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1. Einleitung

1.1. Sdfsholzwurzel

1.1.1. Botanische Beschreibung

Das StiBholz (Glycyrrhiza glabra L.) aus der Familie der Hiilsenfriichtler (Fabaceae),
einer Unterfamilie der Schmetterlingsblitler (Fabales,) ist eine haufig verwendete
Arzneipflanze. Die holzige, mehrjahrige Staude, welche vor allem im Mittelmeerraum
beheimatet ist, tragt zahlreiche unpaarig gefiederte, dunkelgriine Fiederblatter. Die

typischen Schmetterlingsbliiten sind meist blauviolett gefarbt.

Abbildung 1 zeigt den Blitenstand von SiiBholz,
besonders auffillig sind die zygomorphen weil} bis
violett gefarbten Bluten in kurzen, aufstehenden

Ahren.

Im Hintergrund sind die fiir Hillsenfriichtler typischen
unpaarig gefiederten Blatter zu sehen. Die Staude ist
hauptsachlich im Mittelmeerraum sowie in Asien,

unter anderem in Russland und China heimisch. "

iii

Abb. 1 — Bliitenstand von SiifSholz (Glycyrrhiza glabra)

1.1.2. Stammpflanzen und verwendete Pflanzenteile

Zu arzneilichen Zwecken, aber auch in der Lebensmittelindustrie werden die
getrockneten Wurzeln und Auslaufer des SiiRholzes (Liquiritiae radix, Ph.Eur.)
verwendet. Diese werden in geschdltem oder ungeschaltem Zustand, meist
geschnitten, eingesetzt. Gemalk dem europaischem Arzneibuch sind fir die
medizinische Verwendung drei verschiedene Stammpflanzen, Glycyrrhiza glabra L.,

Glycyrrhiza inflata Batalin und Glycyrrhiza uralensis Fisch zul3ssig."



Die SiiBholzwurzel weist einen intensiv-siiBlichen Geschmack auf, weshalb sie sehr
haufig als Geschmackskorrigens in Teemischungen und

-zubereitungen eingesetzt wird, oder auch in Form eines Trockenextraktes in vielen
Arzneispezialitdten zu finden ist. Wird die pflanzliche Droge ausgekocht und
eingedickt, erhalt man den SiiBholz- oder Lakritzensaft, welcher zu der weltweit

bekannten StiBigkeit Lakritze weiterverarbeitet wird.

Abbildung 2 zeigt die Schnittdroge Liquiritiae radix.
Rechts oben ist die ungeschalte Droge mit einer
diinnen graubraunen Korkschicht zu sehen, rechts

unten in geschélter Form.

Die Wurzeln und Ausladufer sind grob wiirfelig
geschnitten, besonders charakteristisch sind der

intensiv-stRliche Geschmack, sowie der radiale

zitronengelbe Holzkérper. ¥

Abb. 2 — Siifsholzwurzel getrocknet und geschnitten"'

1.1.2. Inhaltsstoffe und pharmazeutische Verwendung von Sifsholzwurzel
SiRholzwurzel enthalt eine Vielzahl an pharmakologisch interessanten Inhaltstoffen.
Neben den wirksamkeitsbestimmenden Triterpensaponinen, wie etwa der
Glycyrrhizinsdure, und Flavonoiden bzw. Isoflavonoiden, beispielsweise Liquiritin und
Isoliquiritin, beinhaltet sie Polysaccharide, Sterine und Cumarinderivate.""

Als Teedroge oder als Fluidextrakt in zahlreichen Phytopharmaka wird StRholzwurzel
vor allem bei Katarrhen der oberen Atemwege, sowie bei Magenbeschwerden oder
Zwolffingerdarmgeschwiiren eingesetzt. Man findet sie daher haufig als Komponente
in Erkaltungs- und Hustenmitteln sowie in Magentees und Ulcusprédparaten. Auch

gegen Infektionen mit dem problematischen Keim Helikobakter pylori, der



unbehandelt das Risiko fir eine Erkrankung an Magenkrebs stark erhoht, wird sie sehr

erfolgreich unterstiitzend in Kombinantion mit diversen Antibiotika eingesetzt."""
Den fiir die Wirkung entscheidenden Inhaltsstoff stellt dabei die 18B-Glycyrrhizinsdure
dar, ein pentacyclisches Triterpen, das in Position 3 mit 2 Molekilen D-Glucuronsaure
glykosiliert in der Pflanze vorliegt. Das Aglykon, also der Grundkorper ohne
Zuckerreste, wird als ,,Glycyrrhetin” bezeichnet; die Glycyrrhizinsdure selbst liegt oft

als Kalium- oder Calciumsalz vor und wird in dieser Form ,,Glycyrrhizin“ genannt.

Abbildung 3 zeigt die Strukturformel der 18f3-

'“—0 Glycyrrhizinsdure, welche fir die schleimlésende
o 4 o /Lﬂu | und auswurfférdernde Wirkung von SiiRholz
O /TQ _ 11'%\1 ]\ verantworlich ist.
o M 0)‘ St l 0) < h —
H.,— 0 o /N
© [ ]’ Das Triterpen, welches aus
" ll) " 5 Ringen besteht, liegt in der Pflanze glycoisidisch

gebunden vor.

Abb. 3 - Strukturformel der Glycyrrhizinsdure”

Neben einer SiRkraft (eine dimensionslose Zahl, welche die Intensitat des siillen
Geschmacks einer Substanz im Vergleich zu Saccharose mit einer StiRkraft von 1
angibt) von 150, weist Glycyrrhetin saponinartige Eigenschaften und somit eine
expektorierende und sekretolytische Wirkung auf die Bronchialschleimhaut auf.
Dadurch wird das Abhusten von zahem Schleim wahrend Erkaltungen oder grippalen

Infekten deutlich erleichtert.”

Da die 18B-Glycyrrhizinsdure einen so wichtigen Inhaltsstoff der StiRholzwurzel

darstellt, wird laut Arzneibuch ein Gehalt von mindestens 4,0%, bezogen auf die

getrocknete Droge, gefordert.™ Weitere Inhaltstoffe der SiiRholzwurzel, hauptsichlich

Flavonoide, wirken zusatzlich protektiv auf die Magenschleimhaut und begiinstigen

xiii

dadurch das Abheilen von Magengeschwiiren.



