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Besondere Hinweise;

e Fehlerbalken in den Abbildungen geben den 95 % Vertrauensbereich des
Mittelwerts an.

e Gesetzlich geschiitzte Warenzeichen werden ohne besondere Kennzeichnung
verwendet.



1 Einleitung und Zielsetzung

Kapitel 1
Einleitung und Zielsetzung

Die echte Kamille (Chamomilla recutita (L.) RAUSCHERT) ist eine der gebrauch-
lichsten Arzneipflanzen. Die Inhaltsstoffe sind chemisch und pharmakologisch sehr
gut charakterisiert (Carle und Isaac 1985, HolzI 1989). Die Wirkung der Kamille ist
nicht auf eine einzelne Substanz oder eine Substanzgruppe zurtickzufthren. Vielmehr
beruht die Gesamtwirkung der Kamille auf teilweise chemisch sehr unterschiedlichen
Stoffen. Die vielféltige Hellwirkung der Kamille wird schon in der Antike beschrie-
ben, und auch heute noch hat die Kamille in der Therapie verschiedenster Krankheits-

bilder einen hohen Stellenwert.

Die Inhaltsstoffe der Kamille lassen sich in eine lipophile Gruppe, der hauptsachlich
die antiphlogistischen Wirkungen zuzuordnen sind, und eine hydrophile Gruppe, dar-
unter die spasmolytisch wirkenden Flavonoide, eintellen. Zu den lipophilen Inhalts-
stoffen gehdren die Hauptbestandteile des dtherischen Ols, also (-)-a-Bisabolol, die
Bisabololoxide, die En-In-Dicycloether und das Matricin bzw. sein Zersetzungspro-
dukt, das Chamazulen. Einer der wichtigsten Inhaltsstoffe ist (-)-a-Bisabolol, dessen
antiphlogistische Wirkung bereits 1954 von Janku und Zita beschrieben wurden.
B—Farnesen zeigt ebenfalls antiphlogistische Eigenschaften, die jedoch weniger stark
ausgeprégt sind. Wie Untersuchungen an Meerschweinchen ergeben haben, bewirkt
(-)-a-Bisabolol eine stérkere Durchblutung, in Kombination mit B-Farnesen fordert es
die Epithelisierung und Granulation. Aul3erdem zeigt (-)-a-Bisabolol eine antipyreti-
sche und ulkusprotektive bzw. —curative Wirkung. Die ciss und trans-En-In-
Dicycloether (syn. Spiroether), zwei mehrfach ungeséttigte Polyine, sind an der Zell-
gewebsregeneration und der Entziindungshemmung beteiligt (Schilcher 1987, Ammon
et al. 1996).

Es ist verstandlich, dass bel der Extraktion von Kamillenbliten je nach Polaritdt des
Menstruums die Zusammensetzung und damit die Wirkung des Extraktes variiert. Ein

wassriger Teeaufguss weist ein anderes Wirkstoffmuster auf als ein wassrig-
1



1 Einleitung und Zielsetzung

alkoholischer Extrakt. Die bisherigen Extraktionsmethoden reichen von der Wasser-
dampfdestillation zur Gewinnung des dtherischen Oles tiber die Extraktion mit lipophi-
len Losungsmitteln bis zur Extraktion mit polaren Wasser/Ethanol-Gemischen. Ein

neueres Verfahren ist die Extraktion mit Uberkritischen Gasen.

Bei den &therischen Olen handelt es sich alerdings nicht nur um eine wirksame, son-
dern auch um eine sehr empfindliche Substanzklasse. Problematisch ist vor alem ihre
hohe Flichtigkeit sowie ihre Instabilitdt gegentiber Licht, Sauerstoff und Wasser. So
wandelt sich das genuin in Kamillenbliten vorkommende Matricin besonders in sau-
rer, wassriger Losung unter Blauférbung in Chamazulen um, welches seinerseits bei
niedrigen pH-Werten und unter Einfluss von Licht, Luft und erhéhten Temperaturen
weiteren Abbauprozessen unterliegt (sog. ,, Vergrinungsreaktion®). (-)-o-Bisabolol ist
oxidationsempfindlich und reagiert zu Bisabololoxiden. Zu den empfindlichen Sub-
stanzen im &therischen Kamillendl und in den Kamillenextrakten z&hlen die En-In-
Dicycloether. Neben der Zersetzung zu bisher unbekannten Produkten kann eine Iso-
merisierung von der mengenmaldig dominierenden cis- zur trans-Form stattfinden
(Vogel 1992).

Es wurden viele Versuche zur Stabilisierung der Extrakte unternommen, so z. B. die
Wahl eines geeigneten Losungsmittels, die Optimierung des pH-Wertes, der Zusatz
von Stabilisatoren oder die Wahl einer geeigneten Verpackung. Eine Ubersicht tiber
Publikationen zu dieser Problematik gibt Soyke (1991).

In der vorliegenden Arbeit wird versucht, die wertbestimmenden Bestandteile eines
mit Uberkritischen Kohlendioxid hergestellten Kamillenextraktes durch den Einschluss
in B-Cyclodextrin zu stabilisieren. Im Mittel punkt steht die Herstellung eines stabilen,
gut dosierbaren, geruchlosen Komplexes, seine Charakterisierung und die Untersu-
chung seiner Haltbarkeit. Die zwel wichtigsten Herstellungsmethoden, die Loslich-
keits- und die Knetmethode, werden auf ihre Vor- und Nachteile bei der Bildung des
Komplexes untersucht und miteinander verglichen. Am Beispiel der Leitsubstanz (-)-
a-Bisabolol wird die Stabilitétskonstante des Komplexes mit B-Cyclodextrin berech-
net.



1 Einleitung und Zielsetzung

Dieser Komplex wird in eine Creme eingearbeitet. Die entziindungshemmenden Ei-
genschaften der Creme kdnnen bei der Therapie von Neurodermitis genutzt werden.
Erste Versuche am UV-Erythem des Menschen zeigten eine antiphlogistische Wirk-
samkeit gegeniiber der Cremegrundlage (Robugen GmbH; unverdffentlichte Ergebnis-
se). Die Entwicklung und die Charakterisierung dieser Creme und Untersuchungen zu

ihrer Haltbarkeit sind daher ein weiterer wichtiger Aspekt der vorliegenden Arbeit.



2 Einschluss von Kamilleninhaltsstoffen in Cyclodextrine

Kapitel 2

Literaturubersicht

2.1 Charakterisierung und Anwendung der Cyclodextrine

In einer Ubersicht aus dem Jahre 1998 (Szejtli 1998) beschreibt Szejtli die Meilenstei-

ne der Entdeckung und Entwicklung der Cyclodextrine wie folgt:

Cyclodextrine werden erstmals 1891 von Villiers als Abbauprodukte der Stéarke iso-
liert, aber erst 1904 von Schardinger as cyclische Oligosaccharide charakterisiert. Er
entdeckt o- und B-Cyclodextrin sowie die Bildung von Jod/Cyclodextrin-Komplexen.
Die Bildung der Komplexe und die unterschiedliche Farbung von Jod mit o- oder -
Cyclodextrin ermdglichen die Unterscheidung der Cyclodextrine. Freudenberg et al.
beschreiben 1938 den Aufbau der Cyclodextrine aus a-1, 4 verbundenen Glucoseein-
heiten. Die Molekulargewichte, der am haufigsten vorkommenden o-, 3- und y-CD
konnen jedoch erst viel spéater bestimmt werden. 1950 arbeiten French et al. und Cra-
mer et al. an der enzymatischen Produktion der CD und an der Charakterisierung der
chemischen und physikalischen Eigenschaften. Freudenberg, Cramer und Plieninger
patentieren 1953 die wichtigsten Anwendungen von CD in Arzneiformen. Sie zeigen
u.a die Verbesserung der Lodlichkeit von Substanzen oder die Stabilisierung von
flichtigen Stoffen nach der Komplexbildung. French (1957), Thoma und Stewart
(1965) und Cesar (1968) beschreiben die ersten Untersuchungen zur Toxizitdt von (-
CD an Ratten und stellen ihre hohe Toxizitéat fest. Seit achtziger Jahre werden a.-, -

und y-CD immer preiswerter produziert und standig neue CD-Derivate entwickelt.
Sruktur der Cyclodextrine

Cyclodextrine sind cyclische Oligosaccharide, die durch enzymatischen Abbau von
Stérke durch die Cycloglycosyltransferase (CTG-ase) von Bacillus-, Micrococcus-

Arten und Klebsiella pneumonica entstehen.



2 Einschluss von Kamilleninhaltsstoffen in Cyclodextrine

Sie bestehen aus a-D-Glucoseeinheiten, die tber 1,4-glycosidische Bindungen mitein-
ander verknlpft sind. Nach der Anzahl der an einem Ringaufbau beteiligten Glucose-
Einheiten werden verschiedene CD-Homologe unterschieden. Die wichtigsten CD be-
stehen aus 6, 7 oder 8 Glucosemolekilen und werden as a-, 3- und y-CD bezeichnet,
hothere Cyclooligomere haben bislang keine breite Verwendung gefunden. Der Hohl-
raum der CD hat entsprechend der Anzahl der verknupften Glucosemolekile einen
Durchmesser von 0,6 nm, 0,75 nm bzw. 0,9 nm (Szejtli 1991).

Abb. 2.1 zeigt die molekulare Struktur von 3-CD. Die Glucosemolekile liegen in der
C,-Sesselkonfiguration vor. Das CD-Gerlist wird durch intramolekulare Wasserstoff-
briicken zwischen den OH-Gruppen angrenzender Glucoseeinheiten stabilisiert (From-
ming und Szejtli 1994, Szejtli 1998). Da keine freie Drehbarkeit um die o-1,4-
glycosidischen Vekniupfungen der Glucopyranose-Einheiten besteht, weisen die CD
eine konische Anordnung auf. Die engere Offnung weist am C-Atom in Position 6 eine
OH-Gruppe auf, wahrend die weitere Offnung von zwei OH-Gruppen an den Positio-
nen 2 und 3 besetzt ist (Abb. 2.1) (Saenger 1980).

Hydrophober Bereich

% %

Abb. 2.1 Struktur von 3-CD; molekulare Struktur und dreidimensionale Anordnung

Hydrophiler Bereich

Fur die begrenzte Wasserl6dlichkeit der CD sind die Hydroxylgruppen an der Aul3en-
seite verantwortlich. Bel Raumtemperatur wurden folgende L 6slichkeitswerte ermittelt
(Frdmming und Szejtli 1994):



2 Einschluss von Kamilleninhaltsstoffen in Cyclodextrine

14,5 g a-CD/100 ml Wasser, 1,85 g -CD/100 ml und 23,2 g y-CD/100 ml. Mit stei-
gender Temperatur erhoht sich die Loslichkeit der CD. Sie betragt z. B. bel 35 °C 20,4
g a-CD/100 ml, 2,83 g B-CD/100 ml und 39,0 g y-CD/100 ml. Bei 60 °C |6sen sich
bereits 7,5 g B-CD in 100 ml Wasser. Der innere Hohlraum der CD besteht dagegen
nur aus C-C- und C-H-Bindungen sowie aus glycosidischen Sauerstoffbriicken, was
dazu fuhrt, dass der Hohlraum des CD-Molekiils durch eine hohe Elektronendichte

und durch einen weitgehend hydrophoben Charakter gekennzeichnet ist.

Die Loslichkeit verschlechtert sich in den meisten organischen Losungsmitteln, da die
Losungsmittel selbst relativ stabile Komplexe mit CD eingehen. B-CD ist in reinem
Methanol, Ethanol, |sopropanol, Aceton und Chloroform unldslich, in 50%igem Etha-
nol 16sen sich 1,3 g/100 ml. Pyridin, Dimethylformamid und Dimethylsulfoxid erwei-
sen sich gleichermal3en geeignet, um -CD zu l6sen (ca. 35 g/100 ml) (Fromming und
Szejtli 1994). Die wichtigsten physikalisch-chemischen Eigenschaften der a-, B- und
v-CD sind in Tab. 2.1 zusammengefasst.

Tab. 2.1 Physikalisch-chemische Eigenschaften der Cyclodextrine (Szejtli 1998, Cabral Mar-

ques 1994a)

o B Y
Anzahl der Glucose Molekile 6 7 8
Molekulargewicht 972 1135 1297
Ldslichkeit in Wasser bel 25 °C
(/100 mI] 14,5 1,85 23,2
Hohlraumdurchmesser [nm] 0,47-0,53 0,6 - 0,65 0,75-0,83
Ho6he des Torus [nm] 0,79+ 0,01 0,79+ 0,01 0,79+ 0,01
AuRerer Durchmesser [nm] 1,46 + 0,04 1,54 + 0,04 1,75+ 0,04
Hohlraumvolumen von 1 mol CD 104 157 56
[mi]
Kristallwasser [%] m/m 10,2 13,2-14,5 8,13-17,7
Schmelzpunkt [°C] ~275 ~280 ~275
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Biochemische Eigenschaften und Toxizitat

Die biochemischen Eigenschaften der CD lassen sich durch Betrachtung der enzymati-
schen Spaltung beschreiben. CD sind weitgehend resistent gegen den Abbau von -
Amylasen, die lineare Polysaccharide vom Ende her abbauen (Gerloczy et al. 1986).
Mit wenigen Ausnahmen kann man feststellen, dass CD weder fermentiert noch von
Hefe verwertet werden. Oral gegebene CD werden tUberwiegend von den Mikroorga-
nismen des Dickdarms metabolisiert, was den entscheidenden Unterschied zum Stér-
keabbau, der im Dinndarm stattfindet, darstellt. 1963 finden Andersen et al. an Ratten
heraus, dass a- und 3-CD ahnlich wie die Starke in Gewebe und Organen gespeichert
werden. Durch die radioaktive Markierung von C-Atomen in Stéarke und CD konnte

der Abbau der Substanzen im ausgeatmeten CO, nachgewiesen werden (Szejtli 1987).

Die pharmazeutischen und nahrungsmittel chemischen Anwendungsméglichkeiten fur
die sidlich schmeckenden Cyclodextrine hangen entscheidend von ihren Einwirkun-
gen auf tierische Organismen ab. Die zunachst fir Ratten festgestellte Toxizitét von -
CD beruhte wahrscheinlich darauf, dass das eingesetzte 3-CD verunreinigt war (Tho-
mas und French 1957 — zitiert von Saenger 1980).

Tests zur akuten Toxizitdt von B-CD an Mausen und Ratten ergeben so hohe LDsgg-
Werte, dass kaum von einer schadlichen Wirkung gesprochen werden kann. Bel Mé&u-
sen sind es mehr als 3 g/kg und bei Ratten 5 g/lkg (Marques 1994b). Uekama und Ota-
giri (1987) berichten sogar von 10 g/kg. Ahnlich sind Langzeit-Tests zu deuten, die
Uber 6 — 9 Monate an Ratten, Kaninchen und Beagle-Hunden durchgefiihrt wurden
(Gergely et a. 1981). Bei einer Futterung von 0,2, 0,4, und 0,6 g B-CD/kg Korperge-
wicht Uber einen Zeitraum von 6 Monaten kdnnen keine anatomischen Veranderungen
an Ratten und Hunden festgestellt werden; embryotoxische oder teratogene Effekte
sowie Mutationen sind bel Ratten nicht zu beobachten. Andere Untersuchungen an
Ratten zeigen, dass bei taglicher subcutaner, intraperitonealer oder intravendsen Gabe
von 0,45 g B-CD/kg Korpergewicht Nekrosen des Nierengewebes auftreten. Bel Dosen
von 0,1 g/kg die 1-, 2-, 4- oder 7-mal taglich verabreicht werden, treten keine Schédi-

gungen auf.
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Nach Berichten der Food and agriculture organisation (FAO) werden CD als enzyma-
tisch modifizierte Starke betrachtet und gelten damit a's toxikologisch unbedenklich.
B-CD ist eine lebensmittelrechtlich zugelassen Substanz (EG-Richtlinie 1995 Anhang
V).

Auf den speziellen, fir diese Arbeit relevanten Fall der Toxizitdt bei kutaner Anwen-

dung wird in Kapitel 6 ausfuhrlich eingegangen.

Anwendung der Cyclodextrine

In den Einschlusskomplexen ist jedes Gastmolekul individuell von CD umschlossen
und damit — mikroskopisch betrachtet — verkapselt. Da hierdurch die chemischen und
physikalischen Eigenschaften der Gastmolekuile vorteilhaft verandert werden konnen,
wurden Versuche unternommen, die Einschlussverbindungen mit CD fur Arznei-,
Nahrungs- und Pflanzenschutzmittel sowie fir Kosmetika zu nutzen. Folgende Effekte
koénnen im Hinblick auf einen pharmazeutischen Einsatz durch die Bildung der Ein-

schlussverbindungen erreicht werden:

e Verbesserung der Stabilitat

Verbesserung der Loslichkeit und der Bioverflgbarkeit

e Uberfiihrung fliissiger Stoffein feste Zubereitungen

e Fixierung von leichtfllchtigen Stoffen

e Uberdeckung eines unangenehmen Geruchs und Geschmackes

e Vermeidung von Wechselwirkungen des eingeschlossenen Stoffes mit anderen

Bestandteilen der Arzneiform; Reduzierung der Toxizitét
e Herstellung cholesterinarmer Nahrung
e Trennung von Enantiomeren

Die Stabilisierung empfindlicher Substanzen ist das alteste Anwendungsgebiet der CD
(Fromming 1973). In einer grof3en Zahl von Veroffentlichungen konnte gezeigt wer-

den, dass empfindliche Substanzen nach CD-Einschluss weitgehend vor hydrolyti-



2 Einschluss von Kamilleninhaltsstoffen in Cyclodextrine

scher, oxidativer und photochemischer Zersetzung oder Dehydratisierung geschitzt
werden. Zum Beispiel verringert der Einschluss von Desmopressin in HP-(a-, - oder
v-CD) den Abbau durch ein im Darm vorhandenes Enzym o-Chrymotrypsin (Fredholt
et al. 1999). Flichtige Substanzen, wie z. B. dtherische Ole, werden durch den Ein-
schluss geschitzt (Szente und Szejtli 1988, Szente et al. 1988, Vincieri et a. 1988,
Buschman et a. 1991). Zur inhalativen Therapie verwendeter Campher, Menthol, Eu-
kalyptusol und Chinin konnen als Komplexe mit 3-CD stabilisiert werden (Gal-Fuzy
et a. 1984). In Ungarn ist dieses Produkt unter den Namen Diapulmon® zugelassen.
Die Flichtigkeit von Salicylsaure (Fromming et a. 1972) oder Nitroglycerin (Y amao-
ka et a. 1981) kann nach Komplexierung ebenfalls verringert werden. Nitroglycerin
verliert dadurch seinen explosiven Charakter und kann gefahrlos weiter verarbeitet
werden (Saenger 1980).

Die recht empfindlichen Steroide werden nach Einschluss in HP-B-CD gefriergetrock-
net und konnen ohne weitere Zusatze zu Tabletten verpresst werden (Pitha und Pitha
1985).

Wie bereits erwahnt ist die Verbesserung der Lodlichkeit und damit oft auch der Bio-
verfugbarkeit ein weiterer Vorteil von CD. Am Beispiel einiger Substanzen kann dies
gezeigt werden. Durch den Einschluss von Miconazol und Econazol in HP--CD kann
die Dosierung reduziert und somit die Toxizitdt der Substanzen herabgesetzt werden
(Jacobsen et al. 1999). Weitere Beispiele sind: Tricolsan/B-CD Komplex (Lofftson et
al.1999), Cotrimazol/DM-B-CD (Ahmed et al. 1998); Ketoprofen/Me-B3-CD, B-CD
(Mura et al. 2001), Amphotericin-B/y-CD (Rajagopaan et a. 1985); Nimesulid/3-CD
(HP-B-CD) (Rosdlli et a. 1999) und Acetohexamid/B-CD (Uekama et al. 1980). Dies

stellt nur eine kleine Auswahl der zahlreichen Publikationen zu diesem Themadar.

In der Kosmetikindustrie finden die CD ebenfalls breite Verwendung, z. B. in Form
von Deodorant gegen Mund- oder Korpergeruch, als Shampoo gegen schnellfettende
Haare oder as Makeup-Entferner, in Seifen, Zahnpasta und viele anderen Produkten.
Duchene et al. (1991a) geben in einem Kapitel Uber ,,Cyclodextrine in der Kosmetik*
eine gute Ubersicht tber diese Produkte und ihre jeweiligen Patente. In Frankreich

befinden sich zwel Shampoos von Laboratories Klorane (Pierre Fabre) auf dem Markt,
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die CD enthalten. Haar-Farben kénnen nach dem Einschluss in CD langer haltbar ge-
macht werden. Szente et al. (1998) berichten auch von dem positiven Effekt der Stabi-
liserung von natdrlichen Farbstoffen, wie Curcumin und Carotinoiden in CD-

Derivaten.

Die Textilindustrie nutzt die Eigenschaften der CD zum Fixieren von unangenehmen
Gertichen wie Zigaretten oder Schweil3geruch (Buschmann et al. 2001).

Seit 1995 ist die Anwendung der B-CD in der Lebensmittelindustrie erlaubt
(USP25/NF20, EG-Richtlinie) und B-CD wird als E 459 deklariert. JECFA (Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives) und WHO erlauben 6 mg/kg Kor-
pergewicht/Tag. Die Informationen sind auf der Hompage der Firma Cyclodex vor-
handen. Z. B. patentierten Szejtli et a. bereits 1978 die Komplexierung von Allicin.
Die antibakteriell, antifungizid, antisklerotisch wirkende, aber Ubelriechende Substanz
aus Knoblauch wird nach dem Einschluss geruchsneutral. In USA, Deutschland und
Ungarn sind Knoblauch/B-CD-haltige Produkte als Nahrungserganzungsmittel auf
dem Markt (Tedra, Xund, Allidex, Garlessence).

Die hohe Affinitét des Cholesterol zu B-CD wird zur Herstellung cholesterinfreier
Nahrung genutzt (Sidhu und Oakenfull 1992).

Weitere Anwendung ist die Trennung von Enantiomeren (Betts 1993, 1994).

