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THEORIE UND PRAXIS
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— werde aufstehen und wieder in eine Dummheit rennen.
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

a.m.u. atomare Masseneinheit

Abb. Abbildung

Art.-Nr. Artikelnummer

B-CD B-Cyclodextrin

BfArM Bundesinstitut fiir Arzneimittel und Medizinprodukte (friiher BGA)
BGA Bundesgesundheitsamt (heute BfArM)
BSTFA N,O-Bis(trimethylsilyl)-trifluoroacetamid
bzw. beziehungsweise

ca. circa

Ch.-B. Chargenbezeichnung

COMT Catechol-O-Methyltransferase

d. h. das heif3t

DAB Deutsches Arzneibuch

DEV Droge-Extrakt-Verhaltnis

DMSO Dimethylsulfoxid

DS Substitutionsgrad

Ea Endabscheider

EOS Zustandsgleichung

et al. et alii

evtl. eventuell

Fa. Firma

FID Flammenionisationsdetektor

5-HT Serotonin

GABA y-Aminobuttersaure

Galac Galactose
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GC-MS Gaschromatographie-Massenspektrometrie
Gl. Gleichung

Gluc Glucose

HAMD-Skala Hamilton-Depressions-Skala

HFKW 134a 1,1,1,2-Tetrafluorethan

HPLC Hochleistungsflissigchromatographie



HP-B-CD Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin

I.D. Innendurchmesser
ICD International Classification of Diseases
ICH International Conference on Harmonisation of Technical Requi-

rements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use

LM Losungsmittel

m Masse

MAO Monoaminooxidase

M, molare Masse

MS Massenspektrometrie
M-B-CD 1,8-Methyl-B-Cyclodextrin
n. Chr. nach Christus

NA Noradrenalin

NF National Formulary

pH pH-Wert

Ph. Eur. Européaisches Arzneibuch
Rham Rhamnose

RO Umkehrosmose

RP reversed phase

RT Raumtemperatur

sdv Standardabweichung
sog. sogenannt

SSRI selektive Serotonin-Wiederaufnahmehemmer
Syloid hochdisperses Siliciumdioxid
syn. synonym

Tab. Tabelle

Temp. Temperatur

TIC Gesamtionenstrom
TMCA Trimethylchlorosilan

u. a. unter anderem

USP United States Pharmacopeia
uv ultraviolett

Vv Volumen

vgl. vergleiche

z. B. zum Beispiel

z. T. zum Tell

Za Zwischenabscheider



Besondere Hinweise

Soweit nicht anders vermerkt, geben die Fehlerbalken in den Diagrammen den
95 %-Vertrauensbereich des Mittelwertes aus einer Dreifachbestimmung wieder.

Gesetzlich geschutzte Warenzeichen werden ohne besondere Kennzeichnung verwendet.
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KAPITEL 1

EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

Trockenextrakte aus Johanniskraut (Hypericum perforatum L.) auf ethanolisch-wassriger
Basis finden haufige Anwendung in der Behandlung leichter bis mittelschwerer depressiver
Erkrankungen. Wahrend die klinische Wirksamkeit solcher Zubereitungen mehrfach gezeigt
werden konnte, ist die Frage nach den wirksamkeitsbestimmenden Inhaltsstoffen in Johan-
niskraut heute mehr denn je Gegenstand einer kontrovers geflihrten Diskussion. Neben dem
Napthodianthron Hypericin und Flavonoiden scheint vor allem dem Phloroglucinol Hyperfo-
rin, fir das eine Hemmung der Serotonin-Riickaufnahme in die prasynaptische Membran
gezeigt werden konnte, eine zentrale Bedeutung zuzukommen. Die USP 26/NRF 21 tragt
dem Rechnung und fordert fiir Johanniskrautdroge und Johanniskrauttrockenextrakt sowohl
einen Mindestgehalt fir Hypericin als auch fur Hyperforin.

Als Phloroglucinolderivat hat Hyperforin einen eher lipophilen Charakter. Es ist sehr instabil
und unterliegt bei Einfluss von Licht und Warme einer raschen oxidativen Zersetzung. Eine
Untersuchung des Hyperforingehaltes einer Reihe von Johanniskraut-Extraktpraparaten
zeigt, dass nicht nur zwischen den unterschiedlichen Préparaten grol3e Streuungen auftre-

ten, sondern auch zwischen Chargen ein und desselben Produktes (Wurglics et al. 2001).

Die Extraktion mit Uberkritischem Kohlendioxid findet seit den 1970er Jahren breite Anwen-
dung in der Nahrungsmittelindustrie. Ausgehend davon wird dieses Verfahren seit Mitte der
1980er Jahre auch auf pharmazeutisch relevante Bereiche ausgeweitet. Trotz der Etablie-
rung der Uberkritischen CO,-Extraktion in vielen Bereichen der Naturstoffisolierung befinden
sich gegenwartig nur zwei pflanzliche Préaparate auf dem deutschen Markt, die mit Hilfe von
Uberkritischem Kohlendioxid gewonnen werden. Dies ist insbesondere auf Zulassungshiir-
den fur Phytopharmaka zurtickzufiihren, wonach ein auf eine andere Art und Weise herge-
stellter Pflanzenextrakt als neuer Wirkstoff betrachtet wird, fir den sdmtliche Nachweise zur
Pharmakologie, Toxikologie und klinischen Wirksamkeit erbracht werden mussen.

Uberkritisches Kohlendioxid besitzt eine hohe Selektivitat fur lipophile Pflanzeninhaltstoffe.
Die kritische Temperatur von 31 °C ermdglicht Extraktionen unter schonenden Bedingungen,
der kritische Druck von 73 bar ist unter apparativen Gesichtspunkten leicht zu realisieren.
Der Extraktionsprozess erfolgt in einer CO,-Atmosphére, dies wirkt sich positiv auf die Stabi-
litdt von oxidationsempfindlichen Stoffen aus.
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Ziel der vorliegenden Arbeit ist die selektive Anreicherung von Hyperforin aus Johanniskraut
mittels Uberkritischer CO,-Extraktion im Pilotmaf3stab. Zunachst wird das Extraktionsverfah-
ren hinsichtlich Ausbeute an Extrakt und Hyperforingehalt in den Extrakten optimiert, wobei
auch die Extraktionsbilanz und die Zersetzungstendenz von Hyperforin wahrend des Extrak-
tionsprozesses bericksichtigt werden. Ausgehend von einer umfassenden Analyse der Be-
gleitstofffraktion in den CO,-Extrakten mittels GC-MS wird untersucht, inwieweit sich co-
extrahierte Cuticularwachse durch eine Zwischenabscheidestufe vom Extrakt abtrennen las-
sen, und ob sich dadurch die Selektivitat des Verfahrens fiir Hyperforin steigern lasst. Durch
Zusatz verschiedener B-Cyclodextrine soll der In-line-Einschluss von Hyperforin erreicht wer-

den, mit dem Ziel, Hyperforin in den Johanniskraut-CO,-Extrakten zu stabilisieren.



KAPITEL 2

ALLGEMEINE LITERATURUBERSICHT

2.1 Extraktion mit Uberkritischen Gasen
2.1.1 Historischer Uberblick

Das Auftreten einer tuberkritischen Phase wird zu Beginn des 19. Jahrhunderts erstmalig von
de la Tour (1822) beschrieben. Dieser stellt fiir einige Substanzen das Verschwinden der
Phasengrenze zwischen fest und fliissig bei Uberschreiten einer bestimmten Temperatur
fest. Die Lésungskapazitat Uberkritischer Gase entdecken Hannay und Hogard (1879) an-
hand von Loslichkeitsversuchen mit anorganischen Salzen in Uberkritischem Ethanol. Bereits
Anfang des 20. Jahrhunderts wird die Dichte als der wichtigste Einflussparameter auf die
Ldsungskapazitat Uberkritischer Gase entdeckt (Tyrer 1910). Diese Beobachtungen fiihren
ab den 1930er Jahren zu Anwendungen insbesondere in der Fraktionierung natirlicher und
synthetischer Ole. Die Ausweitung dieser Trennmethode auf den Bereich der Naturstoffex-
traktion erfolgt in den 1960er Jahren (Zosel 1978). Erste industrielle Anwendungen im grof3-
technischen Maf3stab, die bis heute genutzt werden sind die Entcoffeinierung von Rohkaffee
(Zosel 1970) und die Gewinnung von Hopfenextrakt fir die Brauindustrie (Vitzthum und Hu-
bert 1971). Eine Vielzahl von Forschungsarbeiten im Bereich der Naturstoffextraktion und
-fraktionierung wurde seit dieser Zeit in Form von Publikationen und Patentschriften verof-
fentlicht. Sie umfassen vor allem die Extraktion und Fraktionierung von fetten und atheri-
schen Olen, Aromen, Alkaloiden, Steroiden, Carotinoiden und zahlreichen anderen Stoff-
gruppen. Einen umfassenden Uberblick bis Mitte der 1980er Jahre bieten Stahl et al. (1987).
Ausgehend von chromatographischen Anwendungen (Klesper et al. 1968) wird die uberkriti-
sche Extraktion auf den analytischen Bereich als Probenvorbereitungsmethode ausgeweitet
(Hawthorne 1990). Eine Ubersicht zur tberkritischen Extraktion im analytischen MaRstab
findet sich bei Modey et al. (1996), eine weitere Ubersicht zur Isolierung verschiedener Na-
turstoffklassen bieten Jarvis und Morgan (1997). Kaiser et al. (2001) fassen die Arbeiten zur
pharmazeutisch relevanten Naturstoffextraktion seit Mitte der 1980er sowohl fir den analyti-
schen als auch den préparativen Bereich in einer systematischen Literaturiibersicht zusam-

men.
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2.1.2 Der uUberkritische Zustand

Der Uberkritische Zustand einer Substanz ist definiert als der Bereich, bei dem man sich so-
wohl hinsichtlich des Druckes als auch der Temperatur oberhalb des kritischen Punktes der
Substanz befindet. Der kritische Punkt im Druck/Temperatur-Diagramm ist demzufolge durch
einen kritischen Druck (p.) und eine kritische Temperatur (T.) definiert und markiert das Ende
der Dampfdruckkurve (Abb. 2-1). Der Uberkritische Zustand kann ausgehend von einem Gas
bei Uberkritischer Temperatur durch Verdichtung oder ausgehend von einer Flissigkeit bei
tiberkritischem Druck durch Erwarmung erreicht werden. Der Ubergang in den uiberkritischen
Zustand ist kein Phasenubergang im eigentlichen Sinn. Das hat zur Folge, dass keine
sprunghafte, sondern eine kontinuierliche Anderung der physikalischen Eigenschaften der
Substanz zu beobachten ist.

104
108
fest . Uberkritisch
— 102 \ N
(U ..... Yesssene eessssses
= \\\ §>\\\' Kritischer Punkt
X
>
5 10t \
Tripelpunkt
100
/ gasformig
101
-100 -50 0 50 100
Temperatur [°C]

Abb. 2-1  Definition des Uberkritischen Zustandes am Beispiel von CO,
p. = 73 bar, T, = 31 °C (Buse 1992)

2.1.3 Physikalisch-chemische Eigenschaften Gberkritischer Gase

In Tab. 2-1 sind die physikalischen Gré3en Dichte (p), Viskositét (n) und Diffusionskoeffizient

(D) fur Flussigkeiten, Gase und verdichtete Gase vergleichend zusammengestellt.
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Tab. 2-1 GroRenordnungsvergleich physikalischer Daten von Gas, Flissigkeit
und uberkritischem Gas (nach Gouw und Jentoft 1972)

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

Gas (1 bar, 25 °C) 103 10 10*
Fliissigkeit (25 °C) 1 1 5.10°
Uiberkritisches Gas 0,2-0,9 102 103-10*

Die Dichte eines uberkritischen Gases ist abhangig von Druck und Temperatur und liegt im
Bereich der Dichten flussiger Losungsmittel. Dies ist entscheidend fur die Losungskapazitat
Uberkritischer Gase fiir schwerfliichtige Stoffe bei relativ geringen Temperaturen. Die Ab-
hangigkeit der Ldslichkeit von Temperatur, Druck und Dichte eines tberkritischen Gases ist
in Abb. 2-2 am Beispiel von Quarzsand in Wasser dargestellt.

o
N
I

Quarz + Flussigkeit

Loslichkeit [%0]

o
=
|

Quarz + Gas + Flussigkeit
| |

200 300 400 500 600

Temperatur [°C]

Abb. 2-2 Ld&slichkeit von Quarz in tberkritischem Wasser (p. = 218 bar, T, = 374 °C)

in Abhangigkeit von Temperatur, Druck und Dichte;

( ——) Isobaren [bar], ( ------ ) Isochoren [g/cm?] (nach Brunner 1994)
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Bei konstanter Temperatur (Isothermen) fiihrt eine Steigerung des Druckes zu einer erhoh-
ten Loslichkeit. Der gleiche Effekt wird beobachtet, wenn man die Dichte bei konstanter
Temperatur erhoht. Die Dichte ist eine Funktion von Druck und Temperatur, steigender
Druck und fallende Temperatur fuhren zu hoheren Dichten. Somit kann unter isothermen
Bedingungen eine Steigerung der Dichte nur durch Druckerhdhung erreicht werden. Insofern
sind die beiden beschriebenen Effekte identisch. Bei konstanter Dichte (Isochoren) nimmt die
Ldslichkeit mit zunehmender Temperatur stetig zu. Neben der Dichte als entscheidendes
Kriterium fur die Losungskapazitat spielt der Dampfdruck fur die Léslichkeit in einem tberkri-
tischen Gas eine herausragende Rolle. Steigende Temperaturen fihren zu héheren Dampf-
driicken der zu l6senden Substanz, daraus resultiert eine erhdhte Fluchtigkeit und eine ver-
besserte Loslichkeit. Das Zusammenspiel von Dichte (Losungskapazitat) und Dampfdruck
(Flichtigkeit) im Hinblick auf die Loslichkeit einer Substanz kann am Verlauf der Linien kon-
stanten Druckes (Isobaren) verfolgt werden. Bis zu einem Druck von etwa 750 bar beobach-
tet man auf Grund der Dichtereduktion mit steigender Temperatur eine erniedrigte Loslich-
keit. Oberhalb des Grenzdruckes von 750 bar wird der negative Effekt der abnehmenden
Dichte durch den exponentiell ansteigenden Dampfdruck Uberkompensiert, dies hat eine
erhohte Loslichkeit mit zunehmender Temperatur zur Folge. Den Ubergangsbereich be-

zeichnet man auch als ,cross-over-region®.

1200 1,6
£40°C
£50°C —
1000 ee0°c —T 15 &
p 40 °C g
p50°C S
= 800 A peocc—T 14 @
£ c
2 g
E 600 13 3
< N
S =
0 400 12 3
i
a)
200 11
O T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

Druck [bar]

Abb. 2-3 Dichte (o) und relative Dielektrizitdtskonstante (¢, bezogen auf Vakuum) von CO,
(pc = 73 bar, T, = 31 °C) als Funktion von Druck und Temperatur; Dichten berech-
net nach Bender-EOS (Bender 1970); relative Dielektrizitatskonstanten
nach Moriyoshi et al. (1993)
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Den starken Einfluss des Druckes auf die Dichte (p) im Bereiche des kritischen Punktes zeigt
Abb. 2-3 am Beispiel von CO, bei verschiedenen Temperaturen. Hieraus ergibt sich eine
hohe Variabilitat der Loésungskapazitat, die sich innerhalb gewisser Grenzen allein durch die
Wahl der Extraktionsparameter Druck und Temperatur steuern lasst. Bei hoheren Drlicken
ist die Abhangigkeit der Dichte vom Druck dagegen nur noch gering ausgepragt. Auch der
Einfluss der Temperatur macht sich im Bereich des kritischen Punktes am deutlichsten be-

merkbar.

Die Abb. 2-3 stellt weiterhin die Abhangigkeit der relativen Dielektrizitdtskonstanten (g, bezo-
gen auf Vakuum) von Druck und Temperatur dar. Die relative Dielektrizitatskonstante ist ein
Mal3 fur die Polaritéat eines Losungsmittels und spiegelt dessen Féahigkeit wieder, polare Sub-
stanzen zu l6sen. Der Verlauf der Kurven entspricht dem der Dichte, die Zunahme der
relativen Dielektrizitatskonstanten mit steigendem Druck ist am kritischen Punkt und fir na-
hekritische Temperaturen (40 °C) am deutlichsten ausgeprégt. Es sei an dieser Stelle er-
wahnt, dass die relative Dielektrizitatskonstante von CO, auch bei hohen Driicken verhalt-
nismanig gering ist. Die relative Dielektrizitdtskonstante von Wasser als polares Losungsmit-
tel zum Vergleich liegt bei 80,3.

Neben der Losungskapazitat und der Polaritat spielt das Massentransportverhalten einer
Substanz bei der Extraktion eine wichtige Rolle. Es wird wesentlich durch den Diffusionsko-
effizienten (D) bestimmt, der die Proportionalitdtskonstante zwischen Massenfluss (J) und
dem Konzentrationsgradienten Uber die Diffusionsstrecke (dc/dx) darstellt. Den Zusammen-
hang gibt das 1. Fick’sche Diffusionsgesetz wieder (Gl. 2-1). Der Diffusionskoeffizient ist ent-
sprechend der Stokes-Einstein-Gleichung (Gl. 2-2) proportional zur Temperatur (T) und um-
gekehrt proportional zur Viskositdt des umgebenden Mediums (n). In Zusammenhang mit
Tab. 2-1 ergibt sich hieraus, dass bei der Extraktion mit Gberkritischen Gasen auf Grund h6-
herer Diffusionskoeffizienten und verhaltnismafig geringen Viskositaten verglichen mit der
konventionellen Losungsmittelextraktion, Stofflibergangsprozesse beschleunigt werden. Eine
Ubersicht tber experimentell ermittelte Diffusionskoeffizienten in verdichteten Gasen findet
sich bei Liong et al (1991).
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j=_pfc (2-1)

dx
J Massenfluss [mol-m?.s™]
D Diffusionskoeffizient [m?-s™]
dc Konzentrationsgradient [mol-m~]
dx Diffusionsstrecke [m]
= k—Dr (2_2)
6 Ol (h

Boltzmann-Konstante [1,38-10%% J-K"]
Temperatur [K]
Durchmesser eines Molekiils [m]

> o 4 X

Viskositat des umgebenden Mediums [Pa-s]

2.1.4 Uberkritisches Kohlendioxid

Kohlendioxid ist das bei weitem gebrauchlichste Gas in der Uberkritischen Extraktion von
Naturstoffen. Seine kritischen Parameter (p. = 73 bar, T, = 31 °C, p. = 0,47 g/cm3) sind tech-
nisch leicht zu realisieren und erlauben die Uberkritische Extraktion bereits bei moderaten
Temperaturen, dies ist flr die Stabilitat thermolabiler Pflanzeninhaltsstoffe von Vorteil. Dar-
Uber hinaus ist es physiologisch unbedenklich, keimfrei, bakteriostatisch, weder brennbar
noch explosiv, umweltfreundlich und in grofen Mengen glnstig verfugbar. Auf Grund seines
linear-symmetrischen Aufbaus weist das CO,-Molekll kein permanentes Dipolmoment auf.
Dies spiegelt sich in einer geringen relativen Dielektrizitdtkonstante (1,179 bei 74 bar und
32 °C; Moriyoshi et al. 1993) wieder und verleiht Uberkritischem Kohlendioxid die Eigen-
schaften eines lipophilen Losungsmittels mit hoher Selektivitat fur lipophile Pflanzeninhalts-
stoffe. Wie verdichtete Gase im Allgemeinen, besitzt auch Uberkritisches CO, eine verglichen
mit konventionellen Losungsmitteln nur geringe Losungskapazitat. Die Beladung verdichteter
Gase liegt bei allenfalls einigen Gewichtsprozent. Dies hat zur Folge, dass bei der Extraktion
mit Uberkritischen Gasen wesentlich hohere Lésungsmitteldurchsatze erforderlich sind als

bei herkdmmlichen Extraktionsverfahren.
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2.2 Hypericum perforatum L. — Geschichte, Inhaltsstoffe, Pharmakologie
und Klinik

2.2.1 Geschichte von Hypericum perforatum L.

Eine erste Erwahnung findet Johanniskraut bei Plinius dem Alteren (23-79 n. Chr.). In des-
sen ,Historia Naturalis, 77 n. Chr., beschreibt der griechische Arzt Dioskurides in seiner
.Materia Medica“ vier Johanniskrautarten, von denen eine — das ,Harthew* — dem heutigen
Hypericum perforatum L. entspricht. Als Anwendungsgebiete werden die Behandlung fiebri-
ger Erkrankungen, die Diureseférderung und Wundbehandlung beschrieben. Diese Anwen-
dungen finden sich auch in zahlreichen Krauterblichern des Mittelalters wieder, darunter Le-
onhart Fuchs’ ,New Kreuterbuch” von 1543. Paracelsus (1493-1541) schreibt dem Johannis-
kraut als Heil- und Zauberkraut Wunderkrafte zu. Dies ist insbesondere auf den roten Saft,
der beim Zerreiben der Blatter austritt, zurlickzufihren. Der Artname Hypericum perforatum
tritt erstmals bei Carl von Linné in seinem ,Species plantarum“ aus dem Jahr 1753 auf, und
wird dort als durchléchertes oder perforiertes Johanniskraut bezeichnet, dies ist auf die ge-
gen Sonnenlicht durchscheinenden Olsekretbehalter zuriickzufiihren. Ethymologisch leitet
sich ,Hypericum® oder die frihere Bezeichnung ,Hyperikon“ von den beiden griechischen
Begriffen hyper (Gber) und ikon (Bild) ab. ,Hyperikon“ kénnte in diesem Sinne eine Bezeich-
nung fur Pflanzen gewesen sein, die Uber Gétterbilder und -statuen aufgeh&ngt wurden, mit
dem Zweck, bdse Geister zu vertreiben. Auch hierin spiegelt sich das Mystische und die
Zauberkraft, die dem Johanniskraut in Antike und Mittelalter zugeschrieben wurde, wieder.
Die Deutsche Bezeichnung ,Johanniskraut” leitet sich von Johannes dem Taufer ab: es bliht
um den 24. Juli, dem Johannestag, der rote Pflanzensaft erinnert an dessen vergossenes
Blut. Die Christen sahen in der Pflanze einen Hinweis auf Johannes den Taufer und weihten
sie ihm. Einen ersten Hinweis auf die ,antidepressive Wirkung“ von Hypericum perforatum L.
findet sich bei Johann Hieronymus Kniphof (1704-1763), der in seinem Krauterbuch die Wir-
kung des Johanniskrauts bei Schwindel und ,furchterlichen melancholischen Gedanken*
beschreibt (Czygan 1993, 2003).

Einzug in das Deutsche Arzneibuch findet das Johanniskraut als ,Hyperici herba® erstmals
1941 in den Ergénzungsband des DAB 6. Nachdem es in den nachfolgenden Ausgaben
nicht enthalten war, wird es 1979 mit dem Anwendungsgebiet psychovegetative Stérungen
und depressive Verstimmungszustande in den Deutschen Arzneimittel-Codex (DAC) aufge-
nommen. Diese DAC-Monographie entfiel nach Aufnahme von Johanniskraut in das Europa-
ische Arzneibuch (Ph. Eur.). Die Kommission E des Bundesgesundheitsamtes (BGA) — heu-
te Bundesinstitut fir Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM) — bewertet Johanniskraut
positiv und erfasst es in der Monographie ,Hyperici herba® (1984) und einer entsprechenden
Standardzulassung. Wahrend die Ph. Eur. 4 (2003) lediglich eine Monographie ,Hyperici
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herba" enthélt, findet man in der USP 26/NF 21 (2003) eine Monographie ,St John’s Wort"
und eine Monographie ,Powdered St John’s Wort Extract“. Als mystische Heilpflanze mit
ihren Urspriingen in der Antike ist dem Johanniskraut der Ubergang zu einer anerkannten
und wissenschatftlich belegten Arzneidroge gelungen.

2.2.2 Botanik und Inhaltsstoffe von Hypericum perforatum L.

Botanik

Die Gattung Hypericum zahlt innerhalb der Ordnung Theales (syn. Guttiferales) zu der Fami-
lie der Hypericaceae (syn. Guttiferae, Clusicaceae). Die offizinelle Art Hypericum perforatum
L. ist eine ausdauernde, aufrechte Pflanze, die eine Hohe von 20 bis 100 cm erreicht. Der
runde Stiel mit zwei Langskanten ist kahl und zur Spitze hin mit Drisen besetzt. Die Pflanze
ist im oberen Teil astig, mit zahlreichen, zum Teil auslauferartigen, bis 12 cm langen Adven-
tivsprossen. Die Laubblatter sind elliptisch-eiférmig, ganzrandig und gegenstandig und auf
Grund von Olbehaltern durchscheinend punktiert mit schwarz erscheinenden Hypericinbehal-
tern am Rand und zum Teil auch auf der Flache besetzt. Die Bluten mit funf gelben, unsym-
metrischen, meist an einer Seite gekerbten Kronblattern und finf gleichgestalteten Kelchblat-
tern bilden eine Trugdolde. Die Blite besitzt zwischen 50 und 60 Staubblatter und einen o-
berstéandigen Fruchtknoten mit drei bis funf Griffeln (Kaul 2000).

Verbreitung

Hypericum perforatum L. ist in Europa, Westasien und Nordafrika beheimatet und in diesen
Regionen weit verbreitet. Eingeschleppt findet sich Johanniskraut auch in Ostasien, Nord-
und Stdamerika, Australien und Neuseeland (Schitt und Schulz 1993).

Inhaltsstoffe

Gute Ubersichten zu den bisher bekannten Inhaltsstoffen in Hypericum perforatum L. finden
sich bei Schiitt und Schulz (1993), Holzl et al. (1994), Bombardelli und Morazzoni (1995) und
bei Nahrstedt und Butterweck (1997).

Phloroglucine

Hyperforin (siehe Abb. 4-1 auf Seite 37) ist das mengenmaflig vorherrschende Phloroglucin-
derivat, sein Vorkommen ist charakteristisch fir Hypericum perforatum L. Nach Maisenba-
cher und Kovar (1992) enthalten Bliten bis zu 2 % und Friichte bis zu 4,5 % Hyperforin. Das
methylanaloge Adhyperforin ist zu 0,2 % bzw. 1,8 % enthalten. Eine Literaturiibersicht zur
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Isolierung, Strukturaufklarung, Stabilitat und Analytik von Hyperforin und Adhyperforin ist in
Kapitel 4.1 auf Seite 37 wiedergegeben.

Naphthodianthrone

Die wichtigsten in Hypericum perforatum L. vorkommenden Naphthodianthrone sind Hyperi-
cin und Pseudohypericin, sowie deren Biosynthesevorstufen (siehe Abb. 2-4). Der Gehalt an
Hypericin und hypericindhnlichen Substanzen liegt im getrockneten Kraut zwischen 0,1 und
0,15 % und ist in Bliten und Knospen mit 0,2-0,3 % am hdchsten. Hypericin ist eine wasser-
unlésliche Verbindung die nativ wahrscheinlich als Glucosid auftritt und deren Kaliumsalze in
Wasser l6slich sind (Falk und Schmitzberger 1992).

OH O OH
R=H Hypericin R=H Protohypericin
R = OH Pseudohypericin R = OH Protopseudohypericin

Abb. 2-4 Napthodianthrone in Hypericum perforatum L.

Flavonoide, Biflavone und Xanthone

Hypericum perforatum L. enthdalt ein breites Spektrum an Flavonolen und Flavonen, sowie
deren Glycosiden. Die Hauptkomponenten bilden die Quercetinglycoside Hyperosid, Rutin,
Quercitrin und Isoquercitrin, als Aglyca kommen Quercetin, Dihydroquercetin, Kampferol,
Luteolin und Myricetin vor (siehe Abb. 2-5). Insgesamt betragt der Gehalt an Flavonoiden im
getrockneten Kraut 2-4 % (Berghofer 1987, Holzl und Ostrowski 1987, Butterweck und
Nahrstedt 2003)

Charakteristisch fur Hypericum perforatum L. ist das Auftreten von dimeren Flavonoiden in
den Bluten und Knospen der Pflanze (siehe Abb. 2-5). Zu nennen sind hier das 13,118-
Biapigenin mit einem Gehalt von 0,1-0,5 % und das 13',118-Biapigenin mit 0,01-0,05 % im
getrockneten Kraut (Berghotfer 1987).
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Typisch fir Hypericaceae ist das Vorkommen von Xanthonen (siehe Abb. 2-6), die bevorzugt
in den Wurzeln gespeichert werden, jedoch in allen Pflanzenteilen in unterschiedlichen Men-
gen auftreten. Kielcorin stellt mit einem Gehalt von 0,01 % in der Droge das mengenmafig
vorherrschende Xanthon dar (Nielsen und Arends 1978, Bennett und Lee 1989).

R=H Quercetin
R = 3-D-Galac Hyperosid
R = B-L-Rham Quercitrin
R = B3-D-Gluc Isoquercitrin
R = 3-D-Gluc-6-O-B-L-Rham  Rutin
Luteolin Myricetin

13,118-Biapigenin 13',118-Biapigenin

Abb. 2-5 Flavonoide in Hypericum perforatum L.
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R=H 1,3,5,7-Tetrahydroxyxanthon

s Kielcorin
R = B-D-Gluc Magniferin

Abb. 2-6 Xanthone in Hypericum perforatum L.

Tannine und Proanthocyanidine

Im getrockneten Kraut von Hypericum perforatum L. finden sich zwischen 5 und 15 % Gerb-
stoffe, die dem Catechin-Typ zugeordnet werden kdnnen (siehe Abb. 2-7). Auf Grund dieses
hohen Gehaltes wird Johanniskraut gelegentlich auch als Gerbstoffdroge bezeichnet. Neben

Catechingerbstoffen treten Procyanidine auf (Holzl et al. 1994).

OH

OH
OH

OH
(+)-Catechin

OH
OH

Procyanidin B2

(-)-Epicatechin

Abb. 2-7 Gerbstoffe und Procyanidine in Hypericum perforatum L.
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Lipophile Begleitstoffe

Der Gehalt an atherischem Ol in Johanniskraut unterliegt jahreszeitlichen Schwankungen
und betragt 0,1-1 %. Das wasserdampffliichtige atherische Ol findet sich vor allem in Knos-
pen und Bliten. Seine Hauptbestandteile sind hdéhere n-Kohlenwasserstoffe, insbesondere
Cyo-Alkan, 2-Methyloctan, Undecan und Dodecanol, sowie Mono- und Sesquiterpene mit a-
Pinen und Caryophyllen als Hauptvertreter. Desweiteren findet sich bis zu 0,2 % 2-Methyl-3-
buten-2-ol (siehe Abb. 2-8), das Abbauprodukt der Hopfenbittersaure (Nahrstedt und Butter-
weck 1997).

Durch Extraktion von Hypericum perforatum L. mit Petrolether erh&lt man eine Fett- und
Wachsfraktion mit den Paraffinen C,3 und Cz, und den Wachsalkoholen C,4, Cy und Cos.
Daruber hinaus finden sich verschiedene Alkane und Alkanole im Bereich Ci6 bis C,9 sowie
verzweigtkettige Alkane (Brondz et al. 1983a,b).

Sonstige Inhaltsstoffe

An ubiquitaren Pflanzensauren kommen in Hypericum perforatum L. Chlorogensaure und
Kaffeeséure (< 1 %) vor (siehe Abb. 2-8). Ascorbinsdure (0,04 %) wurde ebenfalls nachge-
wiesen (Kaul 2000). An stickstoffhaltigen Verbindungen sind insbesondere freie Aminoséu-
ren mit ca. 1% im getrockneten Kraut (Lapke et al. 1996) zu nennen. Der Gehalt an
y-Aminobuttersaure (GABA) ist mit 0,07 % verglichen mit anderen Pflanzen aufRergew6hnlich
hoch (siehe Abb. 2-8). Uber Spuren von Alkaloiden berichten Schiitt und Schulz (1993). Dar-
Uber hinaus finden sich in Johanniskraut die Anthrachinone Skyrin und Oxyskyrin (Berghofer
1987).

0
O HO
HO 0 HO OH
N OH HO
N o)
HO
Kaffeesaure Chlorogensaure
CH, OH
~CH H NM
HSC/‘\/ 2 2 OH
OH
2-Methyl-3-buten-2-ol y-Aminobuttersaure

Abb. 2-8 Sonstige Inhaltsstoffe in Hypericum perforatum L.
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2.2.3 Pharmakologie und Klinik von Hypericum perforatum L.

Gesamtibersichten zum aktuellen pharmakologisch-klinischen Kenntnisstand zu Johannis-
kraut einschlie8lich Pharmakokinetik und Toxikologie der Inhaltsstoffe sowie Nebenwir-

kungsaspekte finden sich bei Barnes et al. (2001) und Greeson et al. (2001).

Die Kommission E des Bundesgesundheitsamtes (BGA) bewertet das Johanniskraut in der
Monographie ,Hyperici herba“ (1984) positiv. Als innerliche Anwendungsgebiete einer dligen
Zubereitung werden dyspeptische Beschwerden angegeben, aulRerlich kommt es zur Wund-
behandlung, bei Myalgien und Verbrennungen zur Anwendung. Die Wirksamkeit bei Wund-
behandlungen wird der seit langerer Zeit bekannten antibakteriellen Wirkung des Hyperforins
zugeschrieben (Gurevich et al. 1971, Reichling et al. 2001). Schempp et al. (2000a) finden
keinen photosensibilisierenden Effekt oliger Johanniskrautzubereitungen unterschiedlichen
Hypericingehalts nach topischer Applikation. Eine weitere Studie untersucht den Einfluss
alkoholisch-wassriger Johanniskrautextrakt-Praparate auf die dermale Immunantwort nach
aulerlicher Anwendung und stellt eine immunsuppressive Wirkung fest, die dem Hyperforin
zugeordnet werden kann. Dieses Ergebnis stitzt die traditionelle Anwendung topischer Jo-
hanniskrautpréparate bei entziindlichen Reaktionen der Haut (Schempp et al. 2000b). Bork
et al. (1999) identifizieren Hypericin als Hemmstoff von NF-kB, einem zentralen Entzin-
dungs- und Immunmodulator. Eine Ubersicht tiber den aktuellen Stand von Zubereitungen

aus Hypericum perforatum L. in der Dermatologie geben Schempp et al. (2002).

Andere, nicht-6lige Zubereitungen aus Johanniskraut sind gemaf Kommission E innerlich
indiziert bei psychovegetativen Stérungen, depressiven Verstimmungszustanden, Angst und
nervéser Unruhe. Diese Indikationsgruppe fur Zubereitungen aus Hypericum perforatum L.
spielt heute die Hauptrolle in der arzneilichen Anwendung von Johanniskrautextrakt-
Praparaten. In Zusammenhang mit der Indikation ,depressive Verstimmungszustande* fihrt
die Rote Liste 2003 insgesamt 44 Praparate auf, die Zubereitungen aus Johanniskrauttro-
ckenextrakt enthalten.

Wahrend die Wirksamkeit von Johanniskrautextrakten bei leichten bis mittelschweren De-
pressionen (ICD-10: F32.0, F32.1 oder F33.0) in zahlreichen klinischen Studien belegt wer-
den konnte, ist das antidepressive Wirkprinzip bis heute nicht aufgeklart und Gegenstand
einer kontrovers geflihrten Diskussion. Als mégliche, fir die antidepressive und anxiolytische
Wirkung verantwortlichen, Inhaltsstoffgruppen kommen Naphthodianthrone, Phloroglucinole,

Flavonoide und y-Aminobuttersdure (GABA) in Betracht.
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Die Entstehung von depressiven Zustanden wird pharmakologisch auf einen Mangel an ver-
schiedenen Neurotransmittern — insbesondere Noradrenalin (NA) und Serotonin (5-HT) — im
synaptischen Spalt zurtickgefuhrt. Uber eine Hemmung der Wiederaufnahme dieser Neu-
rotransmitter in die prasynaptische Membran oder durch eine Hemmung ihres Abbaus tber
die Monoaminooxidase (MAO) oder Catechol-O-Methyl-Transferase (COMT) greifen che-
misch-synthetische antidepressive Wirkstoffklassen in den neuronalen Stoffwechsel ein und
erhdéhen dadurch die Konzentration dieser Neurotransmitter im synaptischen Spalt. Diese
Konzentrationserhéhung hat eine adaptive Verdnderung der Rezeptordichte an der postsy-
naptischen Membran zur Folge, die zeitparallel zu der antidepressiven Wirkung dieser Sub-

stanzklassen auftritt (Mudller et al. 1999).

Fur Johanniskrautextrakt-Praparate werden dieselben und zum Teil weitergehende Wirkme-
chanismen in Betracht gezogen. So zeigen Suzuki et al. (1984) eine Hemmung der MAO
durch Hypericin in-vitro. Thiede und Walper (1993) finden ebenfalls eine Hemmung der
MAO, allerdings erst bei héheren Hypericin-Konzentrationen. Ein Hypericum-Gesamtextrakt
(Ethanol/Wasser 80/20) zeigt sich dem Reinhypericin Uberlegen. Eine Hemmung der Cate-
chol-O-Methyl-Transferase wird mit Hypericin allein nicht beobachtet. Dagegen zeigen an
Flavonoiden und Hypericinen angereicherte Extraktfraktionen eine Hemmung der COMT. Die
Autoren kommen zu dem Schluss, dass auf Grund der hohen notwendigen Konzentrationen
fir eine Hemmung in-vitro Hypericin nicht allein fir die antidepressive Wirksamkeit verant-
wortlich gemacht werden kann. Diese Ergebnisse werden durch Bladt und Wagner (1993)
sowie Muller et al. (1997) bestatigt. Letztere stellen jedoch eine verminderte Rickaufnahme
von 5-HT in die prasynaptische Membran durch einen kommerziellen Johanniskraut-
Trockenextrakt (LI 160) fest und postulieren dies als den Hauptwirkmechanismus der antide-
pressiven Wirksamkeit von Johanniskrautextrakt-Praparaten. Fir eine Beteiligung von Hype-
ricin an der antidepressiven Wirkung von Hypericum perforatum L. sprechen auch Ergebnis-

se aus Tierverhaltensexperimenten (Butterweck et al. 1998, 2001)

Die Hemmung der Rickaufnahme von 5-HT aus dem synaptischen Spalt in die prasynapti-
sche Membran durch alkoholisch-wassrige Extrakte von Hypericum perforatum L. wird von
mehreren Autoren bestatigt. Durch Untersuchungen mit hyperforinangereicherten CO,-
Extrakten, die keine anderen, potentiell wirksamkeitsbestimmenden Inhaltstoffe enthalten,
wird Hyperforin als das wirksame Prinzip identifiziert (Miller et al. 1998, Chatterjee et al.
1998). Sloley et al. (2000) untersuchen die 5-HT-Rickaufnahme an Extrakten mit einem
standardisierten Hypericingehalt von 0,3 % und unterschiedlichen Hyperforingehalten. Die
Autoren finden eine Korrelation der Rickaufnahme von 5-HT mit dem Hyperforingehalt der
Extrakte. Vergleichende Untersuchungen von Hyperforin und chemisch-synthetischen Anti-
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depressiva zur Hemmung der Serotonin-Rickaufnahme fiihren Singer et al. (1999) durch.
Dabei stellt sich heraus, dass der Wirkmechanismus von Hyperforin dem der chemisch-
synthetischen, selektiven Serotonin-Rickaufnahmehemmer (SSRI) entspricht, dartiber hin-
aus jedoch noch andere Mechanismen eine Rolle spielen. Diese Befunde werden gestiitzt
durch eine klinische Studie, in der sich 900 mg Johanniskraut-Extrakt/Tag mit einem Hyper-
foringehalt von 5 % sowohl gegenlber Placebo als auch gegeniiber 900 mg Extrakt/Tag mit
0,5 % Hyperforin Uberlegen zeigt (Laakmann et al. 1998). Die orale Bioverflgbarkeit von
Hyperforin untersuchen Biber et al. (1998). Durch die Gabe von 3 x taglich 300 mg Johan-
niskrautextrakt mit 5 % Hyperforin erhalt man Plasmaspiegel von annahernd 100 ng/ml, ent-

sprechend 180 nmolar.

Der Einfluss wirksamkeitsbestimmender Inhaltsstoffe auf die Ruckaufnahme verschiedener
Neurotransmitter, wie Serotonin, Noradrenalin, Dopamin und y-Aminobuttersaure wird von
Wonnemann et al. (2001) untersucht. Neben Hyperforin zeigen nur Adhyperforin und oligo-
mere Procyanidine in-vitro eine nennenswerte Rickaufnahmehemmung. Adhyperforin tragt
wesentlich zur 5-HT-Wiederaufnahmehemmung von Johanniskraut-Extrakten bei. Es hemmt
die Rickaufnahme der relevanten Neurotransmitter in die prasynaptische Membran 10-mal
starker als Hyperforin (Jensen et al. 2001). Allerdings muss bericksichtigt werden, dass der
Gehalt von Adhyperforin in Johanniskraut und Johanniskrautextrakt-Praparaten nur ca. 1/6
des Hyperforingehaltes betragt.