1.1.3. Marktsituation in Osterreich

Derzeit gibt es eine Vielzahl an Arzneispezialititen in Osterreich, welche
Suholzwurzelfluidextrakt als wirksamen Bestandteil oder auch als
Geschmackskorrigens enthalten. Die folgende Tabelle zeigt eine Ubersicht iiber in der

Austria Codex Fachinformation aufscheinende Produkte mit StiRholzwurzelfluidextrakt:

Kréuter-Hustensaft Apotheker Wimmers Hustensaft
Solvopulmin schleimlésender Apotheker Auer’s Bronchitis-Elixier
Kinderhustensaft Husten-Saft
Mixtura solvens Apotheker Auer’s Bronchialtropfen
Mixtura solvens forte Plantosyl Hustentropfen

Sidroga 1-2-3 Husten & Bronchial Schwedischer Krduterbitter Apotheke zum

Teeaufgusspulver Rothen Krebs *)
Ménchkirchner Bronchialsirup Schwedenbitter Apotheke Rosenauer *)
Ischler Hustentropfen fiir Schwedentropfen *)
Erwachsene
Gebirgskrduter Bronchitis Elixier Iberogast Fliissigkeit zum Einnehmen *)

Tab. 1 - Spezialitdten mit Stifsholzwurzelfluidextrakt, Daten aus der Austria Codex Fachinformation

Die meisten der oben genannten Praparate werden bei Erkdltungskrankheiten oder
grippalen Infekten, vorwiegend zum Abhusten des zdhen Schleims, eingesetzt. Die mit
*) gekennzeichneten Spezialitditen werden dagegen typischerweise bei
Magenbeschwerden, beispielsweise Gastritis oder Unwohlsein, Ubelkeit etc.,

verwendet.



1.2. Monographien im Vergleich

1.2.1. Derzeitige OAB Monographie
Das dsterreichische Arzneibuch (OAB) beinhaltet momentan (Stand OAB 2015) die
Monographie Eingestellter StiSholzwurzelfluidextrakt. Der derzeitige Text beinhaltet

folgende Punkte:

¢ Definition: Fluidextrakt aus Liquiritiae radix (0277)
* Herstellung: Gemal Extracta (0765) durch Extraktion der Droge
mittels Ethanol, Wasser und Ammoniak
* Eigenschaften: Dunkelbraune, klare oder schwach triibe Flissigkeit,
Geschmack sif§
* Priufung auf Identitat mittels Diinnschichtchromatographie einer zuvor gemaf
der Vorschrift hergestellten Untersuchungslésung unter der Verwendung von

Glycyrrhetinsaure und Thymol als Referenzsubstanzen

* Prifung auf Reinheit: Ethanolgehalt 10-25% (V/V)
relative Dichte 1,05-1,10
pH-Wert 4,5-7,0
Methanol hochstens 0,05% (V/V)
2-Propanol hochstens 0,05% (V/V)

Trockenriickstand mindestens 20,0% (m/m)

* Gehaltsbestimmung mittels Fliissigchromatographie einer zuvor hergestellten
Untersuchungslésung mit Monoammoniumglycyrrhizinat CRS als

Referenzsubstanz

1.2.2. Vergleich mit dem Europdischen Arzneibuch

Neben den derzeitigen Monographien SiiSholzwurzel und Siifsholzwurzeltrockenextrakt
aus dem Europdischen Arzneibuch (Pharmacopoeia europea, Ph.Eur.) gab es bis vor
kurzem noch die Monographie Eingestellter, ethanolischer SiifSholzwurzelfluidextrakt,

welche der OAB Monographie sehr dhnlich war. Die beiden Texte unterscheiden sich



jedoch in der Reinheitspriifung durch den Test auf Ochratoxin A, welcher im

Osterreichischen Arzneibuch nicht gefordert ist.

Ph.Eur. 8.0/1536 OAB 2015
Bezeichnung Der aus SiiRholzwurzel Der aus Liquiritiae radix
des (Liquiritiae radix) hergestellte, eingestellte
Extraktes hergestellte, eingestellte, Fluidextrakt

ethanolische Fluidextrakt

Herstellung Mit 70% (V/V) Ethanol Gemal Extracta (0765)
mittels geeignetem aus der Droge durch
Verfahren aus der Extraktion mit Ethanol,
pflanzlichen Droge Wasser und Ammoniak
hergestellt hergestellt

Gehalt 3-5% 18- 0,6-1,7% Glycyrrhizinsaure

Glycyrrhizinsaure

Tab. 2 - Vergleich der Arzneibuchmonographien: links die obsolete Ph.Eur. Monographie, rechts jene aus dem OAB

Tabelle 2 stellt die bereits gestrichene Monographie zu SiiBholzwurzelfluidextrakt des
Ph.Eur. jener aus dem OAB gegeniiber. Die gewonnenen Extrakte unterscheiden sich
hinsichtlich ihrer Herstellungsmethode, Zusammensetzung der Extraktionsmittel,
sowie in der Konzentration an Glycyrrhizinsdure, welche standardisiert werden soll.
Trotz dieser kleinen Unterschiede kann man davon ausgehen, dass die
Inhaltstoffspektren der gewonnenen Produkte miteinander vergleichbar sind. Dies gilt
allerdings nicht nur fiir arzneilich wirksame Komponenten, sondern auch fiir potentiell

schadigende Substanzen.

Waéhrend das europdische Arzneibuch im Rahmen der Priifung auf Reinheit fir
samtliche Zubereitungen aus StiBholzwurzel, sowie fiir deren Ausgangsmaterial, die
pflanzliche Droge selbst, die Methode Bestimmung von Ochratoxin A in pflanzlichen
Drogen (Ph.Eur. 2.8.22) vorschreibt, findet man im OAB keine solche Vorschrift. Da
allerdings die StRholzwurzel, wie alle Wurzeldrogen, sehr anfillig fir den Befall mit
Pilzen und Mikroorganismen ist und in diesem Zusammenhang besonders haufig eine
Kontamination mit Ochratoxin nachgewiesen werden kann, sollte nicht nur die Droge
selbst, sondern auch alle daraus gewonnenen Zubereitungen auf das gefahrliche

Mykotoxin getestet werden
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1.3. Ochratoxin A

1.3.1. Eigenschaften und Vorkommen
Gemeinsam mit 5 anderen Verbindungen, Ochratoxin B und C, Viomellein,
Xanthomegnin und Viriditoxin, bildet Ochratoxin A eine Gruppe von Mykotoxinen, also
eine von Pilzen gebildeten Giftstoffen. Der Grundkorper der Ochratoxine besteht aus
aus funf Acetateinheiten, sie werden daher zu den
Pentaketiden gezahlt.