Die Frankfurter Allgemeine Zeitung nennt die CD ,,einen wahren Tausendsassa‘, das
Magazin ,Modern Times* spricht von , intelligenten Stoffen mit unglaublichen M6g-
lichkeiten (Bilow 2001, Lemme 2001). Die angefiihrten Beispiele und die grof3e Zahl
an Publikationen bestatigen diese Aussagen. In der Tab. 2.2 ist eine kleine Auswahl an
pharmazeutischen Produkten, die auf dem deutschen und internationalen Markt erhalt-
lich sind, zusammengestellt. Eine grof3ere Auswahl ist bei Stella und Rajewski (1997)

oder auf der Homepage der Firma Cyclodex zu finden.
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2 Einschluss von Kamilleninhaltsstoffen in Cyclodextrine

Tab. 2.2 Ubersicht tber Fertigarzneimittel mit p-Cyclodextrin

Komponente . ,

Wirkstoff Darreichungsform Handelsnahme/Firma/Land
Trockenextrakt aus Pastillen Bronchipret R Thymian Pastillen / Bio-
Thymian norica/ Deutschland (D)

Omeprazol Kapseln Omebeta R20/-20 PH / betapharm/ D
Omeprazol fTagS)e'”’ Tabletten 1 oorazol STADA R/ STADA/ D
Itraconazol L 6sung SempraR Liquid / Janssen-Cilag / D
Prostaglandin E Sublinguale Thl.  Prostarmon E/ Ono / Japan
Dexamethason Creme Glyteer / Fujinaga/ Japan
Nitroglycerin Sublinguale Thl.  Nitropen / Nippon Kayaku / Japan

Chloramphenicol Augentropfen Clorocil / Oftalader / Portugal

Nicorette microtab / Pharmazia-Upjohn /

Nicotin Kaugummi Frankreich

2.2 Her stellung eines Kamillenextr aktes mittels Gber kritischem CO,

Bereits aus den ersten Arbeiten von Stahl und Schiitz (1978) geht hervor, dass der
CO,-Extrakt aufgrund des unpolaren Charakters von Kohlendioxid in seiner Zusam-
mensetzung einem Extrakt, welcher mit lipophilen Losungsmitteln gewonnen wird
oder dem &therischen Ol dhnelt. Jedoch unterliegt er weder der thermischen Belastung
einer Wasserdampfdestillation, noch missen Ldsungsmittelreste entfernt oder dekla-
riert werden. Weitere Vorteile der Extraktion mit Gberkritischem CO, sind (Kaiser et
a. 2001):

e |Osemittelfrei, einfache Abtrennung des Extraktionsgases,
e rickstandsfrei, damit im lebensmittel rechtlichen Sinne vollig unbedenklich,

e umweltfreundlich,
11
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e kostensenkend (u. a. keine aufwendige Rickgewinnung von L ésungsmitteln),
e Dreite Variabilitdt der Eigenschaften des Extraktionsgases,
o fraktionierte Extraktion und Abscheidung ermdglichen hohe Selektivitét.

Auch in weiteren Publikationen wird die CO,-Extraktion immer als eine Methode be-
schrieben, die es ermdglicht, dtherisches Ol schonend fir die Inhaltsstoffe und auf eine
umweltvertrégliche Weise zu gewinnen (Vuorela et al. 1990, Reverchon 1994, Pekic
1995, 1997, Scalia 1999).

Reverchon (1994) extrahiert Kamillenbltten bei einem Druck von 90 bar und einer
Temperatur 40 °C. Vuorela et al. (1990) wahlen andere Bedingungen (200 bar und 40
°C), die eine geringere Selektivitét fur Kamilleninhaltsstoffe aufweisen. Grinhagen
(1994) vergleicht in ihrer Dissertation verschiedene Kamillen-CO,-Extrakte unterein-
ander sowie mit wassrig-alkoholischen Extrakten. Die Uberkritischen Kamillenausztige
weisen ein dem auf herkdmmliche Art gewonnenen Kamillendl vergleichbares Muster
an Inhaltsstoffen auf. Aufféllig ist die Anwesenheit von vier Kohlenwasserstoffen in
Kamillen-CO,-Extrakten. Diese ungeradzahligen n-Alkane (Cs bis Cs;) sind aufgrund
ihrer fehlenden Flichtigkeit im &therischen Ol nicht vorhanden. Griinhagen (1994)
findet in einem Gramm des Extraktes ca. 97 mg B-Farnesen, 43 mg (-)-a-Bisabolal,
145 mg cis-EID und 52 mg trans-EID. Reverchon (1994) erhdt einen Extrakt mit we-
nig (-)-a-Bisabolol (0,3 %) und hohen Bisabololoxid-Anteilen, was auf andere
Zuchtsorten der Kamille zurtckzufUhren ist. Der Antell der Spiroether betrégt ca
13 %.

Die Wirkung des Kamillen-CO,-Extraktes wird von Sabiergj (1993) untersucht und
bestétigt. Die Variation des Extraktionsverfahrens hat somit keinen negativen Einfluss

auf das Wirkungsspektrum der Kamille und weist die bereits erwahnten Vorteile auf.

Da die von Reverchon (1994) vorgestellten Bedingungen, niedriger Druck und mode-
rate Temperatur, die héchste Selektivitét aufweisen, werden sie auch bei der Herstel-

lung desin der eigenen Arbeit verwendeten Extraktes gewahlt.
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3 GC-Analytik der Kamilleninhaltsstoffe

Kapitel 3
GC-Analytik der Kamilleninhaltsstoffe

Die erste gaschromatographische M ethode zur Bestimmung von (-)-a.-Bisabolol wurde
von Isaac et al. (1968) entwickelt. Die Auftrennung von (-)-a-Bisabolol, Bisabololoxi-
den und Chamazulen gelingt Glasl und Wagner (1976). Zahlreiche weitere GC-
Verfahren wurden seither publiziert. Eine gute Ubersicht findet man bei Schilcher
(1978), Vogel (1992) und Ness (1995). Die in dieser Arbeit angewandte M ethode ent-
stammt der Dissertation von Ness (1995). Die, von ihr benutzte Kapillar-Saule wird
durch eine vergleichbare, ebenfalls mittelpolare und auf der Basis von Polysiloxan
hergestellte OPTIMA 8-3 Sdule ersetzt. Diese Sdule zeigt eine Temperaturstabilitét bis
360 °C. Dies ist wichtig, weil bei der Trennung der Kamillen-CO,-Extrakte hohe
Temperaturen erforderlich sind, um die enthaltenen htheren n-Alkane Cys — Cs; aufzu-
trennen. Die relevanten Inhaltsstoffe eluieren in einem kurzen Zeitraum mit Retenti-
onszeiten von 8 und 11 Minuten von der Saule. Nach 7 Minuten wird die Aufheizrate
von 7 °C/min auf 3 °C/min verringert, um eine bessere Aufldsung der relevaten Peaks
zu erzielen. Die Gesamtzeit fur eine (-)-o-Bisabolol- oder Kamillentl-Analyse betragt
30 min, bei einem Kamillen-CO,-Extrakt verlangert sie sich auf 45 min, da mit einer
abschliefienden Heizrate von 5 °C/min bis auf 300 °C aufgeheizt wird. Eine héhere
Aufheizrate wirde zwar die Retentionszeiten beschleunigen, aber auch die Auflosung

der Spiroether verschlechtern.

Durch den Einsatz eines internen Standards in der Gaschromatographie kdnnen geré-
tebedingte Fehler bei der quantitativen Messung reduziert werden. Das Verhdltnis von
Analyt zu internem Standard wird fur die Auswertung herangezogen. Ein interner
Standard sollte folgende Voraussetzungen erfillen: er darf mit keiner der im Sub-
stanzgemisch anwesenden Komponenten identisch sein, und sein Peak darf mit den
Peaks der Probe nicht Uberlappen. Die Retentionszeit sowie die Konzentration sollen
ahnlich der Leitsubstanz sein (Wollrab 1983). Zur Berechnung des Gehaltes der einge-

setzten Probenldsungen wird zunéchst eine Standardlsung mit bekanntem Gehalt an
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3 GC-Analytik der Kamilleninhaltsstoffe

relevanten Inhaltsstoffen und n-Hexadecan analysiert. Aus den daraus resultierenden
Flachenwerten l&sst sich ein Responsefaktor f errechnen, der der weiteren Auswertung
zugrunde gelegt wird (Wollrab 1983):

;o Mkam* Arex
Axam™ Mhex
Mkamille eingesetzte Menge an einem Kamilleninhaltsstoff [mg/100 ml]
MK exadecan eingesetzte Menge an n-Hexadecan (interner Standard) [mg/100 ml]
Akam Flacheneinheiten des Kamilleninhaltsstoffes
Ane Flacheneinheiten des internen Standards n-Hexadecan
Moo £ A e
Ariex
my Mengen der zu bestimmenden Substanz x [mg/100 ml]
f Responsfaktor
Ay Flacheneinheiten der zu bestimmenden Substanz x
Anex Flacheneinheiten n-Hexadecan

Fur den internen Standard muss eine Kalibrierung mit Ermittlung der Verfahrenskenn-
daten durchgefiihrt werden (Funk et al. 1987). Der Kalibrierbereich des internen Stan-
dards ist klein zu wéhlen, da die einzusetzende Konzentration normal erwei se konstant
bleibt. Die Kalibriergerade schliefdt funf verschiedene Konzentrationen ein, und die
Gite der Kalibrierung wird anhand des Residuenplots beurteilt. Aus den statistischen
Verteilungen der Residuen um den Nullwert Uber die durch die Regressionsgerade ge-
schétzten Werte kann jewells auf Linearitét und Varianzhomogenitét geschlossen wer-
den. Ein Trend wird nicht beobachtet (Abb. 3.1).
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Abb. 3.1 Residuenplot des internen Standards n-Hexadecan; () Residuen

Fur die Erstellung der Kalibriergeraden von (-)-a-Bisabolol wird der Flachenquotient
aus der zu bestimmenden Substanz und dem internen Standard aufgetragen (Abb. 3.2).
Durch die berechneten Punkte wird eine Regressionsgerade gelegt. Jeder Punkt ist
durch eine vierfache Wiederholungsmessung bestimmt. Der 95%- Vertrauensbereich
Ist ebenfalls dargestellt, zur optischen Verdeutlichung wird er um den Faktor 10 auf-
geweitet. Er gibt die Unsicherheit des Datenschwerpunktes in y-Richtung sowie die
Unsicherheit der Steigung der Geraden wieder. Die Daten werden mit einem Statistik-
programm zur Kalibrierung und Validierung von G. Kraus berechnet und mit den Er-
gebnissen der statischen Auswertung des Programms ,,Excel® verglichen. Durch den
Einsatz zweler verschiedener Rechenverfahren wird die Berechnung der Kalibrierge-
raden validiert. Die Daten der Kalibriergeraden fur den internen Standard und (-)-o-
Bisabolol sind in Tab. 3.1 angegeben.
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FE (-)-J}Bisabolol/

FE n-Hexadecan
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Abb. 3.2 Kalibriergerade fir (-)-a-Bisabolol und zugehoriger Residuenplot; berechneter Gehalt ()

aus dem Flachenquotienten (-)-a-Bisabolol/n-Hexadecan bzw. Residuen (), (—) Regres-

sionsgerade, (- - - -) 10facher Vertrauensbereich
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Tab. 3.1 Daten der Kalibrierung der GC-Methode fur (-)-o.-Bisabolol und n-Hexadecan

Parameter (-)-a-Bisabolol n-Hexadecan
Messbereich [mg/100 ml] 0,916 — 26,88 041-4,12
Anzahl der Messpunkte 28 30

E(x.) = 13,57 mg/100 ml  E(X¢) = 2,14 mg/100 ml
Datenschwerpunkt

E(y.) =5,39 E(y.) = 43254,06
Korrelationskoeffizient 0,9996 0,9999
Geradengleichung

f(x) = 0,414(x — 13,568) + 5,395
(-)-a-Bisabolol
Geradengleichung

f(x) = 20248,393(x — 2,144) + 43254,067
n-Hexadecan”

Y Angabe nach Ebel (1983)

Im Rahmen der Validierung der Analysemethoden, welche die Selektivitét, die Sys-
temprazision, die Methodenprazision, die Richtigkeit und die Robustheit des Verfah-
rens uUberprift, kann die Eignung der Methoden festgestellt werden. Genaue Definitio-
nen und Erlauterungen zu den einzelnen Begriffen sind in USP 25 enthalten. Die
Durchfiihrung der Validierung ist Kapitel 7.2.1.3 zu entnehmen, die statistischen Da-
tensind in Tab. 3.2 dargestellt.

Die Selektivitét wird durch die Verwendung von Standardsubstanzen und den Ver-
gleich der Retentionszeiten nachgewiesen. Tauchen bei der Analyse derselben Probe
keine zusétzlichen Peaks in den verschiedenen Chromatogrammen auf, so kann davon
ausgegangen werden, dass die Peaks sauber getrennt und rein sind. Um sicher zu stel-
len, dass bel der Aufarbeitung der Proben keine Verluste entstehen, wird die Wieder-
findungsrate bestimmt. Diese ist in der Tab. 3.2 dargestellt. Die genaue Vorgehens-
weise zur Aufarbeitung der Proben ist den Kapiteln 7.2.1.2 und 7.2.2.1 zu entnehmen.
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Tab. 3.2 Vadidierung der GC-Methode von relevanten Inhaltsstoffen der Kamille
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Als Reinsubstanz wird (-)-a-Bisabolol, gewonnen aus Vanillusmopsis erythroppa
(Firma Robugen) gewahlt, fir das eine Gehaltsbestimmung gegen einen Referenzstan-
dard (Firma Roth) durchgefihrt wird (Abb. 3.3). Sie wird bel der Herstellung der
Komplexe und der Phasen-Loslichkeit-Studie verwendet. Aus neuen Bestimmungen
im Bereich 8,2 — 32,64 mg/100 ml ergibt sich ein mittlerer Gehalt von 96,5 %. Dieser
Gehalt wird in alen folgenden Berechnungen berticksichtigt und die Einwaagen an (-)-
a-Bisabolol auf 100 % zurlickgerechnet. Der Korrelationskoeffizient betrégt 0,999.
Die Bestimmungsgrenze liegt bei 0,265 mg/100 ml.

throppa) [mg/100 ml]
N
o

(-)-a-Bisabolol (Van. Ery-

0 1 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Referenz- Standard (-)- .- Bisabolol (Fa. Roth) [mg/100m]

Abb. 3.3 Kalibriergerade fur (-)-o-Bisabolol der Firma Robugen gegen einen (-)-a-Bisabolol-
Standard; (O3) berechneter Gehalt, (—) Regressionsgerade, (- - - -) 10facher Vertrauensbe-

reich
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4 Bestimmung der Stabilitatskonstanten von ausgewahlten
Kamilleninhaltsstoffen mit 3-Cyclodextrin

Kapitel 4
Bestimmung der Stabilititskonstanten von ausgewihlten

Kamilleninhaltsstoffen mit 3-Cyclodextrin

4.1 Theorie und Literaturiiberblick

Nach Fromming (1973) wurde der Name ,, Einschlussverbindung® im Jahre 1950 von
W. Schlenk geprégt, wahrend der Typ dieser Verbindung schon friher bekannt war.
Schon zu Beginn des vorigen Jahrhunderts kannte man die Blaufarbung von Starke mit
elementarem Jod, ihre Struktur wurde aber erst in den Jahren 1939 bis 1951 von Freu-
denberg und Cramer genau beschrieben. Mit einer Patentanmeldung 1941 durch die IG
Farbenindustrie beginnt das Interesse fir Einschlussverbindungen zu wachsen. Damals
bemerkte man, dass Harnstoff imstande ist, sich mit Paraffinkohlenwasserstoffen und
einigen sauerstoffhaltigen aliphatischen Verbindungsklassen zu kristallinen Additions-

verbindungen zu vereinigen.
Im Jahre 1954 stellt Cramer folgende Definition fur Einschlussverbindungen auf:

»Be den Einschlussverbindungen handelt es sich um eine rein rd&umliche Verbin-
dungsbildung zwischen den Partnern. Es werden hier keine Haupt- oder Nebenvalen-
zen hergestellt, sondern das eine Molekll schliefdt das andere raumlich ein. Das einge-
schlossene Molekil ist dann in seinem Hohlraum vollstandig ,, vergattert® und kann
nicht mehr heraus, obwohl es nicht direkt an das andere, einschlief3ende Molekil ge-
bunden ist. Der notwendige Hohlraum kann sich entweder in einem einzelnen Molekdil
befinden, was relativ grol3e Moleklle erfordert, oder er kann sich durch Zusammen-

bauen mehrerer kleiner Molekile in einem hohlraumhaltigen Gitter ausbilden.”

Je nach Ausbildung der Hohlrédume lassen sich die Addukte in Kanal-, Ké&fig- und
Schicht-Einschlussverbindungen eintellen (Fromming 1973). Sowohl die etwas dltere
Definition wie auch neuere Untersuchungen postulieren den Einfluss der zwischenmo-
lekularen Wechselwirkungen auf die Komplexbildung (Saenger 1980). Die Abhangig-
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keit der Stabilitétskonstante von der Polarisierbarkeit des Substrats deutet darauf hin,
dass allgemein van-der-Waals-Kréfte vorherrschen; die Bildung von Wasserstoffbri-
cken zwischen Gast und OH-Gruppe an der engeren Offnung des Cyclodextrins konn-
te direkt gezeigt werden (Bergeron et al. 1977). Daneben sind hydrophobe Wechsel-
wirkungen beteiligt, denn das Gast-Molekil muss bel Einschluss in den CD-Hohlraum
die dort befindlichen Wassermol ekiile ausstol3en und seine eigene Hydrathille abstrei-
fen. Die freigewordenen Wassermolekile werden vom umgebenden Wasser aufge-
nommen, und durch die Entropiezunahme tragen sie zur Stabilitét der Komplexe bei

(Komiyama und Bender 1978).

Einschlussverbindungen kénnen sowohl in Losung als auch in festem Zustand ausge-
bildet werden. Einschlussverbindungen in festem Zustand werden im Kapitel 5 genau-
er untersucht und beschrieben. In geléstem Zustand betrégt das Verhéltnis zwischen
CD und eingeschlossener Gastkomponente gewdhnlich 1:1. In Ldsung liegt die Ein-
schlussverbindung immer im Gleichgewicht mit den frelen Einzelkomponenten vor,
dessen Lage durch die Gleichgewichts- bzw. Stabilitétskonstante beschrieben wird.
Higuchi und Connors (1965) beschreiben die Bestimmung der Stabilitétskonstanten
wie folgt: ein Uberschuss an Gast-Molekill wird zu CD-L 6sungen steigender Konzent-
ration gegeben und bei konstanter Temperatur bis zur Gleichgewichtseinstellung ge-
schittelt. Die Konzentration des Gastmolekils in der Lésung wird bestimmt. Im Pha-
sen-Diagramm wird die Konzentration an gelstem Gastmolekil in Abhangigkeit von
der molaren CD-Konzentration aufgetragen. Das Diagramm liefert zwei Typen von
Kurven, die zusétzlich innerhalb ihres Types variieren konnen. In Abb. 4.1 reprasen-
tiert S die gesamte Konzentration an gel6stem Gastmolekiile (Substrat). Auf der Ab-
szisse sind steigende Konzentrationen an Cyclodextrin aufgetragen. Mit der Bildung
eines l6sichen Komplexes in Gegenwart des Cyclodextrins steigt die Loslichkeit des
Gast-Molekuls, beginnend mit der Grundloslichkeit S, in Abwesenheit von Cyclo-
dextrin. Eine lineare Zunahme der Lodlichkeit der einzuschliefRenden Substanz ist
beim Diagramm vom Typ A, zu verzeichnen, in diesem Fall werden 1:1 Komplexe
gebildet. Beim Typ Ap kdnnen auch hdhere Komplexe gebildet werden, Ay wird selten

beschrieben und ist als eher unwahrscheinlich zu bezeichnen. Typ A ist im Allgemel-

21



4 Bestimmung der Stabilitatskonstanten von ausgewahlten
Kamilleninhaltsstoffen mit 3-Cyclodextrin

nen dadurch charakterisiert, dass nur |6sliche Komplexe entstehen. Im Gegensatz dazu
bilden Substanzen mit einer begrenzten Léslichkeit in Gegenwart des Cyclodextrins
Komplexe vom Typ B. Die Kurve kann anhand bestimmter Abschnitte beschrieben
werden. Infolge der Bildung eines |6slichen Komplexes steigt die Loslichkeit der ein-
zuschlieffenden Substanz zwischen S, und A. Im Punkt A erreicht die Loslichkeit des
Komplexes ihr Maximum und ab diesem Moment fallt fester Komplex aus. Solange
noch ein Uberschuss an Substrat vorliegt, kann |6slicher Komplex nachgebildet wer-
den und damit die Menge an festem Komplex ersetzen, der als Niederschlag ausgefal -
len ist. Aufgrund dieses Gleichgewichtes bleibt die Konzentration (S) zwischen den
Punkten A und B konstant. Ab dem Punkt B ist der Uberschuss an Substrat aufge-
braucht, somit kann kein neuer |6dlicher Komplex nachgebildet werden. Durch die
weiterhin steigende Cyclodextrin-Konzentration fallt standig fester Komplex aus, bis
der 16sliche Komplex vollstandig verbraucht ist. Der Anstieg zu Beginn von S, zum
Punkt A entspricht genau dann dem Abfall vom Punkt B zu Sc, wenn fur beide Kur-
venabschnitte ein Komplex derselben Ordnung verantwortlich ist. Diese Anforderung
wird selten erflllt, weill mit hoheren Cyclodextrin-Konzentrationen auch hohere Kom-
plexe entstehen, die ein anderes Verhalten als die initial gebildeten 1:1 Komplexe
aufweisen (Hirayama und Uekama 1987). Der beschriebene Kurvenverlauf entspricht
dem Untertyp Bg, Substanzen, die dem B-Typ folgen, unterscheiden sich dadurch,
dass gleichzeitig |6slicher und fester Komplex gebildet werden, der S, — A-Abschnitt
entfallt.
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Gast [M]

Cyclodextrin [M]

Abb. 4.1 Phasen-Lo6dlichkeit-Diagramm des Gastmolekiils (S) in Cyclodextrin-Ldsung; S,
Grundldslichkeit, Sc Loslichkeitsgrenze des Komplexes; A, An, Ap unbegrenzt 16s-

liche Komplexe; Bs, B begrenzt 16sliche Komplexe
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Die Stabilitatskonstante ermittelt man aus der Steigung und dem Achsenabschnitt des
initialen Anstieges gemal3 der folgenden Gleichung (James 1986):

_ [CD*¢G]

= =2 2l gyt
[CD]*[C] (M)

S

— (§-5) ___tana  _  Seigung
>7 S{[CDL,—(S-S)} S,(i-tana) S, (L-Seigung)

Ks = Stabilitdtskonstante

CD = B-Cyclodextrin G = Konzentration an Gastmol ekl
So = Grundlddlichkeit des Gastmol ekiils in Abwesenheit von Cyclodextrin
S = Konzentration des Gastmolekiils in Gegenwart von Cyclodextrin

In Tab. 4.1 ist eine Ubersicht von Stabilitatskonstanten unterschiedlicher Substanzen
mit B-CD dargestellt. Dabei soll keine vollstandige Ubersicht tiber alle Arbeiten auf
dem Gebiet gegeben, sondern die grofie Variation der Ergebnisse verdeutlicht werden.
Die entscheidende Vorraussetzung fur die Bildung einer CD-Einschlussverbindung ist
die richtige Grof3e des Gast-Molekils. Diese muss in den Hohlraum hineinpassen oder
Uber ein in den Hohlraum passendes Strukturelement verfigen. Uekama et al. (1978)
untersuchen Einschlussverbindungen von verschiedenen Barbituraten und Sulfonami-
den mit CD. Barbiturate mit einem cyklischen oder sperrigen Rest zeigen beim Ein-
schluss in a-CD deutlich kleinere Stabilitétskonstanten im Vergleich zu Barbituraten
mit einem aliphatischen Rest. Diese Tendenz ist ebenfalls, wenn auch weniger offen-
sichtlich, bel den Einschlussverbindungen mit 3-CD zu erkennen. Der Grund liegt dar-
in, dass a-CD einen kleineren Hohlraum hat und sich damit die Grof3e des Molekils
als noch ausschlaggebender erweist. Sulfonamide mit einem Cyclohexylrest zeigen
wiederum in dieser Reihe die hichste Stabilitéatskonstante. In einer wassrigen Umge-
bung spielt ein weiteres Kriterium, die Lipophilie der Substanzen, eine besondere Rol-
le (Hirayama und Uekama 1987). Aus diesem Grund zeigen Cholesterol und Spirono-
lacton, d.h. stark lipophile Substanzen, deutlich hohere Stabilitatskonstanten als andere
Substanzen, deren Affinitat zur hydrophoben B-CD-Kavitét weniger ausgeprégt ist
(Tab. 4.1).
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4.2 Berechnung der Konstanten fiir Komplexe aus 3-Cyclodextrin und (-)-
a-Bisabolol-Reinsubstanz bzw. 3-Cyclodextrin und Bestandteilen von

Kamillenol

Die Berechnungen der Stabilitdtskonstanten basieren auf der Methode nach Higuchi
und Connors (1965). Als Losungsmittel wird ein Ethanol/Wasser-Gemisch (25/75
V/IV) verwendet, das die L6slichkeit von (-)-a-Bisabolol bzw. dherischem Kamillendl
erhoht. Da der Komplex spéter in eine Creme eingearbeitet wird, werden die Proben
zur Simulation der Hauttemperatur bei 32 °C equilibriert. In Abb. 4.2 ist der Ablauf
der Probenvorbereitung dargestellt.