Eine Uber die Rickaufnahmehemmung verschiedener Neurotansmitter — insbesondere Sero-
tonin — hinausgehende Wirkung von Hyperforin bzw. Johanniskrautextrakt-Praparaten legen
verschiedene jungere Arbeiten nahe. Eine Steigerung der neuronalen Ausschittung von Glu-
tamat, Aspartat und GABA durch Hyperforin, die mit einer Zunahme des freien, intrazellula-
ren Calciums einhergeht, zeigen Chatterjee et al. (2001). Andere Autoren stellen eine Ver-
anderung der Membranfluiditat unter Hyperforineinfluss fest (Eckert und Miller 2001). Die
Bindung von Johanniskrautextraktfraktionen und einiger Inhaltsstoffe als Reinsubstanzen an
verschiedene Rezeptorstrukturen untersuchen Simmen et al. (2001) und Gobbi et al. (2001).
Beide Arbeiten halten fest, dass neben der Rickaufnahmehemmung von Serotonin durch
Hyperforin, weitere synergistische Effekte von Hyperforin oder anderen Inhaltsstoffen eine
Rolle in der antidepressiven Wirkung von Hypericum perforatum L. spielen. Den Einfluss von
Johanniskrautextrakt und seinen Inhaltsstoffen auf lonenkanale und Membranpotentiale im
zentralen Nervensystem untersuchen Krishtal et al. (2001) und Langosch et al. (2001). Eine
Beteiligung von Interleukin-6 an der antidepressiven Wirkung finden Calapari et al. (2001) an
knock-out-Mausen.
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Die in-vitro-Untersuchungen zum antidepressiven Wirkmechanismus von Johanniskrautex-
trakten werden durch zahlreiche in-vivo Studien im Tiermodell gestiitzt. Erhéhte extraneuro-
nale Spiegel an Dopamin im Rattenhirn finden Di Matteo et al. (2000) nach einmaliger Gabe
eines Johanniskraut-CO,-Extraktes. Nach wiederholter Applikation eines methanolischen
und eines hyperforinangereicherten Extraktes an Ratten werden erhohte Plasmaspiegel an
Serotonin und Dopamin beobachtet (Rommelspacher et al. 2001). Neuroendokrine Effekte
von Johanniskrautextrakten, die in Zusammenhang mit der Wiederaufnahmehemmung ver-
schiedener Neurotransmitter stehen, werden ebenfalls beschrieben (Schille et al. 2001,
Franklin und Cowen 2001). Durch elektroenzephalographische Messungen an Ratten
(Dimpfel et al. 1998) und am Menschen (Schellenberg et al. 1998) wird die positive Wirkung
eines herkdmmlichen Trockenextraktes und von hyperforinangereicherten Extrakten besta-
tigt. Ergebnisse aus Tierverhaltensstudien stitzen die Befunde einer antidepressiven Wir-
kung von Hypericum perforatum L. in-vitro und unterstreichen die zentrale Bedeutung von
Hyperforin (Battacharya et al. 1998, Cambarana et al. 2001, Klusa et al. 2001, Misane und
Ogren 2001). Eine umfassende Ubersicht zu in der Literatur beschriebenen Tierverhaltens-
studien unter Gabe von Johanniskrautextrakten einschlief3lich deren Bewertung geben Mul-
ler und Holoubek (2003). Dabei stellen die Autoren die Ergebnisse der Verhaltensuntersu-
chungen den entsprechenden Resultaten biochemischer Untersuchungen gegeniiber. Neben
der herausragenden Rolle von Hyperforin deuten die vorliegenden Daten auf eine Beteili-
gung weiterer Inhaltsstoffe an der antidepressiven Wirkung von Zubereitungen aus Hyperi-
cum perforatum L. hin. So zeigen Butterweck et al. (2000) sowie Butterweck und Nahrstedt
(2003) eine antidepressive Wirksamkeit der Flavonoidfraktion von Johanniskrauttrockenex-
trakten im Tierverhaltensmodell. In einer Untersuchung zum Alkoholsuchtverhalten von Rat-
ten zeigt sich ein hyperforinangereicherter CO,-Extrakt gegeniiber einem methanolisch-

wassrigen Extrakt Gberlegen (Perfumi et al. 2001).

Die bisher vorliegenden Daten zur antidepressiven Wirkung von Hypericum perforatum L.
geben Anlass zu der Vermutung, dass mehrere Inhaltsstoffe an der Wirkung beteiligt sind
(Simmen et al. 2001, Miller und Holoubek 2003). Die Monographien ,St John’'s Wort* und
~Powdered St John’s Wort Extract” des USP 26/NF 21 (2003) tragen dieser Tatsache Rech-
nung und machen Gehaltsangaben sowohl fir Hypericin als auch flr Hyperforin. Insgesamt
betrachtet kann daher nur von wirksamkeitsbestimmenden Inhaltsstoffen gesprochen wer-
den. Dies schlagt sich auch im Rahmen des Zulassungsverfahrens nieder, wonach bei der
Deklaration von Johanniskrautextrakt-Praparaten eine fixe Extraktmenge und eine Spanne
fur die wirksamkeitsbestimmenden Inhaltsstoffe gefordert wird (Bihler 1995).
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Die Wirksamkeit von Johanniskraut bei leichten bis mittelschweren Depressionen konnte in
zahlreichen klinischen Studien sowohl gegeniiber Placebo als auch gegentiber chemisch-
synthetischen Antidepressiva belegt werden. Eine systematische Ubersicht und Metaanalyse
Uber Studien mit Zubereitungen aus Hypericum perforatum L. bis Mitte der 1990er Jahre
findet sich bei Linde et al. (1996). Auf Basis von insgesamt 14 in die Untersuchung einbezo-
genen placebokontrollierten Studien zeigen Johanniskraut-Extrakte einen 2-3fach stéarkeren
Effekt auf der Hamilton-Depressionsskala (HAMD-Skala) als Placebo. In sechs Studien stellt
sich eine gegenlber chemisch-synthetischen Antidepressiva vergleichbare Wirksamkeit her-
aus. Eine umfassende Zusammenstellung und Bewertung klinischer Studien zur Wirksamkeit
von Johanniskraut gegeniiber Placebo und chemisch-synthetischen Antidepressiva geben
Whiskey et al. (2001) unter zusatzlicher Einbeziehung neuerer Studien. Das Ergebnis der
Metaanalyse deckt sich mit dem von Linde et al. (1996). Eine weitere Zusammenstellung und
Bewertung von kontrollierten klinischen Studien zur Wirksamkeit von Johanniskraut-
Praparaten gibt Schulz (2002, 2003). Darin wird unterschieden zwischen Trockenextrakten
aus Hypericum perforatum L. auf ethanolisch-wassriger Basis (50 oder 60 % [V/V]) oder me-
thanolisch-wéssrigen Trockenextrakten (80 % [V/V]). In 10 von 12 placebokontrollierten Stu-
dien zeigen Johanniskraut-Praparate eine signifikante Uberlegenheit gegeniiber Placebo.
Zwischen den unterschiedlichen Herstellungsmethoden der Trockenextrakte sind keine we-
sentlichen Unterschiede festzustellen. Die Gberwiegend hohen Ansprechraten von 20-30 %
unter Placebotherapie deuten auf eine besonders wichtige Rolle des behandelnden Arztes
bei leichten bis mittelschweren depressiven Erkrankungen hin. In kontrollierten klinischen
Studien zeigt Johanniskraut eine den chemisch-synthetischen Antidepressiva vergleichbare,
in einzelnen Studien sogar starkere Wirksamkeit. Als Dosisschwelle fiir die Wirksamkeit von
Hypericum perforatum L. bei leichten bis mittelschweren depressiven Erkrankungen sind
300 mg Trockenextrakt pro Tag anzusehen, in einem Dosisbereich von 500-1000 mg pro
Tag zeigen Johanniskraut-Praparate eine vergleichbare Wirksamkeit wie chemisch-
synthetische Antidepressiva. Zur Wirksamkeit von Johanniskraut bei schweren Depressionen

liegen keine ausreichenden Daten vor.

Wahrend Johanniskraut-Praparate in klinischen Studien &uRRerst geringe Nebenwirkungsra-
ten von 1-3 % mit Gberwiegend gastrointestinalen Beschwerden und allergischen Reaktionen
zeigen (Schulz 2001), wurde in der jlingeren Vergangenheit immer wieder von ernsthaften
Wechselwirkungen bei Gabe von Johanniskraut-Praparaten berichtet. Besonders kritisch,
weil akut lebensbedrohend ist die Verringerung der Cyclosporin-Plasmaspiegel bei Trans-
plantationspatienten bei gleichzeitiger Gabe von Johanniskraut, so dass in diesem Fall eine
absolute Kontraindikation vorliegt (Mai et al. 2000, Bauer et al. 2002b). Eine umfassende
Ubersicht zu Fallberichten und Studien zu Wechselwirkungen mit Zubereitungen aus Hyperi-
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cum perforatum L geben Johne et al. (2001) und Johne und Roots (2003). Die auftretenden
Wechselwirkungen sind sowohl pharmakodynamischer als auch pharmakokinetischer Natur.
Pharmakodynamische Wechselwirkungen sollten insbesondere bei gleichzeitiger Gabe von
chemisch-synthetischen Antidepressiva insbesondere SSRIs bedacht werden. Pharmakoki-
netische Wechselwirkungen sind insbesondere bei gleichzeitiger Gabe von Johanniskraut-
Praparaten mit hochwirksamen Medikamenten mit geringer therapeutischer Breite in Be-
tracht zu ziehen. Neben dem bereits erwahnten Cyclosporin sind hier insbesondere herz-
wirksame Glykoside (Johne et al. 1999), Amitriptylin (Johne et al. 2000) und Antikoagulantien
vom Cumarin-Typ zu nennen. Die beobachteten Wechselwirkungen kénnen sowohl Gber die
metabolisierenden intestinalen und hepatischen Cytochrom P450-Enzyme als auch Uber
p-Glykoprotein vermittelt werden. So zeigen Durr et al. (2000) und Moore et al. (2000) in-vitro
eine Induktion des Cytochrom P450-Isoenzyms CYP 3A4 unter Gabe von kommerziellen
Johanniskrautextrakt-Préaparaten. Demgegeniber steht eine Arbeit von Obach (2000), der
eine Hemmung verschiedener Cytochrom P450-Isonenzyme zeigen kann. Eine Induktion
von p-Glykoprotein, dass Fremdstoffe aktiv aus intestinalen Zellen heraus in den Gastroin-
testinaltrakt transportiert durch Johanniskraut-Extrakte wird durch Hennessy et al. (2002)
nachgewiesen. Alles in allem zeigen die vorliegende Daten, dass klinisch relevante Wech-
selwirkungen unter der Gabe von Zubereitungen aus Hypericum perforatum L. auftreten
konnen, die jedoch nicht tber die chemisch-synthetischer Arzneistoffe, insbesondere Antide-
pressiva hinausgehen. Die Frage nach den Mechanismen der Wechselwirkungen und der
daran beteiligten Inhaltsstoffe von Johanniskraut ist bis heute noch nicht abschlieRend ge-
klart (NOldner 2001).



KAPITEL 3

BESCHREIBUNG DER EXTRAKTIONSANLAGE

3.1 Allgemeine Daten zur CO,-Extraktionsanlage

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete Extraktionsanlage im PilotmaR3stab ist eine Son-
deranfertigung der Fa. Sitec. Die Anlage arbeitet diskontinuierlich im Batchverfahren mit
wahlweise 1,2- oder 3,3 |-Extraktionshilse und ist fur die Extraktion mit verdichteten, nicht
brennbaren Gasen im Druckbereich 40 bis 500 bar und Temperaturen zwischen 30 und 80 C
ausgelegt. Die Abscheidung erfolgt entweder ein- oder zweistufig. Eine Zudosierung von
Schleppmitteln in Form von Wasser, organischen Lésungsmitteln oder Mischungen daraus
ist Uber ein separates Pumpensystem mdoglich. Das fir die Extraktion verwendete Gas wird
durch Verdampfung mit anschlie@ender Kondensation rickgewonnen und dem Kreislauf

wieder zugefiihrt.

3.2 FlieBRschema der CO,-Extraktionsanlage

Ein vereinfachtes FlieRschema der verwendeten CO,-Extraktionsanlage ist in Abb. 3-1

wiedergegeben.

Flissiges CO, wird von unten aus dem Vorratstank (1) entnommen und gelangt tiber einen
Unterkihler (2) in die Hochdruckpumpe (3). Sowohl Vorratstank, als auch Unterkihler sind
doppelt gemantelt, die Kihlung erfolgt durch ein Kéalteaggregat R22 (ca. 1,5 kW, Fa. Dan-
foss) mit HFKW 134a als Kuhlmittel. Im Unterkiihler wird das flissige CO, soweit abgekiihlt,
dass Kavitationen im Pumpenraum vermieden werden. Die Hochdruckpumpe EH-M-210V1
(Fa. Lewa) ist als Membranpumpe ausgefiihrt. Die maximale Férderate betrégt 20 I/h bei
500 bar. Durch die im Pumpenkopf geleistete Kompressionsarbeit wird Warme frei, diese
wird Uber einen Kuhlmantel des Pumpenkopfes in Verbindung mit einem Kuhlthermostaten
Minichiller cc (140 W bei -10 °C, Fa. Peter Huber) mit Ethanol als Warmetrager abgefiihrt.
Das flissige CO, wird durch die Pumpe auf Extraktionsdruck verdichtet und in einem Waér-
metauscher (4) auf Extraktionstemperatur erwarmt. Der Warmetauscher ist so ausgelegt,
dass das CO, an dessen Ende, vor Eintritt in den Extraktionsbehélter (5), bereits Extrakti-
onsbedingungen hinsichtlich Druck und Temperatur erreicht. Der Warmetauscher wird zur
Hochdruckpumpe (3) hin durch ein Rickschlagventil abgegrenzt, um ein RickflieRen des

verdichteten CO, wahrend der Saugphase der Pumpe zu verhindern. Der fir Extraktionen
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mogliche Druckbereich wird nach unten durch den minimalen Saugdruck der Hochdruck-
pumpe (3) bei einer vorgegebenen Temperatur des Unterkiihlers und nach oben durch die
Bauweise der Hochdruckpumpe und der gesamten Extraktionsanlage begrenzt. Er liegt zwi-
schen 40 und 500 bar. Vor der Extraktion wird das zu extrahierende Gut in einer Extraktions-
hilse, die an ihren Enden mit je einer Sintermetallplatte verschlossen ist, in den Extraktions-
behalter eingebracht. Die Sintermetallplatten sorgen dafiir, dass der CO,-Strom fein verteilt
wird und verhindern somit Kanalbildungen im Drogenbett. Im Extraktionsbehalter findet die
Beladung des Kohlendioxids mit Extraktivstoffen statt. Der Extraktionsbehdalter ist doppelt
gemantelt und wird zusammen mit dem Warmetauscher von einem Thermostaten E203

(2,2 kW, Fa. Lauda) mit Wasser als Warmetrager temperiert.

Atmosphire
I
PIC)
s -— CO,-Vorrat
C
1
v

Abb. 3-1 FlieBschema der verwendeten Extraktionsanlage (Erklarung 1-9: siehe Text)

><] = Ventil, @ = pneumatisches Druckregelventil, (>: Ruckschlagventil,

FI = Flussmesser, PI(C) = Druckmesser(-regler),

TI(C) = Temperaturmesser(-regler)

Massenfluss und Dichte des Uberkritischen Fluids werden unmittelbar vor Eintritt des CO, in

den Extraktionsbehalter mittels eines Massendurchflussmessers Mass 2100 — DI 1,5 (Fa.
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Danfoss) bestimmt. Die Temperaturmessung im Extraktionsbehalter erfolgt an zwei Stellen:
beim Eintritt des unbeladenen CO, direkt in dessen Strémungskanal und bei Austritt des be-
ladenen CO, aus dem Extraktionsbehalter. Das beladene CO, verlasst den Extraktionsbehél-
ter und wird Uber ein pneumatisch betriebenes, stetig regelndes Ventil 80037-I1P (Fa. Kam-
mer) (A) auf den Zwischenabscheidedruck entspannt. Der Zwischenabscheider (6) ist als
Fluidzyklon ausgefuhrt. In diesem kommt es in Abhangigkeit von den gewahlten Bedingun-
gen zu einer Teilseparation des beladenen CO, von den Extraktivstoffen. Mogliche Zwi-
schenabscheidedriicke liegen im Bereich zwischen 40 und 500 bar bei Temperaturen zwi-
schen 0 und 80 °C. Die Temperatur wird im Stromungskanal bei Austritt des noch teilbelade-
nen CO, aus dem Zwischenabscheider gemessen, die Temperierung erfolgt mittels eines
Thermostaten FP50 HP (500 W bei -20 °C, Fa. Julabo) mit Silicondl als Warmetrager. Vom
beladenen CO,-Strom separierte Extraktivstoffe sammeln sich im unteren Teil des Fluid-
zyklons und gelangen von dort in einen Vorratshehdlter (nicht abgebildet). Noch teilbelade-
nes CO, verlasst den Fluidzyklon nach oben und wird Uber ein zweites, pneumatisch betrie-
benes, stetig regelndes Ventil (B) auf den Endabscheidedruck entspannt. Die Zwischenab-
scheidestufe kann wahlweise Uber einen Bypass umgangen werden, so dass der gesamte
Extrakt im Endabscheider (7) anféllt. In diesem herrschen dieselben Bedingungen wie im
Vorratstank (1), CO, liegt im flissigen Aggregatzustand vor und steht im Gleichgewicht mit
der Gasphase. Aufgrund der geringeren Ld&slichkeit der Extraktivstoffe in flissigem CO,
kommt es zur Separation. In Abhangigkeit von den Eigenschaften der Extraktivstoffe ver-
bleibt jedoch ein gewisser Teil in Losung. Der Endabscheider wird Gber einen thermostati-
sierten Doppelmantel (Thermostat E103, 1,5 kW, Fa. Lauda) mit Wasser als Ubertragerme-
dium beheizt, so dass flissiges CO, kontinuierlich verdampft und damit keine Lésungskapa-
zitat mehr aufweist. Die Temperatur im Endabscheider wird an zwei Stellen gemessen: zum
einen in der Flussigphase, zum anderen in der Gasphase. Mogliche Endabscheidedriicke
liegen zwischen 40 und 80 bar. Die Begrenzung nach unten ist durch die maximal erreichba-
re Temperatur im Unterkuhler (2) und den sich daraus ergebenden minimalen Saugdruck der
Hochdruckpumpe (3) gegeben. Die Begrenzung nach oben ergibt sich aus der Bauweise des
Endabscheiders. Beim Betrieb der Anlage bildet sich im Endabscheider ein Niveau an flissi-
gem CO, aus, das mit der Gasphase im Gleichgewicht steht. Dadurch verliert man im Ver-
gleich zu Uberkritischem CO, einen Freiheitsgrad, d. h. bei einem vorgegebenen Druck stellt
sich die Temperatur in der Flissigphase entsprechend von selbst ein. Separierte Extrak-
tivstoffe sammeln sich am Boden und kénnen entweder wéhrend der Extraktion durch Offnen
eines Ablassventils oder im Anschluss an die Extraktion nach Entspannung auf Umgebungs-
druck aus dem Separator entnommen werden. Im Separator verdampftes CO, wird Uber ei-
nen Kondensator (8) verflissigt von unten, d. h. Uber die Flissigphase in den Vorratstank (1)

eingeleitet. Der Kondensator ist als doppelt gemantelter Warmetauscher ausgefuhrt und wird
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vom selben Kalteaggregat wie Vorratstank und Unterkthler (2) gespeist. Der Druck im Vor-
ratstank und damit der Druck im Endabscheider (7) wird Gber zwei nichtstetig regelnde,
pneumatisch angetriebene Ventile eingestellt — im Falle eines zu geringen Druckes wird CO,
aus externen Vorratsflaschen entnommen (C), entsprechend wird bei zu hohem Druck CO,

in die Atmosphare abgeleitet (D).

Uber ein gesondertes System bestehend aus Losungsmittelvorratsbehalter und Membrando-
sierpumpe EK-M-2101V (Fa. Lewa) (9) bietet die Extraktionsanlage die Moglichkeit, dem
CO,-Strom vor dessen Eintritt in den Warmetauscher sog. Modifier in Form von organischen
Lésungsmitteln mit einer maximalen Forderrate von 2 I/h bei 500 bar zuzufiihren. Um den
minimalen Saugdruck der Membrandosierpumpe von 3,5 bar sicherzustellen wird der Vor-
ratsbehdlter mit 5 bar Druckluft beaufschlagt. Ein Riuckschlagventil grenzt die Eintrittsstelle
des Losungsmittels in den CO,-Strom zur Druckseite der Membrandosierpumpe hin ab und
verhindert dadurch ein RickflieRen von CO, und Ldsungsmittel wahrend der Saugphase der

Membrandosierpumpe.

Die Absicherung der Anlage gegen Uberdruck erfolgt mittels drei separater Berstscheiben fiir
Extraktionsbehalter (5), Zwischenabscheider (7) und Ldésungsmitteldosiersystem (9) mit ei-
nem maximalen Berstdruck von 550 bar und mit 2 separaten Berstscheiben fir Vorratstank

(1) und Endabscheider (7) mit einem maximalen Berstdruck von 100 bar.

Die Anlage verfugt Uber einen Anschluss an die externen CO,-Vorratsflaschen und einen
Anschluss fur Druckluft mit mindestens 5 bar (Hausleitung, Pharmazeutische Technologie,
Eberhard-Karls-Universitat Tubingen) zur Druckversorgung der pneumatischen Ventile und
zur Beaufschlagung des Ldsungsmittelvorratsbehdlters mit Druckluft, ferner einen Dreh-
stromanschluss 380 V/16 A und einen Wechselstromanschluss 220 V/16 A. Uberschiissiges

CO, wird direkt in das hausinterne Abzugssystem eingeleitet.

3.3 Thermodynamik des Extraktionsprozesses

Die Zustandsanderung des im Kreislauf gefihrten Gases kann anhand eines Temperatur-
Entropie-Diagrammes (T,S-Diagramm) veranschaulicht werden. Die hierbei auftretenden
Flachen unter der Kurve einer Zustandsanderung repréasentieren umgesetzte Warmemen-

gen, entsprechend den GI. 3-1 und 3-2.
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Q
S== 3-1
T (3-1)
dQ =TS (3-2)
S Entropie [J-kg™-K*]
T Temperatur [K]
Q Warmeenergie [J]

Die Gibb’sche Phasenregel (Gl. 3-3) stellt einen Zusammenhang zwischen der Anzahl der
unabhangigen Variablen (Freiheitsgrade F), der Zahl der vorliegenden Komponenten (K) und
der dabei auftretenden Phasen (P) her. Im T,S-Diagramm eines Systems bestehend aus
einer reinen Komponente (K = 1) ist demnach eine homogene Phase durch eine Flache, der
Koexistenzbereich zweier Phasen durch eine Linie charakterisiert.

F=K-P+2 (3-3)
F Anzahl der Freiheitsgrade

K Anzahl der Komponenten

P Anzahl der Phasen

In Abb. 3-2 ist ein exemplarisches T,S-Diagramm fir einen Extraktionsprozess bei Kreislauf-
betrieb mit einer Flissiggas-Pumpe dargestellt. Kenntlich gemacht sind die Bereiche, in de-
nen Kohlendioxid als homogene flissige, gasformige und Uberkritische Phase vorliegt sowie
weiterhin das Zweiphasengebiet flissig/gasformig. Die gestrichelte Linie, die den Uberkriti-
schen Bereich umschlief3t, dient lediglich der Abgrenzung und stellt keine Phasengrenze im
eigentlichen Sinne dar. An Punkt A liegt CO, gasférmig bei einem Druck von 40 bar vor.
Durch isobare AbkuUhlung beginnt bei Eintritt in das Zweiphasengebiet (B) die Kondensation
des Kohlendioxids. Wahrend des isobaren Kondensationsvorganges besitzt das System ei-
nen Freiheitsgrad. Das bedeutet, dass bei sich anderndem Verhéltnis der Mengen an flissi-
gem und gasférmigem CO, sowohl Druck als auch Temperatur konstant bleiben. Der Molen-
bruch an flussigem Kohlendioxid nimmt dabei kontinuierlich zu und ist gleich 1, wenn das
Zweiphasengebiet im Punkt C verlassen wird. Um Kavitationen im Pumpenraum durch ver-
dampfendes CO, wéahrend der Ansaugphase zu vermeiden, wird dieses zunéchst isobar un-
terkuhlt (C — D) und anschliel3end durch die Pumpe auf den Extraktionsdruck verdichtet (E).
Dieser Prozessschritt wird idealisiert als adiabatisch betrachtet. Das bedeutet, dass dabei

keinerlei Warmeverluste auftreten. Geht die Druckerhéhung adiabatisch reversibel vonstat-
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ten, so verlauft sie bei konstanter Entropie (isentrop). Durch isobare Wéarmezufuhr erreicht
man die Extraktionstemperatur von 40 °C (Extraktionspunkt F). Die Abscheidung erfolgt
durch isenthalpe Drosselung auf den Abscheidedruck von 40 bar. Eine vollstdndige Tren-
nung von CO, und extrahiertem Material wird durch Warmezufuhr erreicht. Dabei wird der
Molenbruch flissig/gasformig kontinuierlich verkleinert und erreicht den Wert null, wenn

samtliches CO, gasférmig vorliegt (B) und praktisch keine Lésungskapazitat mehr aufweist.

Dichte [g/ml] 1,1

100 -

80 Uberkritisch

S
3
60

®)

<. 40

5

-lé‘ —————

(]

g 20 gasférmig

()]

= flissig

flissig/gasformig

-201

Entropiezunahme —»

Abb. 3-2 Extraktionskreislauf im T,S-Diagramm von CO, (Erklarung A-F: siehe Text)
N zweiphasengebiet: flissig/gasformig, 7] tiberkritischer Zustand
(

) Isochoren, ( = - = ) Isobaren; ( ) Isenthalpe

Drosselung bedeutet eine Druckreduktion ohne Gewinn von technischer oder kinetischer
Arbeit. Sie verlauft immer in Richtung zunehmender Entropie und stellt einen adiabatisch,
irreversiblen (isenthalp) Prozess dar. Bei der Drosselung realer Gase kommt es auf Grund
des Joule-Thomson-Effektes zu einer Abkihlung des Gases. Zwischen den Molekilen realer
Gase bestehen anziehende Wechselwirkungen, die bei einer Druckabsenkung tberwunden
werden miissen. Bei adiabatischer Prozessfilhrung kann diese Energie nicht aus der Umge-
bung zugefihrt werden, sondern muss dem Gas selbst entzogen werden, das sich dabei
abkuhlt. Umgekehrt kann bei hohen Drucken eine Erwarmung auftreten, die darauf zuriickzu-
fuhren ist, dass die Teilchen so stark angenahert werden, dass es auf Grund ihres Eigenvo-

lumens zu abstofRenden Kraften kommt und die damit einhergehende Expansion in Form von
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Warmeenergie frei wird. Die anziehenden und abstol3enden Kréafte berlicksichtigt van der
Waals in seiner p/V/T-Zustandsgleichung fir reale Gase (Gl. 3-4). Diese gehen auch in die
Berechnung des Joule-Thomson-Effektes ein (Gl. 3-5).

a
(p +V—2) [Qv-b)=RO0 (3-4)
p Druck [Pa]
R allgemeine Gaskonstante [8,314 J-mol*-K?]
T Temperatur [K]
a Binnendruck des Gases, bedingt durch Anziehungskrafte [Pa]

molares Volumen

v
v
v—b Kovolumen, bedingt durch Eigenvolumen der Teilchen [m°]
a van der Waals-Konstante [Pa-m°-mol?]

b

van der Waals-Konstante [m*-mol”]

2a
oT RIT ~b
o =[] =5 — (3-5)
op ), C,
Nat Joule-Thomson-Effekt
Cp Warmekapazitat des Gases bei konstantem Druck [J-mol*-K?]

Die Konstanten a und b in den GI. 3-4 und 3-5 kénnen experimentell ermittelt oder aus den
kritischen Daten eines Gases Uber die GI. 3-6 und 3-7 berechnet werden.

a
- 3-6
Pe = o2 (3-6)
T, =22 (3-7)
27 [R [
Pec kritischer Druck [Pa]
T, kritische Temperatur [K]

Auf der Grundlage der van der Waals-Zustandsgleichung fir reale Gase wurden weitere

~equations of state (EOS) aufgestellt, mit dem Ziel, experimentelle Befunde in ein mathema-
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tisches Modell zu Uberfihren. In diesem Zusammenhang sei die Bender-EOS als Beispiel
einer multiparametrischen Gleichung erwéhnt. Diese liefert fur den flissigen und Uberkriti-
schen Zustand einer Reinsubstanz (z. B. Kohlendioxid) eine sehr exakte Anpassung an em-
pirische Daten und erlaubt somit auch Vorhersagen zu treffen (Bender 1970). Ein Uberblick
tber die Entwicklung und den Nutzen einer Reihe von Zustandsgleichungen gibt Brunner
(1994). Dabei geht er auch auf die Grenzen ihrer Aussagekraft ein und liefert ausfihrliche
Erlauterungen und Herleitungen der fir Extraktionsprozesse relevanten thermodynamischen

Parameter.

3.4 Beschreibung ausgewéhlter Regelkreise der Extraktionsanlage
3.4.1 Allgemeines zur Regelung

Der Begriff Regelung beschreibt einen Vorgang, bei dem der vorgegebene Wert einer Grol3e
fortlaufend durch Eingriff auf Grund von Messungen dieser Grof3e hergestellt und aufrecht
erhalten wird (Bauer et al. 2002a). Ein Regelkreis besteht demnach aus einer Regelgréi3e,
deren aktueller Istwert Uber einen Messwertaufnehmer erfasst und tber ein Messsignal einer
zentralen Reglereinheit zugefuhrt wird. Die zentrale Reglereinheit vergleicht den Istwert mit
dem vorgegebenen Sollwert und steuert Uber eine Stellgréf3e ein Stellglied an, das seiner-
seits auf die RegelgroRRe einwirkt (Abb. 3-3). Betrachtet man z. B. ein Temperierbad, so kann
der Messwertaufnehmer z. B. ein Thermoelement sein, das der zentralen Reglereinheit ein
Messsignal in Form einer Spannung zufuhrt. Die Reglereinheit vergleicht Istwert mit Sollwert
und steuert Gber die Stellgrof3e in Form einer Spannung ein Heizelement als Stellglied an.

A

A

----- > [st-Wert

Messwert-Aufnehmer

Regelgrofie

A

Stellglied
A

Messsignal : — StellgroRe
Anzeige- und Reglereinheit
A

A 4

Regelabweichung
.......................................................................................... » So”_Wert

Abb. 3-3 Allgemeine schematische Darstellung eines Regelkreises
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Man unterscheidet unstetige und stetige Regelungen. Unstetige Regelungen besitzen eine
Stellgrof3e mit fixem Wert, die im Falle einer Regelabweichung aktiv, ansonsten inaktiv ist.
Fur ein Temperierbad bedeutet dies, dass ab einer bestimmten Temperaturabweichung die
Heizung mit einer konstanten Leistung eingeschaltet wird und entsprechend wieder abge-
schaltet wird, wenn die Temperaturabweichung ausgeglichen ist. Unstetige Regelungen fuh-
ren zu einem starken Schwingen der Regelgréf3e um den Sollwert.

Dem stehen stetige Regelungen, bei denen die StellgréfRe dynamisch an die Regelabwei-
chung angepasst wird, gegentiber. Man unterscheidet Proportional-, Integral- und Differenti-
al-Regler. Bei Proportional-Reglern (P-Regler) ist die Hohe der StellgréRe proportional zur
Regelabweichung, d. h. hohe Regelabweichungen fiihren zu hohen StellgréRen und umge-
kehrt. Die Heizleistung eines Temperierbades wirde demnach an die Hohe der Temperatur-
abweichung vom Sollwert angepasst werden. Aufgrund von Tragheiten im System, fuhrt der
Proportional-Regler zu relativ starken Schwingungen um den Sollwert. Der Integral-Regler
(I-Regler) andert die Stellgréfze mit einer Geschwindigkeit, die proportional zur Regelabwei-
chung ist. Dies bedeutet, dass bei gegebener Regelgrol3e die StellgréRe solange verandert
wird, bis die Regelabweichung abnimmt. Dies fuhrt zu einer verlangsamten Anderung bis zu
dem Zeitpunkt, an dem die Regelabweichung gleich null ist. Ubertragen auf ein Temperier-
bad wird die Heizleistung bei gegebener Regelabweichung solange gesteigert, bis die Re-
gelabweichung abnimmt. Dadurch verlangsamt sich die Steigerung der Heizleistung bis die
Regelabweichung gleich null ist und damit die Heizleistung unverandert bleibt — Warmever-
luste und Uber die Heizung zugefiihrte Warme stehen im Gleichgewicht. Integral-Regler re-
geln solange wie eine Regelabweichung vorliegt, der Regelvorgang ist relativ langsam, ein
Uberschwingen tritt seltener auf. Der Differential-Regler (D-Regler) andert die StellgréRe
proportional zur Anderungsgeschwindigkeit der RegelgroRRe, die Hohe der Regelabweichung
hat keinen Einfluss auf die StellgroRe. Fir ein Temperierbad bedeutet dies, dass die Heiz-
leistung umso hoher ist, je schneller die Temperatur des Bades abféllt. Differential-Regler
haben die Aufgabe, rasch auftretende Stérgréfden zu unterdriicken. Um eine optimale An-
passung der Regelung an die Problemstellung zu erreichen werden Regler mit gemischter

Charakteristik zusammengestellt, z. B. PI-. PD- oder PID-Regler.

3.4.2 Temperaturregelkreise der CO,-Extraktionsanlage

Als Messwertaufnehmer fiir die Temperaturmessung an der CO,-Extraktionsanlage werden
ausschliel3lich Thermoelemente des Typs Eisen-Konstantan (Fe-Cu/Ni) der Fa. Sitec einge-
setzt. PID-Regler des Typs 2416 (Fa. Eurotherm) dienen als zentrale Anzeige- und Regler-

einheit und steuern mit Ausnahme der Temperaturregelung im Zwischenabscheider unstetig
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regelnde Magnetventile als Stellglieder Uber ein analoges Spannungssignal (0-100 mV) an.
Unstetig heil3t in diesem Zusammenhang, dass die Magnetventile entweder offen oder ge-
schlossen sind und der Offnungsgrad tber die Zeit gesteuert wird. Ein Offnungsgrad von
50 % bedeutet beispielsweise, dass das Magnetventil die Halfte der Zeit getffnet und die
andere Halfte geschlossen ist. Diese Magnetventile steuern den Fluss des Warmetréagers im
Doppelmantel des entsprechenden Bauteils, der vom Thermostaten bzw. Kélteaggregat er-
zeugt wird. Dies bedeutet, dass sowohl Heizthermostate als auch Kalteaggregate auf eine
fixe Uber- bzw. Untertemperatur eingestellt werden und die Warmezufuhr an den Verbrau-
cher im Sinne einer Temperaturregelung im Verbraucher geregelt wird. Die Tatsache, dass
die Temperatur des Warmetragers im Thermostaten bzw. Kalteaggregat ihrerseits intern ge-

regelt wird, bleibt davon unberthrt.

Fur die Temperaturregelung im Zwischenabscheider ist eine direkte Ansteuerung des Pro-
grammgebers Uber einen Analogeingang (0-10 V) des Thermostaten FP50 HP vorgesehen.
Dieses Analogsignal wird im Regler erzeugt und auf den Thermostaten tUbertragen. Der Ar-
beitsbereich ergibt sich aus der zuvor erfolgten Zuordnung der Grenzen des Analogsignals
zu einer oberen und unteren Grenztemperatur des Thermostaten. Das aktuelle analoge Ein-
gangsignal hangt von der Hohe der Regelabweichung im Zwischenabscheider ab und wirkt
Uber den analogen Eingang auf die Sollwertvorgabe im Thermostaten innerhalb des vorge-
wahlten Arbeitstemperaturbereichs ein. Der Thermostat regelt entlang dieser Sollwertvorga-
ben seine Badtemperatur intern. Insofern besteht der Regelkreis aus zwei hintereinander
geschalteten Reglern: eine Regelabweichung im Zwischenabscheider fuhrt im Regler der
Extraktionsanlage zu einer Stellgrof3e die auf die Sollwertvorgabe des Thermostaten als
Stellglied einwirkt. Entsprechend dieser Sollwertvorgabe und der sich daraus ergebenden
internen Regelabweichung im Thermostaten wird dessen Kiihl- bzw. Heizleistung als Stell-
grolRe angepasst und damit die Temperatur im Sinne der Temperaturvorgabe im Zwischen-
abscheider verandert. Das Problem, das sich aus dieser Anordnung ergibt, ist die sehr lange
Regelstrecke mit hoher Tragheit und dadurch bedingt starken Schwankungen um den Soll-

wert.

3.4.3 Druckregelkreise der CO,-Extraktionsanlage

Als Aufnehmer fur die Messung der Driicke werden Druckmessumformer ED 517 (Fa. Bour-
don-Haenni) fur unterschiedliche Druckbereiche eingesetzt: fir den Hochdruckbereich mit
Extraktionsbehélter und Zwischenabscheider 0-600 bar, fir den Niederdruckbereich mit

Endabscheider und Vorratstank 0-100 bar. Die Umformer sind mit einer Kraftmessdose aus-
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gestattet, die mit 24 V Gleichspannung gespeist wird und ein druckabhangiges Ausgangs-
signal in Form eines Stromes (4-20 mA) liefert.

3.4.3.1 Regelung im Hochdruckbereich

PID-Regler 2408 (Fa. Eurotherm) bilden die zentrale Anzeige- und Regeleinheit. Als Stell-
glieder fur die Regelung des Druckes im Extraktionsbehélter bzw. Zwischenabscheider wer-
den stetig regelnde K&dmmer-Ventile 80037-1P (Fa. KAmmer) mit elektropneumatischem Stel-
lungsregler eingesetzt. Der Offnungsgrad solcher stetig regelnden Ventile ist im Gegensatz
zu Magnetventilen nicht Gber die Zeit sondern tber die tatsachliche Offnung des Ventils defi-
niert. Ein Offnungsgrad von z. B. 50 % bedeutet in diesem Fall, dass 50 % der Querschnitts-
flache des Ventils geoffnet sind. Stetig regelnde Ventile ermdglichen eine Druckregelung
unter Gewahrleistung eines kontinuierlichen Volumenstroms. Kammer-Ventile werden

pneumatisch betrieben, das Funktionsprinzip ist in Abb. 3-4 wiedergegeben.

Riickholfeder (12)—  ——— o—~
Antriebsmembran fur Stellungsregler (9)/ ¢
E @ [~ Antriebsstange (10)

] // | _—Zuluft Stellungsregler (8)
I/P-Wandler (2) —— |
| < Zuluft 3,4 bar (4)

[
[j:::j:)
fomemny

Eingangssignal 4-20 mA (1)

pneumatisches Signal (3)

Bereichsschraube Ventilkegel (7)

&t

P

™~ Wippvorrichtung (6)

Doppelmembran (5)/

Bereichsfeder (11)

Abb. 3-4 Funktionsprinzip eines Kdmmer-Ventils mit elektropneumatischem Stellungsregler

Das vom PID-Regler 2408 kommende elektrische Ausgangssignal in Form eines Stromes (4-
20 mA) wird vom Kammerventil als Eingangssignal (1) aufgenommen und uber einen I/P-
Wandler (2) in ein pneumatisches Signal (0,2-1 bar) (3) umgewandelt, indem der Ventil-

Eingangsdruck von 3,4 bar (4) entsprechend gedrosselt wird. Das so erhaltene pneumati-
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sche Signal wirkt auf eine Doppelmembran (5), die iiber eine Wippvorrichtung (6) den Off-
nungsgrad eines Ventilkegels (7) erhdht. Der Ventilkegel steigert den Luftstrom (8) und damit
den Druck auf die Membran des Stellantriebes (9). Dadurch wird die Antriebsstange (10)
nach oben bewegt und der Offnungsgrad des Kammer-Ventils erhoht. Durch die Positions-
anderung der Antriebsstange wird eine Zugkraft auf eine Bereichsfeder (11) ausgetbt. Die
von der Bereichsfeder ausgeiibte Kraft ist der Kraft der Doppelmembran entgegengerichtet.
Im Kréaftegleichgewicht Doppelmembran zu Bereichsfeder andert sich der Druck auf die An-
triebsmembran nicht mehr. Die Antriebsstange verharrt in ihrer Position und halt somit den
Offnungsgrad des Kammer-Ventils konstant. Ein sinkendes elektrisches Eingangssignal fiihrt
Zu einem geringeren pneumatischen Signal. Dadurch fallt der Druck auf die Doppelmemb-
ran, die Uber die Wippvorrichtung den Offnungsgrad des Ventilkegels verringert, und somit
den Druck auf die Antriebsmembran des Stellantriebes senkt. Uber die Ruckholfeder (12)
des Stellantriebes wird die Antriebsstange nach unten bewegt und der Offnungsgrad des
Kammer-Ventils solange gesenkt, bis ein Kraftegleichgewicht zwischen Doppelmembran und

Bereichsfeder herrscht.