Die farblose, hitzestabile Substanz Ochratoxin A wird
von verschiedenen Aspergillus-Arten (hauptsachlich
Aspergillus ochraeus), sowie Penicillium-Arten

Xiv

(vorrangig Penicillium verrucosum) produziert.

Abb. 4 — Aspergillus ochraeus im
Lichtmikroskop, 400x vergréfert”

Viele Lebensmittel wie Getreide, Hulsenfriichte,
Kaffeebohnen, Wein, Rosinen und anderen
Trockenfrichte oder Bier kdnnen mit Ochratoxin A
belastet sein. Aufgrund seiner hohen Stabilitat wird
das Toxin kaum abgebaut und daher lber die

Nahrungskette weitergereicht. So kann, je nach

Belastung des Tierfutters, das Pilzgift auch in Hihner-

oder Schweinefleisch Gibergehen. Abb. 5 — mit Penicillium befallener
Mais™”

Rindfleisch hingegen ist kaum betroffen, da die Substanz im Pansen mikrobiell
abgebaut wird.®" Auch die StiBholzwurzel kann haufig mit Ochratoxin A kontaminiert
sein. Da die Verbindung in Ethanol gut I6slich ist, geht sie bei der wahrend der
Extraktion mit Ethanol-Wasser-Mischungen in die hergestellten Extrakte tber.
Aufgrung der hohen Stabilitdat gegeniiber Hitze und der guten Wasserloslichkeit von
Ochratoxinsalzen, gelangt das Toxin ebenfalls in Teezubereitungen, die StiRRholzwurzel

beinhaltenl.
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Abbildung 6 stellt die chemische Struktur des

o Mykotoxins dar, welches haufig

l in SURholzwurzel und den daraus gewonnenen
i |
N\H‘[IH 0 Zubereitungen zu finden ist. Ochratoxin A ist
|| | o l w O W ° gut in Ethanol 16slich und zeigt bei Anregung mit

360 nm eine blaue Fluoreszenz, die es ermoglicht,
OTAsehr empfindlich mittels Fluoreszenzdetektor

zu detektieren.

xviii

Abb. 6 — Strukturformel von Ochratoxin A

1.3.2. Toxizitdt des Mycotoxins

Zahlreiche Studien zeigen, dass Ochratoxin A diverse toxische Effekte auf verschiedene
Tierarten aufweist. Das Toxin wirkt unter anderem nephrotoxische, teratogen und
immunotoxisch.™ Beispielsweise kam es bei Schweinen und Hihnern nach der
Aufnahme von OTA zu Nephropathien und bei mannlichen und weiblichen Ratten
traten vermehrt Lebertumore auf, bei weiblichen Ratten wurde ein Zusammenhang
zwischen der Aufnahme von OTA und dem Auftreten von Nierentumoren sowie

XX, XXi

Brustdriisentumoren festgestellt. Obwohl es derzeit kaum Studien Gber die
Humantoxizitat von Ochratoxin A gibt, wird vermutet, dass es auch fiir den Menschen
gesundheitsgefahrdend ist, da sich die Substanz nach peroraler Aufnahme besonders
im Nierengewebe anreichert und mit einer Halbwerstzeit von Gber 35 Tagen sehr lange
im Blut nachweisbar bleibt. ™"

In der Niere kommt es zur Degeneration von Endothelzellen des proximalen Tubulus
und zur interstitiellen Fibrose, also Vernarbung des Nierengewebes, und es tritt
Polyurie auf.*"

Die International Agency fort he Research of Cancer, IARC, stuft OTA als Karzinogen der

XXiv

Stufe 2B ein, also als eine Substanz, die fiir Menschen als potentiell karzinogen gilt.

Lange Zeit wurde OTA als Ursache der Balkan-Nephropathie verdachtigt, einer
mysteridsen Erkrankung, die erstmals um 1950 in Bosnien, Bulgarien, Kroatien,
Rumanien und Serbien auftrat. Es handelt sich dabei um eine Form der chronischen

interstitiellen Nephritis mit einschleichendem Beginn und langsamem Fortschreiten bis

12



zum Nierenversagen ohne Zusammenhang mit Bluthochdruck oder
Natriumretention.”™”

Auch die European Food and Safety Agency, EFSA, geht davon aus, dass Ochratoxin A
vermutlich durch die Bildung von freien Radikalen Uber zelluldren oxidativen Stress
nieren-, sowie gentoxisch wirkt und so zur Entstehung von Nieren- und Lebertumoren
beitragen kann. Da OTA auch in die Muttermilch ibergeht, werden vor allem genauere
Expositionsdaten fir Sduglinge und Kleinkinder, die als besonders gefahrdet fir
Mykotoxine gelten, gefordert. Im Jahr 2006 hat die EFSA schlieBlich ein umfassendes
Gutachten veroffentlicht, welches zu dem Schluss kommt, dass OTA nach peroraler

Aufnahme in der Niere angereichert wird und dort toxisch wirkt.

Als tolerierbare wochentliche Aufnahmemenge (TWI, Tolerable Weekly Intake) an OTA
wurden 120 ng/kg Koérpergewicht festgelegt, wobei die EFSA davon ausgeht, dass Gber
die Nahrung bereits etwa 15-60 ng/kg Korpergewicht pro Woche aufgenommen

XXVi

werden.

1.3.3. Mechanismen der Toxizitdt

Es gibt bereits zahlreiche Studien, die sich mit den molekularen Mechanismen, denen
die Schadlichkeit von OTA zu Grunde liegen, auseinandergesetzt haben. Dabei wurde
eine Reihe potentieller Ursachen fiir Organschaden, vor allem die Leber und die Niere
betreffend, identifiziert.