0-0,012 M B-CD in + 1,0 g (-)-a-Bisabolol oder 0,59
EtOH/Wasser (25:75 V/V) Kamillendl (jeweils Uberschuss
| an (-)- a-Bisabolol )
|

v
48 hbe 32°Cim
Trockenschrank schitteln

l

Zentrifugieren

<+ freies Bisabolol (Kamillentl) mit Sudan 111 anférben

<« Wasser/EtOH-Phase mit abtrennen

loslichem Komplex oder

gelostem (-)-a-Bisabolol filtrieren
T <« fester K 1 v
R ester Romplex Filterrickstand mit 2 ml

Wasser nachwaschen
Filtrat mit n-Hexan ausschiitteln
GC

Abb. 4.2 Probenvorbereitung zur Erstellung der Phasen-L 6slichkeits-Diagramme.
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Das Phasen-Lodlichkeit-Diagramm  wird fur die Letsubstanz (-)-o-Bisabolol-
Reinsubstanz im Vergleich zu (-)-a-Bisabolol als Bestandteil des dtherischen Ols er-
stellt (Abb. 4.3). Weiter wird das Lodichkeitsverhalten von anderen relevanten In-
haltsstoffen aus dem Kamillendl in Gegenwart von B-CD betrachtet (Abb. 4.4). Fur

alle Substanzen resultieren Kurven nach dem Bs-Typ.

Wie man aus der Abb. 4.3 ersehen kann, ist der Verlauf der beiden Kurven vergleich-
bar, sie sind lediglich durch die unterschiedlichen Grundldslichkeiten parallel verscho-
ben. Das reine (-)-a-Bisabolol (4,76 *10” M) ist im Vergleich zu (-)-a-Bisabolol in
Gegenwart anderer Komponenten des &therischen Oles (1,82 *10™* M) besser I6dlich.
Auf diese Problematik wird spéter in diesem Kapitel néher eingegangen.

— 9
s 8 ;
S 7 {i
%5
-§4
EBIIIQIII = 3
3 2
ol
O\ I I I I I I
0 2 4 6 8 10 12 14

B-Cyclodextrin [*10° M]

Abb. 4.3 Phasen-Lddlichkeit-Diagramm von m (-)-a-Bisabolol-Reinsubstanz und ¢ (-)-a-
Bisabolol aus Kamillendl mit B-CD in Wasser/Ethanol-Gemisch (75/25 V/V)
bei 32°C

Von den relevanten Kamilleninhaltsstoffen werden aul3er (-)-a-Bisabolol noch die Spi-

roether eingeschlossen. B-Farnesen wird nicht als |6slicher Komplex detektiert und

somit kann dafiir keine Stabilitatskonstante bestimmt werden. Diese unpolare Substanz

Ist in der Ethanol/Wasser-Mischung praktisch unldslich und bildet mit B-CD direkt
29
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feste Komplexe, d.h. ein [6dlicher Komplex kann nicht nachgewiesen werden, da der
komplexierte Antell direkt als Niederschlag ausfdlt. Im Kapitel 5 wird die Bildung
eines festen B-CD/B-Farnesen-Komplexes diskutiert.

Das Phasen-L 6dlichkeit-Diagramm von cis- und trans-EID ist dem Kurvenverlauf von
(-)-a-Bisabolol dhnlich (Abb. 4.4). Die Grundléslichkeit von cis-EID liegt bel
1,63*10* M und von trans-EID bei 5,48*10° M. Die hohe Streuung von cis-EID

kommt durch partielle Isomerisierung zu trans-EID zustande. Eine Berechnung der
Stabilitatskonstanten fir cis-EID erscheint aus diesem Grund nicht sinnvoll.

8 2,5
0 ! 5
S (15 ¢
¥ ogq4 ol
) o
— [ 1 m
w
b 5. K
& - 05

O T T T T T T O

0 2 4 6 8 10 12 14
B-Cyclodextrin [*10° M]

Abb. 4.4 Phasen-L6slichleit-Diagramm von m trans-EID (linke Ordinate) und ¢ cis-EID
(rechte Ordinate) mit 3-CD in Wasser/Ethanol-Gemisch (75/25 V/V) bel 32 °C
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In Tab. 4.2 sind die Daten zur Berechnung der Stabilitétskonstante zusammengestel|t.

Tab. 4.2 Bestimmung der Stabilitétskonstanten von reinem (-)-oa-Bisabolol, as Bestandteil
des &therischen Ols und trans-EID

Loslichkeit So

Substanzen (M] *10° Steigung R2 Y Ks[M™]
(ggégitb:r:;" 476 0,115 0,99 273
(I_)n;(;gaBr:]SIﬂbeﬂ (.().::I 1,82 0,0524 0,994 304

cis-En-In-

Dicycloether 1,64 0,0075 0,415 —

(EID)
trans-EID 0,548 0,0046 0,899 84

Y BestimmtheitsmaR der Regressionsgeraden zur Ermittlung der Steigung

Das Plateau erreichen alle Substanzen ab einer p-CD Konzentration von 2¢10° M, die
(-)-a-Bisabolol-Reinsubstanz weist allerdings die hdchste Steigung auf, wodurch es
die deutlichste Verbesserung der Lodlichkeit erféhrt. Durch die im aufsteigenden Be-
reich gemessenen Punkte, wird eine Regressionsgerade gelegt. Die Glite der Regressi-
on ist durch den Korrelationskoeffizienten gegeben. Die Stabilitdtskonstanten fir rei-
nes (-)-a-Bisabolol oder in Gegenwart weiterer Bestandteile des &therischen Ols sind
nahezu gleich (273 M™ und 304 M™). Ono et al. (2001) untersuchen ein binares und
terndres System und stellen fest, dass die Konstanten ebenfalls unverandert bleiben.
Die unterschiedlichen Grundldslichkeiten von (-)-a-Bisabolol haben keinen Einfluss
auf die Stabilitét des Komplexes. Williams et al. (1998) beschreiben eine Phasen-
Loslichkeit-Studie Uber lipophile pflanzliche Komponenten wie Limonen und 1,8-

Cineol. Die von ihnen ermittelten Stabilitétskonstanten betragen fur D-Limonen bzw.
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1,8-Cineol mit B-CD 272 und 193 M™, Dieses Ergebnis stimmt in seiner Dimension

mit den Ergebnissen dieser Arbeit gut Uberein.

Die Anwesenheit von anderen Komponenten im &therischen Ol hat zwar keinen Ein-
fluss auf die Bildung des Komplexes mit (-)-a-Bisabolol und 3-CD, aber vermutlich
auf die unterschiedliche Loslichkeit der Substanz. Deshalb wird die Oberflachenspan-
nung eines Ethanol/Wasser Gemisches und einer gesdttigten (-)-a-Bisabolol- bzw.
Kamillentl-Lésung in diesem Gemisch gemessen und miteinander verglichen (Abb.
4.5).

41,0

40,0 fee et e T R s~
2 00t T e s
> J 7 g
S 280 FECEEETEEEEEEETarr r T Lo h s
8_ ]
& 3704

) -‘(\\_ ____________________________
f‘é XRRK XK K KON KX XXX XXX XX XXX XXX XX
= 3604 """ e .
E 1
o)
O 350 , | |
0 1000 2000 3000 4000

Zeit [

Abb. 4.5 Oberflachenspannungsmessung von: ¢ Ethanol/Wasser Gemisch (25/75 V/V), + +
gesdttigte  Kamillendl-Ethanol/Wasser-Ldsung, x x gesdttigte (-)-o-Bisabolol-

Reinsubstanz Ethanol/Wasser-L 6sung

Die Oberflachespannungs/Zeit-Kurve des Ethanol/Wasser (25/75 V/V)-Gemisches
liegt in einer Spanne von 39,3 bis 40 mN/m. Die geséttigte Kamillendl Ethanol/\Wasser
L 6sung zeigt einen konstanten Wert von 38,5 mN/m, wohingegen die (-)-a-Bisabolol-
Ethanol/Wasser-Losung nach einem kleinen initialen Abfal einen Wert von 36,5

mN/m erreicht. Dies zeigt eine geringfiigig hthere Oberflachenaktivitdt von reinem
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(-)-a-Bisabolol verglichen mit dem &therischen Ol, was der héheren Grundlodichkeit
von (-)-a-Bisabolol zugeschrieben werden kann. Daraus folgt, dass die Oberflachen-
spannungsmessungen die L 6slichkeitsuntersuchungen bestétigen. Der Versatz der bei-
den Kurven von (-)-a-Bisabolol im Phasen-Ldslichkeit-Diagramm kommt durch die
verénderte Grundl6slichkeit als Folge der unterschiedlichen Oberflachenaktivitéten der

beiden L 6sungen zustande.

4.3 Diskussion der Ergebnisse

Das Phasen-Lodlichkeit-Diagramm von (-)-a-Bisabolol-Reinsubstanz und der Kom-
ponenten (-)-a-Bisabolol, cis- und trans-EID des atherischen Kamillendls entspricht
einem Bs-Typ nach Higuchi und Connors (1965). Das bedeutet, dass durch die Kom-

plexbildung die Loslichkeit dieser Substanzen verbessert wird.

Die Stabilitdtskonstante wird fur den 1:1 Komplex aus dem linearen Anstiegsbereich
berechnet und betrégt fir das reine (-)-a-Bisabolol 273 M™, fir (-)-a-Bisabolol als
Bestandteil des &therischen Ols 304 M™ und fur trans-EID 84 M™. Fir cis-EID wird
die Konstante wegen einer zu grof3en Streuung der Werte nicht berechnet, 3-Farnesen
ist im Ethanol/Wasser Gemisch unléslich und bildet keine [6slichen Komplexe mit -
CD. Vergleicht man (-)-a-Bisabolol, eine lipophile Substanz mit M, = 220 mit anderen
ahnlichen Substanzen, wie z. B. D-Limonen oder 1,8-Cineol, so stellt man fest, dass
die Stabilitétskonstanten in ahnlichen Bereichen liegen. Diesen Vergleich kann man
auf weitere in Tab. 4.1 vorgestellte Substanzen ausweiten. Es bestétigt sich somit die
Theorie, dass die Grofée der Molekile und deren Lipophilie entscheidend fiir die Bil-
dung und die Stabilitét der Komplexe sind.

(-)-a-Bisabolol-Reinsubstanz und (-)-o-Bisabolol als Bestandteil des dtherischen Oles
unterscheiden sich durch verschiedene Grundldslichkeiten. Eine Losung von Bisabo-
lol-Reinsubstanz in einem Ethanol/Wasser-Gemisch ist durch eine héhere Oberfl&-
chenaktivitét gekennzeichnet als eine Lésung von Kamillendl im selben Lésungsmit-

tel; das erkléart die bessere Lodlichkeit von reinem (-)-o-Bisabolol.
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Kapitel 5

Herstellung und Charakterisierung der Komplexe

51 LiteraturUberblick

Die Methoden zur Herstellung von Einschlussverbindungen richten sich nach den FEi-
genschaften des Gastmolekiils, des eingesetzten CD und nach dem Produktionsmal3-
stab. Die Komplexierung kann in einer Losung, einer Suspension, unter Druck, durch
einfaches Mischen der Komponenten oder durch Schmelzen erfolgen. Bilden CD und
Arzneistoff 16sliche Komplexe, lassen sich feste Einschlussverbindungen durch Spriih-
oder Gefriertrocknung erhalten. Auf diese Weise werden Komplexe mit 3-CD und
Bendrofluazid, Chlorthiazid, Hydrochlorthiazid und Hydroflumethiazid (Corrigan and
Stanley 1982) oder Spironolactone (Soliman et al. 1997) hergestellt. Einige Arznei-
stoffkomplexe mit z. B. Naproxen (Espinar et al. 1992), Tolbutamid (Veiga 1996,
2001) und/oder Methoxybutropat (Palmieri et al. 1997), werden neben der Lyophilisa-
tion und Spriithtrocknung zum Vergleich mittels der Knet- und Ldslichkeitsmethode

hergestellt. Die Auswahl der Herstellungsmethode ist vom jeweiligen Stoff abhéingig.

Bei stark fliichtigen Verbindungen, wie den #therischen Olen, muss man mit erhebli-
chen Verlusten rechnen und bevorzugt deshalb die Loslichkeits- (£ Koprézipitation)
und die Knetmethode. Eine Voraussetzung fiir das Koprézipitationsverfahren ist, dass
das Phasen-Loslichkeits-Diagramm nach Higuchi und Connors (1965) dem B,-Typ
folgt, d.h. ein fester Komplex ausfillt. Die Koprizipitation kann in wéssrigem Milieu
erfolgen, wenn das Gastmolekiil ausreichend wasserloslich ist oder sich in Gegenwart
von CD oder Alkohol in den gelosten Zustand tiberfiihren ldsst. Wegen der schlechten
Loslichkeit von B-CD kann die Losung auf 60 °C erwiarmt werden (Hedges 1998).
Nach Zugabe des Gastmolekiils wird die Losung abgekiihlt und bis zur Bildung des
Komplexes geschiittelt. Aus rein wéssrigen Systemen werden z. B. die B-CD-
Einschlussverbindungen mit Fichtennadel6l (Sevastiyanova et al. 1993), Cholesterol

(Fridrich et al. 1990) und Ofloxacin (Koester et al. 2001) hergestellt. Die Bildung fes-
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ter B-CD-Einschlussverbindungen aus wiéssrig-ethanolischen Losungen gelingt mit
dtherischen Olen (Szente et al. 1982, Toss et al. 1994), Phensuximid (Ismail 1992) und
Paracetamol (Kralova et al. 1983). Diese am héufigsten beschriebene Methode ist vor
allem im LabormaBstab gebrduchlich. Die grolen Wassermengen sowie die daraus

resultierenden Abwisser sind fiir eine Produktion ungiinstig.

Bei der Herstellung soll auf den Zusatz von organischen Losungsmitteln verzichtet
werden, da sie in den Hohlraum eingeschlossen werden und das Gastmolekiil verdrin-
gen konnen (Loftsson et al. 1999, Tokuoka et al. 1980, Schuette et al. 1993, Hirayama
et al. 1994). Beim Abkiihlen hochkonzentrierter 3-CD-Lsungen ist ebenfalls Vorsicht
geboten, da neben der Einschlussverbindung auch reines CD ausfallen kann (Tof3

1990).

Zur industriellen Herstellung bietet sich das Knetverfahren an, bei dem zu einer kon-
zentrierten Suspension aus CD und einem kleinem Teil Wasser oder Alkohol die ge-
16ste oder suspendierte Komponente gegeben wird. Beim Verriihren nimmt die Visko-
sitdt zu und es entsteht eine Paste, die sich trocknen, pulverisieren und waschen lasst
(Hirayama und Uekama 1987, Hedges 1998 und Saenger 1980). Besonders das Trock-
nen ist ein entscheidender Verfahrensschritt. Schon kleine Mengen Wasser kdnnen
dazu fiihren, dass geringe Anteile des Komplexes in Losung gehen, was eine De-

komplexierung begiinstigt (Hedges 1998).

Ein Vorteil der Knetmethode ist die optimale Ausbeute. Dieses Verfahren wird u. a.
zur Komplexierung von Methoxybutropat (Palmieri et al. 1997), 5-Aminosalicylsdure
(Zerrouk et al. 1998) und Acetaminophen (Gazzaniga et al. 1994 und Giordano et al.
1996) angewendet.

Die in dieser Arbeit untersuchten Einschlussverbindungen werden nach der Loslich-
keits- und Knetmethode angefertigt. Die bereits angesprochenen Vorteile und Schwie-
rigkeiten finden sich teilweise im Verlauf der Arbeit wieder und werden in den fol-

genden Kapiteln diskutiert.
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5 Herstellung und Charakterisierung der Komplexe

52 Herstellung und Analytik der Komplexe nach der L dsungsmethode

Die Herstellung der Komplexe erfolgt in Anlehnung an die Phasen-Loslichkeits-
Untersuchungen nach Higuchi und Connors (1965). Zu einer wéassrigen Losung wird
bei Raumtemperatur (-)-o.-Bisabolol oder ein Kamillendl hinzugetropft. Nach einiger
Zeit fillt ein feiner homogener Niederschlag aus. Nach dem Zentrifugieren wird der
Uberstand dekantiert und der feuchte Komplex weiter untersucht. Auf das Trocknen
des Komplexes verzichtet man wegen der zu hohen Verluste sowohl beim Trocknen
iiber Blaugel als auch bei der Lyophilisation. Sie betragen bei Trocknung im Exsicca-
tor fiir Bisabolol 10 - 20 %, fiir die Bisabololoxide und Chamazulen 30 - 40 % und fiir
die Spiroether bis zu 80 %; bei der Gefriertrocknung (-25 °C bis —5 °C bei 3,5 *10 *7
hPa iiber 12 h; Nachtrocknung bei 20 °C iiber 4 h bei 2,0 *10"' hPa) sind es bei f-
Farnesen bis zu 60 %, bei den restlichen Komponenten bis ca. 50 %. Die Herstellung

des Komplexes ist in Abb. 5.1 schematisch dargestellt.

Hedges (1998) weist darauf hin, dass beim Trocknen der Komplexe mit fliichtigen
Komponenten die Temperatur eine wichtige Rolle spielt: Zu hohe Temperaturen be-
giinstigen die Verfliichtigung der Gastmolekiile; bei zu niedriger Temperatur und da-
mit verlangsamtem Trocknungsprozess sind Gleichgewichtsverschiebungen in Anwe-
senheit von Wasser die Ursache fiir Verluste. Auf die Problematik des Wassers wird
bei der Bestimmung der freien und eingeschlossenen Anteile ausgewahlter Inhaltstoffe

im Komplex unter Punkt 5.2.2 néher eingegangen.

Vor einer gaschromatographischen Analyse miissen die Komponenten des dtherischen
Ols aus der CD-Einschlussverbindung herausgeldst werden. Da die Cyclodextrine
nicht fliichtig sind, wiirden sie im Einspritzblock oder am Anfang der Sdule ausfallen
und zur Verunreinigung des Gaschromatographen flihren. Bei der Extraktion muss die
Empfindlichkeit des dtherischen Ols beriicksichtigt werden. Harangi und Nanasi
(1984) extrahieren die #therischen Ole aus der Einschlussverbindung bei 60 °C in ei-
nem verschlossenen Gefdll mit Hilfe von Chloroform und Wasser im Verhiltnis 1:25.
ThoB et al. (1993) 16sen den Komplex in einem DMSO/Wasser-Gemisch auf und ext-
rahieren die Inhaltsstoffe mit n-Hexan. Diese Methode wird in einer leicht abgewan-

delten Form auch in dieser Arbeit verwendet. Auf das Wasser wird verzichtet, da die
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5 Herstellung und Charakterisierung der Komplexe

Komplexe noch feucht sind, DMSO ist notwendig, weil B-CD darin gut 16slich ist. Das
dtherische Ol weist eine hohe Affinitit zu n-Hexan auf und wird dadurch quantitativ
beim Ausschiitteln im n-Hexan angereichert. Die Wiederfindungsrate nach der Extrak-
tion aus dem Komplex oder dem itherischen Ol selbst betrigt fiir alle Inhaltsstoffe

nahezu 100 %.

Waissrige Losung mit §-CD

<«— (-)-a-Bisabolol od. Kamillens1

Schiitteln
v
Niederschlag (Komplexbildung)

1. Zentrifugieren

2. Dekantieren

Niederschlag aus .
< »  Uberstand

Komplex

Waschen mit n-Hexan

v v

Wasch-n-Hexan gewaschener Niederschlag Extrahieren
l DMSO mit n-Hexan
Losung

mit n-Hexan

l Extrahieren

v

n-Hexan-Phase n-Hexan-Phase
v v v
GC GC GC

Abb. 5.1 Herstellung nach der Loslichkeitsmethode und Analytik eines B-CD/(-)-a-Bisabolol
(od. Kamillendl)-Komplexes mittels Gaschromatographie (GC)
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5 Herstellung und Charakterisierung der Komplexe

521 Einfluss der Zeit und der molaren Zusammensetzung auf die Bildung

des Komplexes mit (-)-a-Bisabolol-Reinsubstanz

Die Bestimmung der Einschlussrate von (-)-a-Bisabolol in B-CD ist vor allem von

zwei Faktoren abhéingig:
e der Zeit, die (-)-a-Bisabolol benétigt, um eingeschlossen zu werden und

e der Zusammensetzung des Komplexes.

