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Analytik von sekundaren Pflanzenstoffen (Teil 1)

Vom Krauterbonbon liber Duschgel und Friichtetee bis hin zum Wellness-Getrank oder der Sportlerdiat - kaum ein

neues Produkt kommt heute ohne den Zusatz pflanzlicher Extrakte auf den Markt. Die Nutzung von Trockenextrakten,

wassrigen Auszligen, Pflanzendlen oder gleich der gesamten, meist getrockneten, Pflanze hat einen guten Grund: die

Natur bietet ein enormes Spektrum unterschiedlichster aktiver Inhaltstoffe, die aufgrund der Herkunft zudem noch eine

ausgezeichnete Kundenakzeptanz besitzen.
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Haltbarkeit, Stabilitdtspriifung, Rohstoffanalyse, Matrixkompetenz, Qualititsstandards;

In den letzten Jahren hat sich im Bereich der Lebensmittel-,
Getranke- und Kosmetikindustrie einiges verandert. Eine
deutliche Entwicklung ist das verstarkte Auftreten von
sprichwortlich ,,wertvolleren” Produkten mit gesteiger-
tem gesundheitlichem oder ernahrungsphysiologischem
Nutzen, mit imagetrachtigen Produkten oder Produkten
mit genau definierten Zielgruppen, wie beispielsweise
Sportler, Senioren oder Wellness-Interessierte.

Die rasante Entwicklung dieses Marktes mit oft kurzen
Produktlebens-Zyklen sowie die gestiegene Erwartungshal-
tung der Verbraucher erfordern von jedem Anbieter, diese
Bedlrfnisse mit immer neueren, innovativen Produkten
zu bedienen. Dabei ist es gerade in diesem Marktsektor
besonders wichtig, mit strengen Kriterien und objektiven
Untersuchungen die Qualitat des Produktes und den Nut-
zen fur den Verbraucher wissenschaftlich zu belegen und
somit das Kundenvertrauen auch langfristig zu behalten.
Neben den staatlichen Aufsichtsbehérden und Verbrau-
cher-Interessenverbanden wacht nicht zuletzt auch die

Konkurrenz streng auf die Einhaltung von Deklarationen
und Werbeaussagen. Deklarierte Inhaltsstoffe sollten des-
halb im eigenen Interesse des Inverkehrbringers unbedingt
unter Produktionsbedingungen und Verkaufsbedingungen
in dem durch das Mindesthaltbarkeitsdatum gegebenen
Produktlebenszyklus untersucht werden, sonst konnen
bése Uberraschungen drohen.

Natirliche Additive

Viele natiirliche Produkte besitzen positive Wirkungen,
die zum Teil einzelnen Inhaltsstoffen zugeordnet werden
konnen, teilweise wirken auch synergistisch ganze In-
haltsstoffkomplexe zusammen. So bieten sich entweder
Reinsubstanzen mit erwiesener Unbedenklichkeit (GRAS-
Liste der FDA) oder entsprechend untersuchte natiirliche
Extrakte, Konzentrate, Drogen etc. zur Veredelung von
Produkten in besonderer Weise an.



Einige Beispiele von Zusatzen und Leitsubstanzen/
Aktivstoffen:

1. Anthocyane in Heidelbeerextrakten (EPh 6.2/2394)

2. Flavonoide, Terpenlactone und Ginkgolsauren in
Ginkgotrockenextrakt (EPh 6.1/1827)

3. Sesquiterpensauren in Baldriantinkturen

(EPh 6.0/1899)

. Ginsenoside in Ginsengwurzel (EPh 6.0/1523)

. Catechine in Griintee

. Taurin und Koffein in Energy-Drinks

. Q10 in Cremes oder Getranken
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. Ascorbinsaure in Dragees

In der Praxis werden oft Vitamine, antioxidativ wirkende
Naturstoffe oder Mineralstoffe zugegeben. Besonders
viele dieser Additive stammen aus Pflanzen. Neben den
priméaren Inhaltsstoffen wie Kohlenhydraten, Fetten und
Proteinen, sind besonders die sekundaren Pflanzenstoffe
interessant, welche in Pflanzen fiir Duft, Farbe, Aroma
und Schutz vor Parasiten und Umwelteinfliissen sorgen.
Diese strukturell au3erst heterogene und bisher nur unvoll-
standig erfasste Substanzklasse gilt, im Gegensatz zu den
Vitaminen, fiir den Menschen als nicht essentiell.