3.4.3.2 Regelung im Niederdruckbereich

Im Gegensatz zum Hochdruckbereich muss im Niederdruckbereich mit Endabscheider und
Vorratstank kein kontinuierlicher CO,-Fluss aufrechterhalten werden. Die Druckregelung er-
folgt hier nicht Uber stetig regelnde Kammer-Ventile sondern tber Magnetventile als Stell-
glieder. Als zentrale Regeleinheit dient ein PID-Regler 2416 (Fa. Eurotherm). Dieser gibt in
Abhangigkeit von der Regelabweichung zwei verschiedene analoge Spannungssignale (0-
100 mV) aus und fihrt sie je einem Magnetventil zu. Eines dieser beiden Ventile 6ffnet, um
bei Uberdruck CO, in die Atmosphére abzugeben, das andere 6ffnet, um bei einem Druckab-
fall CO, aus dem externen Flaschenvorrat nachzufiihren. Im Falle von zu hohem Druck liegt
das Spannungssignal an ersterem, im Falle von zu geringem Druck an letzterem an. Ab ei-
ner gewissen Grenzspannung Offnen die Magnetventile und schliel3en bei Unterschreiten
dieser Spannung wieder.

3.5 Messung von CO,-Massenfluss und -Dichte

Der Massenfluss unterliegt nicht wie Druck und Temperatur einem Regelkreis sondern wird
lediglich Uber den Pumpenhub gesteuert. Je hdher der Pumpenhub, desto héher der Volu-
menstrom und damit, bei konstanter Dichte, der Massenstrom. Massenstrom und Dichte
werden Uber ein und denselben Messwertaufnehmer erfasst. Dieser ist unmittelbar vor Ein-
tritt des Uberkritischen Fluids in den Extraktionsbehdlter angebracht (FI in Abb. 3-1). Die
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Messung dieser beiden Parameter erfolgt somit hinsichtlich Druck und Temperatur unter
Extraktionsbedingungen in unbeladenem Zustand des Extraktionsfluids. Eine Schnittzeich-
nung durch einen Messwertaufnehmer Massflo 2100 — DI 1,5 (Fa. Danfoss) zur Bestimmung
von Durchfluss und Dichte des Extraktionsfluids ist in Abb. 3-5 dargestellt.

Antriebsspule fir Schwingungsgeber

Einlass —»

Schwingungssensor Einlass Schwingungssensor Auslass

Abb. 3-5 Schnittzeichnung durch eine Durchflussmesseinrichtung nach dem Coriolis-Prinzip

Das Messprinzip beruht auf der Coriolis-Kraft (siehe Abb. 3-6), wonach ein Masseteilchen,
das sich mit einer Geschwindigkeit v in einem Bezugssystem bewegt, welches seinerseits

mit einer Winkelgeschwindigkeit w rotiert, einer Coriolis-Kraft Fc ausgesetzt ist (Gl. 3-8).

F. =20n V@ (3-8)

T
(]

Coriolis-Kraft [N]
Masse [kg]
Geschwindigkeit des Masseteilchens [m-s™]

€ < 3

Winkelgeschwindigkeit des Bezugsystems [s™]

Abb. 3-6 Coriolis-Kraft

Aufgrund des 3. Newton’schen Axioms (actio = reactio) bt ein Masseteilchen, das einer
Kraft ausgesetzt ist, eine Kraft von gleichem Betrag aus, die der Richtung der einwirkenden
Kraft entgegengesetzt ist. Das Masseteilchen, welches auf Grund der Rotation des Bezugs-
systems einer Coriolis-Kraft ausgesetzt ist, bt somit eine Gegenkraft auf das rotierende Be-
zugssystem aus, die der Rotation entgegengesetzt ist.
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Die GI. 3-9 und 3-10 liefern einen Zusammenhang zwischen Coriolis-Kraft und Massenfluss.

Qu=mmy &9
Qn Massenfluss [kg-m-s']
. = 200, (3-10)

Das Uberkritische CO, durchflielt den punktsymmetrisch aufgebauten Messwertaufnehmer
in einem spiralférmig gebogenen Messrohr mit mehreren Windungen (siehe Abb. 3-5). Die
fur das Auftreten von Coriolis-Kréaften erforderliche Rotationsbewegung des Bezugssystems
wird durch eine zentrale Antriebsspule erzeugt, die das gesamte Rohrsystem in sinusférmige
Schwingungen versetzt. Diese Schwingungen werden von zwei punktsymmetrisch angeord-
neten Sensoren im Bereich des Ein- und Auslasses erfasst und der Auswerteelektronik zu-
gefuhrt. Befinden sich in dem Messrohr ein Medium mit einer Dichte von annahernd Null
(Gas) ohne Auftreten eines Massenflusses, wird von beiden Sensoren ein- und dieselbe
Schwingung erfasst, die der gerateabhangigen Resonanzfrequenz entspricht. Liegt in dem
Messrohr dagegen ein Stoff mit hoherer Dichte (Flissigkeit) vor, der ebenfalls nicht flielt,
wird durch die Bewegung des Messrohres eine Kraft auf das Medium ausgeubt. Auf Grund
des 3. Newton’'schen Axioms wirkt diese Kraft in entgegengesetzter Richtung auf das Mess-
rohr zuriick und verandert somit die Resonanzfrequenz. Die Dichte des im Messrohr enthal-
tenen Mediums ist damit proportional zu Resonanzfrequenz des Messrohres. Befindet sich
im Messrohr eine stromende Flussigkeit so wirkt auf die Flissigkeit auf Grund der Schwin-
gung des Systems eine Coriolis-Kraft, die ihrerseits auf das Messrohr im Sinne von actio ist
reactio zurtickwirkt. Damit wird die Schwingung des Messrohres um die Reaktionskraft aus
der Coriolis-Kraft beaufschlagt. Diese Reaktionskraft ist am Einlass des Messrohres der An-
triebskraft der Spule entgegengesetzt, am Auslass wirkt sie dagegen in dieselbe Richtung
wie die Antriebskraft. Durch die an Ein- und Auslass unterschiedlich wirkenden Krafte kommt
es zu einer Verdrehung des Messrohres (siehe Abb. 3-7). Die rickwirkenden Reaktionskrafte
bewirken, dass die beiden punktsymmetrisch angeordneten Schwingungssensoren phasen-
verschobene Signale erfassen. Am Einlass verzdgern sich die Signale, am Auslass erschei-
nen sie friher. Der Massenfluss Q,, ist der dabei auftretenden Phasenverschiebung A¢ pro-
portional (de Kraker 2001).
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\ Reaktionskraft am Auslass

Einlass

Antriebskraft

Schwingungsachse

-~
~

Drehachse
Reaktionskraft am Einlass

Abb. 3-7 Krafte und Achsen an einem Massendurchflussmesser nach dem Coriolis-Prinzip

am Beispiel eines U-formigen Messrohres (de Kraker 2001)

3.6 Zentrale Messdatenerfassung

Temperatur [°C] Temperatur [°C] Druck [bar] m* [kg/h]
- 00+

Extraktor oben Fluidzyklon

Fuidzyklon

Massenfluss
Endabscheider

oben Dichte

Vorratstank { Endabscheider

Endabscheider
unten

Unterkthler

Bio | OOMH B4A 0.0l c1 0.0l 0.0l
B1u |G 48 [0 cz |00 Dichte 0
B2 o 1Xe) | K1 00l c3 ko) |
B2 u 0.0l w4 0.0l

| Trend | | Speicherung seit: ‘ 0 min. S I TE C

Sieber Engineering AG

Abb. 3-8 Visualisierungsoberflache des Messdatenerfassungsprogramms Visidaq

Samtliche Daten der Temperatur-, Druck-, Dichte- und Durchflussmessung werden tber ana-

loge Strom- bzw. Spannungssignale von den zentralen Regler- und Anzeigeeinheiten auf
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zwei 8-Kanal-Analog/Digital-Wandler Adam 4017 (Fa. Advantech) Ubertragen, digitalisiert
und Uber eine RS232-Schnittstelle einem Rechner zugefiihrt. Die Visualisierung erfolgt mit-
tels Visidaq 3.11 (Fa. Advantech). Das Programm erlaubt den Aufbau einer benutzerdefinier-
ten Oberflaiche nach dem drag&drop-Prinzip. Die Messdaten werden zeitabhangig aufge-
zeichnet und on-line visualisiert. Die Benutzeroberflache ist in Abb. 3-8 dargestellt. Zusatz-
lich wird alle 60 Sekunden der Uber diesen Zeitraum gemittelte Messwert im ASCII-Format
gespeichert. Eine gesamte Darstellung und Ubersicht des Prozesses ist durch Einlesen die-
ser Messdaten in Excel mdglich. Eine entsprechende grafische Darstellung aller
Prozessparameter Uber die Zeit gibt Abb. 3-9 im Anhang (siehe Abschnitt 11.1 auf Seite 149)

wieder.



KAPITEL 4

QUANTITATIVE BESTIMMUNG VON HYPERFORIN

4.1 Literaturibersicht

Hyperforin ist eine sehr lipophile Verbindung und zéhlt zu den wertbestimmenden Inhaltsstof-
fen von Hypericum perforatum L.. Die Erstisolierung und -charakterisierung von Hyperforin
aus Hypericum perforatum L. gelingt durch Gurevich et al. (1971). Hierbei wird das zu die-
sem Zeitpunkt schon langer bekannte antibiotische Wirkprinzip von Johanniskraut eindeutig
dem Hyperforin zugeordnet (Hagenstrom 1955). Die vollstandige Strukturaufklarung erfolgt
schrittweise durch Bystrov et al. (1975) und Brondz et al. (1982, 1983c). Das homologe Ad-
hyperforin, das sich von Hyperforin durch eine zusatzliche Methylgruppe unterscheidet, kann
erstmals von Maisenbacher und Kovar (1992b) isoliert und dessen Struktur aufgeklart wer-
den. Als Phloroglucinderivat ist Hyperforin sehr instabil. Orth (1999b) gelingt die Identifizie-
rung und Isolierung des mengenmalflig vorherrschenden, oxidativen Zwischenabbauproduk-
tes Orthoforin, auch Furohyperforin genannt. Die Strukturformeln von Hyperforin, Adhyperfo-
rin und dem Hauptabbauprodukt Orthoforin sind in Abb. 4-1 dargestellt.

R=H Hyperforin _
R = CH, Adhyperforin Orthoforin

Abb. 4-1 Strukturformeln von Hyperforin, Adhyperforin und Orthoforin
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Eine erste isokratische Methode zur Bestimmung von Hyperforin in Johanniskrautdl mittels
HPLC beschreiben Maisenbacher und Kovar (1992a). Die Trennung erfolgt an einer RP8-
Phase mit einem Acetonitril/Ammoniumdihydrogenphosphat-Gemisch bei pH 2,5. Hyperforin
wird mittels UV bei 270 nm detektiert. Auf dieser Basis entwickeln Orth et al. (1999) eine
ebenfalls isokratische Methode mit einem Acetonitril/Wasser-Gemisch bei pH 4,5 als mobile
und RP18 als stationare Phase und wenden diese Methode zur Bestimmung von Hyperforin
in Fertigarzneimitteln und zur Stabilitdtsuntersuchung von Hyperforinisolaten als Referenz-
substanzen an. Mit einer sehr ahnlichen Methode bestimmen Chi und Franklin (1999) den
Gehalt von Hyperforin in humanem Blutplasma nach vorheriger Festphasenextraktion. Zur
Gehaltsbestimmung von Hyperforin in Blutplasma (Cui et al. 2002) und in Uberkritischen
CO,-Extrakten (Cui und Ang 2002) wird Benzolk]flouranthene als interner Standard mit UV-
Detektion bei 287 bzw. 270 nm verwendet. Fur sdmtliche in der Literatur beschriebene
isokratische HPLC-Verfahren zur Bestimmung von Hyperforin liegt dessen Retentionszeit im

Bereich um 10 Minuten.

Im Zuge der Diskussion um die wirksamkeitsbestimmenden Inhaltsstoffe in Hypericum perfo-
ratum L. gab und gibt es Bestrebungen, samtliche in Frage kommende Inhaltsstoffe unter
Anwendung einer Gradienten-HPLC-Methode zu erfassen. Erstmals wird ein solches Verfah-
ren von Ho6lzl und Ostrowski (1987) beschrieben. Bei einer festen Wellenlange von 254 nm
und unter Einsatz eines phosphorsauren Gradienten bestehend aus Acetonitril/Wasser und
Acetonitril/Methanol gelingt nach Trennung an einer RP18-Phase die simultane Erfassung
von Naphthodianthronen, Flavonoiden, Biflavonoiden, Pflanzensauren und Hyperforin inner-
halb von 80 Minuten. Mit Hilfe eines terndren Gradienten aus phosphorsaurem Wasser, Ace-
tonitril und Methanol kann die Dauer eines HPLC-Laufes auf 50 Minuten verkurzt werden
(Brolis et al. 1998). Bei einer Detektionswellenlange von 270 nm kénnen neben Hyperforin
weitere Phloroglucinderivate, insbesondere das Homologe Adhyperforin, erfasst werden. Die

Quantifizierung erfolgt unter Verwendung von Rutin als internem Standard.

Die Monographien ,St John’'s Wort" und ,Powdered St John's Wort* des USP 26/NF 21
(2003b) schreiben das selbe Gradientenprogramm zur Bestimmung von Hypericin, Pseudo-
hypericin und Hyperforin in Johanniskraut-Droge bzw. Trockenextrakten bei 270 nm vor, je-
doch unter Verwendung von Oxybenzon als internem Standard. Da die USP 26/NF 21
(2003b) keine Gehaltsangaben zu Flavonoiden in Johanniskraut und Johanniskraut-
Trockenextrakten macht, werden diese im Rahmen der Gehaltsbestimmung nicht quantitativ
erfasst, sondern lediglich bei der Identitatsbestimmung auf Rutin und Hyperosid gepruft. Die
Monographie ,St John’s Wort" der Ph. Eur. 4 (2003) sieht lediglich eine UV-photometrische
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Gesamtbestimmung der Hypericine vor, und lasst andere wertbestimmenden Inhaltsstoffe in
Johanniskraut unberucksichtigt.

4.2 HPLC-Methode zur quantitativen Bestimmung von Hyperforin in Johan-
niskraut und Johanniskraut-CO,-Extrakten
Im Rahmen dieser Arbeit wird zur Bestimmung von Hyperforin in Johanniskraut und in Jo-
hanniskraut-CO,-Extrakten die von Orth et al. (1999a) beschriebene Methode herangezogen.
Die Quantifizierung erfolgt mit einem Gemisch aus Hyperforin/Adhyperforin (SON 056/21,
Fa. Schwabe) als externem Standard, dessen Gehalt durch Berechnung des Peakflachen-
verhaltnisses von Hyperforin zur insgesamt detektierten Peakflache und unter Bertcksichti-
gung der unterschiedlichen Molekilmassen von Hyperforin (M, = 536) und Adhyperforin
(M, = 550) ermittelt wird. Der auf diese Weise bestimmte Hyperforingehalt des Standards

betragt 74,77 + 0,03 % und wird der externen Kalibrierung zu Grunde gelegt.

4.3 Ergebnisse der Kalibrierung und Validierung

Die Validierung einer analytischen Methode ist der dokumentierte Nachweis, dass das Ver-
fahren fur die analytische Problemstellung geeignet ist, und innerhalb des gewéahlten Ar-
beitsbereiches zu den erwarteten Ergebnissen fuhrt (USP 26/NF 21 2003a). Die Anforderun-
gen der USP 26/NF 21 sind weitestgehend deckungsgleich mit denen der ICH-Guidelines
.Validation of analytical procedures” (ICH Q2A 1994) und ,Validation of analytical procedu-
res: methodology* (ICH Q2B 1996). Die im Rahmen der Validierung eines Analysenverfah-
rens zu untersuchenden Parameter sind Richtigkeit, Préazision, Spezifitat, Nachweisgrenze,
Bestimmungsgrenze, Linearitat und Arbeitsbereich. Die fir ein bestimmtes Analysenverfah-
ren zu validierenden Parameter richten sich in erster Linie nach der Aufgabenstellung. Un-
terschieden werden Verfahren zur reinen Identifikation eines Analyten, zur Prifung auf Ver-
unreinigungen und zur Gehaltsbestimmung der Hauptkomponente in einem Gemisch. Letzte-
res trifft auf die Bestimmung von Hyperforin in CO,-Extrakten zu, so dass im Rahmen dieser
Arbeit auf die Ermittlung von Nachweis- und Bestimmungsgrenze verzichtet wird. Zur Selek-
tivitat der Methode fir Hyperforin wird auf Orth (1999) verwiesen, der diesen Nachweis im
Rahmen der Methodenentwicklung erbracht hat. Der Nachweis der Identitat wird durch Ver-
gleich der Retentionszeit mit der einer Referenzsubstanz erbracht. Die Richtigkeit einer Me-
thode beschreibt den Grad der Ubereinstinmung der gemessenen Werte mit den wahren
Werten. Dazu wird die Wiederfindungsrate nach Zudosieren einer Standardlésung bestimmit.
Die Systemprazision spiegelt den zufalligen Fehler bei wiederholter Injektion derselben Pro-
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be wieder, wahrend die Methodenprazision den gesamten Vorgang der Probenaufbereitung
umfasst.

Das HPLC-Chromatogramm eines Johanniskraut-CO,-Extraktes ist exemplarisch in Abb. 4-2
wiedergegeben. Drei basisliniengetrennte Peaks sind zu erkennen: Orthoforin nach einer
Retentionszeit von ca. 7 min, Hyperforin nach ungeféahr 8,5 min und Adhyperforin nach
knapp 10 Minuten. Im Rahmen der Gehaltsbestimmungen von Hyperforin in Johanniskraut-
CO,-Extrakten wird lediglich Hyperforin quantifiziert, fir das die Ergebnisse der Kalibrierung

im Folgenden zusammengestellt sind.
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Abb. 4-2 HPLC-Chromatogramm eines Johanniskraut-CO,-Extraktes
1 Orthoforin 2 Hyperforin 3 Adhyperforin

Die Kalibrierung erfolgt durch Auftragung der Peakflachen Uber der Konzentration an Hyper-
forin in der Ldsung, und Berechnung der Kalibriergeraden nach der Methode der Minimie-
rung der Summe der Abweichungsquadrate (Gottwald 2000). Die Kalibriergerade zusammen
mit dem um den Faktor 10 aufgeweiteten 95 %-Vertrauensbereich ist in Abb. 4-3 dargestellt.
Der Vertrauensbereich gibt die Unsicherheit des Datenschwerpunktes in y-Richtung sowie
der Steigung der Kalibriergeraden wieder. Die Gute der Kalibrierung wird anhand des Resi-
duenplots (Abb. 4-4) beurteilt. In Tab. 4-1 sind die Ergebnisse der Kalibrierung fur die Hyper-
forin-Gehaltsbestimmung mittels HPLC zusammengefasst (Rohdaten siehe Abschnitt 11.2,
Tab. 11-1 auf Seite 150).
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Tab. 4-1 Kalibrierdaten der HPLC-Gehaltsbestimmung fur Hyperforin

Parameter Kalibrierung Hyperforin
Messbereich [mg/100 ml] 12,228 — 73,370
Datenschwerpunkt X=42,799

y=196573
Korrelationskoeffizient 0,9995
Reststandardabweichung 3053
Verfahrensstandardabweichung 0,6588
Relative Verfahrensstandardabweichung 1,54 %
Geradengleichung Hyperforin f(x) = 4633,6x — 1740,1

Die Ergebnisse der Validierung fir die Parameter Systemprazision, Methodenprazision und
Richtigkeit fir die Gehaltsbestimmung von Hyperforin mittels HPLC gibt Tab. 4-2 wieder. Die
Rohdaten der Validierung sind in Abschnitt 11.2, Tab 11-2, Tab. 11-3 und Tab. 11-4 auf den
Seiten 151-152 zusammengestellt.

Tab. 4-2 Statistische Daten zur Validierung der HPLC-Gehaltsbestimmungsmethode flr

Hyperforin
Parameter Soll-Gehalt  Konzentration  Rel. Standard- Wiederfindungs-
[%0] [mg/100 ml]  abweichung [%] rate [%0]
Systemprazision 33,387 (n=6) 1,32
Methodenprazision
LM-Extraktion ca. 50 (n=18) 4,72
CO,-Extraktion ca. 35 (n=18) 2,28
Wiederfindung 90,00 30,048 1,46 101,91
108,27 36,147 1,56 100,60

116,53 38,906 2,02 100,95




KAPITEL 5

OPTIMIERUNG DER EXTRAKTIONSBEDINGUNGEN

5.1 Extraktion von Hypericum perforatum L. mittels tGberkritischem CO,
— Literaturtbersicht
Im Rahmen der Identifizierung von Hyperforin als maf3geblich wirksamkeitsmitbestimmen-
dem Prinzip in Hypericum perforatum L. (siehe 2.2.3, Seite 15) wird von zahlreichen Autoren
die pharmakologische Wirksamkeit von hyperforinangereicherten Johanniskraut-CO,-
Extrakten untersucht. Gemeinsam ist diesen Arbeiten, dass sie lediglich Angaben zum Hy-
perforingehalt dieser Extrakte enthalten, jedoch in der Regel keinerlei Aussagen zu den Her-
stellungsbedingungen machen, unter denen diese Extrakte gewonnen werden (Tab. 5-1).

Tab. 5-1 Literaturiibersicht der pharmakologisch untersuchten CO,-Extrakte

Autor Hyperforin Herstellung  Sonstige Inhaltsstoffe
Chatterjee et al. (1998) 38,8 % - nicht nachweisbar
Dimpfel et al. (1998) 30,1 % DEV 25:1 nicht nachweisbar
Miiller et al. (1998) 38,8 % - nicht nachweisbar

Di Matteo et al. (2000) - - -

Perfumi et al. (2001) 24,3 % - Hypericin sehr gering

Nur wenige Arbeiten und Patente befassen sich mit der Uberkritischen CO,-Extraktion von
Johanniskraut im analytischen oder préparativen Mal3stab. Eine Extraktionsmethode mit
Uberkritischem CO, im analytischen Mafistab zur Gewinnung von Phloroglucinolen entwi-
ckeln Cui et al. (2002). Untersucht wird der Einfluss des Extraktionsdruckes (311, 380,
449 bar) und der Extraktionstemperatur (40, 50, 60 °C) auf das Peakflachenverhdltnis von
Hyperforin bzw. Adhyperforin zur Gesamtpeakflache. Auf einen statischen Extraktionsschritt
von 10 min folgt jeweils eine dynamische Extraktion Gber 1,5 h bei einem CO,-Massenfluss
von 1 ml/min. Bei 1 g eingesetztem Johanniskraut als Ausgangsmaterial ergibt sich daraus in
Abhangigkeit von den Extraktionsbedingungen ein Droge/Lésungsmittelverhaltnis von 1/91
bis 1/76. Das extrahierte Material wird nach Entspannung auf Normaldruck in einem Ge-
misch aus n-Hexan und Methanol aufgefangen. Bei einem Druck von 380 bar und einer

Temperatur von 50 °C erreicht man sowohl fir Hyperforin als auch fur Adhyperforin maxima-
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le Peakflachenverhéltnisse. Insgesamt finden sich im Vergleich zu einer Ultraschallextraktion
nur 60 % des Hyperforins und Adhyperforins im CO,-Extrakt wieder. Ein Zusatz von Metha-
nol als Modifier erhoht den Anteil polarer Komponenten im Extrakt.

Eine Patentschrift von Castor et al. (2001) beschreibt die Gewinnung verschiedener wirksa-
mer Fraktionen aus Hypericum perforatum L. in analytischem Mal3stab auf dem Wege der
sequentiellen Extraktion mit nahekritischen, kritischen oder Uberkritischen Gasen und unter
Zusatz organischer Co-Solventien. Unter ,Example 3" wird eine Extraktion von 3 g getrock-
netem Johanniskraut bei 207 bar und 40 °C Uber 30 min mit reinem Kohlendioxid beschrie-
ben. Darauf folgt ein schrittweiser Methanolzusatz von 5, 10 und 20 % im Abstand von
10 min. Die auf diese Weise gewonnenen vier Fraktionen werden unter Vakuum bei 40 °C
getrocknet und deren Ausbeute und Hyperforingehalt bestimmt. Die héchsten Gehalte an

Hyperforin werden mit reinem Kohlendioxid erzielt und liegen bei ca. 44 %.

In praparativem Malf3stab unter Einsatz eines 3,75 |-Extraktionsbehélters untersuchen Catch-
pole et al. (2002) die Extraktion von Hyperforin und Adhyperforin aus Johanniskraut mit
Uberkritischem (300 bar, 40 oder 50 °C) und fliissigem CO, (70 bar, 22 °C). Nach tberkriti-
scher Extraktion erfolgt die Abscheidung zweistufig, wobei keinerlei Angaben zu den Ab-
scheidebedingungen gemacht werden. Die dabei gewonnenen Fraktionen bezeichnen die
Autoren als ,oleoresin“ bzw. ,essential oil“, beide werden auf ihren Gehalt an Hyperforin und
Adhyperforin untersucht. Die héchsten Gehalte an Phloroglucinolen mit rund 50 % Hyperforin
und 9 % Adhyperforin im Extrakt finden die Autoren bei einer Extraktion mit flissigem Koh-
lendioxid, im Rahmen derer der gesamte Extrakt in einer Fraktion anfallt. Extraktionen mit
Uberkritischem CO, bei 300 bar und 40 °C liefern 38 % Hyperforin und 6,5 % Adhyperforin in
der ,oleoresin“-Fraktion gegentber 19,7 bzw. 3,3 % in der ,essential oil“-Fraktion. Der Zusatz
von 10 % Ethanol als Modifier verringert den Gehalt an Phloroglucinolen in beiden Fraktio-
nen durch Co-Extraktion hydrophiler Begleitstoffe. Hypericin erscheint unter keinen der un-
tersuchten Bedingungen im Extrakt. Kinetische Untersuchungen zur Ausbeute der ,oleore-
sin“-Fraktion zeigen eine schnellere Extraktion unter Uberkritischen Bedingungen bei héhe-

ren Temperaturen und eine deutliche Verlangsamung bei Extraktion mit flissigem CO..

Ein weiteres praparatives Verfahren zur Gewinnung von Hyperforin mittels tberkritischer
CO,-Extraktion im praparativen Maf3stab findet sich in der Patentliteratur (Erdelmeier et al.
2001b) mit dem Ziel, Hyperforin aus Hypericum perforatum L. durch Extraktion zu gewinnen
und zu stabilisieren. In diesem Zusammenhang wird unter ,Example 5 ein Verfahren be-
schrieben, bei dem zunachst Frischpflanzenmaterial ausgepresst, der Presssaft mit Ascor-

binsaure als Antioxidans versetzt und dieser anschlielend dem Pressriickstand wieder zu-
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gesetzt wird. AnschlieBend wird bei 350 bar und 40 °C bei einem Droge/L6sungs-
mittelverhaltnis von 1/20 mit Gberkritischem Kohlendioxid extrahiert. Nach Trocknung bei
60 °C erhélt man ausgehend von 515 g Frischpflanzenmaterial eine Ausbeute von 12,3 g
Extrakt, der 43,1 % Hyperforin enthalt.

5.2 Untersuchung des Einflusses verschiedener Extraktionsbedingungen
auf die Extraktausbeute und den Hyperforingehalt

Im Folgenden wird der Einfluss der Extraktionsparameter Druck, Temperatur, CO,-
Massenfluss und Extraktionsdauer auf die Extraktausbeute und den Hyperforingehalt be-
schrieben. Ziel dieser Optimierung der Extraktionsparameter ist es, eine moglichst hohe An-
reicherung von Hyperforin unter schonenden Bedingungen bei akzeptablen Restgehalten in
der Droge zu erzielen. Die experimentellen Daten finden sich unter 8.5.3.1 auf Seite 119.
Wenn nichts anderes angeben ist, liegen als Ausgangsmaterial 370 g Johanniskraut zu
Grunde, welches unmittelbar vor der Extraktion mittels Schneidmuhle zerkleinert wird (siehe
8.5.1, Seite 119). Die PartikelgréRenverteilung des fir die Extraktion eingesetzten Johannis-
krauts wird sowohl vor als auch nach der Mahlung in der Schneidmihle mittels Siebanalyse
bestimmt (siehe 8.4.5, Seite 118). Das Ergebnis ist in Abb. 5-1 dargestellt.
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Abb. 5-1 Partikelfraktionen des verwendeten Johanniskrautes vor ([]) und nach ([E)der
Behandlung in der Schneidmuhle
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Durch die Mahlung in der Schneidmuihle wird die Fraktion > 1,4 mm zugunsten der Fraktion
< 0,5 mm verringert, wahrend die mittlere Fraktion zwischen 0,5 und 1,4 mm mit einem Anteil
von 50 % praktisch unverandert bleibt. Zur besseren Charakterisierung der Partikelgrof3en-
verteilung nach Mahlung mit der Schneidmuhle wird eine weitere Siebanalyse mit den Sieb-
grolRen 0,355 und 1 mm durchgefihrt, deren Resultat sich in Tab. 5-2 findet. Fiur das ver-
wendete Ausgangsmaterial ergibt sich daraus eine KorngrofRenverteilung von 59,3 % zwi-

schen 0,355 und 1 mm, sowie 80,4 % < 1 mm.

Tab. 5-2 Korngréf3enverteilung des verwendeten Johanniskrautes nach der Behandlung in

der Schneidmuhle.

Kornfraktionen
X < 0,355 mm 0,355 mm>x>1mm X>1mm
21,1 % 59,3 % 19,3 %

Die Extraktion von Johanniskraut mit tberkritischem CO, erfolgt entsprechend Abschnitt
8.5.3.1 auf Seite 119. Der Extrakt wird direkt anschlieRend an die Enthahme aus dem Sepa-
rator bei -30 °C tiefgefroren und nach Sublimation des Kohlendioxids in Petrischalen gefrier-
getrocknet (siehe 8.5.2, Seite 119). Nach der Gefriertrocknung wird durch Wagung der Petri-
schale die Ausbeute an getrocknetem Extrakt bestimmt und prozentual auf die Einwaage an
Johanniskraut in die Extraktionshiilse berechnet. Der gefriergetrocknete Extrakt stellt eine
inhomogene, gelblich bis braunliche, leicht flockige bis stark zahe und klebrige Masse dar
und wird nach Bestimmung der Ausbeute in einer Fantaschale homogenisiert. Der homoge-
nisierte Extrakt wird bis zur Gehaltsbestimmung von Hyperforin bei -70 °C gelagert. Die Ge-
haltsbestimmung erfolgt gemaf Abschnitt 8.4.1 auf Seite 112. Jeder Extrakt wird dreifach
analysiert und die Hyperforinkonzentration der entsprechenden Probenlésung Uber die Kalib-
riergerade ermittelt. Aus dieser Konzentration und dem Volumen der Probelésung wird die
Masse an Hyperforin prozentual auf die Probeneinwaage berechnet. In den folgenden Dia-
grammen ist die Extraktausbeute als Punkt bzw. Linie, der Hyperforingehalt als Saule darge-
stellt. Fur letzteren ist der 95 %-Vertrauensbereich des Mittelwertes aus drei Einzelbestim-

mungen angegeben. Jede Extraktion wird einmal wiederholt.
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5.2.1 Einfluss des Extraktionsdruckes

Die Abhangigkeit der Extraktausbeute und des Hyperforingehaltes der Extrakte vom Extrak-
tionsdruck wird auf den drei Druckniveaus 90, 120 und 150 bar untersucht. Die Extraktions-
temperatur wird bei 40 °C konstant gehalten, der CO,-Massenfluss betragt 8 kg-h™* bei einer

Extraktionsdauer von 3 h. Die Ergebnisse sind in Abb. 5-2 dargestellt.
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Abb. 5-2 Abhangigkeit der Extraktausbeute und des Hyperforingehaltes vom Extraktions-
druck; (——) Extraktausbeute, ([IJ) Hyperforingehalt 90 bar/40 °C/8 kg-h™/3 h,
(B Hyperforingehalt 120 bar/40 °C/8 kg-h™/3 h,
(H) Hyperforingehalt 150 bar/40 °C/8 kg-h™/3 h; (n = 3 Proben)

Steigender Extraktionsdruck fuhrt zu héheren Extraktausbeuten aber gleichzeitig zu einem
geringeren Hyperforingehalt der Extrakte. Extrakte, die bei 90 bar hergestellt werden, enthal-
ten bis zu 35 % Hyperforin. Verglichen damit liefert ein Extraktionsdruck von 120 bar eine um
50-60 % hohere Extraktausbeute bei jedoch 30 % geringerem Hyperforingehalt. Eine weitere
Drucksteigerung auf 150 bar zeigt keine Auswirkungen, weder auf die Ausbeute noch auf
den Gehalt der Extrakte an Hyperforin. Betrachtet man die absolute Ausbeute an Hyperforin,
erhalt man rund 1,6 g bei 90 bar verglichen mit 1,85 g bei 120 bar. Daraus ergibt sich, dass
die bei héheren Driicken gefundenen geringeren Gehalte an Hyperforin durch die wesentlich

groReren Ausbeuten tberkompensiert werden.
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5.2.2 Einfluss der Extraktionstemperatur

Zur Untersuchung des Einflusses der Extraktionstemperatur auf Ausbeute und Hyperforinge-
halt der resultierenden Extrakte werden Extraktionen bei 120 bar/40°C und 158 bar/50 °C
durchgeflihrt. Die Ergebnisse gibt Abb. 5-3 wieder.
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Abb. 5-3 Abhangigkeit der Ausbeute und des Hyperforingehaltes von der Extraktionstem-
peratur; (——=—) Extraktausbeute, () Hyperforingehalt 120 bar/40 °C/8 kg-h™/3 h,
() Hyperforingehalt 158 bar/50 °C/8 kg-h™/3 h; (n = 3 Proben)

Aus einer hoheren Temperatur ergibt sich eine geringere Dichte und dadurch eine verringer-
te Losungskapazitat des uberkritischen CO, (siehe 2.1.3, Seite 4). Um den Einfluss der
Temperatur unabhangig von der veranderten Dichte untersuchen zu kénnen, wird der Ex-
traktionsdruck bei einer Extraktionstemperatur von 50 °C so angepasst, dass die Dichte kon-
stant bleibt (berechnet nach Bender-EOS, Bender 1970). CO,-Massenfluss und Extraktions-
dauer werden bei 8 kg-h™ bzw. 3 h konstant gehalten. Die Extraktion bei einer erhéhten
Temperatur von 50 °C fuhrt zu einer hoheren Extraktausbeute aber geringeren Hyperforin-
gehalten der Extrakte. Wahrend die Ausbeute von rund 2 % bei 120 bar/40 °C auf annahernd
2,5 % bei 158 bar/50 °C ansteigt, fallt der Hyperforingehalt von 25 auf 22 % leicht ab. Die
Gesamtausbeute an Hyperforin bei 50 °C betragt rund 2 g verglichen mit 1,85 g bei 40 °C.
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5.2.3 Einfluss der Extraktionsdauer

Die Abhangigkeit der Extraktausbeute und des Hyperforingehaltes von der Extraktionsdauer
und der damit verbundenen Menge an Kohlendioxid, die das Drogenbett passiert, wird durch
Extraktionen von 1, 3 und 5 h Dauer ermittelt. Dies entspricht CO,-Mengen von 8, 24 bzw.
40 kg CO./h oder einem Droge/Lésungsmittelverhaltnis von 1/22, 1/67 bzw. 1/111. Der Effekt
wird bei einem konstanten Extraktionsdruck von 120 bar, bei einer Extraktionstemperatur von

40 °C und einem CO,-Massenfluss von 8 kg-h™ untersucht.
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Abb. 5-4 Abhangigkeit der Extraktausbeute und des Hyperforingehaltes von der Extraktions-
dauer; (———) Extraktausbeute, ([J) Hyperforingehalt 120 bar/40 °C/8 kg-h™/1 h,
(IW) Hyperforingehalt 120 bar/40 °C/8 kg-h™/3 h,
(W) Hyperforingehalt 120 bar/40 °C/8 kg-h™/5 h; (n = 3 Proben)

Wie in Abb. 5-4 dargestellt erhélt man nach einer Extraktion von einer Stunde bei
120 bar/40 °C/8 kg-h™* eine Ausbeute von 1,5-1,8 % und einen Hyperforingehalt der Extrakte
von rund 33 %. Eine Verlangerung der Extraktionsdauer von 1 auf 3 h fuhrt zu einer Erho-
hung der Ausbeute um ca. 20 % bei einer Reduktion des Hyperforingehaltes der resultieren-
den Extrakte von 25 %. Fuhrt man auch hier analog den Uberlegungen zur Druckabhangig-
keit eine Betrachtung der absoluten Masse an Hyperforin, die in den jeweiligen Extrakten
erscheint durch, so erhalt man nach 1 h ungefahr 2 g Hyperforin, die sich mit langerer Ex-
traktionsdauer nicht mehr verandert. Dies lasst den Schluss zu, dass die Extraktion von Hy-

perforin aus Johanniskraut innerhalb einer Stunde abgeschlossen ist.
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5.2.4 Einfluss des CO,-Massenflusses

Die Abhangigkeit von Ausbeute und Hyperforingehalt der Extrakte vom CO,-Massenfluss
wird auf den drei Niveaus 4, 6 und 12 kg-h™* untersucht und ist in Abb. 5-5 dargestellt. Wie in
Abschnitt 5.2.3 aufgezeigt, wird das Extraktionsergebnis mafRgeblich durch die Menge an
Kohlendioxid, die das Drogenbett passiert, beeinflusst. Um den Effekt eines verdnderten
Massenflusses isoliert von der Menge an Extraktionsfluid beurteilen zu kénnen, wird die Ex-
traktionsdauer so angepasst, dass die Gesamtmenge an CO,, die das Drogenbett passiert
konstant bleibt. Damit ergeben sich die folgenden Kombinationen: 4 kg-h*/6 h, 8 kg-h/3 h
und 12 kg-h™"/2 h, bei einem konstanten Extraktionsdruck von 120 bar und einer Temperatur
von 40 °C.

40 2,4
35 ‘—\/—\ +21
30 T 1,8 _
S, S
5 25 = | 15 ¢
o 2
220 129
S g
g 15 09 8
> X
I Ll
10 0,6
5 0,3
0 : : : : : 0,0
4 kg-h/6 h 8 kg-h/3 h 12 kg-h/2 h

Abb. 5-5 Abhangigkeit der Extraktausbeute und des Hyperforingehaltes vom Massenfluss;
(——) Extraktausbeute, ([J) Hyperforingehalt 120 bar/40 °C/4 kg-h™/6 h,
() Hyperforingehalt 120 bar/40 °C/8 kg-h™/3 h,
(W) Hyperforingehalt 120 bar/40 °C/12 kg-h™/2 h; (n = 3 Proben)

Der CO,-Massenfluss zeigt praktisch keinen Effekt auf den Hyperforingehalt der Extrakte.
Unabhangig vom Massenfluss ergeben sich Hyperforingehalte von etwa 25 %. Fiur die
Extraktausbeute ist eine leichte Tendenz zu geringeren Werten bei hoherem Massenfluss zu

erkennen.
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53 Massenbilanz der Extraktion

Die Aufstellung einer Massenbilanz fur die Extraktion erfolgt gemaR Abb. 5-6. Zunachst wird
Uber eine 15-mindtige Mazeration der Ausgangsdroge mit Dichlormethan/Methanol (50/50
[VIV]) im Ultraschallbad der Hyperforingehalt der Ausgangsdroge bestimmt. Aus dem Hyper-
foringehalt und der Einwaage an Droge kann die maximal extrahierbare Masse an Hyperforin
in der Ausgangsdroge errechnet und als 100 %-Wert gesetzt werden. Unter analoger Vorge-
hensweise wird die nicht extrahierte, in der Droge verbliebene Masse an Hyperforin ermittelt,
indem der Resthyperforingehalt nach Mazeration bestimmt und mit der Rlickwaage an extra-

hierter Droge multipliziert wird.