Die Zeit, die bendtigt wird, um einen Komplex zu bilden, ist von der Substanz und der
Methode abhéngig. Dies gilt auch fiir die Stochiometrie eines Komplexes. In der Lite-
ratur werden Equilibrierzeiten zwischen einigen Stunden und Wochen angegeben. Um
die richtige Zeit und das molare Verhéltnis zu ermitteln, werden die Proben nach 24,
48 Stunden und 4 Wochen geschiittelt und alle bei der Herstellung angefallenen Pha-
sen untersucht (s. Abb. 5.1), d.h. der Uberstand und das Wasch-Hexan, welche den
nicht komplexierten Teil repriasentieren, sowie der Komplex mit dem eingeschlossenen
(-)-a-Bisabolol. Nach 24 Stunden Equilibrierzeit wird fiir den B-CD/(-)-a-
Bisabololkomplex im Verhéltnis 2:1 mit 92,5 % die hochste Einschlussrate gefunden.
Die Ergebnisse sind in Tab. 5.1 dargestellt

Durch die Verdopplung der Equilibrierzeit auf 48 Stunden erhoht sich die Einschluss-
rate nur im 2:1 Komplex. Sie betrdgt hier 97 %. Nach vier Wochen steigt die Wieder-
findungsrate fiir (-)-a-Bisabolol bei allen drei Zusammensetzungen; fiir den 1:2 Kom-

plex betrigt sie 76 %, fiir den 1:1 Komplex 84 % und fiir den 2:1 Komplex 98 %.
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5 Herstellung und Charakterisierung der Komplexe

Tab. 5.1 Bestimmung der Einschlussrate von (-)-a-Bisabolol in B-CD in Abhéngigkeit vom

molaren Verhéltnis der Komponenten und der Equilibrierzeit.

(-)-a-Bisabolol [%] bezogen auf die Einsatzmenge

B-CD : (-)-a-Bisabolol 1:2 1:1 2:1

Equilibrierzeit 24 h

Komplex 50,0 74,0 92,5
Uberstand 21,5 9,0 0,0

Wasch-Hexan 35,0 16,0 5,0

Equilibrierzeit 48 h

Komplex 46,7 73,0 97,0
Uberstand 22.3 8,0 3,9

Wasch-Hexan 30,5 18.9 3,0

Equilibrierzeit 4 Wo. *
Komplex 76,5 84,0 98,4

Uberstand 16,4 13,0 0,0

* kein (-)-a-Bisabolol im Wasch-Hexan detektiert

Eine Verbindung aus zwei Mol B-CD und einem Mol (-)-a-Bisabolol bildet schon

nach 48 Stunden Equilibrierung stabile Einschlussverbindungen.

Anhand von Abb. 5.2 kann die genaue stochiometrische Zusammensetzung ermittelt
werden. Zu einer Losung mit steigender molarer B-CD-Konzentration wird eine kon-

stante (0,75 Mol) (-)-a-Bisabolol zugegeben.
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Abb. 5.2 Bestimmung der Einschlussrate von (-)-a-Bisabolol in B-CD-Komplexe in Abhén-

gigkeit von der molaren Zusammensetzung

Mit steigender Konzentration an 3-CD steigt die Einschlussrate von (-)-a-Bisabolol im
Komplex, das Optimum wird bei einem Verhéltnis von 1,67 Mol 3-CD zu einem Mol
(-)-a-Bisabolol erreicht. Das bedeutet, dass der Komplex gegeniiber dem Waschvor-

gang mit n-Hexan stabil bleibt und kein (-)-a-Bisabolol herausgewaschen wird.

Um die Komplexzusammensetzung zu visualisieren, wird mittels einer Computer-
Simulation ein Molecular Modelling durchgefiihrt. In Abb. 5.3 ist ein (-)-a.-Bisabolol /
B-CD- Komplex (1:1) dargestellt. Zu erkennen ist, dass zwar ein Komplex entsteht,
jedoch ein Mol (-)-a-Bisabolol nicht vollstdndig von einem Mol -CD eingeschlossen
werden kann. Diese Darstellung repriasentiert die energiegiinstigste Form des

Einschlusses.

40



5 Herstellung und Charakterisierung der Komplexe

~

<X .
PN

~r‘ Aufsicht
\ /
: (>
\PVe
93
()~
|
/’ﬁ
Q)
L
‘ ¢ \ Seitenansicht

Abb. 5.3 Molecular Modelling mit Visualizer Modul von Material Studio 2.0 Software (Ac-
celrys Inc. San Diego, CA, USA). Energie-Minimierung fiir (-)-a-Bisabolol mittels
Compass Kraftfeld des Discover Moduls. Energie minimierte Darstellung des 1:1

(-)-a-Bisabolol/B-CD- Komplexes.



5 Herstellung und Charakterisierung der Komplexe

5.2.2 Bestimmung des freien und eingeschlossenen Anteils von ausgewahlten

Inhaltsstoffen von Kamillendl in B-Cyclodextrin / Kamillendl-K omplex

Das Kamillendl wird gemafl dem Deutschen Arzneibuch durch Wasserdampfdestillati-
on aus getrockneten Bliitenkopfchen gewonnen (DAB 2001). Der Gehalt an wertbe-
stimmenden Bestandteilen pro 1000 mg itherischem Ol wird gaschromatographisch
bestimmt: B-Farnesen 89 mg, Bisabololoxid B 4,5 mg, (-)-a-Bisabolol 220 mg, Bisa-
bololoxid A 2,7 mg, Chamazulen 91 mg, cis-En-In-Dicycloether (EID) 140 mg und
trans-EID 18 mg. Das Arzneibuch schreibt vor, dass die folgenden Substanzen inner-
halb der angegebenen prozentualen Grenzen liegen miissen: B-Farnesen 13 — 45 %,
Bisabololoxid A, B und Bisabolonoxid zusammen max. 45 %, Levomenol (Synonym
(-)-a-Bisabolol) 10 — 30 % und Chamazulen 3 — 7 %. Bis auf B-Farnesen und Chama-
zulen entspricht das Ol diesen Anforderungen und wird in den folgenden Versuchen

eingesetzt.

Gemadll den mit (-)-a-Bisabolol durchgefiihrten Versuchen, werden zwei Komplexe
mit der molaren Zusammensetzung 1:1 - bezogen auf das (-)-a-Bisabolol im dtheri-
schen Ol — und 2:1 (B-CD: (-)-a-Bisabolol) hergestellt und charakterisiert. Die zweite
Variable ist die Equilibrierzeit; da sich bei einer Komplexierung von (-)-a-Bisabolol
mit B-CD 48 Stunden als ausreichend erweisen, wird sie als Minimum beibehalten und

durch eine Untersuchung nach 7-tigiger Equilibrierung erginzt. Die Abb. 5.4 a, b und
Abb. 5.5 a, b stellen die Ergebnisse dar.
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Abb. 5.4 Bestimmung der freien (Wasch-Hexan und Uberstand) und eingeschlossenen (Kom-
plex) Inhaltstoffe einer B-CD/Kamillendl-Einschlussverbindung mit einer molaren
Zusammensetzung -CD:(-)-a-Bisabolol 1:1. B-Farnesen (1), Bisabololoxid B (2),
(-)-a-Bisabolol (3), Bisabololoxid A (4), Chamazulen (5), cis-En-In-Dicycloether
(EID) (6), trans-EID (7); a) Equilibrierzeit 48 Stunden, b) 7 Tage; Bisabololoxid A

im Waschhexan nicht detektierbar

Die Wiederfindungsrate in der 1:1 Verbindung liegt mit Ausnahme von Bisabololoxid
A und cis-En-In-Dicycloether (EID) fiir die untersuchten Inhaltsstoffe des Kamillenols
nach 48 Stunden Equilibrierung bei 2 90 %. Der groBite Teil muss dem freien Anteil
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5 Herstellung und Charakterisierung der Komplexe

zugeschrieben werden, im Uberstand findet man 50 - 70 % der Inhaltsstoffe wieder,
bei den Spiroethern liegt der Anteil bei ca. 90 %; sie lagern sich an der Oberflidche des
B-CD an und konnen aufgrund des mangelnden Einschlusses mit n-Hexan abgewa-
schen werden. Ein dhnliches Bild ergibt sich nach 7 Tagen Equilibrierung. Die Wie-
derfindungsrate sinkt um ca. 10 % und eine Erhohung des komplexierten Anteils ist
nicht zu verzeichnen (Abb. 5.4 b). Die geringere Wiederfindungsrate kann dadurch
zustande kommen, dass ein Teil der Inhaltsstoffe bereits im Wasser abgebaut wird. (-)-
a-Bisabolol wird bei Temperaturen iiber 50 °C und feuchter Lagerung zu den Bisabo-
loloxiden umgewandelt (Schilcher 1987), Spiroether zeigen in Gegenwart von Wasser

eine schnelle Zersetzung (Vogel 1992).

Die Abb. 5.5 a und Abb. 5.5 b zeigen die Ergebnisse fiir einen [B-CD/(-)-a-
Bisabololkomplex im Verhéltnis 2:1. Wie man aus Abb. 5.5 a und b ersehen kann, be-
tragt die Einschlussrate nach 48 Stunden fiir 3-Farnesen, (-)-a-Bisabolol und die Bisa-
bololoxide ca. 70 %, nach sieben Tagen steigt sie um 5 - 10 % an. Die Spiroether zei-
gen auch hier nach 48 Stunden Equilibrierung die niedrigste Einschlussrate von ca. 30
bis 40 %, allerdings bringt die steigende Equilibrierdauer (7 Tage) fiir cis-EID eine
Verbesserung auf ca. 70 %, wohingegen trans-EID unverdndert bleibt. Der einge-

schlossene Anteil ist durch ein groBeres Angebot an B-CD deutlich hoher geworden.

Fiir (-)-a-Bisabolol ist die Zusammensetzung 2:1 (B-CD: (-)-a-Bisabolol) bestétigt
worden. Sowohl das reine (-)-a-Bisabolol, wie auch in Gegenwart von anderen In-
haltsstoffen des Kamillenols wird bei diesem molaren Verhiltnis die hochste Ein-
schlussrate erzielt. Beide Komplexe sind durch die gleiche Stabilitdtskonstante charak-
terisiert. Chamazulen und die Spiroether, vor allem trans-EID, werden nur unzurei-

chend eingeschlossen.
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Abb. 5.5 Bestimmung der freien (Wasch-Hexan und Uberstand) und eingeschlossen (Kom-
plex) Inhaltstoffe einer B-CD/Kamillenol-Einschlussverbindung mit einer molaren
Zusammensetzung 3-CD:(-)-a-Bisabolol 2:1. B-Farnesen (1), Bisabololoxid B (2),
(-)-a-Bisabolol (3), Bisabololoxid A (4), Chamazulen (5), cis-En-In-Dicycloether
(EID) (6), trans-EID (7); a) Equilibrierzeit 48 Stunden, b) 7 Tage; Bisabololoxid A

im Waschhexan nicht detektierbar.

Im néchsten Schritt soll der Einfluss eines Uberangebotes an B-CD niher betrachtet
werden (Abb. 5.6). Die Einschlussrate von relevanten Kamillendl-Inhaltsstoffen wird
in einer B-CD-Losung mit einem molaren Verhiltnis 10:1 bezogen auf (-)-a-Bisabolol

untersucht. Um im Bereich detektierbarer Mengen der Kamillendlbestandteile zu lie-
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5 Herstellung und Charakterisierung der Komplexe

gen, muss bei einem 10:1 Komplex zunichst die B-CD-Menge erhoht werden, was
aufgrund ihrer schlechten Loslichkeit auch eine Erhohung der Losungsmittelmenge

mit sich bringt.

Betrachtet man die Spiroether, so sieht man kaum eine Verbesserung in der Ein-
schlussrate, lediglich cis-EID steigt um ca. 10 % an. Auffillig ist, dass trans-EID voll-
stindig im Uberstand zu finden ist. Dieses Verhalten ist schwer zu erkliren. Der Un-
terschied zu den vorherigen Versuchen ist die groBere Losungsmittelmenge, die mog-
licherweise das Gleichgewicht zugunsten des freien trans-EID verschieben konnte. (-)-
a-Bisabolol und B-Farnesen werden bis zu 90 % in -CD eingeschlossen. Die deutlich

hohere Menge B-CD bringt allerdings nicht den erwarteten Erfolg.

O Komplex M Uberstand O Wasch-Hexan
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: |
g ] |
=
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=
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Abb. 5.6 Bestimmung der freien (Wasch-Hexan und Uberstand) und eingeschlossen (Kom-
plex) Inhaltstoffe in B-CD/Kamillendl-Einschlussverbindungen mit einer molaren
Zusammensetzung 3-CD:(-)-a-Bisabolol 10:1. B-Farnesen (1), (-)-a-Bisabolol (2),
Chamazulen (3), cis-En-In-Dicycloether (EID) (4), trans-EID (5); Equilibrierzeit
betragt 48 Stunden.

In den Abbildungen entspricht die Reihenfolge der Substanzen ihrer zeitlichen Abfol-
ge im Gaschromatogramm. -Farnesen wird zuerst, die Spiroether zuletzt eluiert. Die
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Einschlussraten weisen in genau dieser Reihenfolge eine abnehmende Tendenz auf
(Abb. 5.5 a, b und Abb. 5.6), was den Schluss nahe legt, dass sie mit der Molekiilgrof3e
und —fliichtigkeit korrelieren. Je sperriger das Molekiil, umso schwieriger der Ein-
schluss: wihrend beim Chamazulen die sehr starren aromatischen Ringe den FEin-
schluss erschweren, ist bei den Spiroethern die langgezogene Struktur dafiir verant-
wortlich (Abb. 5.10 d). Die Autoren Szente et al. (1982), Fornasier et al. (1986) und
ThoB (1990) untersuchen die Wechselwirkung von Chamazulen bzw. Azulen mit j3-
CD und stellen u. a. fest, dass die Einschlussverbindungen wéhrend der Lagerung Ent-
farbungen zeigen, was darauthin weist, dass Chamazulen nicht oder nur teilweise in

CD eingeschlossen wird.

Die Diagramme, vor allem Abb. 5.4 a zeigen eine grof3e Streuung, die Reproduzier-
barkeit ist z.T. sehr schlecht. Der Grund dafiir kann das Restwasser im Komplex sein.
Die Einschlussverbindungen werden im feuchten Zustand analysiert. Das Gleichge-
wicht zwischen geldstem und komplexiertem Teil kann sich in Gegenwart von Wasser
verschieben und dadurch zu einer schlechten Reproduzierbarkeit fithren. Das Auswa-
schen der Kamillendl-Komponenten durch n-Hexan wird somit begiinstigt. Auf dieses
Problem, vor allem bei fliichtigen Komponenten, weisen auch Hedges (1998) und

Fromming und Szejtli (1994) in ihren Arbeiten hin.
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53 Herstellung und Analytik der Komplexe nach der Knetmethode

Die Komplexe werden entsprechend der Abb. 5.7 hergestellt und analysiert.

B-CD Pulver

\ﬁ

(-)-a.-Bisabolol, Kamillendl oder
Kamillen-CO,-Extrakt;
EtOH zum Befeuchten

¢—1

Suspension
I

I
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Abb. 5.7 Herstellung und Analytik der Einschlussverbindung nach der Knetmethode fiir die 3

Ausgangsstoffe (-)-a-Bisabolol, Kamillendl und Kamillen-CO,-Extrakt
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531 Versuche mit (-)-a-Bisabolol und Kamillendl

Die ersten Versuche zur Herstellung des Komplexes werden mit der Leitsubstanz
(-)-a-Bisabolol durchgefiihrt. Ein 10:1 (B-CD:(-)-a-Bisabolol) Verhéltnis wird ge-
wihlt, um sicher zu sein, dass ein vollstindiger Einschluss erfolgt. Drei unabhingig
voneinander hergestellte Komplexe werden jeweils zweimal analysiert. Bei der Her-
stellung nach der Knetmethode werden nicht komplexierte Gastmolekiile an der Ober-
fliche des B-CDs adsorbiert, die durch Waschen mit n-Hexan werden. Die Notwen-
digkeit des Waschen der Komplexe beschreiben auch Frijlink (1990) und Veiga
(2001). Es wird ein Losungsmittel gewéhlt, in dem B-CD unldslich, das Gastmolekiil
hingegen gut 16slich ist. Nach intensivem Waschen mit n-Hexan betrdgt die Wieder-
findungsrate der eingeschlossenen Komponenten 90 %, im Wasch-Hexan werden 3 %
(-)-a-Bisabolol wiedergefunden. B-CD bildet also auch in diesem Fall mit (-)-a-
Bisabolol einen festen und stabilen Komplex, wobei die Streuung der Einschlussraten
deutlich engere Vertrauensgrenzen aufweist als bei der Loslichkeitsmethode. Ein wei-
terer Vorteil ist, dass die Knetmethode zeitsparender ist, da keine Equilibrierzeit von
48 Stunden notwendig ist und sie maschinell leichter durchzufiihren und dadurch in-

dustrietauglicher ist.

Im néchsten Schritt wird das B-CD/Kamillendl-System nach dieser Methode herge-
stellt. Das Verhéltnis B-CD/Kamillendl wird so gewéhlt, dass das molare Verhiltnis -
CD:(-)-a-Bisabolol 10:1 betragt. In der Tab. 5.2 ist die Wiederfindungsrate der Kamil-
lendlinhaltstoffe aus dem mit n-Hexan nichtgewaschenen Komplex dargestellt, um
sicherzustellen, dass keine Verluste wihrend der Herstellung und Aufarbeitung entste-

hen.

B-Farnesen, (-)-a-Bisabolol und Bisabololoxid B werden nahezu vollstindig wiederge-
funden, Chamazulen zu 80 % und cis-EID nur zu 21 %. Bisabololoxid A und trans-
EID sind wegen der sehr geringen Gehalte nicht detektierbar. Auf das Problem der
Wiederfindung bei den Spiroethern wird spéter ndher eingegangen (s. 5.3.2).
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Tab. 5.2 Gemeinsame Wiederfindung der freien und eingeschlossenen Kamillenol-

Inhaltsstoffe aus der B-CD/Kamillendl-Verbindung, hergestellt nach der Knetme-

thode
Wiederfindung relative Standard- 95%iger Vertrau-
[%] (n=18) abweichung [%] ensbereich [%]
B-Farnesen 96,2 7,0 4,9
Bisabololoxid B 95,2 5,0 3,5
(-)-a-Bisabolol 91,8 8,6 6,0
Chamazulen 80,2 11,6 8,0
cis-EID 21,0 8,4 59
trans-EID 2,35(n=2) 0,07 0,05

Bei der Herstellung des Komplexes wird mit Hilfe von Ethanol zuerst eine Suspension
aus B-CD und dem Gast angefertigt. Die Menge des Ethanols hat auch einen Einfluss
auf die Stabilitit des Komplexes. Bei den nachfolgenden Versuchen werden ca. 3 g [3-
CD, 300 mg #therisches Ol und 5 ml Ethanol verwendet, eine Reduktion des Suspen-
sionsmittels auf 2 ml fiihrt zu deutlich instabileren Einschliissen. Die Ergebnisse sind

in Tab. 5.3 zusammengefasst.

Tab. 5.3 Wiederfindungsrate der freien und eingeschlossenen Inhaltstoffe aus dem Kamillen-

ol/B-CD-Komplex, hergestellt mit 2 ml Ethanol

Wieder- )
findungs- | B-Farnesen Bisabolo-  ()-a- - Chamazu- oo by (ang EID
loxid B Bisabolol len
rate [%]
Komplex 54,9 71,8 68,3 48,5 21,3 0,0
\I’f’las"h' 47,0 31,5 34,0 385 41,8 75.4
exan
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Um den freien und eingeschlossenen Anteil zu ermitteln, werden die hergestellten
Verbindungen zunichst gewaschen. Die im Komplex wiedergefundene Menge an
(-)-a-Bisabolol korreliert mit der Einschlussrate bei Einsatz von reinem (-)-o-
Bisabolol; sie betrdgt in beiden Fillen 90 %, im Wasch-Hexan wird kein (-)-a-
Bisabolol nachgewiesen (Abb. 5.8). Ein dhnliches Bild ergibt sich bei -Farnesen, Bi-
sabololoxid B und Chamazulen, es wird nur ein verschwindend geringer Anteil her-
ausgewaschen. Beim Chamazulen liegt die Einschlussrate bei 80 % und entspricht da-
mit der Wiederfindungsrate direkt nach der Herstellung. Die Einschlussrate von cis-
EID betragt ca. 20 %, trans-EID konnte nicht detektiert werden (Abb. 5.8). Bei einer
schlechten Wiederfindungsrate ist es schwierig die sehr geringe Menge von 2 % trans-

EID bezogen auf 1000 mg Kamillenol zu detektieren.

O Komplex B Wasch-Hexan
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Abb. 5.8 Bestimmung der freien (Wasch-Hexan) und eingeschlossen (Komplex) Inhaltstoffe
in B-CD/Kamillendl-Einschlussverbindungen mit einer molaren Zusammensetzung
B-CD:(-)-a-Bisabolol 10:1. B-Farnesen (1), Bisabololoxid B (2), (-)-a-Bisabolol
(3), Chamazulen (4), cis-En-In-Dicycloether (EID) (5), trans-EID nicht detektier-
bar. Komplex wird EINMAL gewaschen (Wasch-Hexan).

Betrachtet man die Einschlussrate und den engen Vertrauensbereich der relevanten
Inhaltsstoffe (mit Ausnahme der Spiroether), erweist sich die Knetmethode geeignet

zur Herstellung des Komplexes. Wie man aus der Abb. 5.9 entnehmen kann, wird das
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Resultat noch durch weitere Versuche bestitigt, bei denen die Proben intensiv gewa-
schen werden (s. 7.2.2.1). B-CD schlie3t (-)-a-Bisabolol, B-Farnesen und Bisabololo-
xid B nahezu vollstindig ein. Chamazulen wird wie erwartet groftenteils (50 %) her-

ausgewaschen. Wie schon erwihnt (s. 5.2.2) scheint Chamazulen aufgrund seiner Gro-

Be und einer starren Struktur schlecht einschlie8bar zu sein.
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Abb. 5.9 Bestimmung der freien (Wasch-Hexan) und eingeschlossen (Komplex) Inhaltsstoffe
in B-CD/Kamillen6l-Einschlussverbindung, mit einer molaren Zusammensetzung f3-
CD:(-)-a-Bisabolol 10:1. B-Farnesen (1), Bisabololoxid B (2), (-)-a-Bisabolol (3),
Chamazulen (4), cis-En-In-Dicycloether (EID) (5), trans-EID (6). Komplex wird

solange gewaschen biskeine I nhaltstoffe im Wasch-Hexan nachweisbar.
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532 Versuche mit Kamillen-CO,-Extrakt

Aufgrund der positiven Ergebnisse bei der Herstellung des B-CD/Kamillendl-
Komplexes nach der Knetmethode wird diese Methode auch fiir die Herstellung des
Komplexes mit Kamillen-CO,-Extrakt gewahlt.