Dennoch besitzen einige Vertreter dullerst interessante
Wirkungen, welche sie zum Objekt zahlreicher Untersu-
chungen machen. Wichtige Unterklassen sind z.B. Poly-
phenole, Carotinoide, Flavonoide, Terpene, Phytosterine,
Glucosinolate, Saponine und Phytodstrogene.

Analyse von sekundaren
Pflanzeninhaltsstoffen

Ist die Entscheidung fiir einen Zusatz erst einmal gefallen,
ergeben sich flir den Hersteller zahlreiche neue analytische
Fragestellungen: Ist fiir den angestrebten Zweck eine ein-
zelne Substanz verantwortlich, so miissen analytische Ver-
fahren entwickelt werden, mit deren Hilfe diese Substanz
im Produkt und im Rohstoff quantifiziert werden kann.

Andererseits muss bei der Zugabe von Multikomponen-
tengemischen wie Pflanzenextrakten, -konzentraten, etc.
oftmals zunachst eine Leitzsubstanz identifiziert werden,
welche reprasentativ flir den angestrebten Verwendungs-
zweck im fertigen Produkt als auch im Rohstoff vorkommt.
Idealerweise handelt es sich dabei um eine der biologisch
aktiven Substanzen. Hierzu muss ein schnelles, exaktes
und kostenglinstiges Analysenverfahren ausgewahlt
werden, welches in der Lage sein sollte, die oft erhebliche
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Anzahl an Einzelverbindungen in geringer Konzentration
neben den vielfach groReren Anteilen an umgebenden
Matrixbestandteilen aufzutrennen und zu quantifizieren.
Hierzu eignet sich in ganz besonderer Weise die HPLC
(Hochdruck-Fliissigchromatographie). Kaum ein anderes
Verfahren ist so vielseitig im Gebrauch und besitzt eine
solch groBe Trennleistung, Empfindlichkeit, Prazision
und bietet die Moglichkeit von teils hoch selektiven bzw.
sensitiven Multikomponentenanalysen.

Die Voraussetzung ist lediglich, dass die Probe ausrei-
chend in einem Losungsmittel oder Losungsmittelgemisch
I6slich ist. Dies verdeutlicht Abbildung 1, in welcher eine
Auswahl der bei BioTeSys angebotenen oder machbaren
Analysenparameter aus Pflanzen in Abhangigkeit vom Mo-
lekulargewicht (senkrecht) und der Polaritat (waagerecht)
aufgetragen sind. Alle blau gefarbten Zonen stellen flr die
HPLC gut bewaltigbare Problemstellungen dar, rot gefarbte
dagegen solche, welche optimalerweise mit GC-Methoden
analysiert werden sollten. Praktisch der gesamte
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Fig. 1. ,Heatmap “-Darstellung der durch HPLC gut (blau) und nicht bzw.
besser mit GC (rot) analysierbaren sekundéren Pflanzenstoffe in Abhédngig-
keit von Polaritat (von links nach rechts abnehmend) und Molekulargewicht
(nach unten zunehmend). Bis auf wenige Ausnahmen lassen sich diese sehr
gut mit HPLC analysieren.

Bereich entlang der Hauptachse von oben links (kleine,
hydrophile Molekiile wie Ascorbinsaure oder Glutathion)
nach unten rechts (grof3e, hydrophobe Molekiile wie Ubi-
chinon), in welcher der Korridor flir die meisten natiirlich
auftretenden Substanzen liegt, wird durch HPLC-Analysen
abgedeckt. Gerade diese Anwendungsbreite ist einer der
Griinde fir die Erfolgsgeschichte der HPLC in der Analytik
organischer Verbindungen.



Was ist HPLC? (Fig. 2)

Die Hochleistungs-Flissigkeitschromatographie (high
performance liquid chromatography, HPLC) ist ein physi-
kalisch-chemisches Trennverfahren, bei dem ein Probenge-
misch (3) in ein System injiziert wird, das aus einer festen
stationaren Phase (4, Trennsaule) und einer diese kontinu-
ierlich durchflieBenden fliissigen Phase (mobile Phase 1,
FlieBmittel, Eluent) besteht. Eine spezielle HPLC-Pumpe (2)
sorgt dabei flir den notwendigen, gleichmaRigen, pulsati-
onsfreien Flissigkeitsstrom bei Driicken bis etwa 300 bar.
Durch spezifische Wechselwirkungen verweilen die Pro-
benmolekiile wahrend der Passage durch die Trennsaule
(4) unterschiedlich lange an der stationaren Phase, sodass
fir Probenmolekiile mit unterschiedlichen physikoche-
mischen Eigenschaften unter-schiedliche Transportzeiten
durch die Saule (Retentionszeiten) resultieren.