Beispielsweise kommt es aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit mit der Aminosdure
Phenylalanin kompetetiven Hemmung der tRNA-Synthetase und somit zur

XXVii

Beeintrachtigung der Proteinbiosynthese.”™ " AulRerdem beeintrachtigt Ochratoxin A
die Funtkion des Immunsystems auf verschiedenen Ebenen. Die Aktivitdt und Funktion
von NK Zellen (Natiirlichen Killerzellen) und T-Helferzellen wird gehemmt und die
Synthese von Antikorpern, sowie die Produktion von IL-2 (Interleukin 2) und die
Expression von IL-2 Rezeptoren auf aktivierten T-Lymphozyten stark beeintrachtigt. ™"
Das Toxin selbst ist zwar vermutlich nicht gentoxisch, jedoch entstehen durch oxidative
Dechlorierung Chinone und Hydrochinone, welche DNA-Addukte bilden kénnen und so

XXiX

Einzelstrangbriche verursachen.”™ Des weiteren gelten die Stérung der
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Calciumhomoostase sowie die Beeintrachtigung der mitochondrialen Atmung als

wichtige Mechanismen der Toxizitdt von Ochratoxin A

2. Fragestellung

Aufgrund der vielen Studienergebnisse, die alle zu dem selben Schluss kommen — dass
Ochratoxin A nachweislich ein hohes Risiko fiir die Gesundheit darstellt und die
tagliche Zufuhr damit kontaminierter Lebens- sowie Arzneimittel unbedingt reduziert
und kontrolliert werden sollte — besteht hinsichtlich der OAB Monographie
eingestellter StifSholzwurzelfluidextrakt, in welcher der Ochratoxin A-Gehalt nicht

geregelt ist, dringender Handlungsbedarf.

In Osterreich sind derzeit 9 Fertigprodukte sowie 5 apothekeneigene Spezialititen mit
SiRholzwurzelfluidextrakt am Markt (Stand Mai 2016, Daten aus der Austria Codex
Fachinformation), ebenso wird der Extrakt in hdufig verwendeten magistralen
Zubereitungen wie zum Beispiel der Mixtura solvens eingesetzt.

Ist der Gehalt an Ochratoxin im SliBholzwurzelfluidextrakt nicht geregelt, so kann dies
Patienten einem gesundheitlichen Risiko aussetzen. Folglich ist daher ist eine
Anpassung der Monographie, insbesondere eine Erweiterung der Priifungen auf
Reinheit um einen Test auf Ochratoxin A zwingend erforderlich.

Diese Maflnahme dient dazu, um bei neuen und bestehenden Praparaten, sowie
magistralen Zubereitungen auf dem Markt eine maximale Patientensicherheit zu
gewabhrlisten, in Respekt auf den aktuellsten Stand wissenschaftlicher Erkenntnisse

hinsichtlich Ochratoxin A.

Neben diesem gravierenden Grund hinsichtlich Arzneimittelsicherheit besteht ein
weiteres Motiv, die Monographie des eingestellten StiBholzwurzelfluidextrakts zu
Uberarbeiten. So ist es beispielsweise Ziel der Expertengruppe der Osterreichischen
Pharmacopoea (mit welcher die Uberarbeitung der Monographie in Zusammenarbeit
durchgefiihrt wurde), die bestehenden Monographien im Osterreichischen Arzneibuch

an den Standard des europdischen anzupassen, dies im Besonderen hinsichtlich der
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Prifmethoden. Fiir SGiBholzwurzel fordert das Europdische Arzneibuch einen Test auf
Ochratoxin A, somit ist auch die Aufnahme dieser Uberpriifung fiir die betroffene

Monographie dringendst empfehlenswert.

In der Europaischen Pharmacopoea ist bereits eine valide Methode zu der Bestimmung
von Ochratoxin A enthalten. Im Hinblick auf die angestrebte Harmonisierung der
Methoden wire es anzustreben, fiir die Monographie im Osterreichischen Arzneibuch
ebendiese Methode zu verwenden. Dies hatte den Vorteil, dass samtliche
SiRholzwurzelprodukte, welche im Europédischen oder Osterreichischen Arzneibuch
aufgefihrt sind, mit derselben Methode auf die Verunreinigung mit Ochratoxin
Uberpriuft werden kénnen. Ob diese bereits vorhandene Methode aus der Ph.Eur. fir
den im Osterreichischen Arzneibuch enthaltenen eingestellten
SiRholzwurzelfluidextrakt anwendbar ist und ganzlich ibernommen werden kann, soll
unter anderem in dieser Diplomarbeit gezeigt werden; dazu wird im Rahmen dieser
Diplomarbeit eine Methodenvalidierung durchgefiihrt. Neben dieser entscheidenden
Erweiterung der Monographie werden auch kleine Korrekturen, bzw. Anpassungen der
Monographie auf den aktuellsten Standard der EDQM (European Directorate fort he
Quality of Medicines & Health Care, die Europdische Arzneibuchkommission)

vorgenommen.

Ziel dieser Diplomarbeit ist es folglich, die alte Monographie , Eingestellter
SiRholzwurzelfluidextrakt” auf eine neue Monographie ,, Quantifizierter
SiRholzwurzelfluidextrakt” des neuesten Stands anzuheben; Dies sowohl in Bezug auf
die aktuellsten Erkenntnisse hinsichtlich Toxizitat von Ochratoxin A und auf eine
Uberpriifung auf Verunreinigung mit ebendiesem, als auch in Anpassung an die

Standards des Europaischen Arzneibuchs und der EDQM.
So soll weiterhin in Osterreich durch eine Monographie auf dem aktuellsten Stand der

Wissenschaft flir SiBholzwurzelfluidextrakt eine maximale Rohstoff- und folglich

Produkt-bzw. Arzneimittelsicherheit fiir den Patienten gewahrleistet sein.
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3. Hauptteil - Methodenvalidierung

3.1. Vorbereitung

Um die Richtigkeit und Genauigkeit der erzielten Messwerte durch die verwendeten
Gerate gewahrleisten zu kdnnen, miissen vor der eigentlichen Validierung noch einige
Tests durchgefiuhrt werden. Im Zuge dieser Vorbereitungsschritte wurde der
Fluoreszenzdetektor qualifiziert und ein Sdulentest an der verwendeten HPLC-S3ule
durchgefiihrt. Die folgenden Vorbereitungsschritte wurden nach AGES-internen

Vorschriften durchgefiihrt, welche im Anhang der Diplomarbeit zu finden sind.