Der Kamillen-CO,-Extrakt hat folgende Zusammensetzung: B-Farnesen 60 mg, Bisa-
bololoxid B 3 mg, (-)-a-Bisabolol 130 mg, Bisabololoxid A 2 mg, cis-EID 125 mg
und trans-EID 28 mg. Der Komplex wird gemafl der B-CD/(-)-a-Bisabolol- und [3-
CD/Kamillendl-Verbindung aus einem Teil Kamillen-CO,-Extrakt und zunichst 10
Teilen B-CD angefertigt. AnschlieBend wird der B-CD-Anteil variiert, um die optimale
Zusammensetzung zu ermitteln. In Abb. 5.11 a, b und c ist die Entwicklung eines sta-
bilen Komplexes dargestellt. Die Komplexe unterscheiden sich entsprechend ihrer Zu-
sammensetzung in Geruch und Aussehen. Einschlussverbindungen aus einem Teil Ex-
trakt und 2 bzw. 5 Teilen B-CD riechen stark nach Kamille und haben pastose Konsis-
tenz. Die Komplexe mit 7 oder 10 Teilen B-CD und einem Teil Extrakt sind freiflie-
Bende Pulver, deren Geruch deutlich reduziert ist. Szente et al. (1982) beschreiben sol-
che Komplexe in ihrer Arbeit als ,,a pale blue coloured fine microcrystalline powder

und ,,a faint camomile odour*.

Ein aus 10 g B-CD und 1 g Kamillen-CO,-Extrakt angefertigter Komplex erweist sich
als stabil gegeniiber dem Auswaschen mit n-Hexan, die Einschlussrate von [-
Farnesen, (-)-a-Bisabolol und Bisabololoxid B betrdgt ca. 90 %, nur ein kleiner Teil
von 5 bis 10 % wird herausgewaschen. Die Spiroether zeigen weiterhin dasselbe Ver-
halten mit schlechten Wiederfindungsraten und einer hohen Empfindlichkeit gegen-

iiber dem Waschvorgang (30 % Wiederfindung in n-Hexan).

Das molare Verhéltnis zwischen B-CD und (-)-a-Bisabolol (16:1) stimmt in diesem
Fall nicht mit den friiheren Mengenverhéltnissen (10:1) {iberein, da der Gehalt an (-)-
o-Bisabolol im &therischen Ol hoher als im CO,-Extrakt ist. Deshalb wird eine Reduk-
tion der B-CD-Menge auf 7 g vorgenommen. Das molare aus B-CD und (-)-a-

Bisabolol-Verhéltnis betrdgt dann 10:1 (Abb. 5.11 b).
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7 g B-CD sind ausreichend, um B-Farnesen, (-)-o-Bisabolol und Bisabololoxid B in
thren, in einem Gramm Extrakt vorkommenden Mengen stabil einzuschlieBen. Die
Einschlussrate fiir diese Inhaltsstoffe betrigt wieder ca. 90 %. Andere Komponenten
des Extraktes mit &dhnlicher MolekiilgroBe und —struktur zeigen ein dem (-)-a-
Bisabolol entsprechendes Einschlussverhalten (Abb. 5.10 a, b, c¢). Die Einschlussrate
dieser Substanzen im Komplex ist von den im #therischen Ol oder CO,-Extrakt vor-

handenen Begleitstoffen unabhéngig.

Der Versuch, den B-CD-Anteil weiter zu reduzieren, um einen Vergleich zur Loslich-
keitsmethode aufzustellen, fiithrt zu einem unbefriedigenden Ergebnis (Abb. 5.11 c).
Sowohl 2 g, wie auch 5 g 3-CD kombiniert mit einem Gramm Extrakt, was einem mo-
laren Verhéltnis von 3:1 oder 8:1 entspricht, liefern gleiche Einschlussraten von -
Farnesen, (-)-a-Bisabolol und Bisabololoxid B. Die Einschlussrate im Komplex ist im
Vergleich zur Loslichkeitsmethode (Einschlussrate 90 %) deutlich schlechter, lediglich
60 % werden eingeschlossen. Bestimmte Anteile lagern sich vermutlich nur an der
Oberfliache der B-CD an und konnen somit sehr leicht mit n-Hexan abgewaschen wer-
den. Durch Erhohung des B-CD-Anteiles werden stabilere Einschlussverbindungen

hergestellt, und der Anteil an freien Komponenten verringert sich deutlich (Abb. 5.11
a, b).

Unabhéngig vom Verhéltnis 3-CD zu Extrakt findet man ca. 30 % von cis- und trans-
EID im Waschhexan wieder. Die gestreckte Struktur der Molekiile, bedingt durch al-
ternierende Einfach-Dreifach-Bindungen (Abb. 5.10 d) l4sst vermuten, dass Teile die-
ser Molekiile nach Komplexierung noch herausragen, was die Komplexstabilitit redu-
ziert und ein Herauswaschen erleichtern. Wie aus den Abb. 5.11 a und c ersichtlich,
tritt bei den Spiroethern ein Defizit in der Wiederfindungsrate von ca. 20 - 30 % auf.
Dies erwies sich als analytisches Problem, da die Spiroether eine hohe Affinitit zu
DMSO aufweisen und sich diese Bindung bei der Extraktion mit Dichlormethan nicht
sofort 16sen kann. Nach einer Equilibrierzeit des DMSO/Dichlormethan-Gemisches
von 12 h werden die Spiroether zu nahezu 100 % wiedergefunden (Abb. 5.11 b). Die

Verwendung von Dichlormethan als zweites Losungsmittel ist notwendig, da kein rei-
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nes DMSO in der Gaschromatographie eingesetzt werden kann. Dichlormethan wird

aufgrund der guten Losemitteleigenschaften fiir Kamillen-CO,-Extrakte gewéhlt.

OH
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~z "0
|
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3

Abb. 5.10 a) (-)-a-Bisabolol, b) B-Farnesen, c) Bisabololoxid B und d) En-In-
Dicycloether
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Abb. 5.11 B-Farnesen (1), Bisabololoxid B (2), (-)-a-Bisabolol (3), cis-En-In-Dicycloether
(EID) (4), trans-EID (5). Bestimmung der Einschlussrate von eingeschlossenen
(Komplex) und freien (Wasch-Hexan) Inhaltsstoffen in Verbindungen aus 1 g Ka-

millen-CO,-Extrakt und @) 10 g, b) 7 gund ¢) 2 und 5 g B-CD.
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Im nédchsten Schritt findet die Mal3stabsvergroBerung von ca. 8 g Komplex, hergestellt
in einer kleinen Reibschale (& 9 cm) auf 120 g statt. Dafiir wird die Verbindung in
einer groflen Reibschale (& 26 cm) mit Pistill hergestellt und anschliefend analysiert.
Eine optische Priifung deutet bereits darauf hin, dass kein vollstindiger Einschluss
stattgefunden hat, der Komplex ist dunkelgriin gefarbt und riecht stark nach Kamille.
Eine gaschromatographische Untersuchung bestétigt die Vermutung, da ein groBer
Teil - bis zu 40 % der Inhaltstoffe - im Wasch-Hexan zu finden ist. Der Komplex wird
erneut in Ethanol suspendiert, und nach kurzem Verriihren wird die Paste durch den
Drei-Walzen-Stuhl gegeben. Die Analytik und die optische Priifung zeigen, dass ein

stabiler Komplex entsteht. Die genauen Ergebnisse sind in der Abb. 5.12 zu sehen.

O Wasch-Hexan Reibschale B Wasch-Hexan Dreiwalzenstuhl
0O Komplex Reibschale O Komplex Dreiwalzenstuhl

Abb. 5.12 Vergleich zwischen freien (Wasch-Hexan) und eingeschlossenen (Komplex) In-
haltstoffen in B-CD/Kamillen-CO,-Extrakt-Verbindungen; Verreiben in der Reib-
schale mit Pistill und Einsatz des Dreiwalzenstuhls; B-Farnesen (1), Bisabololo-
xid B (2), (-)-a-Bisabolol (3), cis-En-In-Dicycloether (EID) (4), trans-EID (5).
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54 Haltbarkeitsuntersuchungen des B-Cyclodextrin / Kamillen-CO,-

Extrakt-K omplexes

Die Stabilitit #dtherischer Ole kann durch Komplexierung mit Cyclodextrinen verbes-
sert werden. So beschreiben Szente et al. (1988a) die Stabilisierung von Tee-Aromen
wie Citronendl, Bergamotte-, Jasmin-, Pfefferminz- und Zimt6l durch die Komplex-
bildung mit B-CD. Duftstoffe (Buschmann et al. 1991) sowie das #therische Ol der
Kamille (Szente 1981, Thoss et al. 1994) werden ebenfalls durch den Einschluss in [3-
CD stabilisiert. Es ist deshalb zu priifen, ob die Stabilitdt der in einem Kamillen-CO,-
Extrakt enthaltenen relevanten Inhaltsstoffe der Kamille durch den Einschluss in B-CD
verbessert werden kann. Fiir die weiteren Untersuchungen wird der Komplex aus 7
Teilen B-CD und 1 Teil Extrakt verwendet, der Komplex wird bei — 20 °C, 5 °C,
Raumtemperatur, 30 °C und 40 °C {iber drei Monate eingelagert wird.

Abb. 5.13 zeigt die Ergebnisse der Haltbarkeitsuntersuchungen fiir die Leitsubstanzen
im Kamillen-CO,-Extrakt. Cis- und trans- EID werden quantitativ gemeinsam erfasst.
(-)-a-Bisabolol, erweist sich als sehr stabil. Der eingeschlossene Anteil liegt nach 3
Monaten bei allen Lagertemperaturen bei ca. 90 % bezogen auf den Ausgangsgehalt.
Die EID zeigen relativ groBe Schwankungen im Gehalt, die aber weniger auf die Sta-
bilitdt als auf die problematische Analytik der Substanzen zuriickzufiihren sind. Der
eingeschlossene Anteil betrdgt 60 - 80 %, was den urspriinglichen Mengen im Kom-
plex direkt nach der Herstellung entspricht. Der instabile, nicht eingeschlossene Anteil
wird durch das Waschen mit n-Hexan vorher entfernt. Szente et al. (1982) beschrei-
ben, dass die Spiroether auch in einer komplexierten Form nach 72 Stunden bei 150 °C
zum Teil abgebaut werden. Allerdings wird in seiner Arbeit nicht zwischen freien und

eingeschlossenen Anteilen unterschieden.

Von den untersuchten Bestandteilen des Kamillenextraktes ist das B-Farnesen als un-
substituiertes Sesquiterpen die fliichtigste Komponente. Da aber nach Komplexierung
lediglich bei 40 °C einmal die 90 %-Grenze marginal unterschritten wird, kann fiir die
anderen, weniger fliichtigen Extraktbestandteile auf eine hohere Stabilitit und damit

Einschlussraten von iiber 90 % geschlossen werden.
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Abb. 5.13 Stabilititsuntersuchung von -CD/Kamillen-CO,-Extrakt-Einschlussverbindungen.
Die Probenuntersuchung erfolgt nach dem 1. Monat (1), 2. Monat (2) und 3. Mo-
nat (3), bel einer Lagertemperatur von: —20 °C, 5 °C, Raumtemperatur, 30 °C,
40 °C.

Wenn der eingeschlossene Anteil als 100%-Wert festsetzt wird, liegt die Wiederfin-
dungsrate nach einer dreimonatigen Lagerung bei allen Temperaturen in den von
EMEA vorgeschriebenen 95 — 105 %-Grenzen. Die Stabilitdt der Creme wird auf glei-
che Weise lberpriift (s. Kapitel 6.4).

Szente et al. (1988b) priasentieren die Ergebnisse einer zehnjdhrigen Stabilitdtsstudie
an pflanzlichen B-CD-Komplexen. Der Gehalt an Terpenoiden und schwefelhaltigen
Inhaltsstoffen betrdgt nach dieser Lagerungsdauer 80 - 100 %, wohingegen bei
Substanzen mit phenolisch-aromatischen Charakter nur zu 40 - 60 % erhalten bleiben.
Die in dieser Arbeit untersuchten Kamilleninhaltsstoffe sind ebenfalls terpenoiden Ur-
sprungs. In einer fritheren Arbeit stellen Szente et al. (1982) fest, dass die pharmako-
logisch wirksamen Kamilleninhaltsstoffe nach einem Einschluss in B-CD stabil ge-
geniiber hohen Temperaturen (180 - 200 °C) und Oxidation durch Sauerstoff (War-

burg-Apparatur in Sauerstoff-Atmosphére bei 37 °C) bleiben. Thoss et al. (1994) wei-
59



5 Herstellung und Charakterisierung der Komplexe

sen darauf hin, dass auch eingeschlossene Inhaltsstoffe bei einer offenen Lagerung
instabil werden. Dies wird auf die teilweise stattfindende Dissoziation der festen Ein-

schlussverbindung durch Einwirkung der Luftfeuchtigkeit zuriickgefiihrt.

55 Diskussion der Ergebnisse

Das stochiometrische Verhéltnis eines Komplexes aus B-CD und (-)-a-Bisabolol be-
trdgt nach der Loslichkeitsmethode 1,67:1. Diese Zusammensetzung gilt sowohl fiir
das reine (-)-a-Bisabolol, wie auch in Gegenwart von anderen Komponenten des dthe-
rischen Ols. Andere Komponenten mit #hnlicher MolekiilgroBe und —struktur wie -
Farnesen und Bisabololoxid B zeigen ein dem (-)-a-Bisabolol dhnliches Einschluss-
verhalten. Die Einschlussrate dieser Substanzen im Komplex ist von den im dtheri-
schen Ol oder CO,-Extrakt vorhandenen Begleitstoffen unabhiingig. Die minimal not-
wendige Equilibrierzeit betragt 48 Stunden, wobei eine Verldngerung keine wesentli-
che Verbesserung bringt. Die Spiroether zeigen nach 48 Stunden Equilibrierung die
niedrigste Einschlussrate von ca. 30 bis 40 %, allerdings bringt hier die steigende E-
quilibrierdauer (7 Tage) fiir cis-EID eine Verbesserung auf ca. 70 %, wohingegen
trans-EID unverindert bleibt. Der unvollstindige Einschluss ist auf die starre Struktur
der Spiroether zuriickzufiihren. Fiir die Loslichkeitsmethode folgt daraus ein optimales
Verhiltnis von B-CD zu (-)-a-Bisabolol wie 2:1 und eine Equilibrierzeit von sieben
Tagen. In allen Untersuchungen an Komplexen, die mittels Loslichkeitsmethode her-
gestellt werden, fiéllt die schlechte Reproduzierbarkeit der Ergebnisse auf. Der Grund
dafiir ist die stindige Gleichgewichtsverschiebung in einem feuchten Komplex und
dadurch die Gefahr, dass Gastmolekiile verstirkt herausgewaschen werden und einer
Zersetzung unterliegen konnen.

Durch das Knetverfahren erreicht man ebenso stabile Komplexe, deren Einschlussrate
fiir (-)-a-Bisabolol, -Farnesen und Bisabololoxid B ca. 90 % und fiir Spiroether 70 %
betrdgt. Das Produkt ist ein freiflieBendes, leicht nach Kamille riechendes Pulver. Kri-
tische Verfahrensschritte bei der Herstellung sind die Wahl einer ausreichenden Men-
ge Ethanol als Suspensionsmittel sowie ein geniigend hoher Energieeintrag durch

Verwendung eines Dreiwalzenstuhls. Das optimale molare Verhéltnis von B-CD zu
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(-)-a-Bisabolol betrdgt 10:1, was einem Mengenverhéltnis von 7 g 3-CD und 1 g Ka-
millen-CO,-Extrakt entspricht. Die Tatsache, dass fiir die Bildung eines stabilen Kom-
plexes mittels der Loslichkeitsmethode nur 2 Teile B-CD notwendig sind, kann am
einfachsten dadurch erkldrt werden, dass die Reaktionsfdhigkeit einer Substanz in Lo-
sung und damit molekulardisperser Verteilung erhoht wird. Begilinstigt wird die Kom-
plexbildung aus einer wassrigen B-CD-Losung zusitzlich dadurch, dass Wasser-
Molekiile in einer hydrophoben B-CD-Kavitédt keine Wasserstoff-Briicken-Bindungen
ausbilden kénnen und deshalb aus energetischen Gesichtspunkten ihren Platz den li-
pophilen Gastmolekiilen zur Verfiigung stellen (Cramer et al. 1967, Duchene et al.
1991 und Szejtli 1991).

Die Wasch-Hexan-Methode erweist sich als geeignet, um zwischen freiem und einge-
schlossenem Anteil zu unterscheiden. Padukka et al. (2000) verwenden ebenfalls n-
Hexan zum Waschen eines -CD-Zitronenol-Komplexes. Dieser Komplex wird nach
der Loslichkeitsmethode in einem 7,3:1 (m/m) B-CD:Zitronendl-Verhiltnis hergestellt.
Nach intensivem Waschen werden 12 % des Ols als freier Anteil bestimmt. Dieses
Ergebnis stimmt mit den in dieser Arbeit gewonnen Erkenntnissen iiberein, da die tro-
ckenen, nach der Knetmethode hergestellten Komplexe mit Ausnahme der Spiroether
einen nichtkomplexierten Anteil von 10 % enthalten. Bhandari et al. (1998) untersucht
B-CD:Zitronendl-Komplexe mit einem deutlichen Uberschuss an B-CD. Aus seiner
Arbeit geht hervor, dass mit steigender CD-Menge weniger Zitronendl herausgewa-
schen wird.

Der Vergleich zwischen Loslichkeits- und Knetverfahren fillt in dieser Arbeit zu
Gunsten des Knetverfahrens aus. Unter wirtschaftlichen Aspekten eignet sich das
Knetverfahren besser zur Herstellung der Komplexe im ProduktionsmaBstab. Die kiir-
zeren Equilibrierzeiten sparen materiellen und personellen Einsatz. Der Verzicht auf
Wasser sowie das Wegfallen des bei fliichtigen Komponenten problematischen Trock-
nungsvorganges sind weitere Vorteile der Knetmethode. Diese Tatsachen kompensie-

ren den hoheren B-CD Bedarf der Knetmethode.

Die Ergebnisse der Haltbarkeitsuntersuchungen zeigen, dass die relevanten Inhaltsstof-
fe iber 3 Monate auch bei einer Temperatur von 40 °C stabil bleiben. Dies sind fiir

empfindliche Stoffe, wie Bestandteile des #therischen Ols, Bedingungen, die einem
61



5 Herstellung und Charakterisierung der Komplexe

Stress-Test entsprechen. Betrachtet man den Anteil der eingeschlossenen Komponen-

ten als 100 %-Wert, so liegt die Wiederfindungsrate in den Grenzen von 95 — 105 %.
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Kapitel 6
Herstellung und Charakterisierung einer Kamillen-CO,-Extrakt — haltigen

Creme

6.1 LiteraturUberblick

Dieim Kapitel 5 beschriebenen Komplexe aus Kamillen-CO,-Extrakt und 3-CD sollen

in eine Creme zur Behandlung von Neurodermitis eingearbeitet werden.

Die Anwendung von Cyclodextrinen ist in der Kosmetik weit verbreitet. Die Herstel-
lung eines stabilen und haltbaren Komplexes ist die Vorrausetzung fir eine weitere
Applikation. Die Komplexbildung kann je nach Wirkstoff und Typ des Cyclodextrins
die Arzneistofffreisetzung beschleunigen, verlangsamen oder nicht beeinflussen. An-
hand eines HP-B-CD/Hydrocortison-Komplexes kénnen Sigurdardottir und Loftsson
(1995) sowie Loftsson (2000) die Verbesserung der Penetration von Hydrocortison
durch die Mausehaut bei einer molaren 1:1 bis 1:1,5 Gast/CD-Zusammensetzung be-
weisen. Diesen Effekt machen sich auch andere Autoren zunutze. Eine Verbesserung
der Losungs- und Freisetzungsgeschwindigkeit erzielen Rahman et al. (1991) fir
Chloramphenicol aus hydrophilen Salben durch Einschluss in B-CD, Lopez et a.
(2000) fur Dexamethason nach Einschluss in -CD und HP-B-CD und Lee et al.
(1997) fur Capsaicin in einem HP-B-CD-Komplex aus einem Gel. Glomot et al. (1988)
steigern die Bioverflgbarkeit und die Stabilitét von Tixocortol — einem Corticoid — in
einer hydrophilen Creme oder Salbe nach Komplexierung mit pB-CD. Ein j-
CD/Tretinoin-Komplex verursacht weniger Hautreizungen als Vergleichspraparate mit
unkomplexiertem Arzneistoff (Amdidouche et al. 1994). Ein ebenfalls positiver Effekt
Ist die geringere Photosensibilisierung der Haut nach Einschluss von Chlorpromazin in
-CD oder Dimethyl-B-CD (Hoshino et al. 1989).

Es stellt sich die Frage, wie die Freisetzung aus einer Einschlussverbindung erfolgen
kann. Cyclodextrine sind in der Lage, Interaktionen mit lipophilen Komponenten der

Haut oder der Hornhaut einzugehen. Lipide aus dem Sratum corneum werden mit ei-
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ner wassrigen 3-CD oder HP-B-CD Pufferldsung extrahiert (Legendre et al. 1995, Vi-
toriaet al. 1997). Weitere Autoren bestétigen diese Ergebnisse (Irie und Uekama 1997,
Uekama et al. 1982, Duchene et al. 1991 a, b, Friljink 1990, Loftsson und Masson
2001). Cholesterol, ein wichtiger Bestandteil biologischer Membranen, hat eine hohe
Affinitét zu B-CD und geht demzufolge starke Bindungen ein, woraufhin im Gegenzug
das Gastmolekll freigesetzt wird. Die Stabilitdtskonstante fir [-CD/Cholesterol-
Komplex betragt 16100 M™ (Shiotani et al. 1995). Die Autoren zeigen, dass Choleste-
rol aus den biologischen Membranen mit Hilfe von 3-CD extrahiert werden kann. Bio-
logische Membranen sind lipophil und kénnen passiv nur von lipophilen Molekilen
passiert werden. Diese passive Diffusion wird jedoch durch eine hohe Konzentration
der Arzneistoffe in der angrenzenden wassrigen Membranumgebung angetrieben. Des-
halb sollte der Arzneistoff fir eine erfolgreiche Formulierung sowohl hydrophile as
auch lipophile Eigenschaften besitzen. Durch den Einschluss in CD kann diese Be-
dingung erflllt werden. Die Lodlichkeit der Kamilleninhaltsstoffe in Wasser wird er-
hoht, und der lipophile Charakter ermoglicht eine Penetration durch die biologischen
Membranen. Somit dienen CD als Tréger, um die Arzneistoffe aus der Salbe als Dona-
tor-Phase in die Haut als Akzeptor-Phase zu bringen. Da B-CD mit Membranen in
Wechselwirkung treten, drangt sich die Vermutung auf, dies kénne zu Hautirritationen
fuhren. Dagegen spricht, dass 3-CD ein relativ grof3es Molekdl (M, 1135 g/mol) mit
einer hydrophilen Oberflache ist und dadurch nur unter grof3en Schwierigkeiten durch
biologische Membranen penetrieren kann (Rajewski und Stella 1996, Uekama et al.
1998, Masson et al. 1999). Arima et al. (1990) stellen eine Rangfolge der CD fir die
Penetration durch die Haut wie folgt auf: 3-CD < Dimethyl-B-CD < Hydroxypropyl-f3-
CD. Vollmer et al. (1992) arbeiten mit radioaktiv markierten Hydroxypropyl-p-CD
und zeigen, dass dieses CD im Stratum corneum vermehrt zu finden ist, jedoch in den
Talgdrisen oder Blutgefal3en nur in marginalen Konzentrationen. Eine Akkumulation
in den Haarwurzeln ist nicht zu verzeichnen. Fromming und Szejtli (1994) beschrei-
ben, dass 3-CD weder Hautirritationen noch allergische Kontakt-Dermatitis hervorruft.

