrakten nicht nur im Harpagosidgehalt und der
Extraktzusammensetzung, sondern auch in ihrer pharmakologischen Wirkung tberlegen.

Um die Optimierung von CO,-Extraktionsverfahren zu einfachen, soll mittels Molecular
Modelling Simulationen eine Vorhersage der Extrahierbarkeit hydrophiler Pflanzeninhalts-
stoffe ermoglicht werden. Die Simulationen liefern drei verschiedene Loslichkeitsparameter:
den Loslichkeitsparameter 6 nach Hildebrand, den Loslichkeitsparameter g, berechnet aus
elektrostatischen Kréften und den Loslichkeitsparameter &4, der aus van der Waals Kréften

berechnet wird. Da es sich um die Extraktion hydrophiler Inhaltsstoffe handelt, sind haupt-
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séchlich elektrostatische Krafte fiir das Herausldsen dieser Substanzen aus der Pflanzenmatrix
verantwortlich. Diese beinhalten sowohl Dipolkréfte als auch H-Briickenbindungen. Der Los-
lichkeitsparameter og,_ ist demzufolge ein Mal? fur die Hydrophilie und Polaritét der zu extra-
hierenden Substanzen, sowie der verschiedenen CO,/Schleppmittelgemische. Die Polaritat
des reinen lipophilen CO, kann durch zunehmenden Druck und steigender Dichte erhoht
werden. Ein Schleppmittelzusatz zu reinem uberkritischem CO, bewirkt eine weitere Er-
héhung der Polaritét, die nicht durch eine Dichtednderung, sondern durch Ausbildung polarer
zwischenmolekularer Krafte zustande kommt. Die Polaritat unterkritischer Extraktionsmittel
ist durch die Anwesenheit der fliissigen Schleppmittel/CO,-Komponente am hdchsten. Wenn
der Wert von og. des Extraktionsmittels nun den gleichen Wert annimmt, wie das zu extrahie-
rende Molekul besitzt, wird es sich 16sen und im Extrakt erscheinen. Hat das Extraktions-
mittel einen geringeren &g -Wert, wird das zu extrahierende Molekil in der Pflanzenmatrix
verbleiben. Ubersteigt der g, -Wert des Extraktionsmittels den Wert des Molekiils, wird sich
die Ausbeute im Extrakt erhohen. Absolute Ausbeuten kdnnen mittels g, nicht vorhergesagt
werden, da Einflussparameter, wie beispielsweise die PartikelgroRe der Droge oder die umge-
bende Pflanzenmatrix eine groRe Rolle im Hinblick auf die Extrahierbarkeit der Pflanzen-

inhaltstoffe spielen.

Fraktionierte Extraktionen hydrophiler Pflanzeninhaltsstoffe mit CO,/Schleppmittel-
gemischen erlauben eine selektive Anreicherung dieser Substanzen im Hauptextrakt, wenn im
Vorextraktionsschritt unerwiinschte lipophile Begleitstoffe entfernt werden. Die Vorhersage
der Extrahierbarkeit hydrophiler Substanzen mittels ber- und unterkritischer CO,/Schlepp-
mittelgemische ist durch den Ldslichkeitsparameter g, der elektrostatische zwischen-
molekulare Krafte beschreibt, mdglich. Dies erleichtert zukinftig CO,/Schleppmittel Extrak-
tionen, da bereits im Vorfeld das CO,-haltige Extraktionsmittel bestimmt werden kann, das

notig ist, um die jeweilige Substanz aus der Matrix zu l6sen.
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11. ANHANG