100 %-Wert [g] =
Einwaage Droge [g] - Hyperforingehalt Droge [%0]

A 4
Nicht extrahierter Anteil [g] = v

Ruckwaage extrahierte Droge [g] - Extrahierter Anteil [g]

Restgehalt extrahierte Droge [%0]

\ 4
Anteil im Extrakt [g] =

Extraktausbeute [g] - Hyperforingehalt im Extrakt [%]

A 4
Nicht entnehmbarer Anteil [g] =

Hyperforingehalt der Spullésung [g]

Abb. 5-6 Analysen- und Berechnungsschema zur Aufstellung einer Massenbilanz fur die
CO,-Extraktion

Der extrahierte Anteil setzt sich zusammen aus dem Hyperforin, das im Extrakt erscheint und
dem, welches nach der Entnahme des Extraktes aus dem Separator als nicht entnehmbarer
Anteil in diesem verbleibt. Die Hyperforinmasse im Extrakt wird berechnet aus der Extrakt-
ausbeute und dem Hyperforingehalt des Extraktes (siehe Abschnitt 5.2). Der nicht entnehm-
bare Anteil wird bestimmt indem der Separator nach Entnahme des Extraktes mit Dichlor-
methan/Methanol (50/50 [V/V]) gesplilt, und die Spulllésung in einen Messkolben Uberflhrt
und analysiert wird. Aus der Hyperforinkonzentration und dem Volumen der Probenlésung
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wird die nicht entnehmbare Masse an Hyperforin berechnet. Sdmtliche Massenanteile wer-

den prozentual auf den 100 %-Wert bezogen.

Das Resultat der Bilanzierung von Hyperforin ohne den Anteil der Spilldsung in Abb. 5-7
dargestellt. Dunkle Saulen reprasentieren den Anteil an Hyperforin der im Extrakt gefunden
wird, helle S&ulen den nicht extrahierbaren Anteil in der Droge. Der Hyperforingehalt der

Ausgangsdroge wird auf 0,85 + 0,02 % (Mittelwert £ sdv) bestimmt.
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Abb. 5-7 Wiederfindung von Hyperforin im Extrakt ([ll) und in der extrahierten Droge ([])
bei verschiedenen Extraktionsbedingungen;
Fehlerbalken reprasentieren Spannweiten (n = 2 Extrakte)

Fur samtliche Extrakte mit Ausnahme derer die bei 90 bar/40 °C gewonnen werden, findet
man 59-67 % des gesamten Hyperforins im Extrakt wieder. Demgegenuber fallt der Anteil an
Hyperforin nach einer Extraktion bei 90 bar/40 °C deutlich auf 50 % ab. Betrachtet man da-
gegen den Anteil an Hyperforin in der extrahierten Droge so wird der positive Einfluss eines
hohen Extraktionsdruckes, einer hoheren Extraktionstemperatur und langerer Extraktions-
dauer auf die Restgehalte deutlich. Nach einer Extraktion bei einem Druck von 150 bar oder
einer Temperatur von 50 °C bei konstanter Dichte werden nur 10 % des gesamten Hyperfo-
rins in der extrahierten Droge wiedergefunden. Ebenso verhéalt es sich nach einer verlanger-

ten Extraktion Uber 5 h. FlUr sdmtliche anderen Extraktionsbedingungen liegt die Wiederfin-
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dung in der extrahierten Droge rund 1,5- bis 2-fach so hoch bei 15-20 %. In Abb. 5-7 sind die
Wiederfindungen im Separator nach Entnahme des Extraktes nicht dargestellt. Diese werden
nur fir zwei einzelne Extrakte bestimmt. Die Gesamtbilanz fur diese Extrakte ist in Tab. 5-3
wiedergegeben. Der nicht entnehmbare Anteil im Separator betrégt unter den gegebenen
Bedingungen rund 10 %. Bezieht man diesen in die Bilanzierung mit ein, so erhalt man eine

Gesamtwiederfindung von tber 95 % und somit eine anndhernd ausgeglichene Bilanz.

Tab. 5-3 Gesamtbilanz fiir zwei Einzelextrakte bei 120 bar/40 °C/8 kg-h™*/3 h
und 120 bar/40 °C/8 kg-h*/1 h

Droge (n = 3) 0,85+ 0,02 %
100 % — bei 370 g Droge entsprechend 3,145 + 0,074 g Hyperforin

120 bar/40 °C/8 kg-h™*/3 h

Extrakt Extrahierte Droge Spullésung
Hyperforin [g] 2,030 0,581 0,395
% 64,5 18,5 12,6
Wiederfindung [%0] 95,6

120 bar/40 °C/8 kg-h’/1 h

Extrakt Extrahierte Droge Spullésung
Hyperforin [g] 2,141 0,566 0,337
% 68,1 18,0 10,7
Wiederfindung [%0] 96,8

5.4 Einfluss der Extraktionsbedingungen auf die Zersetzung von Hyperforin
wahrend der Extraktion

Wie in Kapitel 4 bereits angedeutet und in Kapitel 7 naher ausgefihrt, ist Hyperforin als Phlo-

roglucinolderivat auf3erst instabil und unterliegt somit bei Temperaturbelastung einer raschen

oxidativen Zersetzung. Als dominierendes Zwischenabbauprodukt konnte Orthoforin identifi-

ziert werden (Orth et al. 1999b). Ausgehend von diesem findet eine weitergehende Zerset-

zung zu verschiedenen Abbauprodukten statt (Fuzzati et al. 2001). Orthoforin erscheint bei

den gegebenen Bedingungen der HPLC-Bestimmung von Hyperforin im Chromatogramm bei
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einer Retentionszeit von ca. 7 min (Abschnitt 4.2, Abb. 4-2 auf Seite 40). Durch Vergleich
des Peakflachenverhaltnisses Orthoforin/Hyperforin in der Ausgangsdroge nach Mazeration
mit dem in den Johanniskraut-CO,-Extrakten, soll die Zersetzungstendenz von Hyperforin zu
Orthoforin wéhrend der Extraktion abgeschéatzt werden. Die Peakflachenverhéltnisse der
Ausgangsdroge und der Extrakte bei verschiedenen Extraktionsbedingungen sind in Abb.
5-8 zusammengefasst. Fir jede Extraktionsbedingung ist der Mittelwert aus zwei unter iden-

tischer Vorgehensweise hergestellten Extrakten dargestellt.
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Abb. 5-8 Peakflachenverhéltnis von Orthoforin zu Hyperforin in Droge und Extrakten bei
verschiedenen Extraktionsbedingungen;

Fehlerbalken reprasentieren Spannweiten (n = 2 Extrakte)

Das Orthoforin/Hyperforin-Peakflachenverhdltnis in der Ausgangsdroge betragt 0,09. Extrak-
tionen bei 90 bar und eine kurze Extraktion von 1 h bei 120 bar haben keinen Einfluss. Da-
gegen steigt das Verhaltnis Orthoforin zu Hyperforin bei langerer Extraktionsdauer und héhe-
rer Extraktionstemperatur auf bis zu 0,11 an, dies entspricht einer Zunahme von rund 22 %.
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5.5 Einfluss des Zerkleinerungsgrades der Droge

Der Einfluss des Zerkleinerungsgrades der Droge auf die Extraktausbeute und den Hyperfo-
ringehalt wird anhand eines Vergleiches bei 120 bar, 40 °C bei einem CO,-Massenfluss von
8 kg-h* untersucht. Da sich bei nicht zerkleinerter Droge eine geringere Packungsdichte in
der Extraktionshilse ergibt, wird die Extraktionsdauer verringert, so dass das Dro-
ge/Losungsmittelverhaltnis konstant bleibt. Die Ergebnisse sind in Tab. 5-4 zusammenge-

stellt.

Tab. 5-4 Gegenuberstellung der Extraktionsergebnisse bei Verwendung von zerkleinerter

und unzerkleinerter Droge (n = 2 Extrakte)

Extraktion bei 120 bar/40 °C/8 kg-h™
Droge zerkleinert Droge unzerkleinert
Eingesetzte Drogenmenge [g] 370 300
Extraktionsdauer' [min] 180 146
Ausbeute [%] + Spannweite 1,99 + 0,13 1,75+0,14
Hyperforingehalt [%] £ Spannweite 25,2+0,6 275+0,5
Wiederfindung Hyperforin im Extrakt
[%] + Spannweite 58,9+5,6 51,2+49
Wiederfindung Hyperforin in der Droge
[%] + Spannweite 18,2+ 0,2 19,9+ 2,6
Orthoforin/Hyperforin-Verhaltnis 0,1034 + 0,064 0,0875 + 0,0016

Eine starkere Zerkleinerung der Droge fuhrt zu einer um 14 % hdheren Extraktausbeute aber
einem 8 % geringerem Hyperforingehalt. Dies schlagt sich in einer um ein Finftel héheren
Hyperforinausbeute im Extrakt nieder, wahrend die Wiederfindung in der Droge praktisch
unverandert bleibt. Das Orthoforin/Hyperforin-Peakflachenverhdéltnis ist um 18 % erhdht.
Tab. 5-5 zeigt, dass diese Zunahme zum Teil auf den Zerkleinerungsvorgang in der

Schneidmuihle zuriickzufiihren ist.

' Um das Droge/Losungmittelverhaltnis konstant zu halten wird die Extraktionsdauer entsprechend
angepasst
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Tab. 5-5 Einfluss der Zerkleinerung der Droge mittels Schneidmuihle auf den Hyperforinge-
halt und auf das Orthoforin/Hyperforin-Peakflachenverhaltnis der Ausgangsdroge
(n = 3 Proben)

Droge zerkleinert Droge unzerkleinert
Hyperforingehalt [%] = sdv 0,85 +0,02 0,94 £ 0,02
Orthoforin/Hyperforin + sdv 0,091 + 0,005 0,083 + 0,008

Die Zerkleinerung von Johanniskraut in der Schneidmuihle reduziert den Hyperforingehalt der
Droge von 0,94 auf 0,85 % was einer Abnahme um 10 % entspricht. Im gleichen Mal3e
nimmt das Orthoforin/Hyperforin-Peakflachenverhéltnis zu. Eine Zerkleinerung der Droge
wirkt sich somit lediglich auf die Hyperforinausbeute im Extrakt positiv aus.

5.6 Diskussion der Ergebnisse

Im Rahmen der Isolierung von Hyperforin aus Johanniskraut beschreiben Orth et al. (1999)
die Extraktion von Johanniskrautbliten mit n-Hexan. Ebenso wie n-Hexan ist Uberkritisches
Kohlendioxid als lipophiles Losungsmittel zu betrachten. Sein linearer Aufbau weist kein Di-
polmoment auf. Die relative Dielektrizitdtskonstante betragt im Bereich des kritischen Punk-
tes ungefahr 1,1 (Moriyoshi et al. 1993), verglichen mit 1,9 fir n-Hexan. Die Abh&ngigkeit der
relativen Dielektrizitatskonstanten von Druck und Temperatur gibt Abb. 2-3 in Abschnitt 2.1.3
auf Seite 4 wieder.

Die bis heute vorliegenden Arbeiten zur Extraktion von Hypericum perforatum L. mittels
Uberkritischem CO, im analytischen oder praparativen Maf3stab verwenden Extraktionsdri-
cke zwischen 200 und 450 bar sowie Temperaturen zwischen 40 und 60 °C. Eine Untersu-
chung der Abhangigkeit des Extraktionsergebnisses von CO,-Massenfluss und Extraktions-

dauer findet sich in der aktuellen Literatur nicht (siehe Abschnitt 5.1).

5.6.1 Extraktionsdruck

Wie in Abschnitt 2.1.3 ausgefiihrt ist die Losungskapazitat tGberkritischer Gase in erster Linie
abhangig von deren Dichte, die ihrerseits eine Funktion von Druck und Temperatur ist. Abb.
2-3 auf Seite 4 zeigt, dass die Abhangigkeit der Dichte eines Uberkritischen Gases im Be-
reich des kritischen Punktes am starksten ausgepragt ist. In diesem Bereich flhren kleine
Druckerhdhungen zu relativ starken Erhéhungen der Dichte und daraus resultierend der L6-

sungskapazitat eines Uberkritischen Fluids. Eine héhere Ldsungskapazitat begunstigt die
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Extraktion aller, auch unerwiinschter Begleitstoffe, wie beispielsweise Cuticularwachse. Aus
diesem Grund werden im Rahmen der Optimierung des Extraktionsdruckes moderate Dr-
cke im Bereich des kritischen Punktes von CO, untersucht, mit dem Ziel eine moglichst star-

ke Anreicherung von Hyperforin aus Johanniskraut zu erreichen.

Entsprechend Bender-EOS (Bender 1970) ergeben sich fir die untersuchten Driicke von 90,
120 und 150 bar bei einer konstanten Temperatur von 40 °C Dichten von 484, 716 bzw.
780 kg/m®. Wie auf Grund der héheren Losungskapazitat zu erwarten, steigt mit zunehmen-
dem Druck die Ausbeute an Gesamtextrakt an (Abb. 5-2 — Linie). Da der Gehalt an Hyperfo-
rin im Extrakt bei einer Drucksteigerung von 90 auf 120 bar um rund 30 % abnimmt, ist die
Ausbeutesteigerung in erster Linie auf eine Co-Extraktion unerwiinschter Begleitstoffe wie
beispielsweise Cuticularwachsen zurtickzufiihren. Cuticularwachse sind ubiquitar und Teil
der Cuticula, dem pflanzlichen Abschlussgewebe. Als solches erflllen sie Schutzfunktionen,
insbesondere vor Austrocknung. Die Loslichkeit von Cog-n-Alkan, einem der dominierenden
Bestandteile der Cuticularwachse in Uberkritischem CO, untersuchen Reverchon et al.
(1993). Sie ermitteln Loslichkeiten von 0,017 und 0,092 % (m/m) bei 40 °C und Driicken von
90 bzw. 150 bar, entsprechend einer Erhéhung der Ldslichkeit um den Faktor 5-6. Zur LOs-
lichkeit von Hyperforin in Gberkritischem Kohlendioxid liegen keine vergleichbaren Daten vor.
Auf Grund der Steigerung der absoluten Ausbeute von Hyperforin von 1,6 g bei 90 bar auf
1,85 g bei 120 bar ist zu schlieRen, dass auch Hyperforin von der erhéhten Lésungskapazitét
des uberkritischen CO, bei héheren Dricken profitiert. Im Sinne einer moglichst selektiven
Anreicherung von Hyperforin im Extrakt erweisen sich jedoch niedrige Driicke als vorteilhaft.
Betrachtet man die Massenbilanz (Abb. 5-7) in Abh&angigkeit vom Extraktionsdruck so fallt
zunachst auf, dass bei 90 bar nur 50 % des insgesamt extrahierbaren Hyperforins im Extrakt
wiedergefunden werden, wahrend der Anteil in der extrahierten Droge mit 20 % im Vergleich
zu 120 bar praktisch unveréandert bleibt. Dies erklart sich aus der geringen Ausbeute nach
Extraktion bei 90 bar. Geht man davon aus, dass die Masse an Extrakt, der im Separator
nach Entnahme des Extraktes verbleibt, unabhéngig von den Extraktionsbedingungen ist, so
fallt dieser Anteil bei geringeren Ausbeuten starker ins Gewicht. Eine Extraktion bei einem
Druck von 150 bar erweist sich als vorteilhaft im Hinblick auf den Restgehalt in der Droge. Im
Vergleich zu 90 oder 120 bar halbiert sich der in der extrahierten Droge gefundene Anteil an

Hyperforin.
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5.6.2 Extraktionstemperatur

Neben dem Extraktionsdruck wird die Dichte des Uberkritischen CO, maR3geblich durch die
Temperatur beeinflusst. Eine Erhéhung von 40 auf 50 °C bei einem konstanten Druck von
120 bar verringert die Dichte entsprechend der Bender-EOS (Bender 1970) von 716 auf
581 kg/m?® und bewirkt somit eine geringere Lésungskapazitat des tberkritischen Fluids. Wie
in Abschnitt 2.1.3 ab Seite 4 am Beispiel der Ldslichkeit von Quarzsand in Uberkritischem
Wasser ausgefihrt (siehe Abb. 2-2, Seite 5), hat eine Erh6hung der Temperatur einen stei-
genden Dampfdruck und damit groRere Flichtigkeit einer Substanz zur Folge. Um zu unter-
suchen inwieweit diese Flichtigkeit der zu extrahierenden Substanzen das Extraktionser-
gebnis beeinflusst, ist es notwendig, Extraktionen bei erhdhter Temperatur aber konstanter
Dichte durchzufiihren. Dies wird erreicht, indem ausgehend von 120 bar/40 °C bei 158
bar/50 °C extrahiert wird. Die Ergebnisse zeigen eine Zunahme der Ausbeute um ca. 20 %
bei geringfugig abnehmendem Hyperforingehalt (siehe Abb. 5-3). Die zunehmende Tempe-
ratur wirkt sich positiv auf die Extrahierbarkeit von Hyperforin aus, erkennbar daran, dass die
Ausbeute an Hyperforin von 1,85 auf 2 g leicht ansteigt. Dieser Anstieg der Hyperforinaus-
beute erklart jedoch nicht die Zunahme der Gesamtausbeute um 20 %. Nach Reverchon et
al. (1993) steigt die Loslichkeit von C,g-n-Alkan ausgehend von 110 bar/35 °C (711 kg/m®)
von 0,053 auf 0,16 % (m/m) bei 135 bar/45 °C (706 kg/m®). Dies entspricht einer Verdreifa-
chung der Loslichkeit und ist auf Grund der konstanten Dichte auf eine Erhéhung der Fliich-
tigkeit des Alkans zurtickzufiihren. Die Erhéhung der Ausbeute bei geringeren Gehalten an
Hyperforin erklart sich damit aus einer verstarkten Extraktion von unerwiinschten Begleitstof-
fen wie beispielsweise Cuticularwachsen. Eine verbesserte Effizienz der Extraktion leitet sich
aus der Massenbilanz (siehe Abb. 5-7) ab. Wahrend der Anteil an Hyperforin im Extrakt bei
hoherer Temperatur leicht ansteigt, fallt er in der extrahierten Droge um ca. 50 % ab. Eine
mdoglichst selektive Extraktion von Hyperforin aus Johanniskraut mit hohen Gehalten im Ex-

trakt wird durch tiefere Temperaturen begunstigt.

5.6.3 Extraktionsdauer

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen eine deutliche Abhangigkeit der Ausbeute und des Hy-
perforingehaltes von der Extraktionsdauer. Eine Extraktion tber eine Stunde liefert einen
Hyperforingehalt von 33 % verglichen mit 25 % nach 3- oder 5-stiindiger Extraktionsdauer.
Die Extraktausbeute erhoht sich von rund 1,65 % nach einer Stunde auf 2,2 % nach funf
Stunden. Wahrend die Ausbeute nach langerer Extraktion weiter ansteigt, bleibt der Hyperfo-
ringehalt der Extrakte ab 3-stindiger Extraktion konstant (sieche Abb. 5-4). Dass die Steige-
rung der Ausbeute nicht auf die vermehrte Extraktion von Hyperforin zurlickgefiihrt werden

kann, ist an der absoluten Hyperforinausbeute im Extrakt erkennbar. Bereits nach einer
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Stunde liegt diese bei rund 2,0 g und bleibt bei langerer Extraktionsdauer unverandert. Uber-
kritisches Kohlendioxid, das die Extraktionshilse durchstromt, nimmt Extraktivstoffe auf und
wird in Abh&ngigkeit der Loslichkeit abgeséttigt. Geldste Stoffe werden im CO,-Strom ab-
transportiert, frisches, unbeladenes CO, stromt nach und steht fir noch ungeltste Bestand-
teile zur Verfigung. Dadurch kann sich das Sattigungsgleichgewicht zwischen Extraktivstof-
fen und Uberkritischem CO, permanent neu einstellen. Dies geschieht umso haufiger, je
mehr Kohlendioxid die Extraktionshilse durchstrémt. Wahrend einer Extraktion werden zu-
nachst Stoffe aus zerstérten Zellen geldst (Abschwemme), der limitierende Vorgang hierbei
ist die Losungsgeschwindigkeit der Extraktivstoffe im Uberkritischen Extraktionsmedium. Pa-
rallel dazu diffundieren Extraktivstoffe aus unzerstérten Zellen in das Extraktionsmedium.
Geschwindigkeitsbestimmend fur diesen Vorgang ist die Diffusion Uber die Zellmembran
(Sovova et al. 1994). Im Laufe des Extraktionsprozesses wird das Uberkritische CO, zu-
nachst mit jenen Stoffen abgesattigt, die die héchste Ldslichkeit besitzen. In dem Mal3e wie
die Abschwemme aus zerstorten Zellen in den Hintergrund und die Diffusion aus intakten
Zellen in den Vordergrund tritt, nimmt der Sattigungsgrad im Extraktionsmedium ab. Die da-
durch freiwerdende Lésungskapazitat steht damit fir andere, schwerer l6sliche Extraktivstof-
fe zur Verfugung, die sich in dieser Phase im Extrakt anreichern. Die Massenbilanz (siehe
Abb. 5-7) spiegelt die hthere Ausbeute an Hyperforin im Extrakt nach einer Stunde wieder.
Bei langeren Extraktionszeiten kommt der Effekt der Diffusion von Hyperforin aus intakten
Zellen starker zum Tragen, dies schlagt sich in einer geringeren Wiederfindung in der extra-
hierten Droge nieder.

56.4 CO,-Massenfluss

Die Abhangigkeit der Extraktionsergebnisse vom CO,-Massenfluss gibt Aufschluss tber den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des Extraktionsprozesses (siehe vorangegangener
Abschnitt 5.6.3). Die Diffusion aus intakten, bei der Zerkleinerung nicht zerstdrten Zellen, in
das Extraktionsmedium wird durch geringere CO,-Massenflussraten und den dadurch be-
dingten geringeren Durchflussgeschwindigkeiten und verlangerten Verweilzeiten des Uberkri-
tischen Kohlendioxids in der Extraktionshilse begunstigt (Mira et al. 1995). Um den Effekt
des CO,-Massenflusses unabhangig von dem in Abschnitt 5.6.3 diskutierten Effekt der CO,-
Menge untersuchen zu kdnnen, wird bei verandertem Massenfluss die Extraktionsdauer ent-
sprechend so angepasst, dass die Gesamtmenge an CO, konstant bleibt. Wahrend die Aus-
beute mit zunehmendem Massenfluss geringfiigig abnimmt, bleibt der Hyperforingehalt der
Extrakte unveréndert (siehe Abb. 5-5). Der CO,-Massenfluss besitzt somit keinen entschei-
denden Einfluss auf das Extraktionsergebnis. Dies legt den Schluss nahe, dass bei Verwen-

dung von zerkleinerter Droge als Ausgangsmaterial, die Abschwemme den dominierenden



60 5 Optimierung der Extraktionsbedingungen

Massentransportvorgang wéahrend der Extraktion darstellt. Betrachtet man die Massenbilanz
(siehe Abb. 5-7) der Extraktion in Abhangigkeit vom CO,-Massenfluss, fallt die leicht erhéhte
Hyperforinausbeute von rund 63 % bei einer Flussrate von 4 kg-h™ auf. Dies deutet darauf
hin, dass auch die Diffusion aus intakten Zellen wéahrend der Extraktion eine — wenn auch
untergeordnete — Rolle spielt, die jedoch erst bei sehr geringen, schwer realisierbaren CO,-
Massenflissen zum Tragen kommt. Insgesamt scheint die Loslichkeit sowohl von Hyperforin
als auch der unerwinschten Begleitstoffe, insbesondere Cuticularwachse, der geschwindig-
keitsbestimmende Schritt des Extraktionsprozesses zu sein. Cuticularwachse sind Bestand-
teil der Cuticula und als solche auf der Oberflache lokalisiert. Die Extraktion dieser Begleit-
stoffe erfolgt somit in Form einer reinen Abschwemme. Hyperforin ist Uberwiegend in Bliten
lokalisiert. Durch die Zerkleinerung mittels Schneidmuhle wird ein Grof3teil der Zellen aufge-

schlossen und das Hyperforin so einer Abschwemme zuganglich gemacht.

5.6.5 Zersetzung von Hyperforin wéhrend des Extraktionsprozesses

Der Vergleich des Peakflachenverhaltnisses von Orthoforin zu Hyperforin in der Ausgangs-
droge mit dem der CO,-Extrakte erlaubt eine grobe Abschéatzung einer eventuell auftreten-
den Zersetzungstendenz. Orthoforin stellt lediglich ein Zwischenabbauprodukt von Hyperfo-
rin bei der oxidativen Zersetzung dar (Fuzzati et al. 2001). Das hat zur Folge, dass der Or-
thoforingehalt nicht nur durch den Abbau von Hyperforin allein, sondern auch durch die wei-
tere Zersetzung von Orthoforin zu nicht detektierbaren Abbauprodukten beeinflusst wird. Ein
direkter Vergleich setzt weiterhin eine identische Extrahierbarkeit von Hyperforin und Ortho-
forin mit Gberkritischem CO, voraus. Orthoforin unterscheidet sich von Hyperforin durch eine
zusatzliche Hydroxylfunktion (siehe Abb. 4-2 auf Seite 37). Diese verleiht Orthoforin einen
hydrophileren Charakter als Hyperforin. Aus diesem Grund dirfte die Extrahierbarkeit von
Orthoforin im Vergleich zu Hyperforin schlechter sein und zwar insbesondere bei niedrigen
Driicken und damit geringer Losungskapazitat und bei kurzen Extraktionszeiten und den
damit verbundenen hohen Sattigungsgraden fur Hyperforin. Wie in Abb. 5-8 dargestellt, fih-
ren Extraktionen bei 90 bar/40 °C/3 h und 120 bar/40 °C/1 h zu keiner Veradnderung des Or-
thoforin/Hyperforin-Verhaltnisses verglichen mit der Ausgangsdroge. Alle weiteren unter-
suchten Extraktionsbedingungen fiihren zu einer signifikanten Zunahme dieses Verhaltnis-
ses. Offen bleibt, inwieweit die beobachteten Effekte auf eine unterschiedliche Extrahierbar-
keit zurlickzufihren sind, oder eine Zersetzung wéhrend der Extraktion durch Temperaturbe-
lastung in der Extraktionshilse dafir verantwortlich ist. Nachdem geldstes Hyperforin den
Extraktionsbehdlter verlassen hat, sammelt es sich im Endabscheider bei Temperaturen um
8 °C. Relativ tiefe Temperaturen in Verbindung mit einer CO,-Schutzgasatmosphare im Se-

parator verhindern weitere Zersetzungsreaktionen. Beglnstigt werden Abbaureaktionen da-
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gegen durch die vergleichsweise hohen Temperaturen im Extraktionsbehalter. Kurze Extrak-
tionszeiten haben eine kurze Verweilzeit der Droge im Extraktionsbehélter und damit eine
geringere Temperaturbelastung zur Folge. Neben einer schlechteren Extrahierbarkeit kann
dies das unveréanderte Peakflachenverhéltnis erklaren. Fur eine Extraktion bei 90 bar und 40
°C Uber 3 h ist die Temperaturbelastung identisch mit einer Extraktion bei 120 bar und an-
sonsten identischen Bedingungen. In diesem Fall diirfte eine schlechtere Extrahierbarkeit auf
Grund geringerer Losungskapazitat fur das unveranderte Peakflachenverhéltnis verantwort-
lich sein. Festzuhalten bleibt, dass eine Extraktion bei geringem Druck oder mit kurzer Dauer
das Orthoforin/Hyperforin-Peakflachenverhéltnis nicht negativ beeinflusst, wahrend hoéhere
Extraktionstemperaturen und eine langere Dauer es in Richtung Orthoforin verschieben. Die
Zerkleinerung der Droge in der Schneidmuhle fihrt zu einer deutlichen Reduktion des Hyper-

foringehaltes durch Zersetzung.

5.7 Zusammenfassung der Ergebnisse zur Optimierung der Extraktionsbe-
dingungen

Um eine moglichst starke Anreicherung von Hyperforin im CO,-Extrakt zu erreichen, sollten
Extraktionsbedingungen bei moderatem Uberkritischem Druck von 90-120 bar in Verbindung
mit Temperaturen, die nicht héher als 40 °C liegen, und Extraktionszeiten von einer Stunde
angewendet werden. Auf diese Weise erreicht man eine bis zu 40-fache Anreicherung von
Hyperforin im Extrakt. Hohere Extraktionsdriicke fihren zu einem deutlichen Anstieg der
Extraktausbeute, der nicht allein auf die Extraktion von Hyperforin sondern in zunehmendem
MafR3e auch von Begleitstoffen, insbesondere Cuticularwachsen zurtckzufihren ist. Hohere
Temperaturen fuhren auf Grund einer gesteigerten Flichtigkeit ebenfalls zu héheren Aus-
beuten, die auch hier durch eine vermehrte Extraktion von Begleitstoffen verursacht werden.
Weiterhin beeinflusst eine héhere Temperatur das Orthoforin/Hyperforin-Peakflachen-
verhaltnis im Extrakt negativ. Dies weist auf einen hdheren Gehalt an Abbauprodukten hin.
Langere Extraktionszeiten beginstigen durch einen verringerten Sattigungsgrad von Hyper-
forin im Uberkritischen Kohlendioxid ebenfalls die Extraktion unerwiinschter Begleitstoffe,
dies macht sich auch hier in erhéhten Extraktausbeuten bemerkbar. Sowohl htéhere Tempe-
raturen als auch hohere Dricke und langere Extraktionszeiten fihren zu einem geringeren
Hyperforingehalt in den Extrakten und somit zu einer schlechteren Selektivitdt. Der CO,-
Massenfluss hat keinen nennenswerten Einfluss auf Ausbeute und Hyperforingehalt, Dies
deutet auf Abschwemme von Hyperforin und co-extrahierten Begleitstoffen als dominieren-
den Prozess hin. In der Massenbilanz werden abhangig von den Extraktionsbedingungen
50-65 % des insgesamt extrahierbaren Hyperforins im Extrakt wieder gefunden, wohingegen

10-20 % in der Droge verbleiben. Das Defizit von 20-30 % ist auf nicht entnehmbare Anteile
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im Endabscheider zuriickzufiihren. Die Zerkleinerung der Droge durch Behandlung in der
Schneidmihle reduziert den Hyperforingehalt in der Ausgangsdroge durch Abbau von Hy-
perforin. Alles in allem erweist sich eine Extraktion bei 120 bar und 40 °C bei einem CO,-
Massenfluss von 8 kg-h™ tiber 1 h unter Verwendung von unzerkleinerter Droge als optimal
hinsichtlich Ausbeute, Hyperforingehalt und Anreicherung von Zersetzungsprodukten im Ex-
trakt.



KAPITEL 6

WACHSABTRENNUNG DURCH ZWISCHENABSCHEIDUNG

6.1 Literaturibersicht

Wie in Kapitel 5 dargestellt, besitzt reines Uberkritisches CO, eine hohe Selektivitat fur li-
pophile Pflanzeninhaltsstoffe. Aus diesem Grund fallen neben den erwiinschten wertbestim-
menden Substanzen auch Bestandteile der Cuticularwachse im CO,-Extrakt an. Cuticular-
wachse bilden die Abschlussschicht der Pflanzenepidermis und erfillen in erster Linie
Schutzfunktionen (Choi et al. 1996). Aufgrund ihrer Lokalisation stehen sie einer direkten
Abschwemme zur Verfigung und kénnen somit ohne nennenswerten Diffusionswiderstand in
das Extraktionsfluid Ubergehen. Dies macht man sich auch bei der Gewinnung verschiede-
ner Bestandteile der Cuticularwachse mit Uberkritischem Kohlendioxid zu Nutze (Choi et al.
1996, 1997).

Erste Ansatze zur Zwischenabscheidung

von Cuticularwachsen bei der Extraktion

102 - von atherischen Olen beschreiben Stahl

et al. (1983) am Beispiel der Extraktion

1ot hE Caryophyllen von Artemisia absinthium L. (Wermut).
Ausgehend von Ldslichkeitsversuchen
von Caryophyllen und Eugenol, zwei
Hauptbestandteilen des &therischen Ol-

Eugenol es von Wermut, sowie den n-Alkanen als

Ldslichkeit [mg/g]

Vertreter der Wachsfraktion entwickeln
107 sie ein Extraktionsschema mit dreistufi-

ger Abscheidung. Die Loslichkeitsisoba-

ren der n-Alkane und der Bestandteile
des atherischen Oles sind in Abb. 6-1

20 40 60 80 dargestellt. Bei konstantem Druck von
Temperatur [°C]
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90 bar und ausgehend von einer Tempe-

Abb. 6-1 Léslichkeitsisobaren von Caryophyl- ratur von 40 °C nimmt die LOslichkeit

len, Eugenol und n-Alkanen sowohl! der Bestandteile des atherischen
bei 90 bar (Stahl et al. 1983) Oles als auch der n-Alkane mit steigen-

der Temperatur ab.
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Demgegeniiber verhalten sich die Bestandteile des atherischen Oles und der Cuticularwach-
se bei einer Absenkung der Temperatur entgegengesetzt. Wahrend die Ldslichkeit des athe-
rischen Oles mit sinkender Temperatur stark zunimmt, fallt die der n-Alkane ab. Bei einer
Temperatur von ca. 0 °C ergibt sich daraus ein Unterschied in der Ldslichkeit von mehreren
Zehnerpotenzen, den man sich fur eine fraktionierte Abscheidung zu Nutze machen kann.
Ausgehend von einer Extraktion von Wermut bei 100 bar und 40 °C wird durch eine erste
Zwischenabscheidstufe bei 70 bar und 0 °C eine nahezu quantitative Abtrennung der Cuticu-
larwachse vom &therischen Ol erreicht. Unter Anwendung desselben Extraktionsschemas
gelingt die Wachsabtrennung auch fir Kamillenbliten (Chamomilla recutita L. Rauschert.).
Wie Tab 6-1 zeigt, finden sich in der Literatur eine Reihe von Beispielen zur Abtrennung der
Cuticularwachse von atherischem Ol auf dem Wege der fraktionierten Abscheidung. Allen
gemeinsam ist, dass die Zwischenabscheidung durch eine starke Reduktion der Temperatur

bei konstantem bzw. leicht abgesenktem Druck erreicht wird.

Eine Extraktion von Hypericum perforatum L. bei 300 bar und 40 °C mit zweistufiger Ab-
scheidung beschreiben Catchpole et al. (2002). Die Zwischenabscheidebedingungen werden
nicht explizit erwahnt, es findet sich lediglich ein Hinweis, dass sie ,typischerweise bei 90 bar
und 45-50 °C liegen“. Die Endabscheidung erfolgt bei 55-60 bar und Temperaturen von 45-
50 °C. Unter diesen Bedingungen werden zwei Fraktionen gewonnen, die von den Autoren
als ,oleoresin® (Zwischenabscheider) und ,essential oil* (Endabscheider) bezeichnet, und die
auf ihren Gehalt an Hyperforin und Adhyperforin untersucht werden. Die Hauptmasse an
Hyperforin fallt unter diesen Bedingungen im Zwischenabscheider an, Gber das Verhalten
der Cuticularwachse wahrend der Extraktion und Abscheidung werde keine Angaben ge-
macht.

Weitere Beispiele zur mehrstufigen Abscheidung von Johanniskraut-CO,-Extrakten, sowie
zum Ldslichkeitsverhalten von Hyperforin in verdichtetem Kohlendioxid finden sich in der
gegenwartigen Literatur nicht. Ausgehend von einer umfassenden Charakterisierung der
Wachsfraktion von Johanniskraut-CO,-Extrakten wird untersucht, inwieweit sich das gangige
Prinzip der Wachsabtrennung bei Extraktion von &atherischen Olen auf Hypericum perfora-

tum L. Ubertragen lasst.
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6.2 Ergebnisse und Diskussion
6.2.1 Untersuchung der Wachsfraktion ohne Zwischenabscheidung

6.2.1.1 Voruntersuchungen mittels Gaschromatographie und Flammenionisati-

onsdetektion

Zwei unter identischen Bedingungen bei 120 bar/40 °C/12 kg-h''/2 h hergestellte Extrakte
aus 370 g zerkleinertem Johanniskraut (80,4 % < 1 mm, siehe Abschnitt 5.2 auf Seite 45)
werden einer Gefriertrocknung (siehe 8.5.2 auf Seite 119) unterzogen. Der so gewonnene
CO,-Extrakt wird manuell in einen hellen, gelb-griinlich erscheinenden, flockigen und in ei-
nen zahen, klebrigen Teil mit brauner Farbe getrennt. Die beiden Fraktionen des Extraktes
sind in Abb. 6-1 auf Seite 149 im Abschnitt 11.1 abgebildet. Der flockige, gelbliche Anteil liegt
dem klebrig, braunen Anteil nach Extraktion und Gefriertrocknung oben auf, dies lasst auf
eine geringere Dichte schlie3en. Beide Teile werden gewogen und deren Hyperforingehalt
mittels HPLC bestimmt. Das Ergebnis ist in Tab. 6-2 zusammengestellt. Die braune, als ,hy-
perforinreicher Anteil* bezeichnete Fraktion reprasentiert ca. 2/3 der Masse des gesamten
Extraktes. Sein Hyperforingehalt liegt bei rund 34 %. Somit stellt dieser Anteil 90 % des ins-
gesamt im Extrakt enthaltenen Hyperforins dar. Die restlichen 10 % befinden sich im ,wachs-

reichen Anteil“ des Johanniskraut-CO,-Extraktes.