3.1.1. Qualifizierung des Fluoreszenzdetektors

Zur Qualifizierung des Fluoreszenzdetektors werden zunéachst ein Anregungs- und ein
Emissionsscan (ohne Saule) durchgefihrt, um die Genauigkeit der Wellenlangen zu
Uberprifen. Bei diesem Test wird HQ-Wasser (High Quality, fir die HPLC geeignet)
durch den Detektor geleitet, welches bei einer Anregung bei 350 nm ein
Emissionsmaximum bei 397 nm zeigen sollte und umgekehrt bei einem Scan mit der
Emissionswellenldnge 397 nm ein Anregungsmaximum von 350 nm (Raman-Signal von
Wasser). AnschlieBend soll die Empfindlichkeit des Detektors mittels Chininlésung

Uberpruft werden.

3.1.1.1. Wellenldngengenauigkeit Anregung

Die Flusszelle wird mir HQ-Wasser gefiillt, gespiilt und anschlieBend wird ein
»excitation scan” bei der Anregungswellenlange 350 nm durchgefiihrt. In der
Emissionskurve wird das Maximum bestimmt und davon 397 abgezogen. Regt man
Wasser bei 350 nm an, so liegt sein Emissionsmaximum bei 397 nm. Zieht man nun
diesen Soll-Wert vom tatsachlichen Wert ab, so liegt das Ergebnis bei +0. Die

Abweichung darf hochstens +3 nm betragen.

3.1.1.2. Wellenldngengenauigkeit Emission
Die Flusszelle wird wie oben vorbereitet. Dann wird ein ,,emission scan” mit der

Emissionswellenldnge 397 nm durchgefiihrt. Hier wird jene Wellenlange detektiert, die
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bei einer Emissionswellenldange von 397 nm, also dem Emissionsmaximum von Wasser,
maximal anregt, also theoretisch 350 nm. Das Anregungsmaximum wird bestimmt und
davon 350 abgezogen. Wiederum liegt die erlaubte Abweichung bei +3 nm. Tabelle 3

fasst die Ergebnisse der Wellenldngengenauigkeit zusammen.

Anregungsscan Emissionsscan
Erlaubte Abweichung +3 nm +3 nm
Ergebnis -2nm 0 nm

Tab. 3 - Ergebnisse zur Wellenldngengenauigkeit

3.1.1.3. Empfindlichkeit des Detektors

Um festzustellen, mit welcher Empfindlichkeit der Detektor ein bestimmtes Signal
noch vom Untergrundrauschen unterscheiden kann, wird zunachst eine stark
verdlinnte Losung von Chinin-HCl x 2H,0 (Chininhydrochlorid-Dihydrat) mit der
Konzentration 15 ppb (parts per billion), also umgerechnet 15 pg/L in folgender

mobilen Phase hergestellt:

mobile Phase: 6,8 g Kaliumdihydrogenphosphat R und 3,0 g Hexylamin R
werden in 700 mL Wasser geldst und mit verdinnter
Phosphorsdure R auf einen pH-Wert von 2,8 eingestellt, mit 90

mL Acetonitril versetzt und mit Wasser auf 1000,0 mL aufgefiillt.

Einwaage: 15,01 mg Chininhydrochlorid-Dihydrat (entspricht 15 ppb Chinin)

AnschlieBend wird, unter der Verwendung einer Trennsaule, die nach Vorschrift
hergestellte Chininlésung in die HPLC eingespritzt, die Peakhdhe sowie die
Retentionszeit tg bestimmt und danach mit dem Spektrum einer ebenfalls injizierten
Blindlésung, der zuvor bereiteten mobilen Phase, verglichen. Dabei wird die Peakhthe
von Chinin (engl. signal, das Signal) im Verhéltnis mit dem Hintergrundrauschen (engl.
noise, das Rauschen) gesetzt und so das sogenannte S/N-Verhaltnis (signal to noise
ratio) ermittelt. Dabei geht man davon aus, dass ein Substanzpeak mindestens dreimal

so hoch wie das Rauschen bei der entsprechenden Retentionszeit der Substanz sein
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muss. Die Hohe des Rauschens wird dabei mindestens tiber die fiinffache Breite des

Substanzpeaks gemessen.™™

Vorgehensweise: 10 pL Chininlésung eingespritzen und die Peakhohe H messen.
10 pL mobile Phase (Blindlosung) einspritzen und die Hohe des

Rauschens h bestimmen.

Die Analyse wird unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

* Mobile Phase: Pufferlosung, wie oben beschrieben
* Trennsaule: RP-18, 250 x 4,6mm, 5 um KorngroRRe
* Flussrate: 1,2 mL/min
* Anregungswellenlange: 350 nm
* Emissionswellenlange: 397 nm
Berechnung: Die Peakh6he H wird durch den dreifachen Wert des Rauschens

h dividiert, dabei erhdlt man einen Faktor F. Dividiert man nun
wiederum die Konzentration der Chininlésung durch diesen

Faktor, so erhalt man die Empfindlichkeit des Detektors.

Dabei wird jene Konzentration (in ppb) berechnet, bei der ein theoretischer Peak mit
der dreifachen Hohe des Rauschens noch mit ausreichender Sicherheit detektiert
werden kann. Man geht davon aus, dass selbst bei sehr geringen
Analytkonzentrationen Substanzmenge und Peakhodhe sowie —flache direkt

proportional zueinander sind.

Peakhoéhe Chinin: H=7,4cm

Héhe des Rauschens: h=0,4cm
Faktor: F= % =6,61
Empfindlichkeit des Detektors: i—gi)b = 2,43 ppb
Anforderungen: <3 ppb
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Abb. 7 und 8 —links: Peak von Chinin 15 ppb bei ca. 11,5 min, rechts: Hintergrundrauschen nach Injektion der
Blindlésung (Chromatogramme in OriginalgréfSe inkl.Ermittlung der Werte H und h, s. Anhang)

Wie den Abbildungen 7 und 8 zu entnehmen ist, zeigt Chinin einen Peak bei einer
Retentionszeit von ca. 11,5 min. Die Blindlésung hingegen zeigt in diesem Bereich

keine Peaks.