11.1  Messdaten der LC-MS Analyse eines CO,-Teufelskrallenextraktes
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Abb. 11-1 HPLC- und MS-Chromatogramm (Zeitraum 0-8 min) eines CO,-Extraktes unter
Zuordnung der Peaks zu den Extraktivstoffen
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Abb. 11-2 HPLC- und MS-Chromatogramm (Zeitraum 12-18 min) eines CO,-Extraktes

unter Zuordnung der Peaks zu den Extraktivstoffen
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Abb. 11-3 HPLC- und MS-Chromatogramm (Zeitraum 18-30 min) eines CO,-Extraktes
unter Zuordnung der Peaks zu den Extraktivstoffen
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11.2  Messdaten der Kalibrierung und Validierung der HPLC-Methode zur

quantitativen Bestimmung von Harpagosid

Tab. 11-1 Messdaten der HPLC-Kalibrierung fiir Harpagosid

Konzentration [mg/100 mi] Flacheneinheiten Mittelwert
20,170 6543 6719 6512
6648,67
6752 6698 6668
72,612 27478 27398 27509
27417,00
27437 27408 27272
149,258 55754 55531 55635
55657,00
55936 55505 55581
225,904 83453 83785 83614
83645,00
84059 83572 83387
302,550 112187 112109 112128
1122545
112517 112421 112165
403,400 148864 149102 148794
148936,67
148769 149094 148997
Steigung 371,14
Achsenabschnitt -406,56
Korrelationskoeffizient 0,999983

Tab. 11-2 Bestimmung der HPLC-Systemprdzision fiir Harpagosid

Konzentration [mg/100 mi]

Messwerte 227,38 227,69
228,42 229,07
Mittelwert [mg/100 ml] 228,24

relative Standardabweichung [%] 0,91

225,32
231,56
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Tab. 11-3 Bestimmung der HPLC-Methodenprdzision fiir Harpagosid bei sechsmaliger
Herstellung eines tiberkritischen CO;-Extraktes

Extrakt Konzentration [mg/100 ml] Mittelwert  rel. Stabw. [%]
1 296,23 293,05 295,80 295,03 0,58

2 299,05 290,40 289,42 292,96 1,81

3 294,07 291,86 294,11 293,35 0,44

4 289,01 283,83 286,02 286,29 0,91

5 286,39 284,57 284,60 285,19 0,37

6 298,28 297,44 299,11 298,28 0,28
Mittelwert (n = 18) 291,85

rel. Standardabweichung [%] 1,81

Tab. 11-4 Bestimmung der HPLC-Wiederfindungsrate fiir Harpagosid

Soll-Konz. [mg/100 ml] 116,91 105,22 129,86 142,81
Soll-Gehalt [%] 100,00 90,00 111,08 122,15
Ist-Konz. [mg/100 ml] 118,23 101,59 128,84 145,31
115,48 106,49 130,43 146,23
117,03 103,05 129,19 145,58
Mittelwert 116,91 103,71 129,49 145,71
rel. Stab. [%)] 1,18 2,42 0,65 0,33
Ist-Gehalt [%] 88,71 110,76 124,63

Wiederfindung [%0] 98,56 99,71 102,03
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11.3  Messdaten der Kalibrierung und Validierung der HPTLC-Methode zur

quantitativen Bestimmung von Harpagosid

Tab. 11-5 Messdaten der HPTLC-Kalibrierung fiir Harpagosid

Konzentration [mg/100 mi] Flacheneinheiten Mittelwert
4,296 217,5 222,0 202,7
226,37
254,8 246,0 215,2
8,592 426,2 409,6 401,9
434,38
465,0 462,1 4415
17,184 733,3 710,9 718,9
750,58
789,6 788,1 762,7
25,776 965,3 962,7 1005,9
1002,17
1031,7 1036,6 1010,8
34,368 1215,1 1230,9 1168,9
1202,98
1219,9 1208,6 1174,5
42,960 1372,9 1385,4 1317,6
1342,08
1312,8 1321,9 1341,9
quadratische Steigung (x?) -0,43
Parameter m (x) 48,93
Parameter b 33,82
Korrelationskoeffizient 0,99773

Tab. 11-6 Bestimmung der HPTLC-Systemprdzision fiir Harpagosid

Konzentration [mg/100 mi]