Tab. 6-2 Vergleich der Masse und des Hyperforingehaltes im hyperforinreichen und wachs-
reichen Anteil im Separator nach einer Extraktion bei 120 bar/40 °C/12 kg-h™/2 h

(Mittelwert # Spannweite, n = 2 Extrakte)

Hyperforinreicher Anteil Wachsreicher Anteil
Masse [g] 521+0,14 2,31+0,42
% von Gesamtausbeute 69,4+4,4 30,6 +4,4
Hyperforingehalt [%] 34,4+2,0 8,4+0,6
% vom Gesamthyperforin 90,3+0,7 9,7+£0,7

In Abb. 6-3 ist ein exemplarisches GC-Chromatogramm der Wachsfraktion abgebildet. Man
erkennt vier dominierende aquidistante Peaks, die auf Basis von Literaturdaten (Reverchon
und Senatore 1994) einer homologen Reihe von n-Alkanen mit einer Kohlenstoffzahl von 27,
29, 31 und 33 zugeordnet werden kénnen, wobei das C,g-n-Alkan (Nonacosan) mengenma-
RBig Uberwiegt. Dies deckt sich mit Angaben von Brondz et al. (1983a), die mittels GC-MS-

Untersuchungen Nonacosan als das dominierende n-Alkan in Johanniskraut identifizieren.
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n-Hexadecan
C,,-n-Alkan
C,o-n-Alkan
C,,-n-Alkan
C,,-n-Alkan

{ C-Alkan

Abb. 6-3 GC-Chromatogramm der Wachsfraktion

6.2.1.2 Gaschromatographisch-Massenspektrometrische Untersuchung der
Wachsfraktion?

Mittels gaschromatographischer Trennung und anschlie3ender Flammenionisationsdetektion
kann lediglich eine Reihe homologer n-Alkane nachgewiesen und quantifiziert werden. Mit
Hilfe einer GC-MS-Untersuchung der Wachsfraktion von drei unter identischen Bedingungen
bei 120 bar/40 °C, einem CO,-Massenfluss von 8 kg-h™ iiber 3 h hergestellten Extrakten aus
unzerkleinertem Johanniskraut soll ein qualitativer Uberblick iber weitere Bestandteile dieser
Fraktion gewonnen werden. Hierzu wird wie im Abschnitt 6.2.1.1 beschrieben nach der Ge-
friertrocknung die Wachsfraktion von der Hyperforinfraktion abgetrennt. Um eine Erfassung
aller, auch nicht ausreichend flichtiger Substanzen, insbesondere Alkohole und organische
Sauren, sicherzustellen, wird die Probe vor der gaschromatographischen Trennung mit ei-
nem Silylierungsreagenz umgesetzt. Bei der beschriebenen Methode wird dafir eine Mi-
schung aus N,O-Bis(trimethylsilyl)-trifluoroacetamid (BSTFA) und Trimethylchlorsilan
(TMCS) im Verhaltnis 99:1 verwendet. Die Silylierung der Probe erfolgt dabei in Pyridin als
Lésungsmittel bei Raumtemperatur. Weitere Parameter der Methode sind Abschnitt 8.4.3 ab
Seite 116 zu entnehmen. Die auf diese Weise bestimmte Zusammensetzung der Wachsfrak-
tion ist in Tab. 6-3 zusammengestellt. Die Struktur von fettgedruckten Substanzen kann mit
Hilfe kommerziell erhaltlicher Standards bzw. durch Vergleich der Spektren mit Spektralda-
tenbanken aufgeklart werden. Mittels GC-MS-Analyse kénnen neun n-Alkane von C,;-Cs,

identifiziert werden. Davon entféllt der Hauptanteil auf Nonacosan, das auch insgesamt den

% Fur die Durchfihrung der Untersuchungen danke ich Dr. Christoph Seger, Universitét Innsbruck und
Dr. Franz Hadacek, Universitat Wien
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Hauptanteil der Wachsfraktion ausmacht. Ungeradzahlige n-Alkane dominieren tber gerad-
zahlige. Im Gegensatz zu den GC-FID-Untersuchungen wird kein Cgs-n-Alkan nachgewie-
sen. Insofern ist die dort gemachte Zuordnung in Frage zu stellen. Insgesamt decken sich
diese Ergebnisse mit Untersuchungen von Brondz et al. (1983a), die ebenfalls Nonacosan
als dominierendes n-Alkan identifizieren, sowie eine Dominanz von Alkanen ungeradzahliger
Kettenlange feststellen. Weiterhin kdnnen vier primére Alkohole geradzahliger Kettenlangen
C.a, Ca6, Cag Und C3 sowie ein sekundarer Alkohol (Cyo) identifiziert werden. Dies ist in Uber-
einstimmung zu einer Arbeit von Brondz et al. (1983b), die dieselben primaren Alkohole in
Hypericum perforatum L. nachweisen. Desweiteren kann eine Reihe gesattigter Fettsduren
zwischen C;, und Cs, identifiziert werden, darunter Palmitin- und Stearinsaure, sowie die
ungeséttigten Fettsauren Ol- und Linolséure. Im Gegensatz zu Stojanovic et al. (2003) kon-
nen auf3er diesen beiden ungesittigten Fettsauren keine weiteren nachgewiesen werden.
Weitere in Tab. 6-3 fettgedruckte Substanzen werden strukturaufgeklart und sind in Tab. 6-4
zusammengefasst. Neben insgesamt 42 z. T. isomeren Wachsestern der Kettenlange C,-
C4s findet sich in der Esterfraktion Glycerol-1-palmitat und Methyllinoleat. Wie die Fettsaure-
fraktion so wird auch die Wachsfraktion von Palmitinsédure als Saurekomponente dominiert
(siehe Tab. 6-5). Unter den Wachsestern dominieren die geradzahligen Kettenlangen Cyg,
C42 Cyq und Cye. Die Ergebnisse zur Zusammensetzung der Wachsesterfraktion stimmen mit
dem gegenwartigen Wissen zur Biosynthese von Wachsen in hdéheren Pflanzen lberein
(Rashotte et al. 2001). Eine Reihe terpenoider Substanzen wird ebenfalls identifiziert. Dies
sind mit Neroldiol ein Sesquiterpenalkohol und mit Neophytadien und Phytol zwei Diterpene,
mit Squalen und den drei Sterolen B-Sitosterol und B-Stigmasterol und Nervisterol (Kikuchi et
al. 1982) sowie den pentacyclischen Derivaten 3-Amyrin und Lupeol insgesamt sechs Triter-
pene. Auffallig und Uberraschend ist das Auftreten der relativ polaren Vanillin- und Azelain-
saure (Nonandisaure) in den CO,-Extrakten. Letztere wird von Limbeck und Puxbaum (1999)
in atmospharischen Aerosolen nachgewiesen. Sie kénnte damit Gber das aus der Atmospha-

re gewonnene Kohlendioxid in den Extrakt gelangen.

Das wirksamkeitsmitbestimmende Hyperforin und dessen Homologes Adhyperforin machen
zusammen ca. 40 % der Johanniskraut-CO,-Extrakte aus. Die Untersuchung gibt Hinweise
Uber die Zusammensetzung der restlichen 60 % der CO,-Extrakte. Es wird ausdrtcklich dar-
auf hingewiesen, dass es sich in Tab. 6-3 lediglich um relative Anteile des gesamten

Gaschromatogramms handelt und keineswegs um Gehalte im Extrakt.
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Tab. 6-3

Zusammensetzung der Wachsfraktion im Endabscheider untersucht mittels GC-
MS-Analyse nach vorheriger Umsetzung mit BSTFA/TCMS. Die relativen Gehalte
werden aus den jeweiligen Peakflachen bezogen auf die Gesamtpeakflache be-
rechnet und reprasentieren den Mittelwert aus n = 3 Extrakten. Zu fettgedruckten
relativen Gehalten siehe Tab. 6-4.

Anzahl Alkane Alkohole Sauren Ester Terpene  Sonstiges
C-Atome

3 0,1

9 0,1

14 1,0

15 0,7 0,5

16 9,3 0,2

17 0,2

18 15 0,2

8,6
2,0

20 0,9 0.6
1,1

21 0,4

22 0,7

23 0,2 0,2

24 0,6 1,3

25 0,6

26 2,0 2,0

27 3,3

28 0,9 4,2 2,4 11
5,5
1,0

29 39,3 0,9 0,5

30 1,2 3,0 2,0 0,6 0,2
0,3
0,4

31 1,9

32 0,6 0,1 0,6 0,6

33 0,5

34 0,4

36 0,5

38 1.5

39 0.2

40 2,7

41 0,3

42 2,6

43 0.2

44 3,1

45 0,1

46 2,0

48 0,6
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Tab. 6-4 Teiliberblick ber Substanzen, deren Struktur aufgeklart werden kann

(vgl. Tab. 6-3)
Anzahl Sauren Ester Terpene Sonstiges
C-Atome
8 Vanillinsaure
9 Azelainséaure
15 Neroldiol
16 Palmitinsaure Glycerol-1-
palmitat
18 Stearinsaure Methyllinoleat
Olsaure
Linolsaure
20 Neophytadien
Phytol
28 B-Stigmasterol
B-Sitosterol
Nervisterol

30 Squalen

B-Amyrin

Lupeol

32 n-Aldehyd

Alles in allem stimmen die Ergebnisse der Untersuchungen zur Zusammensetzung der Cuti-
cularwachse von Hypericum perforatum L. (Stojanovic et al. 2003) mit einer Reihe
anderer Pflanzen tberein (Martins et al. 1999, Jetter und Riederer 1999, 2000, Griffiths et al.
2000). Es zeigt sich, dass die CO,-Extrakte aus Johanniskraut neben den wertbestimmen-
den Inhaltsstoffen Hyperforin und dessen Homologem Adhyperforin (zusammen ca. 40 %)
eine Vielzahl wachsartiger Substanzen enthalten. Dominierend hierbei ist das C,g-n-Alkan,
eine Reihe von Fettalkoholen und -sduren sowie deren Wachsestern, desweiteren (-
Sitosterol. Diese Substanzen sind Uberwiegend Bestandteile der Cuticularschicht der Epi-
dermis, also der auf3eren Zellschicht und kénnen somit wahrend des Extraktionsprozesses
leicht abgeschwemmt werden. Das Auftreten von gesattigten und ungesattigten Fettsauren
im Extrakt, deutet darauf hin, dass nicht nur die Abschwemme der Epidermis eine Rolle

spielt, sondern in begrenztem Umfang auch das Zellinnere aufgeschlossen wird.
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Tab. 6-5 Relative Anteile der isomeren Wachsester identischer Masse, geordnet nach der

Kettenl&nge der Sdurekomponente. Die Isomerzusammensetzung wird auf Basis

des [RCO,H,]*-Fragments im Massenspektrum eines Peaks homologer Wachses-

ter berechnet. Werte reprasentieren den Mittelwert aus n = 3 Extrakten

Wachsester Anzahl C-Atome der Sauren

CA_Rf(‘;"rTe %TIC 12 14 15 16 17 18 20 22 24 26
29 0.5 100

30 0.6 5 95

32 0.6 3 89 8

33 0.5 7 2 8 14

34 0.4 2 73 21 4

36 0.5 12 4 35 26 23

38 1.5 2 11 40 5 3 2 sp’
39 0.2 17 68 5

40 2.7 2 83 2 sp’
41 0.3 100 60 16 11

42 2.6 2 7 60 27 2 1 sp?
43 0.2 3 38 6 21

44 3.1 2 79 sp® 16 4

45 0.1 78 22

46 2.0 39 59 1

48 0.6 97 3

6.2.2 Versuche mit Zwischenabscheidung

6.2.2.1 Fraktionierte Abscheidung unter Einsatz des Kuhlthermostaten

ministat cc (Fa. Huber)

Wie die vorangegangene Literaturlibersicht in Tab. 6-1 deutlich macht, wird die Abscheidung

von Cuticularwachsen in der Regel durch eine starke Reduktion der Temperatur im Zwi-

schenabscheider erreicht. Die Extraktionsanlage im Lieferzustand sieht lediglich ein Heizen,

jedoch kein Kihlen des Zwischenabscheiders vor. Aus diesem Grund werden zunéchst die

Thermostaten von Fluidzyklon und Zwischenabscheider-Vorratsbehalter getauscht und erste

Versuche zur Zwischenabscheidung durchgefihrt. Dabei kommt ein ministat cc (200 W bei

0 °C, 3 I-Bad, Fa. Huber) als Kuhlthermostat mit Ethanol als Warmetrager zum Einsatz. Der

* Spuren
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Eintritt des Kuihimediums erfolgt an einem kurzen Warmetauscher vor, der Austritt an einem
Warmetauscherstick hinter dem Fluidzyklon. Die Ansteuerung des Thermaostaten erfolgt wie
in Abschnitt 3.4.2 auf Seite 45 fir den Zwischenabscheider beschrieben, Gber den Analog-
ausgang (0-10 V) des Reglers. Der Sollwert wird tber den entsprechenden Regler der CO,-
Extraktionsanlage vorgegeben.

Unter diesen apparativen Vorraussetzungen féllt bei drei Extraktionsbedingungen eine Zwi-
schenabscheiderfraktion an. Extraktions- bzw. Zwischenabscheidebedingungen Uber die
gesamte Extraktionsdauer gemittelt finden sich in Tab. 6-6 zusammen mit den Ausbeuten an
Endabscheider- und Zwischenabscheiderfraktion. CO,-Massenfluss (8 kg-h™) und Extrakti-
onsdauer (3 h) bleiben unverandert. Der Sollbedingungen im Zwischenabscheider betragen
80 bar/0 °C.

Tab. 6-6 Ausbeuten an Zwischenabscheider- und Endabscheiderfraktion;

CO,-Massenfluss = 8 kg-h™, Extraktionsdauer = 3 h

_ Zwischenab- Ausbeuten [g] (% von Gesamtausbeute)
Extraktion .
scheidung Zwischenabscheider Endabscheider
90 bar/40 °C 79 bar/25 °C - 5,02 (100)
120 bar/40 °C 81 bar/23 °C 0,35 (6,7) 4,91 (93,3)
196 bar/60 °C 82 bar/26 °C 1,15 (16,7) 5,75 (83,3)
200 bar/40°C 77 bar/21 °C 1,23 (21,4) 4,53 (78,6)

Wahrend fir den Zwischenabscheidedruck die Sollvorgabe mit geringen Abweichungen ein-
gehalten werden kann, liegt die Temperatur im Fluidzyklon mit 21-26 °C uber der Zielvorga-
be und ist, wie Abb. 6-4 zeigt, Uber die gesamte Prozessdauer starken Schwankungen un-
terworfen. Die Temperatur im Fluidzyklon stellt sich nicht durch die Regelung ein, sondern
wird durch eine Reihe anderer Einflussgrol3en bestimmt. Zunachst ist in diesem Zusammen-
hang konstruktiv bedingte, &ul3erst kurze Kuhlstrecke zu nennen, die fir eine Abkihlung des
40-60 °C warmen, Uberkritischen CO, zur Verfigung steht. Diese besteht aus einem ca.
30 cm langen Wéarmetauscher in Form eines Doppelmantels vor dem Fluidzyklon und aus
dem Doppelmantel des Fluidzyklons selbst. Der Warmetauscher, der ein Erwarmen des CO,
von -10 °C bei Eintritt in die Hochdruckpumpe auf 40-60 °C vor Eintritt des Uberkritischen
CO; in den Extraktionsbehalter sicherstellt, ist im Vergleich dazu ca. 5 m lang und wird mit
10 °C Ubertemperatur betrieben. Weiterhin ist die relativ geringe Kuhlleistung des ministat cc

in Verbindung mit dessen geringem Badvolumen zu nennen. Im Zwischenabscheider ausfal-
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lende Cuticularwachse konnen sich auf der Innenwand des Zyklons niederschlagen und
temporar den Warmeiibergang verschlechtern. Insgesamt stellt sich im Laufe einer Extrakti-
on innerhalb des Zyklons ein Gleichgewicht zwischen eingetragener Warmemenge und Uber
den Thermostaten abgefihrter Warme ein. Im Gleichgewicht und bei Abwesenheit von Stor-
groRen wie z. B. Fluss- und Druckschwankungen sollte die Temperatur im Fluidzyklon kon-
stant bleiben. Die z. T. starken Schwankungen der Temperatur im Fluidzyklon deuten somit

auf einen ineffizienten Regelkreis hin.

90 bar/40 °C/8 kg-h''/3 h/./w\ 196 bar/40 °C|/8 kg-h/3 h
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Abb. 6-4 Temperatur im Fluidzyklon tber die jeweilige Prozessdauer bei verschiedenen
Extraktionsbedingungen mit Kiihlthermostat ministat cc (Fa. Huber)
Sollbedingungen im Fluidzyklon 80 bar/0 °C

Wie Tab. 6-6 zeigt fallen trotz relativ hoher Temperaturen im Fluidzyklon wechselnde Anteile
des gesamten Extraktes im Zwischenabscheider an. Diese sind flr eine Extraktion bei
120 bar/40 °C mit ca. 7 % &auRerst gering. Eine Drucksteigerung auf 200 bar fuhrt in Folge
der hoheren Dichte des Extraktionsmediums (siehe Abschnitt 5.6.1 auf Seite 56) zu einer
Steigerung der Gesamtausbeute um 0,5 g. Die Erhéhung der Ausbeute der Zwischenab-
scheiderfraktion um rund 0,9 g von 0,35 auf 1,23 g deutet darauf hin, dass zusatzlich extra-
hierte Stoffe zum allergrof3ten Teil im Zwischenabscheider anfallen bzw. bei einer Extraktion
mit moderateren Bedingungen nicht im Extrakt erscheinen. Die darlUber hinaus im Fluid-
zyklon anfallende Masse an Extrakt ist darauf zuriickzufihren, dass die Temperatur unter
diesen Extraktionsbedinungen mit 21 °C am tiefsten liegt und den geringsten Schwankungen

unterworfen ist. Eine Steigerung der Temperatur von 40 auf 60 °C bei konstanter Dichte des
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Extraktionsmediums durch Erhéhung des Druckes von 120 auf 196 bar resultiert in einer um
1,6 g d. h. ca. 30 % erhOhten Ausbeute. Dies ist auf eine bessere Ldslichkeit von Begleitstof-
fen, wie z. B. Cuticularwachsen, in Folge eines erhdhten Dampfdruckes zurtickzufiihren (sie-
he Abschnitt 5.6.2 auf Seite 58). Die Steigerung der Gesamtausbeute verteilt sich gleichmé-
Rig auf die Zwischen- und Endabscheiderfraktion, das heif3t nicht die gesamte Menge an
zusatzlich extrahierten Stoffen fallt im Zwischenabscheider an. Dies erscheint zunachst Uber-
raschend, da man annehmen wirde, dass Stoffe, die erst bei einer erhdhten
Extraktionstemperatur von 60 °C im Extrakt erscheinen, unter Bedingungen, wie sie im
Zwischenabscheider herrschen, wieder ausfallen. Der Grund hierfir kann in der im Mittel
relativ hohen Temperatur im Zwischenabscheider von 26 °C verbunden mit deren starken
Schwankungen gesucht werden. Dies reicht offenbar nicht aus, um die zusatzlich
extrahierten Stoffe quantitativim Fluidzyklon abzuscheiden. Eine Extraktion bei 90 bar/40 °C
liefert keine Zwischenabscheiderfraktion, der gesamte Extrakt fallt im Endabscheider an.
Vergleicht man die Ausbeuten bei 90 bzw. 120 bar und 40 °C mit den Ergebnissen in Kapitel
5 zur Optimierung der Extraktionsbedingungen (siehe Abb. 5-2 auf Seite 47), so fallt auf,
dass die Ausbeute bei 90 bar/40 °C mit den dortigen Ergebnissen vergleichbar ist (1,4
gegeniber 1,3 %). Bei 120 bar/40 °C liegt die Gesamtausbeute aus Zwischenabscheider-
und Endabscheiderfraktion bei 1,4 %. Dem stehen ca. 2 % bei Extraktion ohne Zwischen-
abscheidung gegenuber. Dieses Defizit erklart sich dadurch, dass bei Extraktion mit
Zwischenabscheidung Extraktbestandteile im Rohrsystem vor und nach dem Fluidzyklon
bzw. im Fluidzyklon selbst verbleiben und sich somit einer Entnahme aus der Anlage
entziehen. Der Fluidzyklon ist so konstruiert, dass abgeschiedene Stoffe den Zyklon nach
unten Uber ein horizontal angeordnetes Rohr verlassen und so in ein Auffangbehéltnis
gelangen, aus dem sie nach der Extraktion entnommen werden kénnen. Da der Fluidzyklon
und die Rohrleitungen nicht ohne weiteres zuganglich sind, wird im Rahmen dieser
Untersuchung nur der Anteil berlicksichtigt, der tatsachlich in diesem Auffangbehéltnis an-
fallt.

Wie Tab. 6-7 zeigt, ist die Zwischenabscheiderfraktion gegeniiber der Endabscheiderfraktion
an n-Alkanen angereichert. Besonders ausgepragt ist diese Anreicherung fir das dominie-
rende C,g-n-Alkan zu beobachten: dessen Gehalt liegt 3- bis 6mal héher als in der Endab-
scheiderfraktion. Eine Ubersicht der Anteile an insgesamt extrahiertem Cy-n-Alkan, die in
der Zwischenabscheider- bzw. Endabscheiderfraktion gefunden werden, gibt Abb. 6-5 wie-
der. Wahrend nach einer Extraktion mit 120 bar/40 °C mit Zwischenabscheidung knapp 20 %
des Cye-n-Alkans im Zwischenabscheider anfallen, steigt der Anteil bei 200 bar/40 °C auf
etwas Uber 60 % an. Bei einer Extraktion unter erhdhter Temperatur sind die beiden Anteile
ungefahr ausgeglichen bei jeweils 50 %. Die absoluten Massen an Nonacosan in der Zwi-
schenabscheider- und Endabscheiderfraktion sind in Tab. 6-8 zusammengestellt.
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Tab. 6-7 Gehalt an C,;-, Csg- und C3;-n-Alkan in der Zwischenabscheider- und Endabschei-

derfraktion; CO,-Massenfluss = 8 kg-h™, Extraktionsdauer = 3 h

Gehalt [% (m/m)]

Endabscheider

Zwischenab- Zwischenabscheider
Extraktion _
scheidung Cr  Cw Cau Cr  C Ca
90 bar/40 °C 79 bar/25 °C - - - 0,8 8,6 1,0
120 bar/40 °C 81 bar/23 °C 20 16,7 1,7 1,2 5,7 1,3
196 bar/60 °C 82 bar/26 °C 19 146 58 0,6 2,6 1,0
200 bar/40 °C 77 bar/21 °C 1,6 176 34 0,7 2,7 1,3
90
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Abb. 6-5 Anteil der insgesamt extrahierten Masse an C,g-n-Alkan in der Zwischenabschei-
der- () und Endabscheiderfraktion ([l);

CO,-Massenfluss = 8 kg-h™*, Extraktionsdauer = 3 h

Bei Extraktionsbedingungen, unter denen eine Zwischenabscheiderfraktion anfallt, ist die

Gesamtmasse an Cye-n-Alkan unabhangig von Extraktionsdruck und -temperatur konstant.

Eine Extraktion bei 90 bar/40 °C liefert eine um ca. 1/3 hohere Ausbeute. Dies ist zum einen

Indiz dafir, dass bereits bei moderaten Extraktionsbedingungen Nonacosan quantitativ ext-

rahiert wird, zum anderen dafir, dass Extraktbestandteile, die im Fluidzyklon abgeschieden

werden, sich z. T. einer Entnahme entziehen. Eine Extraktion bei 200 bar/40 °C bzw. bei
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196 bar/60 °C fuhrt zu einer effektiveren Abscheidung von Nonacosan im Fluidzyklon, ob-
wohl die Temperatur 20-30 °C Uber der 0 °C-Marke liegt, die in der Literatur fir eine Zwi-
schenabscheidung von Cuticularwachsen favorisiert wird. Die Tatsache, dass bei ahnlichen
Bedingungen im Zwischenabscheider und insgesamt gleicher extrahierter Masse an Cyg-n-
Alkan stark unterschiedliche Anteile im Zwischenabscheider anfallen, erscheint unlogisch.
Eine mogliche Erklarung liegt in den Loslichkeitsisothermen der n-Alkane begriindet. Diese
bestimmen Reverchon et al. (1993) am Beispiel des C,g-n-Alkans mittels einer Durchflusszel-
le (siehe Abb. 6-6). Loslichkeitsdaten von Chandler et al. (1996) fihren zum gleichen Ergeb-
nis und zeigen dartber hinaus, dass das homologe C,e-n-Alkan ahnliche Ldslichkeitseigen-
schaften besitzt. Die in der Literatur vorhandenen Lo&slichkeitsdaten von C,g- bzw. C,g-n-
Alkan erstrecken sich Uber einen Druckbereich von 80-250 bar bei Temperaturen von 35-

45 bar. Daten zur Ldslichkeit dieser n-Alkane in flissigem CO, liegen nicht vor.

Tab. 6-8 Absolute Massen an C,o-n-Alkan in der Zwischenabscheider- und Endabscheider-

fraktion; CO,-Massenfluss = 8 kg-h™, Extraktionsdauer = 3 h

] Zwischenab- Masse an ng'n'Alkan [mg]
Extraktion .
scheidung Z.-abscheider E.-abscheider Gesamt
90 bar/40 °C 79 bar/25 °C - 429 429
120 bar/40 °C 81 bar/23 °C 58 280 338
196 bar/60 °C 82 bar/26 °C 168 150 318
200 bar/40 °C 77 bar/21 °C 216 122 338

In dem Verlauf der Isothermen zeigt sich der bereits in Abschnitt 2.1.3 auf Seite 4 am Bei-
spiel der Loslichkeit von Quarzsand in Uberkritischem Wasser beschriebene Effekt von Druck
und Temperatur. Wie in Abb. 6-6 zu erkennen, steigt bei konstantem Druck unterhalb von ca.
110 bar die Loslichkeit der Alkane mit fallender Temperatur. Dagegen steigt sie oberhalb
dieses Drucks mit steigender Temperatur an. Ausgehend von einer Extraktion bei 90 bar/
40 °C fuhrt eine Zwischenabscheidung bei 79 bar/25 °C in Folge der Druckreduktion zu einer
Abnahme der Ldslichkeit. Unterhalb von 110 bar steigt die Ldslichkeit der n-Alkane mit fal-
lender Temperatur jedoch an, so dass sich die beiden Effekte neutralisieren kénnen und die
Léslichkeit unter Zwischenabscheidebedingungen ungefédhr denen bei 90 bar/40 °C ent-
spricht. Ahnliches ergibt sich fiir eine Extraktion bei 120 bar/40 °C und Zwischenabscheidung
bei 81 bar/23 °C. Auch in diesem Fall dirften sich die beiden Effekte aufheben, so dass im
Zwischenabscheider nur ein sehr geringer Anteil des C,o-n-Alkans anfallt. Ein héherer Ex-

traktionsdruck hat eine héhere Loslichkeit der n-Alkane zur Folge. Die Loslichkeit unter den
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Bedingungen im Fluidzyklon ist nun gegeniber denen bei Extraktionsbedingungen deutlich
verringert, so dass ein Teil der Wachsfraktion im Zwischenabscheider ausfallt. Ahnliches gilt
wiederum fir eine Extraktion bei erhdhter Temperatur von 60 °C und einem Druck von
196 bar. Auch in diesem Fall ist der Abfall in der Loslichkeit grol3 genug, damit die betrachte-
ten n-Alkane in einer Zwischenstufe abgeschieden werden kdnnen. Insgesamt sollte bedacht
werden, dass die vorliegenden Ldslichkeitsdaten auf der Untersuchung von Reinsubstanzen
beruhen, bei einer Extraktion jedoch ein Vielstoffgemisch vorliegt. Das Auftreten von Wech-
selwirkungen zwischen verschiedenen Substanzen ist wahrscheinlich. Daher kdénnen die
Ldslichkeitsdaten nicht uneingeschrankt Gbertragen werden, sondern dienen lediglich dazu,

eine Tendenz aufzuzeigen.
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Abb. 6-6 Loslichkeitsisothermen von C,g-n-Alkan in Uberkritischem CO,, bestimmt mittels
Durchflusszelle (Reverchon et al. 1993);
(----)35°C, (- m=-)40°C, (—a—) 45°C

6.2.2.2 Fraktionierte Abscheidung unter Einsatz des Kuhlthermostaten
FP50 HP (Fa. Julabo)

Verglichen mit den Anséatzen zur fraktionierten Abscheidung von Cuticularwachsen in der
Literatur (siehe Tab. 6-1) sind Temperaturen von 20-30 °C im Zwischenabscheider relativ
hoch. Eine Abscheidung der Cuticularwachse erfolgt in der Regel bei Temperaturen von
10 °C und tiefer sowie Dricken von 90 bar und darunter. Unter diesen Bedingungen ist die
Léslichkeit der Cuticularwachse stark verringert und es kommt zu deren Ausfallung (Rever-
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chon et al. 1994). Um a&hnlich tiefe Temperaturen zu erreichen, wird der Heiz-
/Kihlthermostat ministat cc (Fa. Huber) gegen einen FP50 HP (800 W bei 0 °C, 8 |-Bad, Fa.
Julabo) ausgetauscht. Die Badsolltemperatur wird direkt am Thermostat auf -30 °C einge-
stellt. In Vorversuchen kommt es haufig im Bereich der Ventile im Rohrsystem vor und nach
dem Fluidzyklon zu einem Verstopfen durch die bei tiefen Temperaturen ausgeféllten Sub-
stanzen. Dieses Problem kann verringert werden, indem die Kuhlung lediglich am Fluid-
zyklon erfolgt, das Rohrsystem davor und danach jedoch nicht aktiv gekihlt wird. Die Tem-
peratur im Fluidzyklon wird auch in diesem Fall nicht geregelt, sondern stellt sich unter den
gegebenen Bedingungen wie bereits unter 6.2.2.1 beschrieben ein. Der Unterschied zu den
vorangegangenen Versuchen ist, dass der eingesetzte Thermostat eine wesentlich héhere
Kihlleistung und ein gréReres Badvolumen besitzt. Um eine Equilibrierung des Fluidzyklons
vor der Extraktion zu ermdglichen, wird die Anlage unter Umgehung des Extraktors angefah-
ren, und dieser erst nach Einstellung von stabilen Bedingungen im Fluidzyklon in den Extrak-

tionskreislauf geschaltet.

Im Rahmen der Optimierung der Extraktionsbedingungen hinsichtlich einer hohen Anreiche-
rung von Hyperforin im CO,-Extrakt erweisen sich kurze Extraktionen bei 120 bar/40 °C tber
1 h bzw. 90 bar/40 °C uber 3 h bei einem CO,-Massenfluss von 8 kg-h™ und Einsatz von
unzerkleinerter Droge als optimal (siehe Kapitel 5 ab Seite 43). Unter Verwendung eines
Thermostaten mit hdherer Leistung soll untersucht werden, ob und inwieweit sich der Hyper-
foringehalt des CO,-Extraktes im Endabscheider durch eine fraktionierte Abscheidung der
Wachse im Zwischenabscheider steigern lasst.

In einem ersten Schritt wird eine Extraktion bei 120 bar/40 °C bei einem CO,-Massenfluss
von 8 kg-h™ Uiber 40 min durchgefiihrt. Die Zwischenabscheidung erfolgt bei 90 bar. Unter
diesen Bedingungen stellt sich im Zwischenabscheider eine mittlere Temperatur von 16 °C
ein. Der Temperaturverlauf Uber die gesamte Extraktionsdauer ist Abb. 6-7 zu entnehmen.
Die Temperatur liegt damit ca. 10 °C tiefer als bei den im vorherigen Abschnitt beschriebe-
nen Versuchen mit Zwischenabscheidung. Im Fluidzyklon fallen unter diesen Bedingungen
nur Spuren an Extrakt an. Der Gehalt an Hyperforin und C,g-n-Alkan in der Endabscheider-

fraktion ist in Tab. 6-9 zusammengestellt.

Der Gehalt an Hyperforin liegt in der Endabscheiderfraktion bei knapp 38 % und ist damit
gegenuber einer Extraktion unter denselben Bedingungen ohne Zwischenabscheidung um
ca. 8 % erhoht (vergleiche Tab. 7-3 auf Seite 92). Eine Temperatur von 16 °C im Zwischen-
abscheider liegt immer noch deutlich Uber den Vorgaben der Literatur. Die Kihlleistung des
Thermostaten ist unter diesen Bedingungen ausgeschopft, die Sollbadtemperatur von -30 °C
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kann lediglich zu Beginn der Extraktion realisiert werden. Tiefere Temperaturen sind daher
nur zu erreichen, indem die Flussrate an CO, verringert wird. In diesem Fall muss pro Zeit-
einheit weniger Kohlendioxid von einer Ausgangstemperatur von 40 °C abgekihlt werden.
Dadurch sollte es mdglich sein, geringere Temperaturen im Fluidzyklon zu erreichen. Um die
Gesamtmenge an CO, konstant zu halten, muss jedoch die Extraktionsdauer entsprechend
verlangert werden (siehe auch Abschnitt 5.2.4 auf Seite 50).

25
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Abb. 6-7 Temperatur im Fluidzyklon tber die jeweilige Prozessdauer bei verschiedenen
Extraktionsbedingungen mit Kiihlthermostat FP50 HP (Fa. Julabo);
Sollbedingungen im Fluidzyklon 90 bar/0 °C

Tab. 6-9 Vergleich des Gehaltes an Hyperforin und Coe-n-Alkan in der Endabscheiderfrakti-
on bei unterschiedlichem CO,-Massenfluss (n = 3 Proben);
Einsatz von 200 g unzerkleinertem Johanniskraut

_ Zwischenab- Gehalt [% (m/m)] £ sdv
Extraktion _
scheidung Hyperforin Cao-n-Alkan
120 bar/40 °C/8 kg-h'l/0,67 h 90 bar/16 °C 37,604 6,7+£0,3

120 bar/40 °C/4 kg-h*/1,33 h 90 bar/ 9 °C 33,4+£0,9 6,7+0,2
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Eine Extraktion bei 120 bar/40 °C und einem CO,-Massenfluss von 4 kg-h‘1 fur 80 min fuhrt
bei einem Druck im Zwischenabscheider von 90 bar zu einer mittleren Temperatur von 9 °C.
Der Gesamtverlauf ist in Abb. 6-7 dargestellt. Auch unter diesen Bedingungen fallen nur
Spuren des Extraktes im Zwischenabscheider an. Der Hyperforingehalt in der Endabschei-
derfraktion liegt bei ca. 34 % und ist damit geringer als bei einer Extraktion, mit hoherem
CO,-Massenfluss, bei der sich eine héhere Temperatur im Zwischenabscheider einstellt. Der
Gehalt an Cyg-n-Alkan wird nicht beeinflusst (siehe Tab. 6-9). Es wird an dieser Stelle darauf
hingewiesen, dass es sich um Einzelergebnisse handelt, die nicht durch eine Wiederholung
bestétigt sind. Allerdings zeigt sich in Kapitel 5, dass die Schwankungen im Hyperforingehalt
zwischen zwei identischen Extraktionen auf3erst gering sind. Eine mdgliche Erklarung fur den
Abfall des Hyperforingehaltes ist evtl. darin zu suchen, dass unterhalb einer gewissen Tem-
peratur auch Hyperforin im Zwischenabscheider ausfallen kann, sich dort jedoch einer Ent-
nahme durch Anhaftung auf der Innenflache des Fluidzyklons entzieht. Dem widerspricht
jedoch, dass die Ausbeute an Extrakt im Endabscheider, wie Tab. 6-10 zeigt, bei beiden
Versuchen nahezu identisch ist. Die Tatsache, dass der Gehalt an Nonacosan durch tiefere
Temperaturen nicht beeinflusst wird, deutet darauf hin, dass trotz des hohen Gehaltes in der
Droge zahlreiche andere Stoffe bei der Zwischenabscheidung von Cuticularwachsen beriick-

sichtigt werden muissen.

Tab. 6-10 Zusammenstellung der Extraktausbeuten der Versuche unter Verwendung des
Kihlthermostaten FP50 HP; 200 g unzerkleinerte Droge

Extraktion Zwischenabscheidung Ausbeute [g] (%)

120 bar/40 °C/8 kg-h*/0,67 h 90 bar/16 °C 2,16 (1,08)

120 bar/40 °C/4 kg-h/1,33 h 90 bar/9 °C 2,24 (1,12)
90 bar/40 °C/8 kg-h/0,67 h 90 bar/5 °C 0,80 (0,40)
90 bar/40 °C/8 kg-h/0,67 h - 0,88 (0,44)
90 bar/40 °C/8 kg-h*/2 h 90 bar/9 °C 1,84 (0,92)
90 bar/40 °C/8 kg-h™'/2 h - 1,72 (0,86)

Einen direkten Vergleich des Gehaltes an Hyperforin bzw. C,5-n-Alkan in der Endabscheider-
fraktion nach Extraktionen bei 90 bar/40 °C/8 kg-h™ und unterschiedlicher Extraktionsdauer
mit und ohne Zwischenabscheidung gibt Abb. 6-8 wieder. Die Temperaturverlaufe im Endab-
scheider sind in Abb. 6-7 dargestellt. Bei keinem der beiden Versuche mit Zwischenabschei-
dung féllt eine entnehmbare Zwischenabscheiderfraktion an. Gegenliber den Versuchen
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ohne Einsatz einer fraktionierten Abscheidung ist der Gehalt an C,-n-Alkan im Endabschei-
der um rund 1/3 verringert. Dies schlagt sich bei einer kurzen Extraktion tiber 40 min nicht in
einem hoheren Gehalt an Hyperforin nieder. Eine Verdreifachung der Extraktionsdauer auf 2
h fuhrt bei Einsatz einer Zwischenabscheidung zu einem halbierten Gehalt an C,e-n-Alkan,
trotz einer im Mittel h6heren Temperatur im Fluidzyklon. Die Zwischenabscheidung zeigt in
diesem Fall einen positiven Effekt auf den Gehalt an Hyperforin im CO,-Extrakt, der jedoch
statistisch nicht gesichert ist. Betrachtet man die Extraktausbeuten im Endabscheider (siehe
Tab. 6-10), so fallt auf, dass durch eine Extraktion mit fraktionierter Abscheidung die Extrakt-
ausbeute gegenlber einer unfraktionierten Abscheidung nicht nennenswert verringert ist,
sondern sich in der gleichen GroRenordnung bewegt. Dies steht zunachst im Widerspruch zu
der Beobachtung, dass der Gehalt an C,g-n-Alkan in der Endabscheiderfraktion verringert ist.
Allerdings sollte bedacht werden, dass es sich bei der Wachsfraktion um ein spezifisch sehr
leichtes Material handelt, so dass sich ein geringerer Gehalt an Cy-n-Alkan in der Endab-
scheiderfraktion nicht notwendigerweise in einer deutlich geringeren Ausbeute niederschla-
gen muss. Hinzu kommt, dass der Extrakt nicht quantitativ aus dem Separator zu entnehmen

ist, sondern wechselnde, wenn auch geringe Anteile im Endabscheider verbleiben.
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Abb. 6-8 Gehalt an Hyperforin ([ll) und an C,g-n-Alkan ([]) in der Endabscheiderfraktion
mit und ohne Zwischenabscheidung; 200 g unzerkleinerte Droge



82 6 Wachsabtrennung durch Zwischenabscheidung

Insgesamt betrachtet fihren die Versuche zur Zwischenabscheidung unter den gegebenen
Bedingungen nicht zu dem erhofften Effekt einer mdglichst quantitativen Abscheidung der
Wachsfraktion im Fluidzyklon und damit verbunden einer Steigerung des Hyperforingehaltes
in der Endabscheiderfraktion. Eine genauere Kenntnis des Ldslicheitsverhaltens von Hyper-
forin und verschiedenen Bestandteilen der Wachsfraktion in flissigem und Uberkritischem
CO, wirde die Grundlage fur eine Prozessfihrung mit Zwischenabscheidung erheblich
verbessern. Diese Daten sind in der Literatur jedoch nur unzureichend vorhanden. Zwi-
schenabscheidung durch isobare Abscheidung bei Temperaturen um 0 °C sind unter den
baulichen Gegebenheiten der Extraktionsanlage nur schwer zu verwirklichen. Um solche
Temperaturen im Fluidzyklon zu erreichen, ohne Gefahr zu laufen, dass Verstopfungen im
Bereich der Ventile und damit unkontrollierbare Druckanstiege auftreten, sind verschiedene
weitergehende Modifikationen der Extraktionsanlage notwendig. Aufgrund der geringen
Kuhlistrecke ist ein noch leistungsfahigerer Kiihithermostat als der Julabo FP50 HP notwen-
dig. Eine Regelung der Zwischenabscheidetemperatur setzt den Einsatz eines Pt100-Fihlers
im Fluidzyklon voraus, tUber den der Thermostat direkt angesteuert werden kann. Die Bad-
temperatur wiirde dann so geregelt werden, dass im Fluidzyklon die gewiinschte Temperatur
herrscht. Somit wiirde dieser Temperaturregelkreis von dem Regler der Anlage auf den Kuhl-
thermostat verlagert. Um die Gefahr von Verstopfungen im Bereich der Ventile durch ausfrie-
rende Wachse zu verringern, ist zudem der Einsatz einer Ventilheizung insbesondere an den

Ventilen, die direkt vor und nach dem Fluidzyklon angeordnet sind, notwendig.

6.3 Zusammenfassung der Ergebnisse zur Untersuchung der Wachsfrakti-
on und Zwischenabscheidung

CO.-Extrakte aus Hypericum perforatum L. weisen eine starke Inhomogenitat auf. Neben
einer z&hen, braunen hyperforinreichen Masse féllt im Endabscheider ein flockiges, gelbli-
ches Produkt an. Der hyperforinreiche Anteil macht ca. 70 % der Gesamtausbeute aus und
enthalt 90 % des insgesamt extrahierten Hyperforins. Im wachsreichen Anteil lasst sich mit-
tels GC-FID eine Reihe homologer n-Alkane ungerader Kettenlange nachweisen und quanti-
fizieren mit Nonacosan als deren Hauptbestandteil. Das Auftreten dieser n-Alkane in der
Wachsfraktion wird durch GC-MS-Untersuchungen bestétigt. Darliber hinaus kann eine Rei-
he von n-Alkanolen und Fettsduren sowie Wachsestern aus beiden nachgewiesen werden.
Sowohl fur die n-Alkanole als auch fiur die Fettsduren ist die geradzahlige C-Kettenlange
dominierend. Unter den Fettsduren Uberwiegt die Palmitinsaure, die ungesattigten Sauren
Ol- und Linols&ure treten ebenfalls auf. Bis auf die freien Fettsauren sind samtliche Bestand-

teile der Wachsschicht der Cuticula zuzuordnen.
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Erste Versuche zur Zwischenabscheidung von Wachsen bei tiefen Temperaturen liefern
zwar eine Wachsfraktion im Zwischenabscheider mit hohen Gehalten an Nonacosan, den-
noch fallt dessen groter Teil im Endabscheider an. Die Extraktionsergebnisse lassen sich
mit Literaturdaten zum Ld&slicheitsverhalten von n-Alkanen in fliissigem und Uberkritischem
CO, ansatzweise erklaren. Die Regelung der Temperatur im Zwischenabscheider ist &uRerst
ineffektiv, da der zun&chst verwendete Thermostat eine nur unzureichende Leistung besitzt
und die Kuhlstrecke im Bereich des Fluidzyklons sehr kurz ist. Dadurch werden im Zwi-
schenabscheider lediglich Temperaturen von 20-30 °C erreicht, die sehr grofen Schwan-
kungen innerhalb eines Prozesses unterworfen sind. Ein Austausch des Thermostaten ge-
gen einen leistungsfahigeren fuhrt zu einer Absenkung der Temperatur auf Werte zwischen 5
und 16 °C bei insgesamt geringeren Schwankungen. Auch unter den untersuchten Extrakti-
onsbedingungen von 90 bzw. 120 bar und 40 °C sowie Abscheidung bei 90 bar fallen im
Zwischenabscheider lediglich Spuren einer Wachsfraktion an. Der Gehalt an C,g-n-Alkan im
Endabscheider ist zwar verringert, dies schlagt sich jedoch nicht in einem héheren Gehalt an
Hyperforin in den Extrakten nieder. Eine genauere Kenntnis des Lo6slichkeitsverhaltens von
Hyperforin und Bestandteilen der Cuticularwachse sowie einige apparative Anderungen wa-
ren fur eine effektive Zwischenabscheidung notwendig.