3.1.2. Séulentest zur Uberpriifung der Trennleistung

Laut Ph.Eur. 2.8.22 soll zur Durchflihrung der Priifung auf Ochratoxin A mittels HPLC
eine Sadule mit folgenden Eigenschaften verwendet werden:

* stationare Phase RP-18,

¢ durchschnittliche KorngroRe 5 pm

* Lange und Durchmesser: 150 x 4,6 mm

Um zu gewahrleisten, dass die benutzte Saule eine gute Trennung mit entsprechender
Auflosung liefert, wird vor der eigentlichen Analyse ein Saulentest durchgefihrt. Dazu
wird die Sdule zunachst mit einer geeigneten mobilen Phase konditioniert und
anschlieRend zur Trennung einer Referenzldsung, die vier Analyten mit unterschiedlich
starker Retention enthalt, verwendet. Die Referenzlésung muss zunachst aus einer
vorgefertigten Stammldsung verdiinnt werden. Aus dem erhaltenen
Testchromatogramm kann man die Auflésung zwischen den benachbarten Peaks,

sowie die Peaksymmetrien der einzelnen Substanzen berechnen.

Sdulentest
Mobile Phase 60 Teile Acetonitril + 40 Teile HQ-Wasser
Stammlésung 0,3 mL Benzol, 10 mg Naphthalin, 2 mg Bipheny/ und 2 mg

Anthracen in 100,0 mL Methanol gel6st
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Referenzldsung 3 Teile Stammlosung mit Methanol auf 10 Teile aufgefullt

Sdulentemperatur 40°C

Injektionsvolumen 10 uL der Referenzlésung

Tab. 4 - Vorschrift zur Durchfiihrung des Sdulentests: Einstellungen und Zusammensetzung der Untersuchungslésung

3.1.2.1. Anforderungen an die Trennsdule

Das Chromatogramm der Referenzldsung soll 4 Signale liefern. Dabei darf die
Auflésung zwischen zwei benachbarten Peaks nicht kleiner als 2,0 sein und die
Symmetriefaktoren der jeweiligen Peaks miissen im Bereich von 0,8-1,5 liegen (weder
Fronting noch Tailing). AuRerdem muss auf das Auftreten von etwaigen
UnregelmaRigkeiten wie z.B. zusatzliche Peaks oder Geisterpeaks, also Signale, die

nicht reproduzierbar sind, geachtet werden.
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3.1.2.2. Chromatogramm des Séulentests

Bezeichnuna: TREN-CAZ33 2016-02-01 Processina Method Id 4380 Welleniange: PDA 254,0 nm

Position/Vial: 6 Art der Probe: Unknown Auswertungsmethode: Saulentest_kurz
Injektion: 1 Laufzeit: 50,00 Minutes Sample Set/Sequenz:

SampleW eight 1,0000 Dilution 1,0000 Instrument Method Name 40b60c
Injektionsvolumen: 10,0ul  Abtastfrequenz: 1 per sec Projektbezeichnung: MEA Projekte\Saulentest 2015
Solvent Bemerkung: Atiantis C18 150 * 4,6 mm 5y

Volumen_mm? 2492 Porengrisse_p 5,0 Lange_mm 150 ID_mm 4,6 Bemerkung: Atiants C18 150 * 4.6 mm Sy

- : e o Anforderungen:
0,070 keine Geistlerpess usw.
- Symmetrie: 0,8-1,5
] =~ Aufldsung: >2,0
0,080 T red. Bodenhohe
g Naphthalin: <30
0,050 = 2
o
] z
0,0407] 2
2 2
0,090
o.tm-:
o.mo-:
- | G | S A
—_—
200 400 600 200 1000 1200 1400 16,00 1800 2000
W e
Bezeichnunq: TREN-CAZ33 2016-02-01: Vial/Pos 6: Iniektion 1; injizietam: 01.02.2016 14:52:31
CET
psi: 560 Maximaldruck_peak
2 Boden- reduzierte Acf- Symm._ 1. Suche 1. Suche
RY Name Fache | msche | zan | Boderhohe | Losume | Faieor Soeie. Name Winkel
1| 4,7 | Benzol 363401 | 13,4 | 9357 3,2 1,08 Benzol (Saulentest Su) 11,69
2| 7,3 |Naphthalin | 609051 | 22,4 | 11705 2,6 11,23 | 1,05 |Naphthalin (Sul; CAZ29)| 7,81
3| 9,8 |Biphenyl 449669 | 16,5 | 12521 24 8,08 1,0 Bipheny | (0,006; Sul) 1,94
4113,1 | Anthracen | 1295158 | 47,7 | 12410 24 784 1,03 | Anthracen ( 0,006; Sul) 7,53

Abb. 9 — Chromatogramm der 4 Analyten Benzol, Naphthalin, Biphenyl und Anthracen im Sdulentest

Wie Abbildung 9 zeigt, enthalt das Chromatogramm die erwarteten 4 Peaks mit
ausreichender Auflésung und Symmetrie, es treten keine zusatzlichen Peaks auf.

Die Saule entspricht allen Anforderungen und kann zur Analyse verwendet werden.
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3.2. Auswahl der Priifparameter fiir die Validierung

Nach erfolgreicher Systemtestung wurde festgelegt, wie die Validierung ablaufen soll

und vor allem, welche der sogenannten Prifparameter analysiert werden sollten.

Daflir wurden die ICH Guidelines Q2 (R1) zu Rate gezogen. Tabelle 5 zeigt, welche

Parameter je nach Art der analytischen Prozedur zu testen sind.”™"
Tab. 5 — Auswahl der Validierungsparameter, Ubersicht aus den ICH-Guidelines™"
Type of analytical | IDENTIFICATION |TESTING FOR ASSAY
procedure DMPURITIES ] )
- dissolution
(measurement only)
- content/potency
characteristics quantitat. limit
Accuracy + - +
Precicion
Repeatability + - +
Interm . Precicion +(1) - + (1)
Specificity (2) + + +
Detection Limit -(3) + -
Quantitation Limit + -
Linearity + - +
Range + - +

signifies that this characteristic is not normally evaluated

signifies that this characteristic is normally evaluated

in cases where reproducibility (see glossary) has been performed. intermediate

precision is not needed

lack of specificity of one analytical procedure could be compensated by other

supporting analytical procedure(s)

may be needed in some cases

Bevor jedoch die Parameter ausgewahlt werden konnen, wird entschieden, welche Art

analytischer Prozess validiert werden soll. Da der betroffene Extrakt spater darauf

gepriift werden soll, ob ein bestimmter festgelegter Grenzwert an Ochratoxin

Uberschritten oder eingehalten wird, liegt es nahe, die Parameter fir die Limitation

einer Verunreinigung zu wiahlen. Demnach wire lediglich die Uberpriifung der
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Spezifitat (specifity) sowie der Nachweisgrenze (detection limit) notwendig. Da es sich

bei OTA allerdings um eine sehr gefahrliche und auch in kleinsten Mengen hoch

toxische Verbindung handelt, wurden die Parameter fiir eine Quantifizierung

ausgewadhlt.