Die Detektion (Detektor, 5) der eluierenden Proben-sub-
stanzen erfolgt aufgrund verschiedener physikalisch-che-
mischer Eigenschaften wie Lichtabsorption, Lichtstreuung,
Fluoreszenz, elektrochemisches Potential oder auch die
Masse in geeigneten Detektoren als so genannte ,, Peaks”.
Im Abfallgefall (6) werden die mit Probe verunreinigten
Eluenten aufgefangen. Die Datenverarbeitung, Darstellung
der Chromatogramme, Auswertung etc. erfolgt direkt am
PC (7).

Durch den Vergleich der erhaltenen Peakflachen mit denen
von Standardlésungen derselben Substanz mit bekannter
Konzentration lassen sich somit Bestandteile der Probe
quantifizieren.

Die feste Phase besteht aus einer dicht gepackten Fillung
aus kleinen, moglichst regelmafRigen und porosen Teil-
chen. Als stationare Phasen werden neben den klassischen
Normalphasen aus Kieselgel oder Aluminiumoxid meist
mit organischen Moleklilen modifizierte Kieselgele, so
genannte Umkehrphasen (,reversed phase”), eingesetzt.
Diese so genannten RP-HPLC-Saulen eignen sich aufgrund
ihrer variierbaren Selektivitat und Hydrophobizitat in Ver-
bindung mit den unterschiedlichsten mobilen Phasen fir
die meisten organischen Verbindungen besonders gut und
sind heute die Standardwahl fiir viele Anwendungen.

Haltbarkeit, Stabilitatsprifung,
Rohstoffanalyse

Sind Leitsubstanzen flir eine Multikomponentenmischung
definiert, kann es erforderlich sein, die Produktqualitat oder
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Fig. 2 Schematischer Aufbau einer HPLC-Anlage. Erlduterung der Zahlen
und Symbole im Text.

die Qualitat der Rohstoffe zu kennen bzw. anhand dieser
Substanzen zu priifen. Insbesondere die Haltbarkeit und
Stabilitat der Praparation oder des Produkts unter realen
oder forcierten Bedingungen (Belastungstests) erfordern
zuverlassige und schnelle Analysen von Leitsubstanzen,
um Aussagen zu der Stabilitat der Proben zu machen.
Besonders schnelle Analysen erfordert auch die Rohstoff-
prifung, wenn die Qualitat des Ausgangsmaterials anhand
von Gehalten an Leitsubstanzen beurteilt wird und letztlich
in den Einkaufspreis eingeht.

Matrixkompetenz

Bei all diesen Fragestellungen ist zu beachten, dass kein
Analysenverfahren in allen verschiedenen Probenarten,
(,Matrices”) gleichermalRen anwendbar ist. Um zuverlas-
sige und reproduzierbare Analysenresultate zu erhalten,
muss fiir jede Probenart die Eignung des Verfahrens sowie
dessen Kennzahlen mit diesem Probentyp neu ermittelt
werden. Man spricht in diesem Zusammenhang von der
»Validierung” der Methode.

Dabei werden die Prazision, Robustheit, Richtigkeit, Eigen-
schaften der Kalibrierfunktion, die Wiederholbarkeit von
Messungen und einiges mehr, des Verfahrens ermittelt
und der experimentelle Nachweis erbracht, dass ein ge-
wahltes Verfahren liberhaupt in der Lage ist, ein Ergebnis
von vorgegebener Prazision mit den zu untersuchenden
Proben zu liefern. Dies ermdglicht dem Kunden erst, die Re-
sultate einer Analyse richtig einzuschatzen. Validierungen
sind grundsatzlich vor Probenmessungen durchzufiihren,



zeitintensiv und somit teuer, und das Ergebnis ist nicht
selten die Notwendigkeit, mehr oder weniger grol3e Teile
des Analysenverfahrens abzuandern, um dann noch mal
von vorne mit dem Validierungsprogramm zu starten. Das
sind alles Kosten, die auf Analysenpreise und Probenauf-
kommen umgerechnet werden miissen. Die Kenntnis des
Verhaltens von Methodik und verschiedenen Probenmatri-
ces durch Erfahrung hilft hier aber, deutlich schneller zum
Ziel zu kommen - Kompetenz in den zu untersuchenden
Matrices und Analysenverfahren zahlt sich also aus.