Messwerte 14,59 14,89 15,2
15,16 15,32 14,75
Mittelwert [mg/100 ml] 14,98

relative Standardabweichung [%] 1,91
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Tab. 11-7 Bestimmung der HPTLC-Methodenprdzision fiir Harpagosid bei sechsmaliger
Herstellung eines tiberkritischen CO;-Extraktes

Extrakt Konzentration [mg/100 ml] Mittelwert  rel. Stabw. [%]
1 16,58 16,77 15,93 16,43 2,69

2 17,48 18,21 17,64 17,77 2,16

3 16,98 17,61 17,45 17,35 1,87

4 17,70 17,81 17,13 17,55 2,08

5 17,78 18,08 18,23 18,03 1,27

6 17,32 17,86 17,41 17,53 1,65
Mittelwert (n = 18) 17,44

rel. Standardabweichung [%] 3,40

Tab. 11-8 Bestimmung der HPTLC-Wiederfindungsrate fiir Harpagosid

Soll-Konz. [mg/100 ml] 17,19 15,47 18,91 20,63
Soll-Gehalt [%] 100,00 90,00 110,00 120,00
Ist-Konz. [mg/100 ml] 16,86 16,02 18,74 19,91
17,44 15,78 18,43 20,19
17,28 15,41 18,91 20,61
Mittelwert 17,19 15,73 18,70 20,24
rel. Stab. [%] 1,75 1,94 1,30 1,72
Ist-Gehalt [%] 91,52 108,76 117,72

Wiederfindung [%0] 101,48 98,89 98,12
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11.4  Messdaten der Kalibrierung und Validierung der HPTLC-Methode zur

quantitativen Bestimmung von Aescin

Tab. 11-9 Messdaten der HPTLC-Kalibrierung fiir Aescin

Konzentration [mg/100 mi] Flacheneinheiten Mittelwert
12,150 112,3 106,4 1141
114,30
113,3 119,9 119,8
24,300 175,2 177,2 177,1
181,03
181,2 187,4 188,1
48,600 308,1 310,6 311,5
323,37
326,8 3443 338,9
72,900 459,9 454,3 453,1
462,23
457,3 478,3 470,5
97,200 591,2 589,9 590,5
590,65
588,9 589,8 593,6
121,500 729,4 738,9 722,0
735,03
745,5 746,2 728,2
Steigung 5,66
Achsenabschnitt 45,70
Korrelationskoeffizient 0,9992

Tab. 11-10 Bestimmung der HPTLC-Systemprdzision fiir Aescin

Konzentration [mg/100 mi]

Messwerte 111,89 111,45 112,00
111,97 111,31 111,26
Mittelwert [mg/100 ml] 111,65

relative Standardabweichung [%] 0,31
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Tab. 11-11 Bestimmung der HPTLC-Methodenprdzision fiir Aescin bei sechsmaliger
Herstellung eines methanolischen Drogenauszuges

Extrakt Konzentration [mg/100 ml] Mittelwert  rel. Stabw. [%]

1 129,52 127,93 138,52 131,99 4,33

2 127,75 130,55 133,58 130,62 2,23

3 134,60 133,21 140,99 136,27 3,04

4 131,64 135,57 131,78 132,99 1,68

5 144,20 140,93 142,32 142,48 1,15

6 129,98 128,6 138,33 132,30 3,98

Mittelwert (n = 18) 134,44

rel. Standardabweichung [%] 3,92

Tab. 11-12 Bestimmung der HPTLC-Wiederfindungsrate fiir Aescin

Soll-Konz. [mg/100 mi] 53,13 47,82 57,98 62,84

Soll-Gehalt [%] 100,00 90,00 109,15 118,30

Ist-Konz. [mg/100 ml] 52,33 47,52 57,82 63,05
52,44 48,57 55,97 61,67
54,63 47,49 58,92 65,69

Mittelwert 53,13 47,86 57,57 63,47

rel. Stab. [%] 2,44 1,29 2,59 3,22

Ist-Gehalt [%] 90,08 108,38 119,49

Wiederfindung [%] 100,08 99,29 101,00
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