Folgende Parameter werden fiir die Quantifizierung verwendet:

Parameter engl. Parameter dt. Aussage
Accuracy Richtigkeit systematische Fehler
Precision Prazision zuféllige Fehler
die Fahigkeit, eine Substanz(klasse)
Specifity Spezifitat ohne Stérung durch andere

Detection Limit

Quantitation Limit

Linearity

Range

Komponenten zu bestimmen
die kleinste nachweisbare
Nachweisgrenze

Menge/Konzentration

die kleinste quantifizierbare

Bestimmungsgrenze
Menge/Konzentration
Mathematischer Zusammenhang
Linearitat zwischen Signal und

Probenkonzentration

Konzentrationsbereich fiir akzeptable

Dynamischer Angaben Uber Richtigkeit, Prazision,
Messbereich Linearitat, Selektivitat und
Robustheit

Tab. 6 - Ubersicht der zu iberpriifenden Validierungsparameter fiir die Quantifizierung einer Verunreinigung™"

Tabelle 6 gibt eine kurze Ubersicht iber die Priifparameter. Neben dem englischen

und deutschen Begriff werden die jeweiligen Parameter kurz erldutert.
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3.2.1. Richtigkeit
Die accuracy oder Richtigkeit ist der komplexeste Priifparameter eines
Validierungsprozesses. Sie soll vor allem Aufschluss dariiber geben, inwiefern der

erhaltene Messwert mit dem tatsachlich wahren Wert korreliert.

3.2.2. Prazision

Generell beschreibt die Prazision inwiefern sich zuféllige Fehler wahrend der
Aufarbeitung und der Analyse auf das Ergebnis auswirken. Dabei kann weiters
zwischen Mess- und Methodenprazision unterschieden werden, da sowohl das
Analysengerat (Injektion, Detektion etc.) als auch die Probenvorbereitung (Einwaage,
Extraktion, Verdiinnung, Festphasenextraktion) Einfluss auf die Streuung der

Ergebnisse haben.

*  Messprdzision gibt Aufschluss Uber die Schwankungen, die das
Analysegerat verursacht z.B. Abweichung der injizierten
Menge oder eine ungenaue Detektion. Ermittlung z.B.
durch sechsfache Injektion eines Standards und
anschlieRenden Vergleich der Peakflachen (relative
Standardabweichung, %RSD).

* Methodenpriéizision Schwankungen durch die Probenaufarbeitung (z.B.
Einwaage, Extraktion, ...) werden ermittelt, in dem
dieselbe Probe sechsfach aufgearbeitet wird (6
Einwaagen!) und anschlieBend die Peakflachen (%RSD)

verglichen werden.

Die sognannte Repeatability, also Wiederholpréazision (siehe Tab. 3) bezieht sich auf die
Wiederholbarkeit unter folgenden Bedingungen: 1 Priifer, 1 Probe, 1 Gerat. Offen
bleibt allerdings, ob die Mess-, die Methodenprézision, oder beide zu liberprifen sind.
Da die Methodenprazision zeigt, wie stark sich die Arbeitsschritte auf das Ergebnis
auswirken, scheint es auf jeden Fall sinnvoll diese Priifung durchzufiihren. Bestimmt
man zusatzlich noch die Messprazision, kann man ausschlief3en, dass groRe

Schwankungen der Ergebnisse z.B. durch einen Defekt des Injektors verursacht
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werden. Daher empfiehlt es sich, beide Priifpunkte in die Validierung

einzuschlieBen.™

3.2.3. Spezifitit

Die Spezifitat beschreibt die Moglichkeit, einen einzelnen Analyten - beispielsweise
eine bestimmte Verunreinigung — storungsfrei neben anderen Komponenten wie
Verunreinigungen, Abbauprodukten etc. nachzuweisen. Will man eine bestimmte
Substanz via HPLC quantifizieren, so muss zunachst ausgeschlossen werden, dass eine
andere Verbindung im Bereich der Analyten-Retentionszeit eluiert wird und somit die

XXXVi

Messwerte verfalscht.

Eine Moglichkeit, die Spezifitat nachzuweisen, ware ein direkter Vergleich zweier
Chromatogramme, wobei der Analyt in der einen Probe enthalten ist und in der
anderen fehlt. So kann man feststellen, ob Peaks von anderen Komponenten bei der
selben Retentionszeit auftreten. Gibt es jedoch keine Probe ohne den Analyten, da es
sich wie bei Ochratoxin um eine schwer vermeidbare Verunreinigung im ppb-Bereich
handelt, muss die Bestimmung der Spezifitdt anders, z.B. durch Anwendung des
Standardadditionsverfahrens, erfolgen. Hier wird, dhnlich wie bei der erstgenannten
Methode, eine Probe mit unbekannter Menge des Analyten mit der selben Probe, der

eine bekannte Menge Analyt zugesetzt wurde, verglichen.

3.2.4. Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Will man eine Substanz quantifizieren, so miissen zuerst die Nachweis- und
Bestimmungsgrenze bestimmt werden. Die beiden Parameter geben Aufschluss
dariiber, welche Menge oder Konzentration des Analyten noch mit ausreichender
Sicherheit zuverldssig bestimmt bzw. quantifiziert werden kann. Es gibt verschiedene
Moglichkeiten, die beiden Prifpunkte zu bestimmen, am haufigsten verwendet wird
die Ermittlung des S/N-Verhaltnisses (siehe Empfindlichkeit des Detektors), also des
Verhaltnisses der Hohe des Substanzpeaks bei einer bestimmten Konzentration des

Analyten zur H6he des Untergrundrauschens bei Injektion einer Blindlosung.
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Als Bestimmungsgrenze (auch Limit of Detection, LOD) gilt laut ICH-Guidelines ein S/N-
Verhaltnis von 2-3:1, fiir die Nachweisgrenze (Limit of Quantification, LOQ) ist ein

XXXVii

Verhaltnis von 10:1 vorgeschrieben.