Qualitatsstandards

Gerade wenn die analytische Fragestellung nicht die Nut-
zung von durch Normen festgelegten Verfahren erlaubt,
sondern neue bzw. laboreigene Verfahren zur Anwendung
kommen sollen, riickt die Erfahrung, Sorgfalt und Sach-
kenntnis des Laborpersonals sowie der Zustand und die
Verlasslichkeit der Analysengerate in den Vordergrund.

Nicht zuletzt deshalb sollten hohe Anspriiche an die Sach-
kompetenz sowie das zugrunde liegende Qualitatssystem
in einem analytisch arbeitenden Labor gestellt werden.

Ein Umstand, der bei der BioTeSys GmbH beispielsweise
durch die Akkreditierung flir Priiflaboratorien nach der
international anerkannten Norm EN ISO/IEC 17025 standig
von unabhéangiger Seite nachgewiesen wird. Auch die
Zertifizierung des Unternehmens nach der internationa-
len Norm ISO 9001 bescheinigt die Uberwachung und
Anwendung eines festgelegten betriebseigenen Quali-
tatssystems.

Zusammenfassung

1. Notwendigkeit von Produktinnovationen und
Ausschopfung natiirlicher Ressourcen.

2. Bei der Produktinnovation bzw. Neusch6pfung treten
umfangreiche analytische Fragestellungen auf.

Ansprechpartner:

Dr. Roland Wacker

E-Mail: r.wacker@biotesys.de
Telefon: +49 711 — 3105 7150
Fax: +49 711 — 3105 7151
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3. Die HPLC ist fir viele dieser Anwendungszwecke ein
besonders geeignetes Instrument.

4. Vorteile von externen Dienstleistern durch schnellere
Reaktionszeit und Erfahrung durch Fokussierung und
BetriebsgrofRe.

5. Anerkannte Qualitatsstandards und Kompetenz des
Personals bei Analytikdienstleistern werden durch die
Akkreditierung nach EN ISO/IEC 17025 fur Pruflabore
unabhéangig in besonderer Weise bescheinigt. Eine
Zertifizierung eines Gesamt-Unternehmens nach ISO
9001 ist Minimalanforderung, um ein funktionierendes
QM-System nach offiziellen Normen nachzuweisen.

Die BioTeSys GmbH in Esslingen (www.biotesys.de)
wurde 1999 gegriindet und ist ein Spin-Off des Instituts
fir Biologische Chemie und Erndhrungswissenschaften
der Universitat Hohenheim. BioTeSys ist Partner bei der
Entwicklung und Umsetzung neuer Konzepte auf den Ge-
bieten Kosmetik, Nahrungsmittel, und Consumer Health
Care/OTC. Das Angebot umfasst Screening-Verfahren zur
Erfassung des bioaktiven Potentials von Substanzen oder
Substanzgemischen, in vitro-Testverfahren unter Verwen-
dung von Einzelzellkulturen, Co-Kulturen und verschie-
denen Organmodellen sowie klinische Studien.

BioTeSys ist nach 1ISO 9001:2000 zertifiziert; die Abteilung
Analytik mit den Schwerpunkten HPLC und Photometrie
ist zusatzlich nach DIN EN ISO/IEC 17025:2005 akkreditiert.
Alle verwendeten Messverfahren und Versuchsparameter
sind auf physiologische Vorgaben hin entwickelt und
optimiert. Die Ergebnisse und erhobenen Wirkkonzentra-
tionen haben dadurch unmittelbare Aussagekraft fiir die
Einschatzung biologischer Wirkungen.

Als kompletter Dienstleister auf dem Gebiet der biolo-
gischen und chemischen Analyse bietet das Unternehmen
ein sehr weitreichendes Service-Angebot einschlieRlich
der Entwicklung neuer Verfahren und Produkte im Kun-
denauftrag.