KAPITEL 7

IN-LINE-EINSCHLUSS VON HYPERFORIN IN

CYCLODEXTRINE

7.1 Allgemeines zu B-Cyclodextrinen

Das B-Cyclodextrinmolekil ist ein cyclisches Oligosaccharid, das aus sieben a-1,4-
verknipften Glucoseeinheiten besteht (Freudenberg und Meyer-Delius 1938, Freudenberg et
al. 1947) und das die Fahigkeit besitzt, mit Gastkomponenten Einschlussverbindungen zu
bilden (Cramer und Henglein 1957). Die Gewinnung von B-CD erfolgt durch enzymatischen
Abbau von Starke, wobei neben dem siebengliedrigen B-CD, das sechsgliedrige a-CD und
das achtgliedrige y-CD entstehen. Die sieben Glucosemolekile des 3-CD bilden einen koni-
schen Torus, dessen zentrale Kavitat durch Geristkohlenstoffatome und ethergebundene
Sauerstoffatome begrenzt wird, die Uberwiegend apolare Wechselwirkungen eingehen kon-
nen. Die priméren und sekundaren Hydroxylgruppen ragen nach auf3en und verleihen dem
Molekil auf diese Weise hydrophile Eigenschaften (siehe Abb. 7-1). Die Wasserlgslichkeit
von B-Cyclodextrin ist mit 1,85 g/100 ml dennoch relativ gering. Durch Substitution eines
Teiles der Wasserstoffatome der Hydroxylgruppen durch Methyl- bzw. Hydroxypropylgrup-
pen lasst sich die Ldslichkeit betrachtlich steigern. So wird die Wasserloslichkeit von 1,8-
Methyl-B-Cyclodextrin (M-B-CD) und Hydroxypropyl-B-CD (HP-B-CD) mit grofRer 200 g/100

ml angegeben.
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Abb. 7-1 Molekulare Struktur und dreidimensionale Anordnung von B-CD
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Einschlussverbindungen konnen bereits in wassriger Losung gebildet werden, kovalente
Bindungen treten dabei nicht auf. Die Triebkraft fir die Komplexbildung ist der Entropiege-
winn der bei Verdrangung der polaren Wassermolekiile aus der apolaren Kavitat des CD
durch Gastmolekile mit hoherer Affinitat auftritt (Szejtli 1998, Loftsson 1999). Dabei dringt
das Gastmolekil ganz oder mit einem Molekulteil geeigneter GroRe unter Ausbildung von
van-der-Waals-Wechselwirkungen oder Wasserstoffbriickenbindungen in die apolare Kavitat
ein (Komiyama und Bender 1978). In Losung existiert ein dynamisches Gleichgewicht zwi-
schen freien und gebundenen Gastmolekiilen, dessen Lage entsprechend dem Massenwir-

kungsgesetz durch eine stoffspezifische Stabilitidtskonstante definiert ist.

Die Herstellung von CD-Einschlussverbindungen kann auf unterschiedlichen Wegen erfol-
gen. Bei der Losungs- oder Coprazipitationsmethode werden wasserldsliche Substanzen
direkt in meist heiRen, konzentrierten wassrigen Losungen des CD geldst. Dabei kristallisie-
ren die Einschlussverbindungen entweder sofort oder nach langsamem Abkihlen oder Ein-
dampfen des Losungsmittels aus. Nicht wasserlosliche Substanzen werden in einem geeig-
neten organischen Losungsmittel geldst und zusammen mit der wassrigen CD-L6sung ge-
schuttelt, wobei die Komplexe als Préazipitat anfallen. Fur die Herstellung von Einschlussver-
bindungen nach der Knetmethode wird zunachst ein wassriger Brei aus 20-80 % CD herge-
stellt, in den anschlieRend die flussige oder geltste Gastkomponente eingeruhrt wird. Auf
diese Weise entsteht ein Teig, der getrocknet werden muss. Unabhangig von der gewéhlten
Herstellungsmethode miissen anhaftende, nicht eingeschlossene Substanzreste durch Wa-
schen mit einem geeigneten organischen Lésungsmittel entfernt werden. Ubersichten tber
die moglichen Herstellungsmethoden fur CD-Einschlussverbindungen finden sich bei Hedges
(1998) und bei Loftsson (1999).

Die Einsatzmdglichkeiten von CD im pharmazeutischen Bereich sind duR3erst vielfaltig. Ne-
ben der Loslichkeitsverbesserung und Stabilisierung von Arzneistoffen sind sie in der Lage,
die Flichtigkeit von Wirkstoffen zu verringern und fliissige Substanzen in eine pulverférmige,
leicht handhabbare Form zu tberfiihren. Eine Reihe von Ubersichtsarbeiten stellt die Vielsei-
tigkeit dieser Einsatzmoglichkeiten zusammen und beschreibt die Méglichkeiten der Herstel-
lung und Charakterisierung von Cyclodextrin-Komplexen (Saenger 1980, Hedges 1998,
Szejtli 1998, Loftsson 1999).
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7.2 Literaturibersicht

Als Phloroglucinderivat ist Hyperforin sehr instabil und unterliegt unter Licht- und Warmeein-
fluss einem raschen oxidativen Abbau. Einen drastischen Gehaltsabfall von Hyperforin in
,Oleum Hyperici“ nach dem Erganzungsbuch zum DAB 6 (1953) innerhalb von 14 Tagen
unter die Nachweisgrenze finden Maisenbacher und Kovar (1992). In einer umfangreichen
Untersuchung zum Einfluss des verwendeten Oles und der Herstellungsmethode auf die
Stabilitét von Hyperforin in diesen Zubereitungen zeigen sich mittelkettige Triglyceride ande-
ren Grundlagen Uberlegen, der Ausschluss von Licht wirkt sich positiv auf den Hyperforinge-
halt des Oles aus. Bei Lagerung von geléstem Hyperforin in verschiedenen Lésungsmitteln
bei Raumtemperatur unter Lichtschutz tber 30 Tage zeigt sich eine von der Polaritat des
jeweiligen Lésungsmittels abhéngige Zersetzung. Wéhrend sich in methanolischer und me-
thanolisch-wéssriger Losung noch 80 % des Ausgangsgehaltes findet, erhalt man fir stark
apolare Lésungsmittel wie n-Hexan oder Petrolether Werte, die unterhalb der Nachweisgren-
ze liegen (Orth et al. 2000). Die Lagerung von Reinhyperforin (> 99,9 %) als Substanz tber
acht Monate bei Raumtemperatur fiihrt zu einem Abbau auf 55 % des Ausgangswertes, ge-
geniuber 87 % bei -20 °C. Lagerung unter Stickstoffatmosphére flihrt zu einer Stabilitatsver-
besserung (Orth et al. 1999a). Fir eine Langzeitlagerung von Hyperforin schlagen die Auto-
ren -70 °C unter Stickstoffatmosphare vor. Als das dominierende Zwischenabbauprodukt
nach Oxidation von Hyperforin in methanolischer Losung isolieren und identifizieren Orth et
al. (1999b) das Orthoforin, auch Furohyperforin genannt. Mittels einer HPLC-MS-Kopplung
kénnen mit Isomeren des Orthoforins sowie dessen Hydroperoxids weitere Abbauprodukte
von Hyperforin nachgewiesen werden. Darliber hinaus wird gezeigt, dass das homologe Ad-

hyperforin demselben Abbauschema wie Hyperforin unterliegt (Fuzzati et al. 2001).

Stabilitatsuntersuchungen von Hyperforin in Johanniskraut-Trockenextrakten und Zuberei-
tungen daraus sowie Mafinahmen zu dessen Stabilisierung finden sich in erster Linie in der
jungeren Patentliteratur. So beschreibt Ghosal (2001) eine beschleunigte Zersetzung von
Hyperforin in Anwesenheit von Hypericin, die sich durch Zusatz eines antioxidativ wirkenden
Extraktes aus Emblica officinalis verlangsamt. In die gleiche Richtung zielen Arbeiten, die
durch Zugabe verschiedener Antioxidantien vor oder wahrend des Extraktionsvorganges
eine Stabilisierung von Hyperforin Uber bis zu 12 Monate erreichen. Darin finden sich auch
Beispiele zur Herstellung von hyperforinangereicherten und -stabilisierten Johanniskraut-
CO.-Extrakten. Erdelmeier et al. (2001a, b) empfehlen den Zusatz von Ascorbylpalmitat zur
Stabilisierung zu getrocknetem Johanniskraut bzw. von Ascorbinsdure zu einem frischen
Pflanzenpresssaft. In beiden Fallen schliel3t sich eine Extraktion mittels tberkritischem CO,
an. Verschiedene Einflisse auf die Stabilitat von Hyperforin und andere Inhaltsstoffe in Kap-

selzubereitungen aus Johanniskraut-Trockenextrakten untersuchen Bilia et al. (2001). Dabei



7 In-line-Einschluss von Hyperforin in Cyclodextrine 87

zeigen Zubereitungen mit 2,85 % Ascorbinsaurezusatz eine leicht verbesserte Stabilitat wéh-
rend der Lagerung bei 40 °C. Dagegen zeigt sich keine Verbesserung wahrend einer Lage-
rung bei Raumtemperatur. Die Stabilitat von 70 %-igem Rohhyperforin in Anwesenheit ver-
schiedener Antioxidantien untersuchen Orth und Schmidt (2000) und finden eine geringfugi-
ge Stabilitdtsverbesserung bei Einsatz von Ascorbinsaure. Weiterhin untersuchen sie die
Stabilitat von Hyperforin in Einschlussverbindungen mit verschiedenen Cyclodextrinen. Die
Herstellung der Komplexe erfolgt nach der Lésungs- bzw. Coprazipitationsmethode. Wah-
rend a-CD und B-CD die Stabilitdt von Hyperforin negativ beeinflussen, zeigt sich nach Ein-
schluss in y-CD und M-B-CD eine deutliche Verbesserung. Komplexe aus Hyperforin und
M-B-CD zeigen innerhalb von sechs Monaten bei 20 °C keine signifikante Abnahme des Hy-
perforingehaltes.

Neben den herkdmmlichen Methoden zur Herstellung von Einschlussverbindungen mit 3-CD
kann die Komplexierung auch mittels tberkritischem CO, erfolgen. So beschreiben Van
Hees et al. (1999) den Einschluss von Piroxicam in 3-CD in Uberkritischem CO,, indem eine
physikalische Mischung aus beiden statisch unter Druck gesetzt wird. Bei einer Temperatur
von 150 °C und Driicken von 300-450 bar werden Einschlussraten von bis zu 90 % erzielt.
Ebenfalls auf statischem Wege bei 280 bar und 40 °C erreichen Perrut et al. (2002) den Ein-
schluss von Prednisolon in HP-B-CD. Mittels einer dynamischen Methode gewinnen Cha-
roenchaitrakool et al. (2002) Komplexe aus lbuprofen und M-B-CD. Dabei wird das mit Ibu-
profen beladene lberkritische CO, bei 130-220 bar und 35 °C ber ein Bett aus M-3-CD ge-
leitet. Auf @ahnliche Art und Weise bei Driicken zwischen 20 und 60 bar und im Temperatur-
bereich von 10-40 °C gelingt der Einschluss von Geraniol und Senfdl in a-, B- und y-CD
(Kamihira et al. 1990). Einen anderen Weg zur Bildung von Einschlussverbindungen be-
schreiten Adda und Lorne (1991). Durch Zusatz von B-CD in den Abscheidebehélter einer
CO,-Extraktionsanlage erreichen sie eine verbesserte Ausbeute flichtiger Substanzen.

7.3 In-line-Herstellung der CO,-Extrakt-Einschlussverbindungen

Die Herstellung der Einschlussverbindungen aus Johanniskraut-CO,-Extrakt und verschie-
denen Komplexierungsmitteln erfolgt In-line als Teil des Extraktionsprozesses. Hierzu wer-
den vor der Extraktion 16,5 oder 33 g des jeweiligen Komplexierungsmittels als Festsubstanz
bzw. in Ldsung in den Endabscheider gegeben und anschlieRend 200 g Droge bei 120 bar,
40 °C bei einem CO,-Massenfluss von 8 kg-h™ fiir 40 min extrahiert. Wahrend der Extraktion
gelangt der abgeschiedene Extrakt mit 3-CD im Endabscheider in Kontakt. Durch standig
einstromendes CO, kommt es zu relativ starken Turbulenzen und einer intensiven Durchmi-

schung. Der Einschluss erfolgt auf diese Weise In-line und ist somit integraler Bestandteil
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des Extraktionsprozesses. Nach Ende der Extraktion wird der Endabscheider schnell ent-
spannt, das gefrorene Gemisch aus Johanniskraut-CO,-Extrakt und Komplexierungsmittel
entnommen und anschlielBend einer Gefriertrocknung unterworfen. Nach Gefriertrocknung
wird das Gemisch vorsichtig ohne Druck in einer Reibschale homogenisiert. Die experimen-
tellen Bedingungen finden sich in Abschnitt 8.5.4 auf Seite 121. Die dem Einschluss zu
Grunde liegenden molaren Verhéltnisse an 3-CD zu Hyperforin lassen sich aus der Ausbeute
und dem Hyperforingehalt der Extrakte, die ohne Zusatz von Komplexierungsmittel herge-
stellt werden berechnen. Diese bilden die Grundlage fiir die Stabilitdtsuntersuchungen der
reinen Extrakte (siehe Tab. 7-3 auf Seite 92). Die Berechnung erfolgt geman Gl. 7-1, die
molaren Massen der eingesetzten B-CD finden sich in Tab. 8-7 im Abschnitt 8.5.4 auf

Seite 122. Die molaren Verhaltnisse sind in Tab. 7-1 zusammengefasst.

Mp-co _ Mg_cp M,y (100 (7-1)
an I\/IB—CD |lrnEx |]NEX +mSp)
Np-co res . : 1
molares Verhéltnis $-CD:Hyperforin [mol-mol-]
Nyt
Mg.co eingesetzte Masse an 3-CD [g]
Mg-co molare Masse des eingesetzten B-CD [g-mol™]
Mt molare Masse Hyperforin (535 g-mol™)
Mgy Ausbeute an Extrakt ohne p-CD-Zusatz [g]
Wex Hyperforingehalt im Extrakt [% (m/m)]
Msp Masse an Hyperforin in der Spullésung
Tab. 7-1 Molare Verhaltnisse B-Cyclodextrin:Hyperforin
Molares Verhaltnis CD:Hyperforin
Massenverhéltnis CD:Extrakt 8T CD:1T Extrakt 16T CD:1T Extrakt
B-Cyclodextrin (B-CD) 8,1:1 16,2:1
1,8-Methyl-B-Cyclodextrin (M-B-CD) 7,0:1 14,0:1
Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin (HP-B-CD) 6,6:1 13,2:1

Auf Grund der gewahlten Massenverhéltnisse von p-CD zu Extrakt von 8:1 und 16:1 ergeben
sich zwei Stufen an molaren Verhéltnissen von 6,6-8,1:1 bzw. 13,2-16,2:1. Die Spannen sind
Folge der unterschiedlichen molaren Massen der eingesetzten B-Cyclodextrine. Die Masse

an Hyperforin, die als nicht entnehmbarer Anteil im Separator verbleibt wird auf Basis von
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drei Extraktionen auf 0,271 + 0,074 mg (Mittelwert £ sdv, n = 3) bestimmt. Somit ergibt sich
ein 6,5-16-facher Uberschuss an B-CD im Vergleich zu Hyperforin.

7.4 Wiederfindung von Hyperforin in den Einschlussverbindungen

Die Bestimmung der Wiederfindung im Komplex dient der Feststellung, ob die Masse an
Hyperforin, die auf Grund der zuvor durchgefiihrten Extraktionen ohne Zusatz von (-CD im
Komplex zu erwarten ist, auch tatsachlich in diesem gefunden wird. Hierzu muss zunéchst
die Gesamtmasse an Hyperforin ermittelt werden, die tatsachlich fir einen Einschluss zur
Verfigung steht. Zu der Masse an Hyperforin im entnommenen Extrakt kommt dabei noch
die im Separator verbleibende Masse nach Enthahme des Extraktes hinzu, die durch die
Spullésung des Separators reprasentiert wird. Zur statistischen Absicherung wird eine Mas-
senbilanz auf Basis von n = 3 Extraktionen analog der unter Abschnitt 5.3 auf Seite 51 be-
schriebenen Vorgehensweise aufgestellt. Die Extraktionsbedingungen entsprechen denen,
die zur Herstellung der reinen CO,-Extrakte und der Komplexe herangezogen wurden: un-
zerkleinerte Droge, Extraktion bei 120 bar, 40 °C und einem CO,-Massenfluss von 8 kg-h™
Uber 40 min, kein Zusatz von Komplexierungsmittel im Separator. Der Ausgangshyperforin-
gehalt der Droge wird in einer sechsfachen Bestimmung ermittelt und als 100 %-Wert ge-
setzt. Der Extraktgehalt und der Restgehalt in der extrahierten Droge wird durch dreifache
Analyse bestimmt und zuséatzlich die Spullésung fur alle drei Extrakte nach Entnahme aus

dem Separator analysiert. Das Ergebnis ist in Tab. 7-2 zusammengestellt.

Tab. 7-2 Wiederfindung in Extrakt, extrahierter Droge und Spullésung bei 120 bar/40 °C/

8 kg-h™/40 min bei Einsatz von 200 g unzerkleinerter Droge; Mittelwert # sdv

Droge (n = 6) 0,84 + 0,04 %
100 % — bei 200 g Droge entsprechend 1,680 + 0,079 g Hyperforin
Extrakt Extrahierte Droge Spullésung
Hyperforin [g] 0,713 + 0,089 0,549 + 0,054 0,271 £ 0,075
% 42,5+5.3 32,7+3,2 16,1+ 4,4
Wiederfindung [%0]
91,3+5,2
(n=3)

Es wird an dieser Stelle darauf hingewiesen, dass die hier erzielten Resultate nicht direkt mit

denen aus Abschnitt 5.3 auf Seite 51 vergleichbar sind, da unzerkleinerte Droge zu Grunde
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liegt. Dies erklart die deutlich geringeren Wiederfindungen im Extrakt von ungefahr 42 % und
den vergleichsweise hohen Anteil von 32 %, der in der extrahierten Droge verbleibt. Der
nicht entnehmbare Anteil im Separator betragt ca. 16 %. Daraus ergibt sich ein Anteil von ca.
59 % des insgesamt in 200 g Droge vorhandenen Hyperforins, der im Rahmen eines In-line-
Einschlusses der Komplexierung zur Verfligung steht, entsprechend absolut 0,984 + 0,047 g

Hyperforin.
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100

80 T TT_I_

60

40 .

Wiederfindung Hyperforin im Komplex [%0]

8:1 16:1 8:1 8:1 16:1 8:1 16:1 8:1
B-CD B-CD M-B-CD M-B-CD M-B-CD HP- HP- Syloid
Lsg* B-CD B-CD

Abb. 7-2 Wiederfindung von Hyperforin in 8-Cyclodextrin-Komplexen unter Berlicksichti-
gung reiner Johanniskraut-CO,-Extrakte (Tab. 7-3) und in Abhangigkeit von der
Lagerdauer; (Jll) Startwert, () -30 °C/15 Wochen, ([]) -30°C/23 Wochen;
Fehlerbalken représentieren Spannweiten (n = 2 Komplexe)

Auf Basis dieses 100 %-Wertes wird die Wiederfindung an Hyperforin in den In-line-
Einschlussverbindungen ermittelt. Dazu wird der Hyperforingehalt der Einschlussverbindung
mittels HPLC bestimmt (siehe Abschnitt 8.4.1 auf Seite 112) und Uber die Ausbeute an Kom-
plex die Wiederfindung von Hyperforin berechnet. Abb. 7-2 gibt die Wiederfindungsraten von
Hyperforin zu Beginn der Stabilitatsuntersuchungen, nach 15 bzw. 23 Wochen Lagerung bei
-30 °C wieder. Die Wiederfindungsraten innerhalb eines Komplexes sind Uber die Lagerdau-
er anndhernd konstant, die auftretenden Schwankungen sind in erster Linie analytisch be-
dingt. Mit Ausnahme von 1,8-Methyl-3-CD (M-B-CD) im Massenverhéltnis 8:1, vorgelegt im

Separator als methanolisch-wéssrige Losung werden bei der Wiederfindung von Hyperforin

4 1,8-Methyl-B-Cyclodextrin eingesetzt als methanolisch-wassrige Losung (50/50 [V/V]) entsprechend
Abschnitt 8.5.4.2 auf Seite 122
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nicht annahernd 100 % erreicht, das Defizit betragt bis zu 50 %. Fir unsubstituiertes 3-CD
liegt die Wiederfindung unabhangig von der eingesetzten B-CD-Menge bei 80 %. Fir
1,8-Methyl-B-CD zeigt die Wiederfindung eine deutliche Abhé&ngigkeit von der eingesetzten
Menge. Wahrend fir ein Massenverhéltnis Komplexbildner:Extrakt von 8:1 die Wiederfin-
dungsrate 60-70 % betréagt, sinkt sie bei Verdoppelung der eingesetzten Menge an M-3-CD
auf ca. 45-50 % ab. Fur Hydroxypropyl-B-CD dreht sich das Bild um. Bei einem Massenver-
haltnis von 8:1 findet man rund 77 % des Hyperforins in der Extrakt-HP-B-CD-Mischung wie-
der, gegenlber 87 % bei einem Verhaltnis von 16:1. Insgesamt kann Hyperforin in den Kom-
plexen bei -30 °C und innerhalb des betrachteten Zeitraumes von 23 Wochen als stabil be-

zeichnet werden.

7.5 Untersuchungen zur Lagerstabilitat
7.5.1 Lagerstabilitat der reinen Johanniskraut-CO,-Extrakte

Die Stabilitat von Hyperforin in Johanniskraut-CO,-Extrakten in Abhangigkeit von der Lager-
temperatur wird auf Basis von sechs Extrakten untersucht. Diese werden unter identischer
Vorgehensweise bei 120 bar, 40 °C, einem CO,-Massenfluss von 8 kg-h™ und einer Extrakti-
onsdauer von 40 min hergestellt. Als Ausgangsmaterial kommen 200 g unzerkleinertes Jo-
hanniskraut mit einer PartikelgrofRe von 73,2 % < 1,4 mm (siehe Abb. 5-1 in Abschnitt 5.1)
zum Einsatz. Nach Enthahme des Extraktes aus dem Separator wird er gefriergetrocknet
und anschlielend bis zur Analyse bei -70 °C gelagert. Die verwendeten Extraktionsbeding-
ungen haben sich im Rahmen der in Kapitel 5 dargestellten Optimierung hinsichtlich einer
moglichst hohen Anreicherung von Hyperforin bei akzeptablen Restgehalten in der extrahier-
ten Droge und geringer Abbautendenz zu Orthoforin als glnstig herausgestellt. Die insge-
samt sechs Extrakte werden auf ihnren Hyperforingehalt analysiert (siehe 8.4.1 auf Seite 112)
und anschlielRend entsprechend Abb. 7-3 auf die Lagerbedingungen aufgeteilt. Die Ausbeute
und der Hyperforingehalt der zu Grunde liegenden Extrakte sind in Tab. 7-3 zusammenge-
stellt.

Das der Stabilitatsuntersuchung von Hyperforin in Johanniskraut-CO,-Extrakten zu Grunde
liegende Rohmaterial kann als sehr homogen betrachtet werden. Die Ausbeuten liegen um
1 % bei einem Hyperforingehalt von etwa 35 %. Die in Tab. 7-3 dargestellten Standardab-
weichungen basieren auf n = 3 Extrakten. Die relative Standardabweichung fir die Ausbeute
und den Ausgangshyperforingehalt der Extrakte betragt 7,1 bzw. 2,3 %. Die relativen Stan-
dardabweichungen einer Dreifachbestimmung der jeweiligen Extrakte liegen zwischen 1,5
und 3 %. Damit weisen die Extrakte auch in sich eine gute Homogenitat auf. Aus diesem
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Grund werden die fortlaufenden Gehaltsbestimmungen auf Basis von Einzelbestimmungen
durchgefuhrt.

6 Extrakte
120 bar-40 °C-8 kg/h-40 min
Startanalyse (n = 3)

|
v v

Temperaturabhangigkeit Lichtabhangigkeit
3 Extrakte 3 Extrakte

l l

-30. +5. RT. +30 °C Licht/25 °C. Dunkel/25 °C

| |
!

Fortlaufende Analyse des Hyperforingehaltes
(n=1)

Abb. 7-3 Schema der Stabilitatsuntersuchungen reiner CO,-Extrakte (siehe auch Abschnitt
8.5.5.1 auf Seite 123)

Tab. 7-3 Ausbeute und Hyperforingehalt der fiir die Stabilitatsuntersuchungen eingesetzten

Extrakte
Ausbeute [%] + sdv  Hyperforingehalt [%)] £ sdv
Temperaturabhangigkeit (n = 3) 0,97 £ 0,03 345+0,7
Lichtabhangigkeit (n = 3) 1,02 + 0,09 349+0,8
Gesamt (n = 6) 0,99 + 0,07 34,7+0,8

7.5.1.1 Stabilitat in Abhangigkeit von der Lagertemperatur

Die Lagerstabilitat Gber 24 Wochen in Abhangigkeit von der Lagertemperatur ist in Abb. 7-4
dargestellt. Bei einer Lagertemperatur von -30 °C tritt erst nach einer Dauer von 9 Wochen
eine geringfligige Gehaltsabnahme ein. Nach 24 Wochen erreicht man 98 % vom Aus-
gangsgehalt, diese Abnahme ist jedoch nicht signifikant. Bei einer Lagertemperatur von
+5 °C im Kihlschrank geht der Abbau etwas schneller von statten, nach einer Lagerung Uber

24 Wochen erhalt man eine signifikante Abnahme auf 96 % vom Ausgangsgehalt. Sowonhl
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bei -30 als auch bei +5 °C sind die Vertrauensbereiche der einzelnen Analysenzeitpunkte
sehr eng. Das bedeutet, dass die drei zu Grunde liegenden Extrakte ein sehr dhnliches Ab-
bauverhalten zeigen.
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Abb. 7-4 Stabilitat der Johanniskraut-CO,-Extrakte in Abhéngigkeit von der Lagertemperatur;
(—®—) -30 °C, (—A-) +5 °C, (— # =) Raumtemperatur, (=) +30 °C

Dies andert sich bei héherer Temperaturbelastung unter Raumtemperatur und bei +30 °C.
Die Vertrauensbereiche nehmen mit zunehmender Temperatur und Lagerdauer sehr stark
zu, die Extrakte unterscheiden sich deutlich in ihrem Abbauverhalten. Wahrend bei Raum-
temperatur eine Abnahme auf 58 % nach 24-wdéchiger Lagerung zu verzeichnen ist, werden
bei +30 °C nach 18 Wochen nur noch 10-20 % des urspringlichen Hyperforingehaltes ge-
funden, mit allerdings sehr hohen Streuungen.

7.5.1.2 Stabilitat unter Lichteinfluss

Zur Untersuchung der Lichtabhéngigkeit der Zersetzung werden hyperforinangereicherte
CO,-Extrakte einer Lichtquelle mit 15 W (Neonlicht) ausgesetzt. Zur Ausschaltung von Tem-
peratureinflissen werden Referenzproben in derselben Lichtkammer dicht verschlossen in
einem Metallbehaltnis gelagert. Der Hyperforingehalt von Lichtproben und Referenzproben
wird zeitabhéngig analysiert. Die Daten zur Lagerstabilitat unter Lichteinfluss tber 24 Wo-
chen sind in Abb. 7-5 wiedergegeben. Der Verlauf der Kurven unter Lichteinfluss bzw. in
Dunkelheit bei identischer Lagertemperatur von 25 °C unterscheiden sich deutlich, jedoch
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zum Ende des Untersuchungszeitraumes nicht mehr signifikant. Die starken Streuungen
deuten auch hier auf ein sehr unterschiedliches Abbauverhalten der einzelnen Extrakte hin.
Ohne Lichteinfluss erhalt man nach 24-wdchiger Lagerdauer noch 38 % des urspriinglichen
Gehaltes, unter Lichteinfluss sind es innerhalb 18 Wochen noch lediglich 10 %. Der Abbau
von Hyperforin in den CO,-Extrakten lauft unter Lichteinfluss somit deutlich schneller ab.
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Abb. 7-5 Stabilitat der Johanniskraut-CO,-Extrakte in Abhéngigkeit vom Lichteinfluss;
(—#—) Dunkelheit/25 °C, (---#--) Licht/25 °C

7.5.2 Lagerstabilitat der Einschlussverbindungen

Nach der Gehaltshestimmung von Hyperforin in den Komplexen als Startanalyse werden
diese entsprechend den reinen CO,-Extrakten einer Stabilitatsuntersuchung bei unterschied-
lichen Lagertemperaturen unterzogen. Die Bedingungen sind -30 °C als Referenztemperatur,
Raumtemperatur mit und ohne Lichteinfluss, sowie +30 °C. Auf Lagerung im Kihlschrank bei
+5 °C wird angesichts der vergleichsweise guten Lagerstabilitat von reinen Extrakten unter
diesen Bedingungen verzichtet. Wahrend die Startanalyse als Dreifachbestimmung durchge-
fuhrt wird, basieren die fortlaufenden Gehaltsbestimmungen von Hyperforin in den Komple-

xen auf einer einfachen Bestimmung.

In Abb. 7-6 ist der Verlauf des Hyperforingehaltes in den Komplexen wéhrend einer 16-
wochigen Lagerung bei +30 °C, Raumtemperatur und unter Lichteinfluss fur 1,8-Methyl-B-CD
bei Massenverhaltnissen M-B-CD zu Komplex von 8:1 und 16:1 gegenuber gestellt. Der

grundlegende Verlauf der Kurven ist mehr oder weniger unabhangig von der eingesetzten
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Menge an M-B-CD. Der Abbau erfolgt sehr schnell. Bei Raumtemperatur ohne Lichteinfluss
nimmt der Gehalt innerhalb von 9 Wochen auf rund 30 % des Ausgangsgehalts ab. Lage-
rung bei +30 °C oder unter Lichteinfluss flhrt zu einem noch schnelleren Abbau. Die relativ
geringen Spannweiten sind ein Indiz dafir, dass sich die beiden unter identischen Herstell-
bedingungen gewonnenen Johanniskraut-CO,-Extrakt-Komplexe hinsichtlich ihrer Stabilitat
sehr ahnlich verhalten. Die beobachtete Konstanz der Werte bei +30 °C und Raumtempera-
tur innerhalb von 2 bzw. 4 Wochen erscheint angesichts des anschlieend rasch erfolgenden
Abbaus von Hyperforin als sehr widersprichlich. Wie Abb. 7-7 zeigt, unterliegt die Gehalts-
bestimmung in Form einer Dreifachbestimmung gro3en Schwankungen, die auf Inhomogeni-
taten zurtickzufiihren sind. Diese Inhomogenitaten durften auch fur dieses widersprichliche

Verhalten der Komplexe verantwortlich sein.

% vom Ausgangsgehalt

Startwert 2 16

Lagerdauer [Wochen]

Abb. 7-6 Stabilitéat von Komplexen aus 8:1 und 16:1 1,8-Methyl-B-Cyclodextrin:Extrakt in
Abhangigkeit von der Lagertemperatur; (o 1,¢) 8:1, (A [0,) 16:1,

) Licht;

Fehlerbalken représentieren Spannweiten (n = 2 Komplexe)

(= - =) Raumtemperatur, (=ss==:- ) +30 °C, (

In Abb. 7-8 ist der Verlauf des Hyperforingehaltes fir ein Massenverhaltnis M-B-CD:Extrakt
von 8:1 bei Einsatz von M-B-CD im Separator als Festsubstanz und in Form einer methano-
lisch wassrigen Losung gegenubergestellt. In Komplexen, die auf letztere Art und Weise ge-
wonnen werden, verlauft der Abbau von Hyperforin wesentlich schneller, als bei Einsatz von
M-B-CD als Festsubstanz. Innerhalb von 4 Wochen fallt der Hyperforingehalt auf unter 20 %
des Ausgangsgehaltes ab.
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Hyperforingehalt im Komplex [%0]

1:8 16:1 8:1 8:1 16:1 8:1 16:1 8:1
B-CD B-CD M-B-CD M-B-CD M-B-CD HP- HP- Syloid
Lsg B-CD B-CD

Abb. 7-7 Hyperforingehalt im Komplex zu Beginn der Einlagerungen
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Abb. 7-8 Stabilitat von Komplexen aus 8:1 1,8-Methyl-B-Cyclodextrin:Extrakt in Abhéngig-
keit von der Lagertemperatur; (o m.¢) 8:1, (A O0.<) 8:1 in Ldsung
(= - =) Raumtemperatur, (======- ) +30 °C, ( ) Licht;
Fehlerbalken repréasentieren Spannweiten (n = 2 Komplexe)




7 In-line-Einschluss von Hyperforin in Cyclodextrine 97

Ahnlich schnell verlauft der Abbau bei Einsatz von HP-B-CD (siehe Abb. 7-9). Der Verlauf
der Kurven ist von der eingesetzten Menge an HP-B-CD unabh&ngig. Nach anféanglicher
Konstanz fallt der Hyperforingehalt bei Lagerung unter Raumtemperatur innerhalb von 4 Wo-
chen auf 30-50 % des Ausgangsgehaltes ab. Lichteinfluss und +30 °C bewirken eine noch
schnellere Abbaurate. Die Kurven fur das Abbauverhalten von Hyperforin in Gegenwart von
Syloid sind nicht abgebildet. Wahrend bei 23-wochiger Lagerung bei -30 °C nur ein geringfi-
giger Abbau zu verzeichnen ist, sinkt der Hyperforingehalt bei allen anderen Lagerbedingun-
gen innerhalb von 2 Wochen auf unter 20 %.

% vom Ausgangsgehalt

Startwert 2 4
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Abb. 7-9 Stabilitéat von Komplexen aus 8:1 und 16:1 Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin:Extrakt in
Abhangigkeit von der Lagertemperatur; (A m,4) 8:1, (A,0,€) 16:1 in Loésung
(= - =) Raumtemperatur, (=== ) +30 °C, ( ) Licht;

Fehlerbalken reprasentieren Spannweiten (n = 2 Komplexe)

7.6 Bestimmung der Einschlussraten von Hyperforin in B-Cyclodextrin

Um der Ursache flr die Defizite in der Wiederfindung von Hyperforin in den Komplexen und
die gegenlber den reinen Extrakten unverénderte oder sogar verschlechterte Stabilitat auf
den Grund zu gehen, werden die Einschlussraten von Hyperforin in unsubstituiertes -CD
mittels einer Hexan-Wasch-Methode in Anlehnung an Waleczek et al. (2002) bestimmt. Die-
se Methode basiert darauf, dass der Komplex zundchst mit einem organischen Losungsmit-
tel, in dem die zu analysierende Substanz sehr leicht 18slich, der Komplex jedoch unléslich

ist, gewaschen wird, um an der Oberflaiche adhariertes, jedoch nicht eingeschlossenes Hy-
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perforin abzuwaschen (Loftsson 1999). Um zu vermeiden, dass auf diese Weise auch kom-
plexiertes Hyperforin ausgewaschen wird, darf der Waschschritt nur unter Eintrag von gerin-
gen mechanischen Kraften erfolgen. Als Waschlosungsmittel kommt n-Hexan zum Einsatz.
Nach Sedimentation des ungeldsten Komplexes bzw. reinem B-CD wird die Hexanphase
abgenommen und deren Hyperforingehalt mittels HPLC bestimmt. Die darin gefundene Mas-
se an Hyperforin repréasentiert den nicht eingeschlossenen Anteil. Der Rickstand wird in Di-
methylsulfoxid (DMSO) geldst. Da dieses nicht direkt als Lésungsmittel fir die HPLC einge-
setzt werden kann, wird die Losung mit Dichlormethan/Methanol (50/50 [V/V]) versetzt und
12 Stunden equilibriert. Dabei fallt reines B-CD als weil3e, Festsubstanz teilweise wieder aus.
Die aus dieser Ldsung bestimmte Masse an Hyperforin reprasentiert den in den Komplex
eingeschlossenen Anteil. Die exakte Vorgehensweise ist Abschnitt 8.4.4 auf Seite 117 zu
entnehmen. Da es sich um eine Konventionsmethode handelt und insbesondere der nicht
eingeschlossene Anteil in der Waschphase durch die Art und Menge des Ldsungsmittels,
Komplex/Lésungsmittelverhéltnis, Standzeiten und Energieeintrag stark variieren kann, ist es

notwendig, diese Vorgehensweise strikt einzuhalten.

Tab. 7-4 Einschlussraten von Hyperforin in B-Cyclodextrin, bestimmt mit der Hexan-Wasch-
Methode; Mittelwert +sdv (n = 3 Proben)

CD:Extrakt 8:1 CD:Extrakt 16:1

Komplex 1 Komplex 2 Komplex 1 Komplex 2
Hyperforin in Waschphase

321+0,25 3,35+0,34 146+0,09 1,60+0,12
[9/100g Komplex]
Hyperforin eingeschlossen

1,29+0,06 150+0,35 0,63+0,07 0,65+0,21
[9/100g Komplex]
Gesamthyperforin im Kom-

450+023 485+020 2,09+0,15 2,25+0,19
plex [g/100g Komplex]
Einschlussrate [%] 28,7+2,3 30,9+6,9 30,1+14 28,6 £7,2
Hyperforin nach Direktana-

457+0,08 504+041 2,23+0,08 2,62+0,20
lyse [g/100g Komplex]

Die Ergebnisse der Bestimmung der Einschlussrate fur die Komplexe aus unsubstituiertem
B-CD bei einem Massenverhdltnis 3-CD:Extrakt von 8:1 bzw. 16:1 sind in Tab. 7-4 zusam-
mengestellt. Die Tabelle gibt jeweils die Masse an Hyperforin in der Waschphase, in der
DMSO-Phase, sowie die Gesamtmasse als Summe und die Einschlussrate wieder. Weiter-
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hin stellt sie das Ergebnis einer direkten Analyse des Hyperforingehaltes im Komplex ohne
Unterscheidung zwischen eingeschlossenem und nicht eingeschlossenem Anteil gemaf
Abschnitt 8.4.1.2 auf Seite 113 gegenlber. Die Einschlussrate bestimmt nach der Hexan-
Wasch-Methode betrégt unabhangig von der eingesetzten Menge an B-CD ca. 30 %. Die
Summe aus eingeschlossenem und nicht eingeschlossenem Anteil an Hyperforin liefert von
der GrofRenordnung her tbereinstimmende Werte mit denen einer direkten Analyse des Hy-
perforingehaltes. Letztere liefert jedoch generell hbhere Werte, die Abweichungen liegen
zwischen 1,6 und 16,4 %. An dieser Stelle sei angemerkt, dass eine Bestimmung der Ein-
schlussrate fuir Komplexe aus substituierten B-CD mit Hilfe einer einfachen Waschmethode
nicht ohne weiteres maglich ist, da diese im Gegensatz zu unsubstituierten CD in zahlrei-
chen organischen Lésungsmitteln I6slich sind, und so eine Unterscheidung zwischen adhéa-

riertem und eingeschlossenem Anteil nicht méglich ist.

7.7 Diskussion der Ergebnisse
7.7.1 Stabilitat der reinen CO,-Extrakte

Hyperforin unterliegt als Phloroglucinderivat unter Warmeeinfluss einem raschen oxidativen
Abbau. Die Stabilitat von Hyperforinisolaten mit einer Reinheit von > 99,9 % bei Lagerung
Uber 8 Monate untersuchen Orth et al. (1999a). Dabei zeigt sich eine deutliche Abhangigkeit
der Stabilitdt von der Lagertemperatur. Lagerung bei -30 °C fihrt zu einem Abbau auf rund
92 % des Ausgangsgehaltes, nach 8-monatiger Lagerung bei +4 oder +20 °C finden sich
noch 76 % bzw. 55 % des urspringlich vorhandenen Hyperforins. Lagerung unter Stickstoff-
atmosphare fuhrt zu einer deutlichen Stabilitatsverbesserung. Die Im Rahmen der vorliegen-
den Arbeit dargestellten Ergebnisse zur Lagerstabilitdt von Hyperforin beziehen sich nicht
auf Reinhyperforin sondern auf einen hyperforinangereicherten CO,-Extrakt mit ca. 35 %
Hyperforin. Die Extraktmatrix besteht aus einer Vielzahl lipophiler Begleitstoffe, die auf Grund
ihrer Loslichkeit in Gberkritischem Kohlendioxid ebenfalls im Extrakt angereichert werden.
Die Untersuchung dieser Begleitstofffraktion mittels GC-MS-Untersuchungen ist Gegenstand

von Kapitel 6. Zu nennen sind in diesem Zusammenhang insbesondere Cuticularwachse.