Die Tests wurden sowohl an Tieren als auch an Menschen durchgefiihrt.



6 Herstellung und Charakterisierung einer Kamillencreme

6.2 Auswahl der Grundlage

Die Wahl der Grundlage erfolgt unter drei Aspekten:
e Therapie der Neurodermitis,
e Konsistenz der Grundlage.

Neurodermitis (Syn.: endogenes Ekzem, chronische oder chronisch-rezidivierende a-
topische Dermatitis) ist eine IgE-vermittelte Uberempfindlichkeit vom Soforttyp, aus-
gelost u. a durch immunologische und nichtimmunologische Faktoren, v. a. psycho-
und neurovegetative Storungen (Pschyrembel 1994). Betroffen kdnnen alle Partien der
Haut sein, meistens begleitet ein Juckreiz die Erkrankung. Die lokale Therapie wird
haufig in Form einer Glucocorticoid-Creme durchgefiihrt (Steigleder 1986, Braun-
Falco et a. 2000). Eine 5%ige Kamillen-CO,-Extraktcreme kann eine Alternative zur
Cortisontherapie darstellen, was eine unvertffentlichte Studie der Firma Robugen
zeigt. 20 Patienten bekamen anstelle eines schwach wirksamen Corticoidpréparates
eine Kamillencreme. Innerhalb von drei Wochen war die Symptomatik bei zwei Pati-
enten vollstandig abgeheilt, bei den anderen trat eine deutliche Verbesserung ein. Bel
der Wahl der Grundlage geben der subjektive Eindruck des Patienten, der Hauttyp und
die Jahreszeit wichtige Hinweise. Empfohlen werden sowohl Salben als auch Cremes.
Der Patient bendtigt fur die Dauer der Therapie mindestens vier verschiedene Prapara-
te (Gieler 1999). Aufgrund der Hinweise aus der Literatur wird eine hydrophile Creme
ausgewahlt.

Ausgangspunkt ist eine 3-CD/Kamillen-CO,-Extrakt-Creme bestehend aus drei Teilen
B-CD und einem Teil Kamillen-CO,-Extrakt in einer O/W-Grundlage. Die Rezeptur
istin Tab. 6.1 dargestellt.
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6 Herstellung und Charakterisierung einer Kamillencreme

Tab. 6.1 Kamillen-CO,-Extrakt/3-CD-Creme

Substanzen

[%]

Kamillen-CO,-Extrakt/B-CD-
Mischung

Phosphat-Puffer pH 7,7
Cremophor A 25
Cremophor A 6
Glycerolmonostearat
Weil3es Vaselin
Dickflissiges Paraffin
Wollwachs

| sopropylmyristat

Aufgrund der Instabilitét des Matricins wird anstelle von Wasser Phosphatpuffer pH
7,7 verwendet (Ness et al. 1996). Im sauren pH-Bereich kann es tiber die Chamazulen-
carbonsdure zu Chamazulen abgebaut werden, und ab pH 8 erfolgt eine Zersetzung zu
8-Desacetylmatricin. Muster dieser Creme werden bel —20 °C, 5 °C, RT, 30 °C und 40
°C fur 3 Jahre eingelagert und in bestimmten Zeitabsténden einer optischen Qualitéts-
kontrolle unterzogen. Der Phosphat-Puffer pH 7,7 wird in einfacher und funffacher

lonenstérke hergestellt, um einen moglichen Einfluss beobachten zu kdnnen. Das Er-

40,0

19,2
1,6
08
8,0
16,0
8,0
4,0
2,4

gebnis dieser Untersuchung ist in Tab. 6.2 aund b zusammengestel|t.
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6 Herstellung und Charakterisierung einer Kamillencreme

Tab. 6.2 a Haltbarkeitsuntersuchung einer Kamillen-CO,-Extrakt/-CD-Creme mit Phosphat-
puffer pH 7,7 (1,04 g/l NaH,PO,*2H,0 und 10,68 g/l NaoHPO,*2H,0; einfache

lonenstérke)

Untersu-
chung 0. 2. 4. 8 | 12. | 6. | 12. | 18. | 24. | 36.
Wo. | Wo. | Wo. | Wo. | Wo. | Mo. | Mo. | Mo. | Mo. | Mo

bei [°C]
-20 o il e e e i
5 J— J— J— J— J— J— J— J— J— J—
RT - - - I o T I o O O o) I N o IR Y 5 I A
30 S A A e A o N B o B B S B GO B S S
40 - — )@ | @]+ | (D] | |

Tab. 6.1 b Haltbarkeitsuntersuchung einer Kamillen-CO2-Extrakt/B-CD-Creme mit Phos-
phatpuffer pH 7,7 (5,2 g/l NaH,PO4* 2H,0 und 53,4 g/l NaogHPO4* 2H,0)

Untersu-
chung 00| 2| 4 | 8 |12 | 6 | 12. | 18 | 24. | 36.
Wo. | Wo. | Wo. | Wo. | Wo. | Mo. | Mo. | Mo. | Mo. | Mo
bei [°C]
-20 - - - - - - - - - -
5 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
RT | — |~ | | OO0 6]+
30 - + | & + + + + |+ | |
40 - | + + + | ()| | |
Optische Veranderung: — keine, + leichte, ++stérkere, +++ sehr starke, () nicht eindeutig

RT: Raumtemperatur
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6 Herstellung und Charakterisierung einer Kamillencreme

Die Creme mit Phosphat-Puffer pH 7,7 in einfacher |onenstérke bleibt nach drei Jah-
ren bei —20 °C und 5 °C unverandert, bei Raumtemperatur treten nach 2 Jahren leichte
Farbveranderungen auf, diese Veradnderungen sind bei 30 °C nach 12 Monaten und bei
40 °C schon nach 6 Monaten zu beobachten. Die Creme mit einem Phosphat-Puffer in
funffacher lonenstérke zeigt bei den Temperaturen —20 °C, 5 °C und Raumtemperatur
das gleiche Verhalten, nur bei héheren Temperaturen treten die Farbveranderungen
eher auf. Gegentiber nicht gepufferten Zubereitungen sind die beiden Rezepturen posi-
tiv zu beurteilen, deshalb wird der Phosphat-Puffer pH 7,7 mit einfacher lonenstérke

fur die weiteren Versuche gewahlt.

Um eine Creme mit 5 % Anteil an Kamillenextrakt herzustellen, benétigt man 40 %
des B-CD/Kamillen-CO,-Extrakt-Komplexes. Dies stellt besondere Anforderungen an
die Grundlage, datrotz des hohen Feststoffanteils eine geschmeidige, gut streichfahige

Creme entwickelt werden soll.

Wird in die Grundlage der Tab. 6.1 der Komplex einarbeitet, ist die Creme wegen ih-
rer harten Konsistenz nicht anwendbar. Da flr diese Rezeptur schon eine orientierende
Stabilitéatsstudie vorliegt, wird versucht, durch Variation der Zusammensetzung die
Konsistenz zu verbessern. Die Erhéhung des Wasseranteils oder der Ersatz von Vase-
line durch Paraffin (s. Tab. 7.6) bringt keine Verbesserung. Veradnderungen der Menge
an Glycerolmonostearat oder Wollwachs fuhren zum Brechen der Creme. Aus diesem
Grund muss die Suche nach einer geeigneten Grundlage auf vollsténdig neue Rezeptu-
ren ausgeweitet werden. Die nichtionische hydrophile Creme scheint angesichts der
geringen Anzahl der Inhaltsstoffe und relativ weicher Konsistenz zur Herstellung der
Creme geeignet zu sein. Direkt nach der Herstellung ist die Creme gut streichféhig,
alerdings hértet sie tber Nacht nach, wodurch sie unbrauchbar wird. Der hohe Was-
seranteil wird vermutlich vom pulverférmigen Komplex aufgesaugt, was sich zusétz-
lich negativ auf die Stabilitdat der Kamilleninhaltsstoffe auswirken wirde. Die Basis-
creme nach DAC zeichnet sich durch eine extrem weiche Beschaffenheit aus und er-
weist sich als geeignet. Die Creme bleibt nach Einarbeitung der gesamten Pulvermen-
ge streichfahig und angenehm aufzutragen. lhre Konsistenz verandert sich auch im

Laufe der Zeit nicht, es erfolgt keine Nachhartung. Es sind keine Unvertraglichkeiten
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6 Herstellung und Charakterisierung einer Kamillencreme

der Kamilleninhaltsstoffe mit den Bestandteilen der Basiscreme bekannt (Rezeptur s.
Tab. 6.3).

Tab. 6.3 Kamillen-CO,-Extrakt/B3-CD-K omplex-haltige Basiscreme

Substanzen [%0]
Kamillen-CO,-Extrakt/

B-CD-Komplex 40
Phosphatpuffer pH 7,7 24
GMS 2,4
Cetylalkohol 3,6
Miglyol 4.5
Weil3es Vasdlin 15,3
Polyoxyethyleglycerol-

monostearat 4,2
Propylenglycol 6

Fir Propylenglycol gibt es Untersuchungen dber den Einfluss auf die Stabilitét von
Kamilleninhaltsstoffen (Vogel und Schmidt 1993). In einem Propylenglycol-Extrakt
bleiben (-)-a-Bisabolol und Bisabololoxide unverandert. Matricin ist in einem solchen
Extrakt tber 12 Wochen nachweisbar, wohingegen es mit anderen Extraktionsmitteln
sofort zersetzt wird. Die Spiroether werden durch Propylenglycol stabilisiert. Da der
Extrakt in 3-CD eingeschlossen ist, durften die Hilfsstoffe der Creme auf die Stabilitét
der relevanten Kamilleninhaltsstoffe einen untergeordneten Einfluss haben, mit Aus-
nahme der Spiroether, die nicht vollsténdig komplexiert werden. Propylenglycol
zeichnet sich durch positive Eigenschaften, wie verbesserte Feuchthaltung und eine
mogliche Penetrationsbeschleunigung von Arzneistoffen in die Haut aus. Ein weiterer

Vortell ist seine konservierende Wirkung.
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6 Herstellung und Charakterisierung einer Kamillencreme

6.3 Herstellung und Analytik der Creme

Die Herstellung der Creme erfolgt gemal? Rezeptur in Tab. 6.3 nach dem Schema in
Abb. 6.1.
feste Sal benbestandteile auf

dem Wasserbad bei 60 °C
schmelzen

Phosphat-Puffer pH 7,7
erwarmen, dazugeben

}

In einer Meami nschale mit
Pistill homogenisieren

}

mit dem B-CD/Kamillen-
CO,-Extrakt-Kompl ex
verrihren

2 ma mit Drel-Wal zen-
Stuhl homogenisi eren

Abb. 6.1 Herstellung der 3-CD/Kamillen-CO,-Extrakt -K omplex-Creme

Die festen Bestandteile der Grundlage werden auf dem Wasserbad bei 60 °C ge-
schmolzen. Der Phosphatpuffer wird erwarmt und in kleinen Schritten in die Schmelze
eingearbeitet, anschlieffend wird die modifizierte Basi screme homogen geriihrt und das
verdunstete Wasser erganzt. Zunédchst stellt man eine Konzentratverreibung aus dem
B-CD/Kamillen-CO,-Extrakt-Komplex und einem Teil der Grundlage her, um die Pul-
verpartikel mit einem dunnen Film aus Creme zu Uberziehen und eine bessere Einar-
beitung zu ermdglichen. Anschlief3end wird die gesamte Grundlage zugefigt und der
Ansatz zweima durch den Drel-Walzen-Stuhl gegeben. Bei dem gewéhlten hohen

Pulveranteil ist eine gute Homogenisierung besonders wichtig. Die an der SalbenmUih-
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6 Herstellung und Charakterisierung einer Kamillencreme

le wirkenden Scherkréfte zerstoren Feststoffagglomerate und liefern eine homogene,

geschmeidige Creme.

Die Analytik der relevanten Kamilleninhaltsstoffe aus der Creme erfolgt nach Schema
in Abb. 6.2

1,5 g Kamillencreme

l <« 20m DMSO

5 min Ultraschalbad
bei 45 °C

4 min Gefrierfach
(-20°C)

— T

Sal benriickstand DM SO-Phase |
<_
l 10 m DMSO —» Vereinigte
5 min Ultrascha lbad —  » DMSO-Phasen
bal 45 °C
l<— 70 ml Dichlormethan

v

4 min Gefrierfach OMSO-Phees | Suspension
(-20°C) l <+ 12 hstehenlassen bei RT
L Filtration
SA benriickstand ¢
GC

Abb. 6.2 Analytik der B-CD/Kamillen-CO,-Extrakt -Komplex-Creme

71



6 Herstellung und Charakterisierung einer Kamillencreme

1,5 g der Creme werden in 20 ml DM SO bei 45 °C im Ultraschallbad innerhalb von 5
min gelost. Damit die Bestandteile der Basiscreme im Gaschromatogramm nicht sto-
ren, wird die Emulsion zuerst im Gefrierfach bel =20 °C abgekihlt, die lipophilen Sal-
benbestandteile erstarren wieder und die DMSO-Phase kann separiert werden. Der
Salbenrtckstand wird wiederholt mit 10 ml DM SO versetzt und 5 min bei 45 °C im
Ultraschallbad behandelt, abgekihlt und die DM SO-Phase abgetrennt, dies dient der
vollsténdigen Extraktion aller Inhaltsstoffe. Die weitere Aufarbeitung der vereinigten
DM SO-Phasen erfolgt gemal3 der beschriebenen Analytik des Komplexes (s. Abb. 6.2
und Kapitel 7.2.2.2). In Abb. 6.3 ist die Wiederfindungsrate der relevanten Kamillen-
inhaltsstoffe dargestellt. Der freie und eingeschlossene Tell werden gemeinsam erfasst,
da der Komplex vor dem Einarbeiten in die Creme nicht mit n-Hexan gewaschen wird.
Fur B-Farnesen und (-)-a-Bisabolol betragt die Wiederfindungsrate nahezu 100 %, fir
cis-EID ca. 90 % und fur trans-EID ca. 110 %. Eine teilweise Umwandlung von cis-
EID zu trans-EID wéahrend der Aufarbeitung kann nicht vollstandig vermeiden wer-
den. Dieses Phanomen wurde schon von Linde (1972), Schilcher (1973), Ghassemi-
Dehkordi (1988) und Grtinhagen (1994) beschrieben. Den entscheidenden Einfluss auf
die Isomerisierung von cis-EID zu trans-EID hat die Dauer und Intensitét der Licht-
einwirkung. Die Proben sollen daher vor Licht geschiitzt verarbeitet und gelagert wer-

den.
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100 -

i

80 A

60

40 -

20 -

Wiederfindungsrate [%0]

Abb. 6.3 Wiederfindungsrate von pB-Farnesen (1), (-)-a-Bisabolol (2), cis-En-In-
Dicycloether (EID) (3), trans-EID (4) aus einer -CD/Kamillen-CO,-Extrakt-

Komplex-haltigen Creme.

Parallel zu dem Versuch mit der Kamillencreme werden der Komplex und der Extrakt
auf die gleiche Art und Weise untersucht. In Abb. 6.4 sind die Gaschromatogramme
des nativen Extraktes und der Salbenaufarbeitung einander gegentiber gestellt, um zu
zeigen, dass die Hilfsstoffe aus der Grundlage das Chromatogramm des Kamillen-
CO,-Extraktes nicht stéren und keine Veranderungen in der Zusammensetzung durch
den Einschlussin 3-CD und das Verarbeiten zu einer Creme im Vergleich zum nativen
Extrakt auftreten (Gaedcke und Steinhoff 2000). Bisabololoxid A und B werden im
Creme-Chromatogramm wegen zu kleiner Mengen nicht detektiert. Nach 13.52 min
erscheint in diesem Chromatogramm ein Peak, der einem Hilfsstoff aus der Grundlage
zuzuordnen ist. Die Gite der Trennung wird dadurch aber nicht beeinflusst und es

werden keine relevanten Inhaltsstoffe Uberdeckt.
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Abb. 6.4 Gaschromatogramm a) nativer Extrakt, b) nach Extraktion aus der Creme; (1) Dich-
lormethan, (1a) DM SO, (2) B-Farnesen, (3) n-Hexadecan (interner Standard),
(4) Bisabololoxid B, (5) (-)-a-Bisabolol, (6) Bisabololoxid A, (7) Chamazulen,

(8) cis-En-In-Dicycloether, (9) trans-EID und (10) ein Hilfsstoff aus der Basis-
creme.
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6.4 Haltbarkeitsunter suchungen

Die Kamillencreme wird unter den gleichen Bedingungen wie der Komplex eingela-

gert und untersucht (Kapitel 5). Wie bereits erwdhnt, werden der freile und einge-

schlossene Anteil gemeinsam erfasst sowie cis- und trans-EID zusammengefasst. Die

Proben werden monatlich Uber eine Dauer von 3 Monaten untersucht. Die gewahlten

L agerbedingungen liegen zwischen —20 und +40 °C. Bel — 20 °C und +5 °C wird

durch das Verfahren der Probennahme und —analytik aul3erdem die Bestandigkeit der

Creme gegen wechselnde Temperaturbedingungen (Auftauen, Wiedereinfrieren) ge-
testet. Die Lagertemperaturen +30 °C und +40 °C stellen fur die leicht fllichtigen Ka-
milleninhaltsstoffe bereits Bedingungen eines Stresstestes dar. In Abb. 6.5 sind die

Ergebnisse der dreimonatigen Prifung dargestellt.

O B-Farnesen

B (-)-a-Bisabolol

O FIn

< 100 -
g 80
0

2 60 -

=]

o

S 42
o

g 20
= o L]

1 2 3(1 2 3|1 2 3|1 2 3|1 2 3

L

-20°C

L

5°C

L

L

L

RT

L

30°C

L

L

40°C

L

Monate

L agertemperatur

Abb. 6.5 Stabilitétsuntersuchungen B-CD/Kamillen-CO,-Extrakt-Komplex -haltigen Creme;
Die Probenuntersuchung erfolgt nach dem 1. Monat (1), 2. Monat (2) und 3. Mo-

nat (3), bel einer Lagertemperatur von: —20 °C, 5 °C, Raumtemperatur, 30 °C,

40 °C.
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Betrachtet man zunédchst (-)-a-Bisabolol, so stellt man fest, dass die L eitsubstanz stabil
bleibt, der Gehalt betrdgt 100 — 105 %. B-Farnesen, die flichtigste Komponente im
Extrakt zeigt keine signifikanten Verluste. Die Wiederfindungsrate liegt bei ca. 90 %
und wird nur einmal bei 40 °C marginal unterschritten. Diese Werte stimmen mit den
Ergebnissen der dreimonatigen Untersuchungen zur Stabilitét des Komplexes (Kapitel
5) Uberein. Damit wird auch die Theorie der Stabilisierung der fltchtigen Inhaltsstoffe
durch Komplexierung bestatigt. Die Wiederfindungsrate fir die Summe aus freien und
eingeschlossenen Inhaltsstoffe betragt direkt nach der Herstellung des Komplexes na-
hezu 100 % und der freie Anteil liegt bei ca. 10 %. Dieser freie Anteil wird bei der
Untersuchung des Komplexes im Kapitel 5 (Abb. 5.10 b) bestimmt. Daraus folgt, dass
das eingeschlossenen B-Farnesen (90 %) trotz der harten Lagerbedingungen stabil
bleibt. Die Spiroether bleiben bel den Temperaturen —20 °C und 5 °C unverandert, die
Wiederfindungsrate betrégt nahezu 100 %, was bedeutet, dass sowohl der freie wie
auch der eingeschlossene Anteil nicht abgebaut werden. Mit steigender Temperatur
sinkt der Gehalt auf ca. 80 — 90 %. Beriicksichtigt man, dass der nicht komplexierte
Teil bel den Spiroethern ca. 30 % ausmacht und die Haltbarkeitsuntersuchungen des
Komplexes gezeigt haben, dass die Einschlussrate von 60 — 80 % (s. Abb. 5.12) wah-
rend Lagerung erhalten bleibt, kann der Verlust an Spiroethern von max. 20 % in der

Creme dem nichteingeschl ossenen Anteil zugeschrieben werden.

6.5 Diskussion der Ergebnisse

Die Basis-Creme nach DAC wird als Grundlage fur die Kamillencreme gewéhlt. Sie
zeichnet sich durch eine geeignete Konsistenz aus, um mit dem 40%igen Pulveranteil
eine homogene Suspensionscreme zu bilden und ist als eine hydrophile Grundlage fur
die Neurodermitis-Therapie geeignet. Die hier vorgestellte Analysenmethode ermdg-
licht die selektive Bestimmung der relevanten Kamilleninhaltsstoffe sowohl aus dem
nativen Extrakt als auch der Salbenzubereitung. Ein Vergleich der Gaschromatogram-
me zeigt keine Unterschiede. Weiter ist festzustellen, dass die Bestandteile der Grund-

lage die Trennung der Kamilleninhaltsstoffe nicht beeinflussen.
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Die Haltbarkeit wird positiv bewertet, da es weder Verluste noch Wechselwirkungen
mit den Hilfsstoffen aus der Grundlage zu verzeichnen gibt. Die Wiederfindungsrate
der Spiroether nimmt bei hdheren Temperaturen um 10 — 20 % ab, diese Abnahme

kann dem nicht eingeschlossenen Anteil zugeschrieben werden.
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7 Experimenteller Tell

Kapitel 7

Experimentéeller Tell
7.1 Materialien
7.11 KamillenblUten

Die KamillenblUten aus der Ernte Juni 1999 werden in getrocknetem, unzerkleinertem
Zustand von der Firma Bauer geliefert. Dieses Material wird von der Firma Robugen
zur Verfigung gestellt. Die in Papiertiten gelieferten Kamillenbliten werden zusétz-
lich in schwarze Polyethylenbeutel verpackt und bis zur weiteren Verwendung bei
— 20 °C gelagert.