Die Ergebnisse bestatigen im Wesentlichen die von Orth et al. (1999a) gemachten Beobach-
tungen zur Stabilitdt von Hyperforin. Hohere Temperaturen fihren zu héheren Abbauraten.
Ein hyperforinangereicherter CO,-Extrakt zeigt innerhalb von 24 Wochen bei -30 °C eine
Gehaltsabnahme von rund 2 %, diese steigt bei +5 °C bzw. Raumtemperatur auf 4 bzw.
42 % an (siehe Abb. 7-4). Auffallig ist der deutliche Unterschied in der Abbaurate zwischen
Reinhyperforin bei Orth et al. (1999a) und einem hyperforinangereichertem CO,-Extrakt bei

einer Lagertemperatur von ca. +5 °C. Wahrend Reinhyperforin innerhalb von acht Monaten
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auf 76 % abgebaut wird, zeigt ein hyperforinangereicherter CO,-Extrakt innerhalb von
24 Wochen lediglich einen Abbau auf 96 %. Offensichtlich fihrt die Einbettung von Hyperfo-
rin in die lipophile Matrix der co-extrahierten Begleitstoffe zu einer Stabilisierung. Bei einer
tieferen Temperatur ist dieser Effekt — wenn Uberhaupt — nur gering ausgepréagt und ver-
schwindet bei Raumtemperatur véllig. Eine Erhdhung der Lagertemperatur auf +30 °C fihrt
zu einer zusatzlichen Beschleunigung des Hyperforinabbaus. Je héher die Lagertemperatur
und je langer die Lagerdauer, desto starkere Streuungen treten zu den einzelnen Probezeit-
punkten auf. Dies ist ein Indiz dafur, dass die einzelnen der Stabilitatsprifung zu Grunde
liegenden Extrakte trotz identischer Herstellungsweise und vergleichbarem Hyperforingehal-
ten ein sehr unterschiedliches Abbauverhalten an den Tag legen. Das bedeutet, dass in ein-
zelnen Extrakten der Abbau bereits in Gang gesetzt wird, wahrend andere noch relativ stabil

sind.

Neben Warme zeigt auch Lichteinfluss einen negativen Effekt auf die Stabilitat von Hyperfo-
rin. So finden Orth et al. (2000) fur gelostes Hyperforin eine signifikant schnellere Zersetzung
unter Lichteinfluss verglichen mit Lagerung unter Ausschluss von Licht. Die vorliegenden
Stabilitatsdaten zur Lagerung unter Lichteinfluss zeigen initial einen signifikant schnelleren
Abbau von Hyperforin (siehe Abb. 7-5). Wahrend nach 2-wdchiger Lagerung unter Aus-
schluss von Licht noch 90 % des Hyperforins gefunden werden, sind es innerhalb desselben
Zeitraums unter Lichteinfluss lediglich 50 %. Mit zunehmender Lagerdauer gleichen sich die
Abbauraten mehr und mehr an. Wie bei Lagerung unter erhOhter Temperatur nehmen die
Streuungen zwischen den einzelnen Extrakten mit zunehmender Lagerdauer drastisch zu.
Dies lasst wiederum auf ein sehr unterschiedliches Abbauverhalten der einzelnen Extrakte
schlief3en.

Alles in allem zeigen die Ergebnisse zur Lagerstabilitat von Johanniskraut-CO,-Extrakten das
erwartete Abbauverhalten von Hyperforin. Mit zunehmender Lagerdauer nehmen die Streu-
ungen zwischen den einzelnen Extrakten stark zu. Hohere Temperaturen filhren ebenso zu
schnellerem Abbau wie Lagerung unter Lichteinfluss. Die Einbettung von Hyperforin in die

lipophile Matrix der CO,-Extrakte bewirkt eine Verbesserung der Stabilitét.

7.7.2 Stabilitat von Hyperforin in B-Cyclodextrin-Einschlussverbinungen

Wie in Abschnitt 7.2 dargelegt finden sich in der Literatur verschiedene Ansatze zur Stabili-
sierung von Hyperforin in Johanniskraut-Extrakten. Einer davon ist die Bildung von Ein-
schlussverbindungen mit Cyclodextrinen unterschiedlicher RinggréRe und Substitution. Ne-

ben einer Stabilititdtsverbesserung von Hyperforin in solchen Komplexen (Orth et al. 2000)
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ist eine verbesserte Loslichkeit und damit eine erhdhte Bioverfigbarkeit von Hyperforin aus
diesen Komplexen zu erwarten (Hedges 1998). Als besonders erweist sich der Einschluss in
M-B-CD mit Hilfe der Losungs- oder Coprazipitationsmethode (Orth et al. 2000). Der Einsatz
von uberkritischem CO, zur Bildung von CD-Einschlussverbindungen ist in der Literatur prin-
zipiell beschrieben. In der Regel erfolgt die Komplexierung unter tberkritischen Bedingung-
en, insbesondere bei hohen Driicken. Adda und Lorne (1991) verwenden 3-CD als ,trapping“
Medium im Endabscheidebehélter in flissigem Zustand des CO, und erreichen auf diese
Weise eine erhdhte Wiederfindung fliichtiger Bestandteile eines Kamillen-CO,-Extraktes. Im
Rahmen dieser Arbeit wird versucht, dieses Prinzip auf die Bildung von Einschlussverbin-

dungen aus Hyperforin und B-CD unterschiedlicher Substitution zu Ubertragen.

Die molaren Verhéaltnisse zwischen Gastmolekil und Komplexierungsagens lassen sich an-
hand von Extraktionen ohne Zusatz von (-CD in den Endabscheidebehéalter abschatzen. Die
insgesamt flr einen Einschluss zur Verfigung stehende Masse an Hyperforin ergibt sich aus
der Masse im Extrakt und dem Anteil der nicht aus dem Endabscheider entnehmbar ist. Legt
man dies der Berechnung der molaren Verhaltnisse zu Grunde, so erhalt man zwei Verhalt-
nisniveaus: 6,6-8,1:1 und 13,2-16,2:1 (B-CD:Hyperforin), die Spannen ergeben sich aus den
unterschiedlichen molaren Massen von B-CD (1135 g/mol), M-B-CD (1300 g/mol) und
HP-3-CD (1400 g/mol). Damit liegen die Verhaltnisse in dem von Orth (1999) untersuchten
Bereich, der von einem molaren Verhdltnis von 12:1 ausgeht. Allerdings sollte bedacht wer-
den, dass die Johanniskraut-CO,-Extrakte 35 % Hyperforin enthalten. Den Rest bilden co-
extrahierte, insbesondere lipophile Begleitstoffe (siehe Abschnitt 6.2.1.2 ab Seite 67). Diese
stehen zum Teil ebenfalls fir einen Einschluss zur Verfligung, so dass sie um die Bindungs-

stellen der 3-CD-Molekile konkurrieren.

Bei Lagerung tUber mehrere Wochen zeigt sich weder bei Raumtemperatur noch bei +30 °C
oder Lagerung unter Lichteinfluss eine Verbesserung der Stabilitdt gegentber reinen Johan-
niskraut-CO,-Extrakten. Sowohl nach Einschluss von Hyperforin in M-B-CD als auch in
HP-B3-CD verlauft der Abbau schneller. Héhere Verhéltnisse an p-CD bringen keine Verbes-
serung der Stabilitdt (siehe Abb. 7-6, Abb. 7-8 und Abb. 7-9). Bei Bestimmung des Aus-
gangshyperforingehaltes als Dreifachbestimmung zeigen sich grof3e Streuungen, welche auf
ausgepragte Inhomogenitaten in den Komplexen hindeuten (siehe Abb. 7-7). Alles in allem
zeigt ein In-line-Einschluss von Hyperforin nicht den erhofften Effekt auf die Stabilitat, son-
dern wirkt sich im Gegenteil negativ aus. Die Ergebnisse stehen damit zunéachst im Wider-
spruch zu der von Orth et al. (2000) gezeigten Stabilisierung von Hyperforin insbesondere in
Anwesenheit von M-B-CD. Die Bestimmung der Wiederfindung in den Komplexen auf Basis
der insgesamt wahrend einer Extraktion fur einen Einschluss zur Verfiugung stehenden Mas-
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se an Hyperforin weist, mit Ausnahme fiir M-B-CD in geloster Phase, ein Defizit zwischen 20
und 50 % auf. Eine Lagerung bei -30 °C uber 9 bzw. 15 Wochen zeigt nur geringfligige Ver-
anderungen der Wiederfindung von Hyperforin, die analytisch bedingt sind. Daraus lasst sich
schliel3en, dass bei einer tiefen Temperatur von -30 °C Hyperforin in den Komplexen Uber 23
Woachen als stabil betrachtet werden kann. Dies stimmt mit den Ergebnissen der reinen Jo-
hanniskraut-CO,-Extrakte Uberein, flr die bei identischen Bedingungen und innerhalb des
gleichen Zeitraumes nur eine geringfligige Abnahme des Hyperforingehaltes beobachtet
wird. Fur die beobachteten Defizite sind grundsatzlich zwei Ursachen denkbar. Zum einen
konnten sie darauf zurickzufihren sein, dass zwischen verschiedenen Extraktionen starke
Schwankungen der Hyperforinausbeute im Separator auftreten. Dagegen sprechen die Vor-
versuche bei denen Ausbeute und Hyperforingehalt auf Basis von 6 Extrakten bestimmt wer-
den und die zeigen, dass Streuungen zwischen verschiedenen Extrakten auf3erst gering sind
(siehe Tab. 7-3). Weiterhin sind die geringen Spannweiten bei der Bestimmung der Wieder-
findung ein Indiz dafir, dass die unter identischen Bedingungen hergestellten Einschlussver-
bindungen zu ahnlichen Ergebnissen fiihren. Die zweite denkbare Ursache fir das Defizit ist
darin zu suchen, dass die analytische Methode nicht das gesamte Hyperforin des Komplexes
erfasst, sondern lediglich den anhaftenden nicht eingeschlossenen Teil. Dies wirde auch
eine Erklarung fur die verschlechterte Stabilitdt von Hyperforin in den Komplexen liefern.

Eine Bestimmung der Einschlussrate kann erfolgen, indem der Komplex zunéchst vorsichtig
gewaschen wird, mit dem Ziel anhaftende, nicht eingeschlossene Anteile zu entfernen
(Loftsson 1999). Vorraussetzung dafir ist der Einsatz eines Ldsungsmittels, in dem der
Komplex praktisch unldslich ist, das Gastmolekil sich dagegen sehr gut l6st. Die Menge an
dazu eingesetztem Losungsmittel muss im Verhdltnis zur Menge an Komplex so gewahlt
werden, dass eine Sattigung mit Gastmolekilen ausgeschlossen werde kann. Waleczek et
al. (2002) entwickeln eine Methode zur Bestimmung der Einschlussrate von Bestandteilen
des Kamillendles in Komplexen mit B-CD unter Verwendung von n-Hexan als Waschlo-
sungsmittel. Orth et al. (1999a) verwendet n-Hexan als Extraktionsmittel flr die Gewinnung
von Hyperforin aus Johanniskrautbliten und erhalt auf diese Weise Extrakte, die bis zu 70 %
Hyperforin enthalten. Somit kann n-Hexan als geeignetes Ldsungsmittel flir das Waschen
der Komplexe betrachtet und die von Waleczek et al. (2002) entwickelte Methode auf die
Bestimmung der Einschlussrate von Hyperforin in 3-CD ubertragen werden. Fir M-B-CD und
HP-B3-CD ist diese Vorgehensweise nicht moglich, da sich die Einschlussverbindungen bei-
der in n-Hexan I6sen. Aus diesem Grund wird die Bestimmung der Einschlussrate exempla-

risch fir Komplexe aus Johanniskraut-CO,-Extrakt und unsubstituiertem 3-CD durchgefihrt.
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Die auf diese Weise bestimmte Einschlussrate von Hyperforin in unsubstituiertem B-CD liegt
unabhangig von der eingesetzten Menge an [3-CD bei ca. 30 % (siehe Tab. 7-4). Dieser ein-
geschlossene Anteil erklart jedoch nicht das Defizit in der Wiederfindung, da die Gesamt-
masse an Hyperforin, die mittels Direktanalyse bestimmt wird, ebenso grof3 oder grofer ist
als die Summe der Hyperforinmasse in der Waschphase und in der DMSO-Phase. Dies legt
den Schluss nahe, dass auch mit Hilfe der Hexan-Wasch-Methode sich ein Teil des einge-
schlossenen Hyperforins einer analytischen Erfassung entzieht. Eine mégliche Sattigung der
Lésung kann ausgeschlossen werden. Der Direktanalyse liegt eine 0,8 bis 1,6 %-ige Losung
bzw. Suspension des Komplexes in Dichlormethan/Methanol zu Grunde. In diesem Komplex
sind wiederum 6-11 % Komplex enthalten, dies entspricht einer Absoluteinwaage an Extrakt
von ca. 90 mg/100 ml. Fiur die Bestimmung der Einschlussrate nach der Hexan-Wasch-
Methode werden 300 mg Komplex mit 1 ml n-Hexan versetzt, entsprechend einer Extrakt-
menge von 18 bzw. 33 mg. In beiden Fallen ist die zu Grunde liegende Masse an Extrakt in
der jeweiligen Menge an Ldsungsmittel vollstandig l6slich. Die Wiederfindungsraten nach
Direktanalyse bzw. Hexan-Wasch-Methode in Verbindung mit den Einschlussraten deuten
darauf hin, dass der eingeschlossene Teil des Hyperforins analytisch nicht vollstandig erfasst
werden kann. Ursache hierfiir kann die Ausbildung eines Komplexes sein, der in Losung
kinetisch stabil ist. Nach Szejtli (1998) besteht in Losung ein dynamisches Gleichgewicht
zwischen freiem und eingeschlossenem Gastmolekil entsprechend Gl. 7-2. Daraus lasst
sich entsprechend dem Massenwirkungsgesetz eine substanzspezifische Stabilitdtskonstan-
te ableiten (GI. 7-3).

[CD] + [Gast] ———= [CD-Gast] (7-2)

_ [CD - Gast]

s (7'3)
[CD] (IGast]

Ks Stabilitatskonstante [I-mol™]
[CD] Konzentration an Cyclodextrin [mol-I"]
[Gast] Konzentration an Gast [mol-I"]

[CD-Gast]  Konzentration an Komplex [mol-I"]

Je hoher die kinetische Stabilitdt des Komplexes in Lésung, desto weiter liegt das Gleichge-
wicht auf der Seite des Komplexes, desto grol3er die Stabilitatskonstante. Daten zur Stabilit&t
von Hyperforin-B-CD-Komplexen in Lésung liegen in der Literatur nicht vor, eine umfangrei-

che Ubersicht zu Parametern, die diese Stabilitat beeinflussen, gibt Connors (1997).
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Auf Grund der Uberlegungen zur Wiederfindung von Hyperforin im Komplex mit Hilfe der
Hexan-Wasch-Methode und der Tatsache, dass die Einschlussrate von Hyperforin in substi-
tuierten B-Cyclodextrinen auf Grund deren guter Léslichkeit in n-Hexan nicht bestimmt wer-
den kann, ist eine grobe Abschéatzung der Einschlussrate lediglich auf Basis des Defizits der
Wiederfindung von Hyperforin im Komplex moglich. Hierzu wird postuliert, dass dieses Defi-
zit den eingeschlossenen Anteil von Hyperforin reprasentiert (siehe Abb. 7-2). Daraus ergibt
sich fir Komplexe mit unsubstituiertem 3-CD unabhéngig von der Einschlussrate 20 %, fur
M-B-CD im Verhaltnis 8:1 und 16:1 60 bzw. 50 % und fur HP-B-CD knapp 20 % bei einem
Massenverhéltnis von 8:1 und knapp 10 % bei einem Verhéaltnis HP-B-CD zu Extrakt von
16:1. Die vergleichsweise geringen Einschlussraten trotz Einsatz eines hohen Uberschusses
an B-CD konnen flr die verschlechterte Stabilitdt von Hyperforin in den Komplexen verant-

wortlich gemacht werden.

Die geringen Einschlussraten kénnen auf die Bedingungen im Endabscheider wahrend der
Extraktion und Komplexbildung zurtickgefuhrt werden. In diesem bildet sich wahrend der
Extraktion ein Niveau an flissigem CO, aus, in dem Hyperforin und weitere Extraktbestand-
teile zum Teil in geldster Form vorliegen. Eine Extraktion von Johanniskraut mit flissigem
CO; bei 64 bar und 25 °C liefert eine Ausbeute von 1,47 % mit einem Hyperforingehalt von
32,7 + 0,14 % (Mittelwert £ sdv, n = 3 Proben). Im Endabscheider herrschen mit 40 bar/8 °C
ahnliche Bedingungen, so dass Hyperforin zum tberwiegenden Teil in geldster Form vorlie-
gen durfte. Loslichkeitsdaten von Cyclodextrinen in flissigem oder tberkritischem CO, liegen
in der Literatur nicht vor. Auf Grund des vergleichsweise hohen Molekulargewichtes und der
freien Hydroxylgruppen der Glucosemolekile dirfte sie allerdings vernachlassigbar sein.
Somit findet die Komplexierung unter Bedingungen statt, in denen (3-CD in Suspension auf
geldstes Hyperforin trifft. Im Endabscheider herrschen Turbulenzen, die durch standig ein-
stromendes, flissiges CO, hervorgerufen werden. Die Bedingungen sind offensichtlich nicht
dazu geeignet, Hyperforin in groBeren Anteilen in B-CD einzuschlieBen. Héhere Dricke
kénnten die Einschlussrate evtl. positiv beeinflussen, sind auf Grund der Konstruktion der

Extraktionsanlage jedoch nicht mdglich.

Komplexe aus Johanniskraut-CO,-Extrakt, bei denen M-B-CD in Form einer methanolisch-
wassrigen Ldsung im Endabscheider eingesetzt werden, zeigen eine Wiederfindungsrate
von Hyperforin im Komplex von annahernd 100 % (siehe Abb. 7-2). Betrachtet man auch hier
das Defizit als eingeschlossenen Anteil des Hyperforins, so ergibt sich in diesem Fall eine
Einschlussrate von 0 %.. Die Stabilitdt von Hyperforin in den auf diese Weise hergestellten
Komplexen ist deutlich schlechter, als fur die, bei denen M-B-CD als Feststoff eingesetzt
wird. (siehe Abb. 7-8).
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Cyclodextrine dienen als Enzymmaodelle fiir verschiedene Reaktionen, die im Rahmen einer
Zersetzung auftreten kénnen, u. a. Hydrolyse von Estern und Amiden, Decarboxylierungs-
reaktionen und Oxidationen (Saenger et al. 1980). Eliseev und Yatsimirskii (1994) beschrei-
ben die Beschleunigung der Oxidation von Catecholen in Anwesenheit von modifizierten
Cyclodextrinen. Darliber hinaus muss davon ausgegangen werden, dass bei nicht erfolgtem
Einschluss von Hyperforin in B-CD die Molekile mehr oder weniger vereinzelt auf der Ober-
flache des Cyclodextrinmolekiils anhaften und dadurch ein oxidativer Angriff beglnstigt wird.
Vor diesem Hintergrund lasst sich der Widerspruch zu der von Orth et al. (2000) beobachte-
ten Stabilisierung von Hyperforin in M-B-CD erklaren. Fir Komplexe aus unsubstituiertem
B-CD und dem um eine Glucoseeinheit kleineren a-CD finden die Autoren eine im Vergleich
zu 70 %-igem Rohhyperforin verschlechterte Stabilitdt. Die Einschlussrate von Hyperforin in
diese Komplexe wird nicht bestimmt, es liegt jedoch nahe, dass ein Einschluss des relativ
grol3en, volumindsen Hyperforinmolekils in das kleinere a-CD sterisch behindert ist und,

dadurch ein Abbau wie oben beschrieben begunstigt wird.

Die Stabilitat von an Kieselgel 60 gebundenem Hyperforin untersucht Orth (1999) in Abhang-
igkeit vom Beladungsgrad. Kieselgel 60 wird Ublicherweise als Packmaterial fir HPLC-
Saulen eingesetzt. Es zeigt sich, dass eine Stabilisierung nur bei einem Anteil von maximal
0,1 % Hyperforin bezogen auf die Masse an Kieselgel erfolgt. Hohere Beladungsgrade ha-
ben eine beschleunigte Zersetzung von Hyperforin zur Folge. Bei Syloid 244 FP handelt es
sich um eine hochdisperse Kieselsaure mit einer hohen inneren Oberflache. Die nominelle
TeilchengréRe betragt 4 pm, die BET-Oberflache 290 g/m?. Syloid 244 FP ist in der Lage,
170 g/100 g Ol zu adsorbieren (Fiedler 2002). Der Abbau von Hyperforin bei Lagerung unter
Lichteinfluss oder Raumtemperatur und hoher verlauft in Anwesenheit von Syloid auf3erst
schnell. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen von Orth (1999). Bei Einsatz von 16,5 g
Syloid und einer Hyperforinmasse im Separator von ca. 1 g betragt die Beladung 5,7 %
(m/m) und erreicht damit eine GréRenordnung, fir die schon Orth (1999) eine beschleunigte
Zersetzung von Hyperforin beschreibt. Geringere Beladungsgrade sind im Rahmen eines In-
line-Einschlusses im Separator auf Grunde der geringen Schiittdichte von Syloid nicht zu

verwirklichen.

7.8 Zusammenfassung der Ergebnisse zur Extraktstabilitat

und zum In-line-Einschluss
Hyperforinangereicherte Johanniskraut-CO,-Extrakte zeigen eine vergleichsweise gute Sta-
bilitdt hinsichtlich des Abbaus von Hyperforin bei Lagertemperaturen von -30 und +5 °C,
nach 24-wo6chiger Lagerung sind noch 98 bzw. 96 % der Ausgangsmenge an Hyperforin im
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Extrakt enthalten. Die Stabilisierung kann auf die Einbettung von Hyperforin in die co-
extrahierte lipophile Matrix zurtickgefuihrt werden. Bei Lagerung unter Raumtemperatur und
hoher reicht dies fur eine Stabilisierung jedoch nicht mehr aus. In-line-Einschlisse von Hy-
perforin wahrend des Extraktionsprozesses durch Zusatz von 1,8-Methyl-B-Cyclodextrin
(M-B-CD) und Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin (HP-B-CD) in den Endabscheider fiihren nicht
zu der erwarteten Stabilitdtsverbesserung sondern im Gegenteil zu einem beschleunigten
Abbau, die auf eine mangelnde Einschlussrate auf Grund der Molektlgré3e von Hyperforin
und geringer Loslichkeit der in flussigem CO, zurtickgefiihrt werden. Bei Analyse des Hyper-
foringehaltes der Einschlussverbindungen zeigt sich, dass sich ein Teil des Hyperforins einer
Erfassung entzieht. Aus diesem Anteil kann die Einschlussrate von Hyperforin grob abge-
schatzt werde. Diese liegt in Abhangigkeit des eingesetzten B-CD zwischen 10 und 50 %.
Fur den Einschluss von Hyperforin in Cyclodextrine kénnten sich Driicke im Bereich von
100 bar und héher als gunstig erweisen, die auf Grund der Konstruktion des Endabscheiders
jedoch nicht realisierbar sind. Der Einsatz von Syloid, einer hochdispersen Kieselsaure mit
hoher innerer Oberflache als Komplexierungsmittel im Endabscheider zeigt ebenfalls keine
Verbesserung der Stabilitdt von Hyperforin. Dies kann auf einen zu hohen Beladungsgrad
der Kieselsaure mit Hyperforin von ca. 6 % zurtickgefuhrt werden, der auf Grund der Bau-
weise des Separators nicht in Bereiche (< 0,1 %) in denen eine Stabilisierung zu erwarten

waére, verringert werden kann.



KAPITEL 8

EXPERIMENTELLER TEIL

8.1 Materialien
8.1.1 Droge

Getrocknetes Johanniskraut (Herba Hyperici perforati) wird Uber die Fa. Lichtwer bezogen.
Lagerung: licht- und luftgeschutzt bei 5 °C

8.1.2 Standardsubstanzen

Hyperforin/Adhyperforin

enthélt ca. 75 % Hyperforin

Ch.-B.: SON 056/21

Fa. Dr. Willmar Schwabe

Lagerung: licht- und luftgeschutzt bei -70 °C

Hyperforin/Adhyperforin als Dicyclohexylaminsalz

enthalt im Hyperforinanteil (= 74,25 % des Salzes) 78,9 % Hyperforin und 19 % Adhyperforin
Ch.-B: SON 072/13

Fa. Dr. Willmar Schwabe

Lagerung: licht- und luftgeschutzt bei -70 °C

n-Hexadecan

Art.-Nr.: 9605

Ch.-B.: S2801005

Fa. Merck

Lagerung: licht- und luftgeschutzt bei -30 °C
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8.1.3 Lo6sungsmittel und Chemikalien

Tab. 8-1 Ldsungsmittel und Chemikalien

Substanz Bezeichnung Hersteller/Lieferant

Lésungsmittel fur die HPLC

Acetonitril (gradient grade) Art.-Nr.: 100030 Fa. Merck
Art.-Nr.: A/0626/17 Fa. Fisher

Umkehrosmose mit an- Pharm. Technol.

Aqua ad injectabilia schlieBender Destillation  Univ. Tilbingen

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

Art.-Nr.: M/4056/17 Fa. Fisher
Dichlormethan (gradient grade) Art.-Nr.: 106044 Fa. Merck
n-Hexan (gradient grade) Art.-Nr.: 104391 Fa. Merck
Dimethylsulfoxid Art.-Nr. 109678 Fa. Merck

Pufferlésungen zum Kalibrieren des pH-Meters

Pufferldsung gebrauchsfertig pH 4,00  Art.-Nr.: 109435 Fa. Merck
Pufferldsung gebrauchsfertig pH 7,00  Art.-Nr.: 109477 Fa. Merck

Gase

Flissig-CO, (Typ 2.7) Art.-Nr.: 0458 Fa. Messer Griesheim
in Steigrohrflaschen

Synthetische Luft (Typ 5.0) Art.-Nr.: 0131 Fa. Messer Griesheim
Stickstoff (Typ 5.0) Art.-Nr.: 0652 Fa. Messer Griesheim

Wasserstoff (Typ 5.0) Art.-Nr.: 0288 Fa. Messer Griesheim
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Hilfsstoffe fir die Komplexierung

B-Cyclodextrin

1,8-Methyl-B-Cyclodextrin

Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin

Hochdisperses Siliciumdioxid

Cavamax W7 Pharma
Ch.-B.: 019822

Cavamax W7 M Pharma
Ch.-B.: 71P012

Cavitron 82006
Ch.-B.: Y1469

Syloid 244 FP
Ch.-B.: 1000011067

Fa. Wacker-Chemie

Fa. Wacker-Chemie

Fa. Cerestar

Fa. Grace

8.1.4 Sonstige Verbrauchsmaterialien

Tab. 8-2 Sonstige Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Bezeichnung

Hersteller/Lieferant

Membranfilter, 0,2 um

Celluloseacetat 0 25 mm

Membranfilter, 0,45 um

regenerierte Cellulose 0 25 mm

Membranfilter, 0,2 um

regenerierte Cellulose 0 47 mm

Rundfilter Sorte 595 (0 110 mm

Vials fur HPLC-Proben

Septen (HPLC)

Vials fur GC-Proben

Bordelkappen

Art.-Nr.: 11107-25-N

Art.-Nr.: 18406-25-N

Art.-Nr.: 18407-47-N

Art.-Nr.: 311610

Art.-Nr.: 218A1103

Art.-Nr.: 275A1361

Art.-Nr.: 702 01

Art.-Nr.: 702 56

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Sartorius

Sartorius

Sartorius

Schleicher & Schull

Bender & Hobein

Bender & Hobein

Macherey-Nagel

Macherey-Nagel
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8.2 Gerate zur allgemeinen Verwendung

Tab. 8-3 Gerate zur allgemeinen Verwendung

Gerat

Hersteller/Lieferant

Laborwaage Mettler AE200

Laborwaage Mettler PC1616 Delta Range
Laborwaage Mettler PM4600 Delta Range
pH-Meter 761 Calimatic
Umkehrosmose-Anlage Hemo-RO
Muldestor

Ultraschallbad Sonorex Super RK 510 H
Gefriertruhe (-70 °C)

Gefrierschrank Siemens Oko Plus (-30 °C)
Kahlschrank Liebherr Premium (+5 °C)
Trockenschrank BKE 40 (+30 °C)
Lichtkammer RC1TK (15 W, Neon)

Vakuumrotationsverdampfer Rotavapor-R

Fa. Mettler-Toledo
Fa. Mettler-Toldeo
Fa. Mettler-Toledo
Fa. Knick

Fa. Millipore

Fa. Wagner & Munz
Fa. Bandelin

Fa. GFL

Fa. Siemens

Fa. Liebherr

Fa. Memmert

Fa. Infors

Fa. Blchi
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8.3 Datenverarbeitung

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

Tab. 8-4 Allgemein verwendete Software

Software Hersteller/Lieferant
Windows XP Fa. Microsoft
Microsoft Word XP fur Windows Fa. Microsoft
Microsoft Excel XP fur Windows Fa. Microsoft
Microsoft Powerpoint XP fur Windows Fa. Microsoft
CorelDraw 9 Fa. Corel

Isis Draw 2.4 Fa. MDL

VCH Biblio fir Windows 32 Bit Fa. Wiley-VCH
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8.4 Analytische Verfahren
8.4.1 HPLC-Methode zur Bestimmung von Hyperforin

8.4.1.1 Methodenbeschreibung

Die Bestimmung von Hyperforin erfolgt in Anlehnung an die von Orth et al. (1999a) beschrie-
bene Methode.

Gerate HPLC-Pumpe LC-10AS, Fa. Shimadzu
UV-Detektor SPD-6A, Fa. Shimadzu
Autoinjektor SIL-9A, Fa. Shimadzu
Software zur Datenauswertung LC10, Fa. Shimadzu

Analytische Saule CC 250/4 Nucleosil 100/5 RP18, 250 x 4 mm
Art.-Nr.: 721662.40, Fa. Macherey-Nagel

Vorsaule CC 8/4 Nucleosil 100/5 RP18, 8 x 4 mm
Art.-Nr.: 721602.40, Fa. Macherey-Nagel

Mobile Phase Acetonitril/Wasser (89,5/10,5 [V/V]),
eingestellt auf pH 4,5 mit Phosphorsaure 85 %

Die Bestandteile der mobilen Phase werden mit Hilfe einer Filtrationseinheit aus Glas
(Fa. Sartorius) einzeln filtriert (regenerierte Cellulose, Porenweite 0,2 um, Fa. Sartorius),
abgewogen und gemischt. Anschlieend wird der pH-Wert eingestellt und 20 min im Ultra-

schallbad entgast.

Flussrate 1,2 ml/min
Einspritzvolumen 20 pl
Detektion UV 272 nm (Absorbance 0,32)

Die Berechnung der Konzentration erfolgt tiber die Peakflache von Hyperforin aus dem arith-
metischen Mittel dreier Einzelbestimmungen nach der Methode des externen Standards. Als
externer Standard wird ein Gemisch aus Hyperforin/Adhyperforin (SON 056/21) verwendet,
dessen Hyperforingehalt mittels Peakflachenvergleich auf 74,77 + 0,03 % bestimmt wurde.
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8.4.1.2 Probenvorbereitung

Probenvorbereitung CO,-Extrakte

Zwischen 80 und 120 mg getrockneter CO,-Extrakt, genau gewogen, werden in 100,0 ml
Dichlormethan/Methanol (50/50 [V/V]) dispergiert, 15 min im Ultraschallbad behandelt, an-
schlieBend durch einen Membranfilter aus regenerierter Cellulose mit der Porenweite
0,45 um filtriert und direkt als Probenlésung fir die HPLC-Bestimmung eingesetzt.

Probenvorbereitung Ausgangsdroge und extrahierte Droge

Zwischen 3 und 4 g Droge, genau gewogen, werden mit 50,0 ml Dichlormethan/Methanol
(50/50 [V/V]) fur 15 min im Ultraschallbad extrahiert, anschlieRend durch einen Membranfilter
aus regenerierter Cellulose mit der Porenweite 0,45 um filtriert und direkt als Probenldsung
fur die HPLC-Bestimmung eingesetzt.

Probenvorbereitung CO,-Extrakt-Komplexe

200 bzw. 400 mg getrockneter B-Cyclodextrin-CO,-Extrakt-Komplex, genau gewogen, wer-
den in 1 bzw. 2 ml Dimethylsulfoxid geldst, mit Dichlormethan/Methanol (50/50 [V/V]) auf
25,0 ml aufgefullt, wobei Cyclodextrin zum Teil ausfallt. Nach 15 min im Ultraschallbad wird
durch einen Membranfilter aus regenerierter Cellulose mit der Porenweite 0,45 pum filtriert
und die klare Losung direkt als Probenlésung fir die HPLC-Bestimmung eingesetzt.

Komplexe aus substituierten 3-Cyclodextrinen bzw. hochdisperser Kieselsaure werden direkt
in 25,0 ml Dichlormethan/Methanol (50/50 [V/V]) gel6st bzw. dispergiert und 15 min im Ultra-
schallbad behandelt. AnschlieBend wird durch einen Membranfilter aus regenerierter Cellu-
lose mit der Porenweite 0,45 um filtriert und die klare Losung direkt als Probenlésung fir die

HPLC-Bestimmung eingesetzt.

Probenvorbereitung Spullésung Endabscheider
Die entnommene, auf 250,0 ml mit Methanol aufgefiillte Spillésung (siehe 8.5.3), wird durch
einen Membranfilter aus regenerierter Cellulose mit der Porenweite 0,45 um filtriert, und die

klare Lésung direkt als Probenlésung fur die HPLC-Bestimmung eingesetzt.
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8.4.1.3 Kalibrierung und Validierung

Linearitat Hyperforin

159,1 mg (entsprechend 119,0 mg Hyperforin) externer Standard (SON 056/21) werden in
50,0 ml Dichlormethan/Methanol (50/50 [V/V]) geldst (Stammldsung). Ausgehend von dieser
Stammldsung werden die Verdiinnungsstufen 1:20, 1:10, 3:20, 1:5, 1:4 und 3:10 mit Dich-
lormethan/Methanol (50/50 [V/V]) als Verdinnungsmittel hergestellt. Die so erhaltenen L6-
sungen werden durch einen Membranfilter aus regenerierter Cellulose mit der Porenweite
0,45 um filtriert und direkt als Probenlosung fir die HPLC-Bestimmung eingesetzt. Von jeder
Verdinnung werden sechs Einzelbestimmungen in willkirlicher Reihenfolge durchgefuhrt.
Eine lineare Regression der Peakflachen tber der Hyperforinkonzentration wird berechnet
und daraus Steigung, Achsenabschnitt, BestimmtheitsmalR und das 95%-Konfidenzintervall

der Kalibriergeraden ermittelt.

Systemprazision
Die Losung eines CO,-Extraktes (100,7 mg/100,0 ml) in Dichlormethan/Methanol (50/50
[V/V]) wird sechsmal injiziert. Mittelwert und relative Standardabweichung werden berechnet.

Methodenprézision CO,-Extraktion

Aus jeweils 200 g getrocknetem Johanniskraut wird sechsmal unabhangig voneinander unter
identischer Vorgehensweise bei 120 bar, 40 °C und einem CO,-Massenfluss von 8 kg-h*
tber 40 min ein Extrakt hergestellt. Jeder Extrakt wird in drei Einzelbestimmungen analysiert
(siehe 8.4.1.2). Mittelwert und relative Standardabweichung werden berechnet.

Methodenprézision Losungsmittelextraktion

Aus jeweils ca. 3 g getrocknetem Johanniskraut, genau gewogen, wird sechsmal unabhangig
voneinander ein Extrakt hergestellt und entsprechend analysiert (siehe 8.4.1.2). Mittelwert
und relative Standardabweichung werden berechnet.

Richtigkeit (Wiederfindung)

Die Losung eines CO,-Extraktes (100,7 mg/100,0 ml) in Dichlormethan/Methanol (50/50
[VIV]) (Stammlbsung, 100,0 % Hyperforin) wird 9:10 mit Dichlormethan/Methanol (50/50
[V/V]) verdunnt (90,0 % Hyperforin). 58,5 mg Hyperforinstandard (SON 072/13) werden in
20,0 ml Dichlormethan/Methanol (50/50 [V/V]) gel6st (Spikingldsung). Von der Spikinglésung
wird jeweils 1,0 ml entnommen und mit Stammlésung auf 50,0 bzw. 25,0 ml aufgefillt (108,5
bzw. 118,0 % Hyperforin). Stammldsung, Verdinnung und gespikte Losungen werden durch

einen Membranfilter aus regenerierter Cellulose mit der Porenweite 0,45 um filtriert und di-
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rekt als Probenlésung fir die HPLC-Bestimmung eingesetzt. Jede Ldsung wird sechsmal

analysiert und aus den erhaltenen Peakflachen die Wiederfindungsrate bestimmt.

8.4.2 GC-FID-Methode zur Bestimmung der Wachsfraktion

8.4.2.1 Methodenbeschreibung

Die Bestimmung erfolgt entsprechend der von Ness und Schmidt (1995) beschriebenen Me-

thode.

Gerate

Injektor

Detektor

Saule

Tragergas

Injektionsvolumen

Temperaturprogramm

Interner Standard

Gaschromatograph HP 5890 Serie Il, Fa. Hewlett-Packard
Autoinjektor HP 7637A mit Probenteller, Fa. Hewlett-Packard
Integrator HP 3392A, Fa. Hewlett-Packard

Typ HP Split/Splitless Kapillar-Einlass
Temperatur 250 °C

Split 1:10

Typ Flammenionisationsdetektor
Temperatur 250 °C

Wasserstoff Fluss 2 ml/min

Synthetische Luft 400 ml/min

Auxiliary Gas 30 ml/min Stickstoff (5.0)

Optima 6-3

30 m x 0,25 mm I.D. Polysiloxan Kapillarsdule
Art.-Nr.: 726420.30, Fa. Macherey-Nagel

Filmdicke 0,25 uym
Typ Wasserstoff 5.0
Total flow 20 ml/min

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

5ul

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

288,84 mg n-Hexadecan in 500 ml n-Hexan



116 8 Experimenteller Teil

Die Auswertung erfolgt Uber das Peakflachenverhaltnis zu internem Standard. Die Zuord-
nung der auftretenden Peaks der Wachsfraktion erfolgt entsprechend Reverchon und Sena-
tore (1994).

8.4.2.2 Probenvorbereitung

Probenvorbereitung CO,-Extrakte

Zwischen 25 und 45 mg getrockneter CO,-Extrakt, genau gewogen, werden mit Dichlor-
methan/Methanol (50/50 [V/V]) versetzt, 1,0 ml der internen Standardldsung zugegeben und
mit Dichlormethan/Methanol (50/50 [V/V]) auf 50,0 ml aufgeftillt. Nach 15 min im Ultraschall-
bad wird durch einen Membranfilter aus regenerierter Cellulose mit der Porenweite 0,45 pum

filtriert und die erhaltene Losung direkt als Probenldsung fur die GC-Bestimmung eingesetzt.

Probenvorbereitung Ausgangsdroge und extrahierte Droge

Zwischen 3 und 4 g Droge, genau gewogen, werden mit 40 ml Dichlormethan/Methanol
(50/50 [V/V]) 15 min im Ultraschallbad extrahiert. Der so erhaltene Extrakt wird durch einen
Rundfilter filtriert, 1,0 ml der internen Standardlésung zugegeben und mit Dichlor-
methan/Methanol (50/50 [V/V]) auf 50,0 ml aufgeflillt. Anschlieend durch einen Membranfil-
ter aus regenerierter Cellulose mit der Porenweite 0,45 um filtriert und die erhaltene Losung

direkt als Probenldsung fur die GC-Bestimmung eingesetzt.