7.1.2 B-Cyclodextrin
Produkt: BETA W 7 PHARMA
Charge: 019822

Hersteller: Wacker-Chemie GmbH

713 Standardsubstanzen

Tab. 7.1 Standardsubstanzen

Substanz Artikelnummer / Ch.-B. Hersteller / Lieferant

(-)-o-Bisabolol ROTI- Art.-Nr.: 9055.1
CHROM GC Ch.-B.: 4730036

Roth GmbH & Co.

Art.-Nr.: 9605.0005
n-Hexadecan fur die GC Ch.-B.: 214K 17678505 Merck KGaA
Ch.-B.: S2801005 005

(-)-a-Bisabolol Ch.-B.: 119710 Robugen GmbH
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Substanz Artikelnummer / Ch.-B.  Hersteller / Lieferant
cis-En-In-Dicycloether Ch.-B.: 049716 Robugen GmbH
trans-En-In-Dicycloether ~ Ch.-B.: 049716 Robugen GmbH
Bisabololoxid A Ch.-B.: 079730 Robugen GmbH
Bisabololoxid B Ch.-B.: 089922 Robugen GmbH

(-)-a-Bisabolol, trans- und cis-En-In-Dicycloether sowie Bisabololoxid A und B wer-

den freundlicherweise von der Firma Robugen zur Verfligung gestellt.

7.14 L 6sungsmittel und Chemikalien

Tab. 7.2 Liste der Losungsmittel und Chemikalien

Substanz Artikelnummer Hersteller / Lieferant
Gase fur die GC

Stickstoff (Typ 5.0) Messer Griesheim GmbH
Wasserstoff (Typ 5.0) Messer Griesheim GmbH
Synthetische L uft Messer Griesheim GmbH
CO2 fir die Extraktion Messer Griesheim GmbH
(Typ5.0)

Lésungsmittel

Dichlormethan LiChrosolv
_ Art.-Nr.: 106044 Merck KGaA
gradient grade

n-Hexan LiChrosolv
_ Art.-Nr.: 104391 Merck KGaA
gradient grade
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Substanz Artikelnummer Hersteller / Lieferant

Ethanol 96%ig

Art.-Nr.: 159010 Merck KGaA
Reag. Ph Eur
hergestellt am Lehrstuhl fur
Pharm. Technologie
Aquaad injectabilia TUbingen durch
Umkehrosmose und
anschlief3ende Destillation
Chemikalien

Natriumchlorid Reag. Ph

Art.-Nr.: 159302 Merck KGaA
Eur
Natriumsulfat Reag. Ph Eur Art.-Nr.: 159337 Merck KGaA
Pufferkapseln fur die Ka-
librierung des pH-Meters
PH-Set |

Art.-Nr.: 112052 Merck KGaA
pH = 4,01; 7,00; 9,00
Puffersubstanzen
Natriumdihydro-

_ Art.-Nr.: 106345 Merck KGaA

genphosphat-Dihydrat
di-
Natriumhydrogenphosphat- Art.-Nr.: 106576 Merck KGaA
Dihydrat

Alle tbrigen Lésungsmittel und Chemikalien besitzen p.a.-Qulitét.
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7.15 Sonstige M aterialien

Tab. 7.3 Liste der sonstigen (Verbrauchs-)Materialien

Material Artikelnummer Hersteller / Lieferant

Celluloseacetat-M embran-
filter, 0,45 um Porengrof3e, Art.-Nr.: 11102-25-N Sartorius AG

25 mm Durchmesser

Rundfilter (Sorte 595) Art.-Nr.: 311610 Schleicher & Schuell GmbH
Probenglaser N 11-1 Macherey-Nagel GmbH & Co.
Art.-Nr.: 702 01
Nutzvolumen 1ml KG
Borde kappen fur Vials N Macherey-Nagel GmbH & Co.
o Art.-Nr.: 702 56 SR
11 TB/oA-0,9 KG

Zentrifugenglaser DURAN,
@ 44 mm mit Schraubver-  Art.-Nr.: SO-1000

Roland Vetter Laborbedarf e.

K.
schlusskappe GL 32
Zentrifugenglaser, 15 ml Roland Vetter Laborbedarf e.
Art.-Nr.: 73785-15
mit Gewinde 15-415 K.
Schraubverschliisse mit
_ _ Roland Vetter Laborbedarf e.
Gewinde 15-415, mit Art.-Nr.: 73 802-15 415
PTFE-Einlage
Flaschen 50 ml, braun, mit
Art.-Nr.: 32 230 Wepa
Schraubverschluss DIN 28
Schraubdeckel gefélde 100
Heumann GmbH
mil
Aluminium Salbentuben Linhardt
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7.1.6

Tab. 7.4 Liste der allgemein verwendeten Geréte

Geréte zur allgemeinen Verwendung

Geréat

Hersteller / Lieferant

Laborwaage Mettler AT 261 DeltaRange
L aborwaage Mettler AE 200

L aborwaage Mettler PC 4400 DeltaRange
Megafuge 1.0 R

Heizpilz

V akuumrotationsverdampfer Rotavapor-R
Prozessor-Tensiometer K 12
Drei-Walzen-Stuhl

Reibschale mit Pistill @ 26 cm, @9 cm
Trockenschrénke

Typ GTR0214

Typ B 40

Mettler Toledo GmbH

Mettler Toledo GmbH

Mettler Toledo GmbH

Heraeus | nstruments GmbH

Heraeus I nstruments GmbH

Buchi Laboratorium-Technik GmbH

Kruss Laborgeréte GmbH
Otto Hermann GmbH

Rosentha

Memmert GmbH & Co. KG

Memmert GmbH & Co. KG
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7.1.7 Datenver ar beitung

Rechner (Fa. Schmelz), Pentium 75 MHz, 128 MB RAM, 6 GB Festplatte.

Tab. 7.5 Liste der allgemein verwendeten Software

Software Hersteller / Lieferant
Biblio 32 Bit, Version 32.1 VCH

Excel 2000 fur Windows Microsoft GmbH
Word 2000 fur Windows Microsoft GmbH
Power Point 2000 fur Windows Microsoft GmbH

o Arbeitskreis Ebel, Institut fur Pharmazie
STL, Statistikprogramm _ _
und L ebensmittelchemie, Wirzburg

Isis-Draw 2.3 Microsoft GmbH
K 121, Version 2.04 a Kruss Laborgerégte GmbH
7.2 Analytik

721 Gaschromatographie (GC)
7.2.1.1 Beschreibung der Methode
Gerate Gaschromatograph HP 5890 Serie |
Autoinjektor HP 7673A mit Probeteller
Integrator HP 3392A, Hewlett-Packard
(seit 2000 Agilent Technologies)
| njektor Typ Split/Splitless Kapillar-Einlass
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Temperatur 250 °C
Split 1:10
Detektor Typ Flammeni oni sationsdetektor (FID)
Temperatur 250 °C
Wasserstoff Fluss 2 ml/min
Synthetische Luft 400 ml/min
Auxiliary Gas 30 ml/min Stickstoff (Typ 5.0)
Sule 30 m* 0,25 mm |.D. Optima delta-3, Macherey-Nagel
Filmdicke 0,25 um
Max. Temperatur 340 - 360 °C
Tragergas Typ Wasserstoff 5.0
Total flow 20 ml/min
Detektorausgang 2 ml/min

Einspritzvolumen
Temperatur programm

Atherisches Ol

CO,-Extrakt:

1 - 5 pl mittels Autoinjektor

120°C-170°C 7 °C/min
170°C-194°C 3°C/min
194°C-220°C 5°C/min
220°C 10 min

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

300 °C 10 min
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Die Auswertung erfolgt Uber das Peakflachenverhdltnis der einzelnen Inhaltsstoffe zu
n-Hexadecan als internem Standard. Zur Responsefaktorbestimmung werden Lésun-
gen von (-)-a-Bisabolol, Bisabololoxid A oder B, bzw. cis- oder trans-En-In-
Dicycloether eingesetzt, die jewells zusétzlich n-Hexadecan enthalten. Die Lsungen
werden zweimal unabhéangig voneinander hergestellt, viermal injiziert und Mittelwert

und relative Standardabweichung berechnet. B-Farnesen wird as (-)-a-Bisabolol be-

rechnet.

Korrekturfaktoren:

(-)-a-Bisabolol 1,22
B-Farnesen 1,22
Bisabololoxid A 1,50
Bisabololoxid B 1,58
cis-En-In-Dicycloether 2,00
trans-En-In-Dicycloether 1,90

7.2.1.2 Probenaufbereitung und Standar dlésungen
Herstellung der internen Sandardl6sung

290 mg n-Hexadecan werden in einem 500,0 ml Messkolben in n-Hexan geldst. Dar-

aus resultiert eine Lésung mit einem Gehalt von 0,55 — 0,58 mg/ml.
Herstellung der Standardldsungen zur Faktorbestimmung

26,5 mg n-Hexadecan und 16,6 mg (-)-a-Bisabolol werden in einem 25,0 ml Messkol-
ben gel6st.

7,96 mg Bisabololoxid B und 1,0 ml (0,58 mg) der n-Hexadecan L 6sung,

4,92 mg Bisabololoxid A und 1,0 ml (0,58 mg) der n-Hexadecan L dsung,

5,1 mg cis-En-In-Dicycloether und 1,0 ml (0,58 mg) der n-Hexadecan L 6sung oder
7,2 mg trans-En-In-Dicycloether und 1,0 ml (0,58 mg) der n-Hexadecan L 6sung

werden jewellsin einem 100,0 ml Messkolben in n-Hexan gel Ost.
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Herstellung des Phosphat-Puffers pH 7,7
1,04 g Natriumdihydrogenphospaht-Dihydrat und 10,68 g di-Natriumhydrogen-
posphat-Dihydrat werden genau gewogen, in einem Liter Wasser fur Injektionszwecke

gel6st und der pH-Wert kontrolliert.
Probenvorbereitung des Kamillentls

Ca 100 mg des mittels Wasserdampfdestillation gewonnenen &dtherischen Oles (s.
7.3.1), genau gewogen, und 4,0 ml des internen Standards werden in 100,0 ml n-

Hexan gel Ost.
Probenvor bereitung des Kamillen-CO,-Extrakts

Ca. 300 mg des Extraktes (s. 7.3.2), genau gewogen, und 4,0 ml des internen Stan-
dards werden in einem 100,0 ml Messkolben in Dichlormethan gel6st. Die Ldsung
wird durch einen Papier-Rundfilter zweimal filtriert und direkt als Probenldsung ein-
gesetzt.

Probenvorbereitung der Kamillencreme

1,5 g der Kamillencreme wird mit 20 ml Dimethylsulfoxid (DM SO) versetzt und funf
Minuten lang bei 45 °C im Ultraschallbad bis zum Schmelzen behandelt. Die Emulsi-
on wird im Gefrierfach ca. 4 Minuten lang abgekuhlt und die DM SO-Phase abpipet-
tiert. Zum Salbenrtickstand werden nochmals 10 ml DM SO gegeben und erneut wie
beschrieben behandelt. Zu den vereinten DM SO-Phasen werden 70 ml Dichlormethan
gegeben, wobei ein Niederschlag ausféllt. Diese Suspension wird 12 h stehen gelassen,
anschlief3end durch einen Papier-Rundfilter filtriert. Nach Zugabe von 4,0 ml interner

Standard-L 6sung wird in einem Messkolben auf 100,0 ml mit Dichlormethan erganzt.

7.2.1.3Kalibrierung und Validierung
Kalibrierung fir (-)-a-Bisabolol

67,2 mg (-)-a-Bisabolol werden in einem 150,0 ml Messkolben in n-Hexan geldst
(Stammlsung). Die Verdinnungen werden hergestellt, indem je 2,0 ml interner Stan-
dard (0,58 mg n-Hexadecan/ml n-Hexan) und 1, 5, 10, 15, 20, 25 und 30 ml der
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Stammlosung in einem Messkolben mit n-Hexan auf 50,0 ml aufgefllt werden. Die

Proben werden in willkurlicher Reihenfolge je viermal analysiert.
Kalibrierung fir n-Hexadecan

20,62 mg n-Hexadecan werden in einem 100,0 ml Messkolben in n-Hexan gelOst
(Stammlésung). 2, 5, 10, 15, 20 und 30 ml dieser Stammldsung werden in einem
Messkolben mit n-Hexan auf 100,0 ml aufgeftllt. Je Verdiinnung werden sechs Ein-
zelbestimmungen durchgefihrt.

Systemprazsion fur (-)-a-Bisabolol, g-Farnesen, cis-En-In-Dicycloether (EID), trans-
EID

Durch Wasserdampfdestillation gewonnenes Kamillendl wird fiunfmal analysiert, und
der Mittelwert und die relative Standardabweichung berechnet. Des weiteren wird aus
den Ergebnissen der Kalibrierung fir (-)-a-Bisabolol bei jeder Verdinnung der Mit-
telwert bestimmt und die relative Standardabwei chung berechnet.

Methodenprézision fir (-)-a-Bisabolol, f-Farnesen, cis-En-In-Dicycloether (EID),
trans-EID,

Ein B-Cyclodextrin (B-CD)/(-)-a-Bisabolol Komplex wird dreimal unabhangig von-
einander hergestellt (s. 7.2.2.2) und je viermal anaysiert. Aus den Messwerten wird
der Mittelwert bestimmt und die relative Standardabwei chung berechnet.

Ein B-CD/Kamillen-CO,-Extrakt Komplex wird sechsmal unabhéngig voneinander
hergestellt (s. 7.2.2.2) und je viermal analysiert. Aus den Messwerten wird der Mittel-
wert bestimmt und die relative Standardabwei chung berechnet.

Aus einer Kamillencremecharge wird finfmal unabhéngig voneinander eine Probe
aufgearbeitet (s. 7.2.1.2) und jede Probe viermal analysiert. Aus den Messwerten wird
der Mittelwert bestimmt und die relative Standardabwei chung berechnet.

Bestimmungsgrenze

Es wird das Rauschen des Messverfahrens durch Aufnahme der Basidlinie bei der

Dampfung ,,-2 (grofite Empfindlichkeit des Ausgangssignals) bestimmt. Die mittlere
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Hdohe des Signals wird mit 10 multipliziert und Uber die Kalibriergerade in einen Kon-

zentrationswert umgerechnet (Renger et al. 1994).
Erfassungsgrenze

Es wird das Rauschen des Messverfahrens durch Aufnahme der Basidlinie bel der
Dampfung ,,-2 (grofite Empfindlichkeit des Ausgangssignals) bestimmt. Die mittlere
Hdohe des Signals wird mit 3 multipliziert und Uber die Kalibriergerade in einen Kon-

zentrationswert umgerechnet. (Renger et al. 1994).

7.2.1.4 (-)-a-Bisabolol-Standar dsubstanz
7.2.1.4.1 Gehaltshestimmung

4,0 ml der n-Hexadecan-L6sung as interner Standard und (-)-a.-Bisabolol der Firma
Robugen (zehn Einwaagen im Bereich 4,1 mg - 16,32 mg) werden jeweilsin 100,0 mi
n-Hexan gelost. Die Proben werden in willkirlicher Reithenfolge je sechsmal analy-
siert und der Gehalt gegentiber dem Standard der Firma Roth berechnet.

7.2.1.4.2 Wiederfindungsrate aus einer wassrigen L dsung in Gegenwart von
DM SO

In ein Zentrifugenglas mit 10,0 ml Wasser fur Injektionszwecke werden ca. 20 mg (-)-
a-Bisabolol, genau gewogen, suspendiert. Anschlief3end werden 1,5 ml DM SO und
3,0 ml n-Hexan hinzugefugt. Diese Mischung wird 5 min lang geschittelt; es resultie-
ren zwei Phasen. Zur besseren Phasentrennung wird 0,1 g Natriumchlorid zugefigt.
Nach dem Zentrifugieren (5 min, 2500 UpM) werden die zwei Phasen (Was
ser/DM SO-Gemisch und n-Hexan) getrennt. Das Wasser/DM SO-Gemisch wird nach
Zugabe von 0,1 g Natriumchlorid zweimal mit 3,0 ml n-Hexan ausgeschiittelt, die n-
Hexan-Phase Uber Natriumsulfat getrocknet und durch einen Papier-Rundfilter in ei-
nen 10,0 ml Messkolben filtriert. Der Filterkuchen wird mit 3,0 ml n-Hexan nachge-
waschen. Zum gesamten Filtrat werden 1,0 ml interner Standard hinzugeftigt (Phase
1).
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In einem zweiten Zentrifugenglas wird die nach der Zentrifugation abgetrennte n-
Hexan-Phase Uber Natriumsulfat getrocknet und durch einen Papier-Rundfilter in ei-
nen 10,0 ml Messkolben filtriert. Der Filterkuchen wird mit 3,0 ml n-Hexan nachge-
waschen. Zu dem gesamten Filtrat werden 1,0 ml interner Standard hinzugefiigt (Phase
2). Die Phasen 1 und 2 werden gaschromatographisch auf ihren (-)-a-Bisabol ol-Gehalt
analysiert. Die Proben werden funfmal unabhangig voneinander hergestellt und je

Probe sechsmal analysiert. Falls notwendig, gemal? der Kalibrierung verdinnt.

7.2.1.4.3 Wiederfindungsrate aus einer wassrigen B-Cyclodextrin-L 6sung (B-
CD)

Die Wiederfindungsrate aus einer wassrigen 3-CD-L dsung wird genau wie unter Punkt
7.2.1.3.3 beschrieben durchgefihrt, wobei 10,0 ml Wasser durch 5,0 ml waéssrige
1*10% M B-CD-Lésung ersetzt werden.

7122 Bestimmung der freien und eingeschlossenen I nhaltsstoffe
7.2.2.1 L 6dlichkeitsmethode

Die bei der Herstellung der Komplexe ausgefallene Einschlussverbindung (s. 7.4.2)
wird zentrifugiert und die Uberstehende wassrige LOsung in ein zweites Zentrifugen-
glas dekantiert. Die Losung wird nach Zugabe von 0,1 g Natriumchlorid dreimal mit
5,0 ml n-Hexan ausgeschuittelt, Gber Natriumsulfat getrocknet und durch einen Papier-
Rundfilter in einen 25,0 ml Messkolben filtriert. Der Filterriickstand wird mit 5,0 ml n-
Hexan nachgewaschen. Zu dem gesamten Filtrat werden 1,0 ml interner Standard hin-
zugefiigt und auf 25,0 ml mit n-Hexan aufgefiillt (Uberstand). Der Niederschlag
(Komplex = Einschlussverbindung) wird mit 5 ml —Portionen n-Hexan (Waschhexan)
solange gewaschen, bis das L 6sungsmittel farblosist. Diese optische Prifung ist zulas-
sig, da sie mit der gaschromatographischen Untersuchung Ubereinstimmt, wonach in
dem im letzten Waschschritt verwendeten n-Hexan keine Inhaltsstoffe mehr detektier-
bar sind. Die erhaltenen Waschhexan-Phasen werden entweder einzeln nach Zugabe

von 1,0 ml internem Standard und Auffillen auf 10,0 ml analysiert oder sie werden
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vereinigt, am Rotationsverdampfer auf ca. 20 ml eingeengt und in einem Messkolben
nach Zugabe von 1,0 ml internem Standard mit n-Hexan auf 25,0 ml aufgefullt.

Der Komplex wird in 1,5 ml DMSO gelést und dreimal mit 5,0 ml n-Hexan ausge-
schittelt. Die vereinigten n-Hexan-Phasen werden tber Natriumsulfat getrocknet und
nachfolgend in einen 25,0 ml Messkolben filtriert. Nach Zugabe von 1,0 ml internem

Standard wird die L6sung mit n-Hexan aufgefullt.

7.2.2.2 Knetmethode

1,5 g Probe (Herstellung s. 7.4.3), genau gewogen, werden aus einer Charge entnom-
men und mit 5 ml n-Hexan gewaschen (Waschhexan). Das Waschhexan wird nach

Zugabe von 1,0 ml internem Standard auf 10,0 ml aufgefillt und analysiert.

Der gewaschene Komplex wird in 10 ml DM SO geldst und mit 30 ml Dichlormethan
versetzt. Esfallt ein Niederschlag aus. Die Suspension wird 12 h equilibriert und dann
durch ein Papier-Rundfilter filtriert. Der Filterrickstand wird mit 5 ml Dichlormethan
nachgewaschen. Nach Zugabe von 2,0 ml internem Standard wird die L 6sung auf 50,0

ml mit Dichlormethan aufgefillt.

7.2.3 Bestimmung des Wasser gehaltes nach Karl-Fischer
Gerate und Reagenzien

Die Wassergehaltsbestimmungen werden mit einem Titrierstand Modell 703 (Deut-
sche Metrohm GmbH & Co.) und einer Zentraleinheit SM-Titrino 702 (Metrohm)
durchgefihrt. Die Aufnahme und Auswertung der Daten erfolgt mit einem HP Vectra
VL Rechner, der Gber das QBASIC-Programm STP (Metrohm) gesteuert wird.

Titrationsbedingungen:

Solvens Methanol gradient grade / Formamid 2:1 (V/V)
Titrans Hydranal Composite 2
Standard Hydranal-Standard Natriumtartrat-2-hydrat (Riedel-de Haen)
Einstellungen Titrationsendpunkt 210 mV
Beginn des Regelbereiches 250 mV
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Maximaldosierrate 3,0 ml/min
Stopdrift 12 pl/min
Arbeitstemperatur 23°C

| (pol) 40 pA

Titerbestimmung und Titrationen:

Vor Titrationsbeginn werden ca. 60 mg, genau gewogen, Natriumtartrat-2-hydrat (ent-
halt 15,66 % Kristallwasser) eingewogen und der Titer des Hydranal-Composite 2
durch Dreifachbestimmung ermittelt. Die Extrakteinwaage (ca. 200 mg genau gewo-
gen) wird so gewéhlt, dass eine ausreichende Menge Titrans verbraucht wird. Vor
Titrationsbeginn wird der Extrakt 60 s mit einem Ultra-Turrax bei ca. 13500 U/min
dispergiert. Mittelwert und Standardabweichung werden aus jeweils vier Einzelbe-

stimmungen ermittelt.

724 Messung der Oberflachenspannung

Die Bestimmung der Oberflachenspannung wird mit einem Prozessor-Tensiometer
K12 (Kruss Laborgerate GmbH) nach der Wilhelmy-Platten-Methode durchgefiihrt.
Das System wird zunéchst auf 20,0 °C temperiert. Das Probengefé und die Platte
werden mit destilliertem Wasser und Aceton gereinigt und in der Flamme des Bunsen-
brenners abgeflammt. Die Wilhelmy-Platte wird im Tensiometer befestigt, der Hub-
tisch soweit angehoben, bis sich die Platte knapp Uber der Wasseroberflache befindet,
und die Arretierung gelost. Die Messung wird Uber den angeschlossenen HP Vectra-
Rechner (M2 4/66, Software K121, Version 2.04a) gestartet, der Hubtisch angehoben
bis die Flussigkeit die Platte bertihrt. Wenn die Waage eine Gewichtszunahme von
0,0005 g registriert, beginnt der Rechner mit der Datenerfassung Aufzeichnung. Wah-
rend eines Messintervalls von 3600 s wird alle 10 s die Kraft aufgezeichnet und in ei-

nem Diagramm die Oberfl&chenspannung lber der Zeit aufgetragen.
Die folgenden L 6sungen werden vermessen:

- dedtilliertes Wasser,
- Wasser/Ethanol 25/75 (V/V)
- einemit Bisabolol geséttigte Wasser/Ethanol 25/75 (V/V)-Ldsung
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- einemit Kamillendl geséttigte Wasser/Ethanol 25/75 (V/V)-L6sung.

Mittelwert und Standardabweichung werden aus jewells drel Einzelbestimmungen er-
mittelt.

7.3 Aufarbeitung der Kamillenbliten®
731 Wasser dampfdestillation

350 g Kamillendroge, genau gewogen, werden mit 3 | demineralisiertem Wasser in
einen 6-1-Rundkolben gefillt. Das Wasser im Dampfkessel wird erhitzt, und um die
Destillation am Anfang zu beschleunigen, wird der Inhalt des Rundkolbens mit Hilfe
eines Heizpilzes zusdtzlich erwdrmt. Sobald das Wasser im Rundkolben anféngt zu
sieden, wird der Heizpilz abgestellt. Die Destillation verlauft Gber vier Stunden. Ein
Gemisch aus Wasser und &therischem Ol wird in einem mit Eis-Wasser gekiihlten
Rundkolben aufgefangen. Nach Abkthlen der Destille werden Intensivkihler und Va-
kuum-V orstol? mit Dichlormethan nachgesplilt. Das dtherische Ol wird dreimal mit 50
ml Dichlormethan ausgeschittelt, die vereinigten Dichlormethan-Phasen werden Uber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und am Rotationsverdampfer in einem tarierten
Rundkol ben eingeengt. Das &dtherische Ol wird bei -20 °C gelagert. Die weitere Aufar-

beitung erfolgt wie unter 7.2.1.2 beschrieben.

7.3.2 CO,-Extraktion

500 g unzerkleinerte Kamillenbliten werden in eine 3,5-1-Extraktionshilse der Hoch-
druckextraktionsanlage der Firma SITEC-Sieber Engineering AG (Schweiz) gegeben
und mit Gberkritischem CO, bei 90 bar, 40 °C und einem Massenfluss von 8 kg/h tber
drei Stunden extrahiert. Die Abscheidung in die fllssige CO,-Phase erfolgt bei 40 bar
und 8 °C. Nach Beendigung der Extraktion wird der Abscheider schnell entspannt und
der Extrakt im gefrorenen Zustand entnommen. Nach Sublimation des restlichen fes-

ten CO, wird der Extrakt im Exsiccator tber Blaugel und Phosphorpentoxid zwei Wo-

1 Firr die Extraktionsversuche werden Kamillenbliten der Ernte vom Juni 1999 verwendet.
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chen getrocknet. Der Extrakt wird in einem Exsiccator bei 5 °C gelagert. Die weitere
Aufarbeitung ist unter 7.2.1.2 beschrieben.

7.4 Herstellung der Cyclodextrin-Einschlussver bindungen
74.1 Phasen-L 6dlichkeits-Diagramm

Das Phasen-L 6dlichkeits-Diagramm wird nach der Methode von Higuchi und Connors
(1965) ermittelt. B-Cyclodextrin wird in einem Wasser/Ethanol-Gemisch 75/25 (V/V)
gel6st, sodass zehn Konzentrationen im Bereich von 0,1*107 bis 1,2*10% M resultie-
ren. Ein Uberschuss an Substanz (1000 mg (-)-a.-Bisabolol oder 500 mg &therisches
Kamillentl) werden jeweils in 15 ml Zentrifugenglésern zu 10,0 ml der B-
Cyclodextrin-Ldsung gegeben. Die Proben werden bel 32 °C in einem Temperier-
schrank Uber 48 Stunden geschiittelt. Der ungelGste Teil an (-)-a-Bisabolol oder Ka-
millendl wird abpippetiert und anschlief3end werden die Lésungen durch einen Cellu-
loseacetat Membranfilter (Porengrof3e 0,8 pum, Fa. Sartorius) filtriert. Das Filtrat wird
zweimal nach Zugabe von 0,1 g Natriumchlorid mit 4,0 ml n-Hexan ausgeschiittelt. Zu
den vereinten n-Hexan-Phasen wird 1,0 ml interner Standard gegeben und auf 10,0 ml

mit n-Hexan aufgefullt.

742 L 6dichkeitsmethode

44 mg (2*10% M) oder 22 mg (1*10% M) bzw. 16 mg (7,5*10° M) (-)-a-Bisabolol
werden zu 10,0 ml B-CD-L&sungen in den Konzentrationen 1* 102 M oder 1,5*10%M
dazu gewogen, sodass drei Losungen mit 3-CD und (-)-a-Bisabolol im molaren Ver-
haltnis 1:2, 1:1 und 2:1 resultieren. Entsprechend werden in Zentrifugenglasern (95
ml) Kamillendl und B-CD so zusammengeflgt, dass in 40,0 ml ein 1:1- oder 2:1-
molares Verhdltnis zwischen $-CD und (-)-a-Bisabolol (im Kamillendl) vorliegt. Die
Suspensionen werden 24, 48 Stunden beziehungsweise sieben Tage bel Raumtempera
tur geschiittelt. Nach der Equilibrierung werden die Proben zentrifugiert, der Uber-
stand dekantiert, im Zentrifugenglas verbleibt der Komplex. Die Aufarbeitung erfolgt
nach 7.2.2.1.
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7.4.3 Knetmethode

2,5, 7 bzw. 10 g B-CD-Pulver und 1 g Kamillen-CO,-Extrakt, genau gewogen, werden
mit 2, 5, 7, bzw. 10 ml Ethanol befeuchtet und in einer Reibschale mit dem Pistill 45
min geknetet. Wenn grél3ere Mengen hergestellt werden, werden zuerst in der Reib-
schale alle Komponenten angerieben und anschlief3end der Drei-Walzen-Stuhl ver-
wendet. Die daraus resultierende Paste wird bis zum Verdunsten des Ethanols bel
Raumtemperatur bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Die Aufarbeitung der Probe
erfolgt gemal3 7.2.2.2.

75 Herstellung der Kamillencreme
75.1 Rezepturentwicklung

Fur die Herstellung einer gut streichfahigen Creme mit 5 % Kamillen-CO,-Extrakt as

Einschlussverbindung wird eine Rezeptur-Auswahl durchgefhrt.

Tab. 7.6 Rezepturvorschlége zur Herstellung einer Kamillencreme

1. Rezeptur 2. Basiscreme DAC 3. Nichtionische
hydrophile Creme

B-Cyclodextrin 40T |B-Cyclodextrin 40T B-Cyclodextrin 40T
Wasser ger. 192T |Wasser ger. 24T Wasser ger. 30T
Cremophor A25 16T |GMS 24T Tween 60 3T
Cremophor A6 0,8T |Cetylakohol 36T Lanette O 6T
GMS 8T |Miglyal 45T Glycerol 6T
WeilRes Vaselin 16 T |WeillesVaselin  153T WeilesVasdlin 15T

DickflUssiges Paraffin 8T | Polyoxyethylenglycerolmo-
mostearat 42T

Wollwachs 4T |Propylenglycol 6T

| sopropylmyristat 24T
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Die 1. Rezeptur wird wie folgt abgewandelt:

la. Rezeptur 1b. Rezeptur

B-Cyclodextrin 0T B-Cyclodextrin 0T
Wasser ger. 258T Wasser ger. 192T
Cremophor A25 16T Cremophor A25 16T
Cremophor A6 08T Cremophor A6 08T
GMS 38T GMS 8T
Vaselin 16T Paraffin dickfliissig 24T
Paraffin dickflissig 8T Wollwachs 4T
Wollwachs 16T | sopropylmyristat 24T
| sopropylmyristat 24T

Die optimierte Rezeptur basiert auf der Basiscreme nach DAC, wobei statt des gerei-

nigten Wassers ein Phosphatpuffer pH 7,7 gewahlt wird.

Tab. 7.7 Optimierte Rezeptur Kamillen-CO,-Extrakt/p-CD-Komplex-haltige Basiscreme

Optimierte Rezeptur

Kamillen-CO,-Extrakt/

-CD-Komplex 0T
Phosphatpuffer pH 7,7 24T
GMS 24T
Cetylakohol 36T
Miglyal 45T
WeilRes Vaselin 153T
Polyoxyethylenglycerol

monostearat 42T
Propylenglycol 6T
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Herstellung der Creme

Alle lipophilen Bestandteile werden auf dem Wasserbad bei 60 °C geschmolzen,
Phosphatpuffer pH 7,7 wird in die Grundlage eingearbeitet und anschlief3end kaltge-
rohrt. Der B-Cyclodextrin/Kamillen-CO,-Extrakt-Komplex wird zuerst mit wenig
Grundlage angerieben und nach Zugabe der gesamten Menge dreimal mit einem Drei-

Walzen-Stuhl homogenisiert.

7.6 Stabilitatsunter suchungen
7.6.1 Einlagerung der Proben

Die durch dicht verschlossene Braunglaser geschitzte Einschlussverbindung und die
in 20 ml Aluminium-Tuben abgefillte Creme werden fir drei Monate bel -20 °C, 5
°C, Raumtemperatur, 30 °C und 40 °C eingelagert.

7.6.2 Probennahme, Probenaufarbeitung und Analytik

Jeden Monat werden Proben gezogen, fir die Einschlussverbindung gemal3 7.2.2.2 und
fur die Creme nach 7.2.1.2 aufgearbeitet und anschlief3end gaschromatographisch (s.
7.2.1.1) analysiert.
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Kapitel 8

Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung einer Kamillen-Creme, die 5 % eines hoch-
konzentrierten Kamillenextraktes, der durch Extraktion mit iiberkritischen Kohlendi-
oxid hergestellt wird, enthdlt. Diese Creme ist eine Alternative zur Cortisontherapie
bei Neurodermitis. Der intensive Geruch des Kamillen-CO,-Extraktes macht den Ein-
schluss in B-Cyclodextrin notwendig. Dadurch soll auch eine Stabilisierung der wert-

bestimmenden Kamilleninhaltsstoffe erreicht werden.
Die Entwicklung dieses Préaparates schlie3t folgende Teilschritte ein:

e Ermmittlung der Stabilitdtskonstanten von reinem (-)-a-Bisabolol und in Gegen-
wart von anderen Inhaltsstoffen aus dem #therischen Ol der Kamille mit [3-

Cyclodextrin (B-CD),

e Bestimmung der Einschlussrate von reinem (-)-a-Bisabolol und anderer rele-

vanter Inhaltsstoffe aus dem atherischen Kamillenol,
e Optimierung der Herstellungsmethode des Komplexes,

e Bestimmung der Einschlussrate von relevanten Inhaltsstoffen aus dem Kamil-

len-CO,-Extrakt,
e Untersuchung der Stabilitit des B-CD-Kamillen-CO,-Extrakt-Komplexes,
e Auswahl der Salbengrundlage,
e Herstellung und Analytik der Creme,
e Untersuchung der Stabilitit der Kamillencreme.

Bei stark fliichtigen Verbindungen wie den itherischen Olen sind die Loslichkeits(2
Kopriézipitation)- und die Knetmethode zur Herstellung des Komplexes am besten ge-
eignet. Weitere Methoden wie die Lyophilisation und die Spriihtrocknung eignen sich

nur bedingt, da bei der Herstellung mit erheblichen Verlusten gerechnet werden muss.
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Eine Voraussetzung fiir das Kopréizipitationsverfahren ist, dass das Phasen-
Loslichkeits-Diagramm nach Higuchi und Connors (1965) dem B¢-Typ folgt, d. h. ein
fester Komplex ausfillt. Die Untersuchungen an (-)-a-Bisabolol-Reinsubstanz und
dem é&therischen Kamillendl ergeben, dass ein Bg-Typ fiir alle relevanten Inhaltsstoffe
((-)-a-Bisabolol, B-Farnesen, cis- und trans-EID) vorliegt. Bei diesen Untersuchungen
steht der Vergleich des Verhaltens von (-)-a-Bisabolol-Reinsubstanz bzw. (-)-a-
Bisabolol im #therischen Ol in Gegenwart von B-CD im Vordergrund. Die in beiden
Féllen sehr geringe Loslichkeit des (-)-a-Bisabolols in einem Ethanol/Wasser(25/75
V/V)-Gemisch wird durch Bildung 16slicher Komplexe mit B-CD verbessert. Die ho-
here Grundloslichkeit von (-)-a-Bisabolol-Reinsubstanz kann durch die gleichzeitig
hohere Oberflachenaktivitit der Substanz in einem Ethanol/Wasser Gemisch erklért

werden.

Die Stabilitiatskonstanten der B-CD / (-)-a-Bisabolol-Komplexe, hergestellt mit reinem
(-)-a-Bisabolol bzw. mit Kamillens] weisen mit 273 M und 304 M keine deutlichen
Unterschiede auf. Folglich beeinflusst die unterschiedliche Grundloslichkeit der Sub-
stanzen die Komplexbildung nicht. Des weiteren ldsst sich die Stabilitdtskonstante flir
trans-EID (84 M) bestimmen, fiir cis-EID wird die Konstante wegen einer zu groBen
Streuung der Werte nicht berechnet, B-Farnesen ist im Ethanol/Wasser-Gemisch un-

16slich und bildet keine 16slichen Komplexe mit 3-CD.

Zunichst wird die Loslichkeitsmethode zur Herstellung der Komplexe gewihlt. Die
optimale Zusammensetzung des Komplexes wird am Beispiel von (-)-a-Bisabolol-
Reinsubstanz und als Komponente des itherischen Ols ermittelt. Die Bestimmung der
Einschlussrate erfolgt durch die Untersuchung des freien und eingeschlossenen An-
teils. Der freie Anteil besteht aus liberschiissiger Substanz in der Losung und aus dem
an der Oberfliche des Komplexes adhérierten Teil, der mit n-Hexan abgewaschen
wird. Bei einem Verhiltnis von 2 Mol B-CD und 1 Mol (-)-a-Bisabolol erhdlt man
einen Komplex, in dem (-)-a-Bisabolol zu nahezu 100 % eingeschlossen ist. Dies gilt
fiir die reine Substanz, die Einschlussrate aus dem #therischen Ol liegt bei ca. 90 %. -
Farnesen und Bisabololoxid B bilden ebenfalls stabile Komplexe mit Einschlussraten

iiber 80 - 90 %. Cis- und trans-EID zeigen die niedrigste Einschlussrate von ca. 30 - 40
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%. Der unvollstindige Einschluss ist auf die starre Struktur der Spiroether zuriickzu-

fiihren.

Parallel zur Bestimmung der molaren Zusammensetzung der Komplexe wird die Equi-
librierdauer ermittelt. Die Probenuntersuchung erfolgt nach 24 und 48 Stunden sowie
nach 7, 14 und 21 Tagen. Eine Zeitspanne von 48 h erweist sich als ausreichend, um

stabile Komplexe zu bilden.

Die Herstellung von Komplexen nach der Losungsmethode erweist sich als schlecht
reproduzierbar. Bedingt durch die Feuchtigkeit des Komplexes, kommt es zu einer
Gleichgewichtsverschiebung zwischen eingeschlossenem und freiem Anteil, was zu
einem verstirkten Auswaschen der Gastmolekiile mit n-Hexan fithren kann. Aus die-

sem Grund wird dieser Weg nicht weiter verfolgt.

Durch das Knetverfahren erreicht man ebenso stabile Komplexe aus Kamillen-CO,-
Extrakt und B-CD, deren Einschlussrate fiir (-)-a-Bisabolol, B-Farnesen und Bisabolo-
loxid B ca. 90 % und fiir Spiroether 70 % betragt. Das Produkt ist ein freiflieBendes,
leicht nach Kamille riechendes Pulver. Ein kritischer Verfahrensschritt bei der Herstel-
lung ist die Wahl einer ausreichenden Menge Suspensionsmittel, das optimale Ver-
héltnis betrdgt 1 Teil Ethanol zu 1 Teil Komplex. Weiter ist ein genligend hoher Ener-
gieeintrag notwendig, erst die Anwendung des Dreiwalzenstuhls anstelle des Knetens
in einer Reibschale fiihrt zur Bildung eines stabilen Komplexes. Das optimale molare
Verhiltnis von B-CD zu (-)-a-Bisabolol betrdgt 10:1, was einem Mengenverhéltnis

von 7 Teilen B-CD zu einem Teil Kamillen-CO,-Extrakt entspricht.

Der Vergleich zwischen Loslichkeits- und Knetverfahren fallt zu Gunsten des Knet-
verfahrens aus. Unter wirtschaftlichen Aspekten eignet es sich besser zur Herstellung
der Komplexe im Produktionsmafistab. Der Verzicht auf Wasser sowie der Wegfall
des bei fliichtigen Komponenten problematischen Trocknungsvorganges bei hoherer

Temperatur sind weitere Vorteile der Knetmethode.

Die Ergebnisse der Haltbarkeitsuntersuchungen der Komplexe zeigen, dass die rele-
vanten Inhaltsstoffe tiber 3 Monate bei —20 °C, 5 °C, RT, 30 °C und 40 °C stabil blei-
ben. Dies sind gerade fiir empfindliche Stoffe, wie Bestandteile des #therischen Ols,

Bedingungen, die einem Stress-Test entsprechen. Die Wiederfindungsrate von einge-
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schlossenem (-)-a-Bisabolol liegt bei ca. 90 %, bei den Spiroethern bei 60 - 80 %, was
den urspriinglichen Mengen im Komplex direkt nach der Herstellung entspricht. Von
den untersuchten Bestandteilen des Kamillenextraktes ist das B-Farnesen als unsubsti-
tuiertes Sesquiterpen die fliichtigste Komponente, aber auch in diesem Fall wird ledig-
lich bei 40 °C die 90 %-Grenze in einem Fall knapp unterschritten. Betrachtet man den
Anteil der eingeschlossenen Komponenten als 100 %-Wert, so liegt die Wiederfin-
dungsrate nach Lagerung in den vorgeschriebenen 95 — 105 %-Grenzen. Das Zwi-
schenprodukt entspricht also den Anforderungen, die an Phytopharmaka gestellt wer-

den.

Der letzte Schritt ist die Wahl einer geeigneten Salbengrundlage. Ausgehend von einer
vorhandenen Rezeptur, flir die eine orientierende Stabilitdtsstudie vorliegt, werden
verschiedene Variationen der Hilfsstoffzusammensetzung untersucht, um zu einer
streichfahigen Konsistenz zu gelangen. Dies filihrte nicht zum Erfolg. Darauthin wer-
den die nichtionische hydrophile Creme und die Basiscreme nach DAC getestet. Wéh-
rend die nichtionische hydrophile Creme zum Nachhérten neigt, erweist sich die Ba-
siscreme nach DAC hinsichtlich ihrer Konsistenz als geeignet. Lediglich das gereinig-
te Wasser wird aus Stabilitdtsgriinden durch Phosphatpuffer pH 7,7 ersetzt. Die Sal-
bengrundlage zeichnet sich durch eine geeignete Konsistenz aus, um mit einem Pul-
veranteil von 40 % eine homogene Suspensionscreme zu bilden und ist als hydrophile
Grundlage fiir die Neurodermitis-Therapie geeignet. Die Wiederfindungsrate liegt fiir
alle relevanten Inhaltstoffe bei nahezu 100 %. Anhand des Vergleichs der Gaschroma-
togramme mit denen des Extraktes ist festzustellen, dass die Bestandteile der Grundla-
ge die Trennung der Kamilleninhaltsstoffe nicht verschlechtern und keine Peaks tiber-

decken, was zu falschen Ergebnissen fithren konnte.

Die Haltbarkeitsstudie fiihrt zu einem positiven Ergebnis, da weder Verluste noch
Wechselwirkungen mit den Hilfsstoffen aus der Grundlage zu verzeichnen sind. Der
Gehalt der Spiroether nimmt bei 30 °C und 40 °C um 10 — 20 % ab, diese Abnahme

kann dem nichteingeschlossenen Anteil zugeschrieben werden.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass der Einschluss eines Kamillen-CO,-

Extraktes in -Cyclodextrin und die Weiterverarbeitung zu einer Salbe einen positiven
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Einfluss auf Stabilitdt, Konsistenz und Geruch hat. Die in dieser Arbeit entwickelte
Kamillencreme stellt fiir den Neurodermitis-Patienten eine hochdosierte, geruchlose

und gut streichfdhige Arzneiform dar.
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Kapitel 10
Anhang
10.1 Messdaten der Kalibrierung der gaschromatographischen Methode zur
guantitativen Bestimmung von (-)-a-Bisabolol
Tab. 10.1 Messdaten der Kalibrierung von n-Hexadecan
Konzentration n- Flacheneinheiten Konzentration n- Flacheneinheiten n-
Hexadecan n-Hexadecan Hexadecan Hexadecan
[mg/100 ml] [mg/100 ml] [mg/100 ml]
041 8571 3,09 61758
0,41 8571 3,09 61261
041 8409 3,09 61654
041 8223 3,09 62925
0,41 8157 3,09 62347
041 8271 3,09 61446
Mittelwert 8367,0 61898,5
relsdv [%] 2,13 1,01
var 3,18E+04 3,89E+05
1,03 20772 4,12 83704
1,03 20708 4,12 84113
1,03 20543 4,12 83740
1,03 20518 4,12 83763
1,03 20423 4,12 83172
1,03 20449 4,12 83417
Mittelwert 20568,8 83651,5
relsdv [%] 0,69 0,39
var 1,99E+04 1,04E+05
1 2,06 42112
2 2,06 41888
3 2,06 41689
4 2,06 41745
5 2,06 41868
6 2,06 41405
Mittelwert 41784,5
relsdv [%] 0,57
var 5,59E+04
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Tab. 10.2 Messdaten der Kalibrierung von (-)-a.-Bisabol ol
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