8.4.3 GC-MS-Methode zur Bestimmung der Wachsfraktion®
8.4.3.1 Methodenbeschreibung

Gerat Gaschromatograph Autosystem XL, Fa. PerkinElmer

Turbomass Quadrupole, Fa. PerkinElmer

Saule PE-5ms, Fa. PerkinElmer

15 m x 0,18 mm |.D. Phenylmethylpolysiloxan Kapillarsaule

Filmdicke 0,18 um
Tragergas Helium, 1 ml/min
Injektortemperatur 60 °C 2 min

320 °C 180 °C/min
Einspritzvolumen 0,5 ul (splitless)

® Fur die Durchftihrung der Messungen danke ich Dr. Franz Hadacek, Universitat Wien (Osterreich)
und Dr. Christoph Seeger, Universitat Innsbruck (Osterreich)
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Temperaturprogramm 60 °C 2 min
60 — 200 °C 40 °C/min
200 °C 2 min
200 — 300 °C 3 °C/min
300 °C 20 min
Detektor Temperatur der lonenquelle 180 °C
Spannung 70 eV
Heizstrom 200 pA
Massenscan 40 — 640 a.m.u

Die Molekulargewichte werden bestimmt durch Identifizierung des [M]’-Peaks oder des
[M-15]*-Fragmentpeaks. Alkane werden durch Vergleich mit kommerziell erhaltlichen Refe-
renzsubstanzen identifiziert. Bei anderen Bestandteilen wird versucht, durch sorgfaltigen
Vergleich mit kommerziell erhéltlichen Substanzbibliotheken (Wiley Registry of Mass
Spectral Data, 6. Ausgabe; NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library Version 1.5a) eine Identifi-
zierung durchzuftihren. Der relative Gehalt der so identifizierten Substanzen wird berechnet
als das Verhaltnis der jeweiligen Peakflache zur Gesamtpeakflache im TIC Chromatogramm.

8.4.3.2 Probenvorbereitung

10 mg Extrakt werden in 0,5 ml Pyridin gel6st, bei Raumtemperatur mit 0,5 ml N,O-
Bis(trimethylsilyl)-trifluoroacetamid/Trimethylchlorosilan (99/1) versetzt und direkt als Proben-

I6sung in das gaschromatographische System injiziert.

8.4.4 Bestimmung der Einschlussrate von Hyperforin in
B-Cyclodextrin/CO,-Extrakt-Komplexen

Die Bestimmung der Einschlussrate von Hyperforin in B-Cyclodextrin/CO,-Extrakt-

Komplexen erfolgt entsprechend Waleczek et al. (2002).

Zwischen 250 und 350 mg B-Cyclodextrin/CO,-Extrakt-Komplex, genau gewogen, werden in
einem verschraubbaren 15 ml-Zentrifugenglas mit 1,0 ml n-Hexan versetzt und vorsichtig
umgeschwenkt. Nach Absetzten der ungelésten Bestandteile wird der Uberstand mit einer
Pipette abgenommen, in einen 25 ml-Messkolben gegeben und auf 25,0 ml mit Dichlor-
methan/Methanol (50/50 [V/V]) aufgeflllt. AnschlieRend wird die Ldsung durch einen Mem-
branfilter aus regenerierter Cellulose mit der Porenweite 0,45 um filtriert und direkt als
Probenlosung fur die HPLC-Bestimmung (siehe 8.4.1) eingesetzt (nicht eingeschlossener
Anteil)
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Der verbleibende Rickstand wird in 2 ml Dimethylsulfoxid gelost, mit 10 ml Dichlor-
methan/Methanol (50/50 [V/V]) aufgeflllt und verschlossen 12 Stunden im Gefrierschrank
(Fa. Siemens) equilibriert. Dabei fallt f-Cyclodextrin zum Teil wieder aus. Die so erhaltene
Suspension wird abfiltriert und das Filtrat auf 25,0 ml mit Dichlormethan/Methanol (50/50
[V/V]) aufgefullt. Die Losung wird durch einen Membranfilter aus regenerierter Cellulose mit
der Porenweite 0,45 pum filtriert und direkt als Probenldsung fir die HPLC-Bestimmung (siehe

8.4.1) eingesetzt (eingeschlossener Anteil).

8.4.5 TeilchengrolRenbestimmung mittels Siebanalyse

Gerat Siebturm Retac 3D, Fa. Retsch

Siebe Edelstahl, geflochten, Fa. Retsch

lichte Maschenweite 0,355 mm und 1,000 mm
oder: 0,500 mm und 1,400 mm

Probenmenge 30 g, genau gewogen

Siebintensitéat 60 % der maximalen Ruttelintensitat

Siebzeit 5 min

Die Auswertung erfolgt gravimetrisch. Die Masse pro Siebfraktion wird prozentual auf die

jeweilige Probenmenge berechnet.
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8.5 Technologische Verfahren
8.5.1 Zerkleinerung der Droge

Die Zerkleinerung der Droge erfolgt, falls notwendig, unmittelbar vor der Extraktion.

Gerat Schneidmihle Pulverisette, Fa. Fritsch
Umdrehungszahl 2860 min™
Siebeinsatz 2 mm, Trapezlochung

8.5.2 Gefriertrocknung

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

Einfrieren -30 °C
Haupttrocknung 0—-14 hbei-25°C
Nachtrocknung 14 — 24 h bei +20 °C
Druck 5,0 x 10% hPa

Kondensatortemperatur -50 °C

8.5.3 Herstellung der CO,-Extrakte

Samtliche Extraktionen werden auf einer Pilotextraktionsanlage (Fa. Sitec) im Batchverfah-
ren durchgefihrt. Eine detaillierte Beschreibung dieser Extraktionsanlage findet sich in Kapi-
tel 3.

8.5.3.1 Optimierung der Extraktionsbedingungen

Die untersuchten Kombinationen der Extraktionsbedingungen sind in Tab. 8-5 zusammenge-
stellt. Die fett hervorgehobenen Parameter geben die gewahlten Referenzbedingungen wie-
der. Fir alle Versuche wird die 1,2 I-Extraktionshiilse verwendet. Die Solltemperatur am
Kondensator liegt bei -3 °C, die des Unterkihlers bei -10 °C. Die Extraktionsdauer wird ab
dem Moment gemessen, bei dem ein CO,-Fluss in der Extraktionshilse auftritt. Das Niveau
an flussigem CO, wird Uber eine Temperaturregelung in der Gasphase des Endabscheiders
konstant gehalten. Dazu wird eine Solltemperatur vorgegeben, die ca. 5 °C lber der Tempe-

ratur in der flissigen Phase liegt.
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Tab. 8-5 Ubersicht der untersuchten Extraktionsbedingungen

Drogeneinwaage (m) 200, 300 oder 370 g (bei m(CO,) = const.)®
Extraktionsdruck (p) 90, 120 oder 150 bar
Extraktionstemperatur (T) 40 oder 50 °C (bei p = const) ’
CO,-Massenfluss (@) 4, 8 oder 12 kg-h™* (bei m(CO,) = const.)®
Extraktionsdauer (t) 1,3 o0der5h

Abscheidebedingungen 40 bar / 8 °C (flissig CO,)

Nach der Extraktion wird der Endabscheider schnell auf Umgebungsdruck entspannt. Hierbei
wird durch starke Abklhlung des CO, der Extrakt in Trockeneis eingefroren und kann ent-
nommen werden. Die Temperaturregelung des Heizmantels muss vorher ausgeschaltet wer-
den, um die Bildung des Trockeneises zu gewahrleisten. Extraktreste, die an den Wand-
ungen des Endabscheiders haften, werden so weit wie moglich entnommen. Der Extrakt wird
direkt nach Sublimation des CO, gefriergetrocknet (siehe 8.5.2). Der lyophilisierte Extrakt
wird in einer Fantaschale homogenisiert und vor Licht geschitzt und dicht verschlossen bei
-70 °C gelagert.

Nicht entnehmbare Restmengen an Extrakt werden durch mehrmaliges Spuilen des Endab-
scheiders mit Methanol in einen 250 ml-Messkolben tberfihrt und unmittelbar entsprechend
8.4.1 analysiert.

Zur Bestimmung der Restgehalte an Hyperforin in der extrahierten Droge wird nach Ent-
spannen des Extraktionsbehdlters eine Probe aus der Extraktionshiilse enthnommen und wie

unter 8.4.1 beschrieben analysiert.

® Bei veranderter Einwaage bzw. verandertem Massenfluss wird die Extraktionsdauer so angepasst,
dass die Gesamtmenge an CO,, die das Drogenbett passiert konstant bleibt.

" Bei einer Extraktionstemperatur von 50 °C wird der Extraktionsdruck auf 158 bar angepasst, um bei
konstanter Dichte des Uberkritischen CO, den Einfluss der Temperatur unabhéngig von der einher-
gehenden Dichteanderung untersuchen zu kdnnen.
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8.5.3.2 Extraktion mit Zwischenabscheidung

Vorgehensweise und Grundeinstellungen entsprechen denen einer Extraktion ohne Zwi-
schenabscheidung. Die Solltemperaturen an Kondensator und Unterkuhler liegen bei -3 bzw.
-10 °C. Neben der Endabscheidstufe bei 40 bar/8 °C erfolgt eine Zwischenabscheidung bei
hinsichtlich Druck und Temperatur variierten Bedingungen. Die Extraktionen erfolgen bei
einer Extraktionstemperatur von 40 °C, Extraktionsdruck und CO,-Massenfluss werden vari-
iert. Die Bedingungen sind Kapitel 6 ab Seite 63 detailliert aufgefihrt.

8.5.4 Herstellung der CO,-Extrakt-Komplexe

8.5.4.1 Komplexbildung in dispergierter Phase

Die Herstellung der CO,-Extrakt-Komplexe erfolgt In-line im Rahmen der Extraktion. Vor der
Extraktion werden 16,5 oder 33 g Komplexierungsmittel in den Endabscheider gegeben. Die

dabei angewandten Extraktionsbedingungen sind in Tab. 8-6 zusammengestellit.

Tab. 8-6 Extraktionsbedingungen zur In-line-Herstellung der CO,-Extrakt-Komplexe

Drogeneinwaage (m) 200 g

Extraktionsdruck (p) 120 bar
Extraktionstemperatur (T) 40 °C

CO,-Massenfluss (¢) 8 kg-h*

Extraktionsdauer (t) 40 min
Abscheidebedingungen 40 bar / 8 °C (flussig COy)

Das allgemeine Verfahren und die Einstellungen an Kondensator und Unterkihler entspre-
chen der unter 8.5.3 beschriebenen Vorgehensweise. Tab. 8-7 gibt die eingesetzten
B-Cyclodextrine mit den jeweiligen Substitutionsgraden (DS) und molaren Massen (M;) wie-

der.

Nach der Extraktion wird der Endabscheider schnell entspannt, der Komplex enthommen
und direkt nach Sublimation des dabei gebildeten CO, gefriergetrocknet (siehe 8.5.2). Der
gefriergetrocknete Komplex wird in einer Reibschale unter gelindem Druck homogenisiert

und vor Licht geschiitzt und dicht verschlossen bei -70 °C gelagert.
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Tab. 8-7 Verwendete Komplexierungsmittel

Komplexierungsmittel DS M; [g/mol]
B-Cyclodextrin (B-CD) - 1135
1,8-Methyl-B-Cyclodextrin (M-B-CD) 1,7-1,9 1310°
Hydroypropyl-B-Cyclodextrin (HP-B-CD) 0,58-0,73 1400

Hochdisperses Siliciumdioxid (Syloid) -

8.5.4.2 Komplexbildung in geldster Phase
16,5 g 1,8-Methyl-B-Cyclodextrin werden in 300 ml Methanol/Wasser (50/50 [V/V]) gel6st und

die erhaltene Lésung in den Endabscheider gegeben. Unter Betriebsbedingungen bilden sich
im Endabscheider zwei Phasen aus: eine spezifisch schwerere Phase aus flissigem CO,
gesattigt mit Methanol/Wasser und eine spezifisch leichtere methanolisch-wassrige Phase
mit CO, gesattigt. Ein verklrztes Tauchrohr mit Sieblochung (Eigenbau, Pharmazeutische
Technologie, Tubingen) wird verwendet, um ein direktes Abscheiden des Extraktes in der
methanolisch-wassrigen 1,8-Methyl-B-Cyclodextrin-Losung zu gewahrleisten. Die Extraktion
wird bei den in Tab. 8-6 dargestellten Bedingungen durchgefihrt.

Nach der Extraktion wird der Endabscheider entspannt, die methanolisch-wassrige Lésung
entnommen, und die organische Phase unter Vakuum bei 40 °C Wasserbadtemperatur ab-
gezogen. Die verbleibende, wassrige Phase wird gefriergetrocknet (siehe 8.5.2). Der gefrier-
getrocknete Komplex wird in einer Reibschale homogenisiert und vor Licht geschitzt und

dicht verschlossen bei -70 °C gelagert.

® Berechnet aus dem mittleren Substitutionsgrad
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8.5.5 Stabilitatsuntersuchungen
8.5.5.1 Stabilitatsuntersuchung der CO,-Extrakte

Temperaturabhangigkeit

Drei unter identischer Vorgehensweise bei 120 bar, 40 °C, einem CO,-Massenfluss von
8 kg-h* Uiber 40 min hergestellte CO,-Extrakte (siehe 8.5.3) werden auf je vier Vials aufge-
teilt, verbdrdelt und bei -30, +5 °C, Raumtemperatur oder +30 °C lichtgeschiitzt und luftdicht
verschlossen eingelagert. Der Hyperforingehalt wird unmittelbar vor der Einlagerung und im

Folgenden zeitabhangig mittels HPLC bestimmt (siehe 8.4.1).

Lichtabhangigkeit

Drei unter identischer Vorgehensweise bei 120 bar, 40 °C, einem CO,-Massenfluss von
8 kg-h* tiber 40 min hergestellte CO,-Extrakte (siehe 8.5.3) werden auf je zwei Vials aufge-
teilt, verbordelt und unter Lichteinfluss (15 W, Neon) bei Dunkelheit und gleicher Temperatur
luftdicht verschlossen eingelagert. Der Hyperforingehalt wird unmittelbar vor der Einlagerung

und im Folgenden zeitabhangig mittels HPLC bestimmt (siehe 8.4.1).

8.5.5.2 Stabilitatsuntersuchung der CO,-Extrakt-Komplexe

Zwei unter identischer Vorgehensweise (siehe 8.5.4) CO,-Extrakt-Komplexe werden auf je
vier Pulverglaser aufgeteilt und bei -30 °C, Raumtemperatur/Licht, Raumtempera-
tur/Lichtschutz und +30 °C luftdicht verschlossen eingelagert. Der Hyperforingehalt wird un-
mittelbar vor der Einlagerung und im Folgenden zeitabhéngig mittels HPLC bestimmt (siehe
8.4.1).



KAPITEL 9

ZUSAMMENFASSUNG

Zubereitungen aus methanolisch- oder ethanolisch-wéssrigen Trockenextrakten von Johan-
niskraut (Hypericum perforatum L.) spielen eine grof3e Rolle in der Behandlung leichter bis
mittelschwerer depressiver Erkrankungen. Wéhrend die Wirksamkeit von Johanniskrautex-
trakt-Praparaten in zahlreichen klinischen Studien belegt werden konnte, ist die Frage nach
den wirksamkeitsbestimmenden antidepressiven Inhaltsstoffen heute mehr denn je Gegen-
stand einer kontrovers gefiihrten Diskussion. Ergebnisse pharmakologischer Studien lassen
darauf schlieBen, dass dem Phloroglucinderivat Hyperforin als potentem Hemmstoff der Se-
rotonin-Wiederaufnahme in die prasynaptische Membran eine zentrale Bedeutung zukommt.
Die USP 26/NF 21 tragt dieser Tatsache Rechnung und fordert in den Monographien
»St John's Wort" und ,Powdered St John’s Wort Extract” Mindestgehalte sowohl fir Hypericin
als auch fur Hyperforin. Als Phloroglucinderivat weist Hyperforin eine hohe Lipophilie auf und
unterliegt bei unsachgemafier Lagerung unter Einfluss von Wéarme und Licht einem raschen

oxidativen Abbau.

Die Extraktion von pflanzlichen Materialien mit Uberkritischem Kohlendioxid halt in den
1970er Jahren Einzug in die Nahrungsmittelindustrie. Erste industrielle Anwendungen sind
die Entcoffeinierung von Kaffee und die Gewinnung von Hopfenextrakten. Von Mitte der
1980er Jahre an wird das Verfahren auf pharmazeutisch relevante Drogen ausgeweitet. Auf
Grund seiner moderaten kritischen Parameter (p. = 73 bar, T, = 31 °C), seiner Nichtbrenn-
barkeit, physiologischen Unbedenklichkeit und leichten Verfiigbarkeit ist Kohlendioxid das im
Nahrungsmittelsektor und im pharmazeutischen Bereich am haufigsten eingesetzte tberkriti-
sche Solvent. Reines uberkritisches CO, ist zu den lipophilen Lésungsmitteln zu z&hlen und
ist damit fur die selektive Anreicherung von Hyperforin aus Johanniskraut geeignet.

Auf einer CO,-Extraktionsanlage im Pilotmaf3stab mit einem 1,2 |-Extraktionsbehélter wer-
den die Extraktionsbedingungen hinsichtlich einer moglichst hohen Anreicherung von Hy-
perforin im Extrakt optimiert. Dabei wird auch Augenmerk auf die Extraktionsbilanz und Zer-
setzungstendenz von Hyperforin zu seinem Zwischenabbauprodukt gelegt. Um den Massen-
transferwiderstand beim Ubergang von Hyperforin aus der Droge in das Extraktionsmedium
zu verringern, wird die Droge vor der Extraktion in einer Schneidmuhle zerkleinert. Die Aus-
beute der gefriergetrockneten Extrakte wird ermittelt und nach Homogenisation der zahen,

klebrigen Extrakte deren Hyperforingehalt mittels HPLC bestimmt. Im Rahmen der Optimie-
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rung der Extraktionsbedingungen werden die Parameter Extraktionsdruck (90, 120 und
150 bar), Extraktionstemperatur (40 und 50 °C), CO,-Massenfluss (4, 8 und 12 kg-h™) und
Extraktionsdauer (1, 3 und 5 h) variiert. Eine Erhéhung des Extraktionsdruckes von 90 auf
120 bar fuhrt in Folge einer erhdhten Dichte und damit verbunden einer gesteigerten LO-
sungskapazitat des Extraktionsfluids zu einer um ca. 30 % erhdhten Extraktausbeute. Einen
geringeren Anstieg von ca. 10 % beobachtet man bei einer Verlangerung der Extraktions-
dauer von 1 auf 3 h auf Grund einer hoheren Gesamtmenge an Losungsmittel, die das Dro-
genbett durchstromt. Wahrend in beiden Féllen die Extraktausbeute ansteigt, nimmt der Hy-
perforingehalt der Extrakte von 35 auf 25 % ab. Dies ist auf eine vermehrte Extraktion von
unerwinschten Begleitstoffen in Folge einer verringerten Selektivitat des Extraktionsmedi-
ums zurlickzufuhren. Eine weitere Erhéhung des Extraktionsdruckes bzw. Verlangerung der
Extraktionsdauer fiihrt nur zu einem geringen Anstieg der Ausbeute, wahrend der Hyperfo-
ringehalt unveréndert bleibt. Die Steigerung der Extraktionstemperatur von 40 °C auf 50 °C
bei konstanter Dichte (Erh6hung des Druckes von 120 auf 158 bar) liefert eine hohere Ex-
traktausbeute und wiederum einen verringerten Hyperforingehalt der Extrakte, dies kann auf
eine verstarkte Extraktion flichtiger Bestandteile wie z. B. Cuticularwachse zurlickgefuhrt
werden. Der CO,-Massenfluss hat keinen Einfluss auf das Extraktionsergebnis. Dies lasst
den Schluss zu, dass die Ldslichkeit von Hyperforin und anderen co-extrahierten Pflanzen-
bestandteilen im tberkritischen Kohlendioxid als der dominierende Vorgang des Extraktions-
prozesses betrachtet werden kann.

Die Erstellung einer Extraktionsbilanz zeigt, dass lediglich zwischen 52 und 67 % des ins-
gesamt in der Droge vorhandenen Hyperforins im CO,-Extrakt erscheinen, wahrend zwi-
schen 10 und 20 % in der extrahierten Droge verbleiben. Bezieht man den nicht aus dem
Endabscheider entnehmbaren Anteil von ca. 10 % in die Bilanz mit ein, so ergibt sich eine

Gesamtwiederfindung von bis zu 95 % und damit eine annahernd ausgeglichene Bilanz.

Ein Vergleich des Peakflachenverhaltnisses von Orthoforin, dem Zwischenabbauprodukt von
Hyperforin, zu Hyperforin in der Ausgangsdroge und in den Extrakten gibt Aufschluss tber
eine Zersetzungstendenz wahrend der Extraktion. Das Verhaltnis wird durch eine Extrak-
tion bei 90 bar/40 °C/8 kg-h™'/3 h und 120 bar/40 °C/8 kg-h™'/1 h nicht verandert. Alle anderen
untersuchten Bedingungen fihren zu einem Anstieg dieses Verhaltnisses um ca. 10 %. In
diesem Zusammenhang stellt sich heraus, dass bereits die Zerkleinerung in der Schneid-
muhle zu einer Erhéhung des Peakflachenverhaltnisses zu Gunsten von Orthoforin fihrt. Ein
Vergleich der Extraktion von zerkleinerter mit unzerkleinerter Droge bei 120 bar/40 °C/
8 kg-h''/3 h zeigt, dass sich die Zerkleinerung positiv auf die Wiederfindung von Hyperforin
im Extrakt, jedoch negativ auf das Orthoforin/Hyperforin-Peakflachenverhéltnis auswirk.
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Zieht man alle Ergebnisse in Betracht, so erweist sich hinsichtlich Ausbeute und Hyperforin-
gehalt eine Extraktion bei 120 bar/40 °C {ber 1 h bei einem CO,-Massenfluss von 8 kg-h*
als optimal. Bei Einsatz von zerkleinerter Droge erhalt man unter diesen Bedingungen ca.
1,7 % Extrakt bezogen auf die Ausgangsmasse an Droge bei einem Gehalt an Hyperforin
von 33 %, dies entspricht einer Wiederfindung von Hyperforin im Extrakt von 63 %. Eine Zer-
setzung von Hyperforin ist unter diesen Bedingungen nicht zu beobachten. Da eine Zerklei-
nerung in der Schneidmihle sich negativ auf die Stabilitat auswirkt, wird der Einsatz von un-

zerkleinerter Droge bevorzugt.

Gefriergetrocknete Johanniskraut-CO,-Extrakte haben ein inhomogenes Erscheinungsbild
und lassen sich auf manuellem Weg in einen hyperforinreichen und einen wachsreichen Teil
trennen. Der hyperforinreiche Teil reprasentiert die Hauptmasse des Extraktes und enthalt
ca. 90 % des gesamten Hyperforins im Extrakt. Mittels gaschromatographischer Trennung
und Flammenionisationsdetektion lassen sich in der Wachsfraktion vier homologe n-Alkane
der Kettenlange C,7, C,g, Cs1, und Cs3 nachweisen und quantifizieren. Der Hauptanteil entfallt
dabei auf das C,g-n-Alkan (Nonacosan). Dies wird durch GC-MS Untersuchungen besta-
tigt. Auf diesem Wege kdonnen eine Reihe weiterer Bestandteile der Wachsfraktion identifi-
ziert werden. Neben ungeradzahligen n-Alkanen sind dies geradzahlige n-Alkanole und Fett-
sauren der Kettenlange Cy4-Cgo bzw. Cy4-Cs,. Unter den freien Fettsauren dominiert die Pal-
mitinsaure (C6) ebenso wie in den Wachsestern, die in Kettenlangen zwischen C,o und Cyg
in der Wachsfraktion auftreten. Desweiteren kénnen ein Sesquiterpenalkohol (Neroldiol),
zwei Diterpene (Nephytadien und Phytol) und insgesamt sechs Triterpene (B-Sitosterol,
[B-Stigmasterol, Nervisterol, Squalen, B-Amyrin und Lupeol) nachgewiesen werden. Die Uber-
wiegende Zahl der identifizierten Substanzen ist den Cuticularwachsen zuzuordnen. Diese
sind auf der Oberflache des Pflanzenmaterials lokalisiert und erfullen in erster Linie Schutz-
funktionen. Das Auftreten der ungesattigten Fettsauren Ol- und Linolsaure im Extrakt deuten

darauf hin, dass in untergeordnetem Mal3e auch das Zellinnere aufgeschlossen wird.

Bei der Extraktion von &therischen Olen mit Gberkritischem Kohlendioxid kann durch eine
isobare Zwischenabscheidung bei Temperaturen um 0 °C eine weitgehende Abtrennung
der Wachse erreicht werden. Es zeigt sich, dass sich auf Grund der Konstruktion der Extrak-
tionsanlage solch tiefe Temperaturen im Zwischenabscheider nicht realisieren lassen. In
Abhangigkeit von den Extraktionsbedingungen liegt die mittlere Temperatur im Fluidzyklon
zwischen 21 und 26 °C und ist starken Schwankungen unterworfen. Die relativ hohen Tem-
peraturen lassen sich zum einen auf die geringe Leistung des Kiuhlthermostaten, zum ande-
ren auf die kurze Kihlstrecke, die fur eine Abkihlung des Uberkritischen Fluids ausgehend

von der jeweiligen Extraktionstemperatur zur Verfigung steht, zurtickfihren. Nach einer Ex-
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traktion bei 200 bar/40 °C bzw. 196 bar/60 °C fallen nennenswerte Mengen von ca. 1,2 g
Wachs im Zwischenabscheider an, deren Gehalt an Cy-n-Alkan 18 bzw. 15 % betragt. Im
Falle einer Extraktion bei 200 bar/40 °C entspricht dies einem Anteil von ca. 60 % des insge-
samt extrahierten Nonacosans der im Zwischenabscheider anféllt. Dennoch ist die gesamte
Menge an Wachs im Endabscheider nicht merklich verringert.

Durch Einsatz eines leistungsfahigeren Thermostaten gelingt es, bei Extraktionsbedingungen
von 90 bzw. 120 bar/40 °C die Temperatur im Fluidzyklon auf Werte zwischen 5 und 16 °C
zu senken. Ein halbierter CO,-Massenfluss wirkt sich ebenfalls positiv aus, da pro Zeiteinheit
weniger Uberkritisches Kohlendioxid ausgehend von der Extraktionstemperatur abgekuhit
werden muss. Dennoch féllt unter diesen Bedingungen keine nennenswerte Menge an
Wachs im Zwischenabscheider an. Dies kann darauf zurlickgefihrt werden, dass bei mode-
raten Extraktionsdriicken Begleitstoffe in geringerem Ausmald extrahiert werden. Ein Ver-
gleich der Endabscheiderfraktion nach einer Extraktion bei 90 bar/40 °C mit und ohne Zwi-
schenabscheidung zeigt, dass der Hyperforingehalt im Endabscheider sich durch eine Zwi-
schenabscheidung bei einer kurzen Extraktionsdauer von 40 min nicht Uber 40 % hinaus
steigern lasst, obwohl der Gehalt an C,9-n-Alkan in der Endabscheiderfraktion ungefahr hal-
biert wird. Bei einer Verdreifachung der Extraktionsdauer auf zwei Stunden fihrt die Zwi-
schenabscheidung zu einem Anstieg des Hyperforingehaltes im Endabscheider von 37 auf
41 %. Weitere apparative Anderungen, wie der Einsatz eines noch leistungsfahigeren Ther-
mostaten, die Installation einer effektiven Temperaturregelung im Fluidzyklon sowie der Ein-
bau von Ventilheizungen kdnnten die Abscheidung von Wachsen im Fluidzyklon positiv be-

einflussen.

Im Rahmen der Stabilitatsuntersuchungen von Johanniskraut-CO,-Extrakten werden ins-
gesamt sechs Extrakte aus 200 g unzerkleinertem Johanniskraut unter identischer Vorge-
hensweise bei 120 bar/40 °C/8 kg-h*/0,67 h hergestellt. Daraus ergibt sich eine Ausbeute
von 0,99 + 0,07 % bei einem Hyperforingehalt von 34,7 £ 0,8 % (Mittelwert + sdv, n = 6). Das
Verfahren zur Anreicherung von Hyperforin aus Johanniskraut mit reinem tberkritischen CO,

kann somit als sehr gut reproduzierbar bezeichnet werden.

CO,-Extrakte von Hypericum perforatum L zeigen wéahrend einer 24-wéchigen Lagerung bei
+5 °C eine nur geringfligige Abnahme des Hyperforingehaltes auf 96 % vom Ausgangsge-
halt. Verglichen mit Stabilitdtsuntersuchungen aus der Literatur mit 70 %-igem Rohhyperforin
bedeutet dies eine deutliche Stabilisierung, die auf die Einbettung von Hyperforin in die [i-
pophile
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Extraktmatrix zuriickzufihren ist. Dieser Effekt reicht jedoch nicht aus, um bei héheren La-

gertemperaturen oder Lagerung unter Lichteinfluss eine Stabilisierung zu erzielen.

Durch Zusatz verschiedener Cyclodextrine (B-Cyclodextrin, 1,8-Methyl-B-Cyclodextrin,
Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin) im Massenverhaltnis Cyclodextrin zu Extrakt von 8:1 bzw.
16:1 in den Endabscheider werden die Moglichkeiten und Grenzen eines In-line-
Einschlusses von Hyperforin in flissigem Kohlendioxid untersucht. Die Komplexe sind auch
nach Homogenisation in der Reibschale sehr inhomogen. Die Wiederfindung von Hyperforin
in den Komplexen weist Defizite zwischen 20 und 50 % auf. Mit Hilfe einer Hexan-Wasch-
Methode wird eine Einschlussrate von Hyperforin in unsubstituiertes B-Cyclodextrin von
ca. 30 % ermittelt, unabhangig von der eingesetzten Menge an B-Cyclodextrin. Die Summe
aus eingeschlossenem und nicht eingeschlossenem Anteil liefert vergleichbare Werte wie
eine Direktanalyse der Komplexe, bei der diese geldst und im Ultraschallbad behandelt wer-
den. Dies lasst den Schluss zu, dass sowohl! bei der Hexan-Wasch-Methode als auch bei
einer Direktanalyse ein gewisser Anteil des Hyperforins nicht erfasst wird. Unter der Voraus-
setzung, dass dies den eingeschlossenen Teil reprasentiert, kann aus dem Defizit in der
Wiederfindung die Einschlussrate abgeschétzt werden. Auf Grund der mangelnden Ein-
schlussraten fuhrt keines der untersuchten (3-Cyclodextrine zu einer Verbesserung der Stabi-
litat von Hyperforin in den Komplexen. Die Zersetzung verlauft im Gegenteil schneller als bei
reinen Johanniskraut-CO,-Extrakten. Dies kann auf eine Anlagerung von Hyperforin an die
Oberflache der B-Cyclodextrine und damit zu einer Vereinzelung der Molekdle zurtickgefihrt
werden. Die Bedingungen im Endabscheider sind somit nicht geeignet, um Hyperforin effek-
tiv mit hohen Raten in B-Cyclodextrine einzuschliel3en.

Die Verwendung von hochdisperser Kieselsaure im Rahmen der In-line-Herstellung von
Komplexen flhrt ebenfalls zu keiner Verbesserung der Stabilitat von Hyperforin. Dies ist auf
den bekannten Effekt zurtickzuflihren, dass Kieselsaure in nur geringen Beladungsgraden
von 0,1 % oder geringer einen stabilisierenden Effekt auf Hyperforin zeigt. Der Beladungs-

grad in dieser Untersuchung betragt demgegentber ca. 6 %.

Alles in allem zeigt die vorliegende Arbeit den positiven Aspekt einer reproduzierbaren An-
reicherung von Hyperforin aus Hypericum perforatum L. mittels tGberkritischem Kohlendioxid
unter schonenden Bedingungen auf. Der Hyperforingehalt der resultierenden Extrakte be-
tragt bis zu 40 %, dies entspricht einem Anreicherungsfaktor gegentber der Droge von
knapp 50. Einer moglichst quantitativen Abtrennung von abgeschwemmten Cuticularwach-
sen durch eine Zwischenabscheidestufe sind apparative Grenzen gesetzt. Unter optimalen
Extraktionsbedingungen féllt die Hauptmenge an extrahierten Cuticularwachsen im Endab-
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scheider an. Die Einbettung von Hyperforin in die lipophile Extraktmatrix wirkt sich stabilisie-
rend aus, so dass eine vollstdndige Abtrennung der Cuticularwachse nicht unbedingt er-
winscht ist. Die Mdoglichkeit der Herstellung von In-line-Einschlussverbindungen mit
B-Cyclodextrinen zur weitergehenden Stabilisierung von Hyperforin ist ebenfalls apparativ
begrenzt. Das Verfahren fuhrt nicht zu den erwiinschten hohen Einschlussraten und damit zu
keiner gegentiber den reinen CO,-Extrakten verbesserten Stabilitdt. Hochangereicherte Ex-
trakte von Hyperforin aus Hypericum perforatum L. kénnen als Ausgangsmaterial fur die
Gewinnung von Hyperforin-Referenzsubstanz fur analytische Zwecke dienen. Inwieweit sich
solch ein Spezialextrakt, der an nur einem der potentiell wirksamkeitsbestimmenden Inhalts-
stoffe angereichert ist, auf dem Arzneimittelmarkt durchsetzen kann, ist auf Grund der ge-
genwartigen Zulassungskriterien fraglich. Dennoch sind sie von Interesse fir die Untersu-
chung pharmakodynamischer Effekte in-vitro und in-vivo im Zuge der Aufklarung des antide-

pressiven Wirkmechanismusses von Johanniskraut.
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Abb. 3-9 Exemplarische Gesamtuibersicht Uber einen Extraktionsprozess mit allen aufge-
zeichneten Messdaten (Legende entsprechend Abb. 3-1 auf Seite 22)

Wachsreicher Anteil

Hyperforinreicher Anteil

Abb. 6-2 Optischer Vergleich des hyperforin- und wachsreichen Anteils im Endabscheider
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11.2 Messdaten zur Kalibrierung und Validierung der quantitativen Bestim-
mung von Hyperforin

Tab. 11-1 Messdaten der Kalibrierung von Hyperforin

Mittelwert

relsdv [%0]

var (y)

Mittelwert

relsdv [%]

var (y)

Mittelwert

relsdv [%]

var (y)

Konzentration Flachen- Konzentration Flachen-
Hyperforin einheiten Hyperforin einheiten
[mg/100 ml] Hyperforin [mg/100 ml] Hyperforin
12,228 54571 24,457 111741
12,228 55907 24,457 111382
12,228 55719 24,457 111483
12,228 56108 24,457 111802
12,228 56148 24,457 111570
12,228 55679 24,457 110392

55689 111395
1,04 0,46
3,37E+05 2,66E+05
36,685 164022 48,913 224821
36,685 164913 48,913 226437
36,685 165435 48,913 228603
36,685 163266 48,913 230662
36,685 162634 48,913 229028
36,685 163825 48,913 230308
164016 228310
0,63 1,00
1,07E+06 5,16E+06
61,141 286044 73,370 336627
61,141 283045 73,370 333609
61,141 285494 73,370 337469
61,141 284484 73,370 335395
61,141 284321 73,370 335365
61,141 282653 73,370 335671
284340 335689
0,47 0,39
1,76E+06 1,71E+06
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Tab. 11-2 Messdaten zur Systemprazision und Wiederfindung fur Hyperforin

Konz. [mg/100 ml] 33,387 30,048 36,147 38,906
Soll-Gehalt [%] 100,00 90,00 108,27 116,53
berechnete Konz. 33,371 30,385 35,452 39,357
Hyperforin 32,629 30,611 37,015 38,336
[mg/100 ml] 33,435 30,617 36,295 39,161

33,293 31,486 36,169 40,385

33,645 30,413 36,921 38,502

33,951 30,225 36,331 39,911
Mittelwert (Ist-Gehalt) 33,387 30,623 36,364 39,275
relsdv [%] 1,32 1,46 1,56 2,02
Ist-Gehalt [%)] 91,72 108,92 117,64
Wiederfindungsrate [%)] 101,91 100,60 100,95

Tab. 11-3 Messdaten der Methodenprazision fur Hyperforin bei sechsmaliger Herstellung ei-

nes Losungsmittelextraktes

Konzentration jeweils ca. 50 mg/100 ml
1 2 3
Konz. [mg/100 ml] 49,322 53,319 46,850
Hyperforin 49,673 52,435 46,683
49,714 52,519 46,239
Mittelwert (Ist-Gehalt) 49,570 52,758 46,591
relsdv [%] 0,43 0,92 0,68
4 5 6
Konz. [mg/100 ml] 49,100 52,321 51,918
Hyperforin 49,151 52,117 51,982
49,218 52,372 52,016
Mittelwert (Ist-Gehalt) 49,156 52,270 51,972
relsdv [%] 0,12 0,26 0,10
Mittelwert (n = 18) 50,386
relsdv [%] 4,72
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Tab. 11-4 Messdaten zur Methodenprazision fiir Hyperforin bei sechsmaliger Herstellung
eines CO,-Extraktes

Konzentration jeweils ca. 35 mg/100 ml
1 2 3
Konz. [mg/100 mi] 34,286 34,267 33,183
Hyperforin 34,813 34,518 34,155
35,520 35,978 33,603
Mittelwert (Ist-Gehalt) 34,873 34,921 33,647
relsdv [%] 1,78 2,65 1,45
4 5 6
Konz. [mg/100 ml] 35,749 33,062 36,060
Hyperforin 34,935 34,914 34,422
35,894 33,265 35,382
Mittelwert (Ist-Gehalt) 35,526 33,747 35,288
relsdv [%] 1,46 3,01 2,33
Mittelwert (n = 18) 34,667
relsdv [%] 2,28
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11.3 Firmenverzeichnis

Advantech Europe GmbH, Kolberger Stral3e 7, D-40599 Dusseldorf

AMSCO Finn-Aqua GmbH, Kalscheurener StraRe 92, D-50354 Hirth

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

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

Bourdon-Haenni GmbH, Hofener Strafl3e 122, D-70372 Stuttgart

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

Cerestar Deutschland GmbH, Cerestarstrafle 2, D-47809 Krefeld

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

Danfoss GmbH, Carl-Legien-Straf3e 8, 63073 Offenbach

Dr. Willmar Schwabe GmbH & Co., Willmar-Schwabe-Stral3e 4, D-76227 Karlsruhe
Eurotherm Deutschland GmbH, Ottostral3e 1, D-65694 Limburg a. d. L.

Fisher Scientific GmbH, Liebigstral3e 16, D-61130 Nidderau

Fritsch GmbH, Industriestral3e 8, D-55743 Idar-Oberstein

GFL mbH, Schulze-Delitzsch-Stral3e 4, D-30938 Burgwedel

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

Hewlett-Packard GmbH, Herrenberger StralRe 140, D-71034 Boblingen

Infors GmbH, Tannenweg 2, D-85254 Einsbach

Julabo Labortechnik GmbH, EisenbahnstraRe 45, D-77960 Seelbach

Kammer Ventile GmbH, Manderscheidtstralle 19, D-45141 Essen

Knick Elektronische Messgerate GmbH & Co., BeuckestraRe 22, D-14163 Berlin
Lauda Dr. R. Wobser GmbH & Co. KG, Pfarrstrale 41/43, D-97922 Lauda-Kdnigshofen
Lewa Herbert Ott GmbH & Co., Ulmer Stral3e 10, D-71229 Leonberg

Leybold Vakuum GmbH, Bonner Straf3e 498, D-50968 Kdoln

Lichtwer Pharma AG, Wallenroder Strafe 8-10, D-13435 Berlin

Liebherr Hausgerate GmbH, Memminger Stral3e 77-79, D-88416 Ochsenhausen
Macherey-Nagel GmbH, Valencienner Stral3e 11, D-52355 Diiren

MDL Informations Systems GmbH, Theodor-Heuss-Allee 108, D-60486 Frankfurt
Memmert GmbH & Co. KG, AuRere Rittersbacher StralRe 38, D-91126 Schwabach
Merck KGaA, Frankfurter Stral3e 250, D-64293 Darmstadt

Messer Griesheim GmbH, Fitingsweg 34, D-47805 Krefeld

Mettler-Toledo GmbH, Ockerweg 3, D-35353 Giel3en

Microsoft Deutschland GmbH, Konrad-Zuse-Stral3e 1, D-85716 Unterschlei3heim
Millipore GmbH, Am Kronberger Hang 5, D-65824 Schwalbach

PerkinElmer Instruments GmbH, Ferdinand-Porsche-Ring 17, D-63110 Rodgau-Jigesheim

Peter Huber Kaltemaschinenbau GmbH, Werner-von-Siemens-Stral3e 1, D-77656 Offenburg

Retsch GmbH & Co. KG, Rheinische StralRe 36, D-42781 Haan
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Sartorius AG, Weender Landstral3e 94-108, D-37075 Gottingen

Schleicher & Schull GmbH, Hahnestrasse 3, D-37586 Dassel/Relliehausen
Shimadzu Deutschland GmbH, Albert-Hahn-Stral3e 6-10, D-47269 Duisburg
Siemens AG, Wittelsbacherplatz 2, D-80333 Miinchen

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

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

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