3.2.5. Linearitdt

Die Linearitat beschreibt den Zusammenhang zwischen Analytkonzentration und
Peakflache im Chromatogramm. Gerade bei der Quantifizierung sehr geringer
Substanzmengen ist es sehr wichtig im linearen Bereich zu arbeiten, da die Messung
sonst sehr ungenau sein kann. Fir die Ermittlung der Linearitdat werden mindestens 5
verschiedene Konzentrationen des reinen Analyten welche den gesamten
Arbeitsbereich abdecken und idealerweise durch Verdiinnung einer Stammlésung
hergestellt wurden, vermessen. AnschlieBend werden die Peakflachen als Funktion der
jeweiligen Analytenkonzentration dargestellt und eine Regressionsgerade durch die
erhaltenen Punkte gelegt. Idealerweise schneidet die dabei erhaltene Gerade sowohl
alle erhaltenen Punkte als auch den Nullpunkt. AnschlieBend wird das
BestimmtheitsmaR r’ gemessen, welches via lineare Regression ein MaR fur die

XXXViii

Linearitat der Gerade darstellt.

3.2.6. Dynamischer Messbereich

Der dynamische Messbereich, oder auch Range, beschreibt jenen
Konzentrationsbereich des Analyten, fir den ein akzeptables Mal an Linearitat,
Genauigkeit und Prazision erwiesen ist. Da es sich bei der Ph.Eur. Methode
Bestimmung von Ochratoxin A in pflanzlichen Drogen um eine bereits validierte
Methode handelt und die Bestimmung des dynamischen Messbereiches auerdem
den Rahmen einer Diplomarbeit deutlich sprengen wiirde, wurde auf die Bestimmung

verzichtet.

3.2.7. Robustheit
Ein weiterer haufig verwendeter Validierungsparameter, die sogenannte Robustheit,
wird hier nur kurz erwadhnt. Sie beschreibt die Anfalligkeit der Methode duliere

Einflisse wie z.B. Veranderungen oder Schwankungen von pH-Wert oder Temperatur.
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Eine Methode gilt dann als robust, wenn sie trotz schwankender physikalischer oder
chemischer Parameter reproduzierbare Ergebnisse liefert. Da fiir die zu testende
Methode bereits eine umfangreiche Validierung vorgenommen und im Zuge dieser

auch die Robustheit nachgewiesen wurde, ist es nicht notwendig sie erneut zu testen.

3.3. Vorbereitungsschritte

Noch vor der eigentlichen Analyse sind noch einige vorbereitende Schritte
durchzufiihren. Zunachst missen samtliche Glasgerate vorbehandelt werden. Auch die
Probe selbst wird vor der HPLC-Analyse extrahiert und aufgereinigt. Samtliche

vorbereitenden MaBhahmen werden im Detail beschrieben.

3.3.1. Vorbereitung der Glasgerdte

Alle verwendeten Glasgerate miissen aus Braunglas und frei von
Detergentienriickstanden sein, hierflir werden sie vor Verwendung zunachst mit
10%iger Schwefelsdure R gesplilt und anschlieBend mit destilliertem Wasser R

griindlich nachgespiilt.

3.3.2. Bendtigte Reagentien

* NaHCOs-Losung, 3%: Losung von Natriumhydrogencarbonat R in Wasser R (30
g/L)

*  H,S04, 10% (V/V) Losung von Schwefelsdure R in Wasser R

* Losung A: 80 Volumsteile Wasser mit Ameisensaure R (wasserfrei) auf pH 2,3
gestellt + 20 T Acetonitril R

* Natriumchloridhaltge Pufferlésung pH 7,4 R1: 0,6 g KH,PO4 R + 6,4 g Na,HPO4 R
+ 5,85 g NaCl R werden mit Wasser R auf 1000,0 mL aufgefullt und falls
erforderlich der pH Wert eingestellt

* Wasser R: verwendet wurde HQ-Wasser (entspicht Ph. Eur. Aqua valde
purificata)

* Acetonitril R: verwendet wurde Acetonitril mit HPLC-Qualitat

* Methanol R: verwendet wurde Methanol mit HPLC-Qualitat
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3.3.3. Probenvorbereitung

Die Probe, also der zu testende SiRRholzwurzelfluidextrakt, wird zunachst durch
vorsichtiges Schiitteln homogenisiert. AnschlieRend erfolgen die Extraktion von
Ochratoxin A mittels Natriumhydrogencarbonat-Losung im Ultraschallbad sowie die
Zentrifugation um mogliche pflanzliche Riickstdnde oder unl6sliche Bestandteile

abzutrennen, da diese die HPLC-Apparatur verstopfen kdnnten.

3.3.3.1. Arbeitsschritte fiir die Extraktion

* 2,00 g Probe einwiegen und mit 80 mL einer Losung von
Natriumhydrogencarbonat R (30 g/L) versetzen

* 30 min. im Ultraschallbad extrahieren (nach 15 min. das Wasser im Bad
wechseln)

¢ Auf Raumtemperatur abkiihlen lassen und mit der NaHCOs-Lsg. Auf 100,0
mL auffillen

e Zentrifugieren, 5,0 mL des klaren Uberstandes entnehmen und mit 30 mL

NaCl-haltiger Pufferlosung pH 7,4 R1 versetzen

3.3.3.2. Aufreinigung mittels Festphasenextraktion

Im nachsten Arbeitsschritt wird Ochratoxin angereichert, indem ein Aliquot der
vorgereinigten Probe durch eine Immunoaffinitatssaule mit Antikorpern gegen OTA
geleitet wird. Nach mehreren Waschschritten wird das Toxin mit Methanol in ein
HPLC-Vial (1,5 mL Fassungsvermogen, aus Braunglas!) eluiert. Methanol wird danach
unter Inertbegasung (N,) zur Trockene eingedampft und der Riickstand sorgfaltig in
Losung A gelost. Sofern die erhaltene Losung klar ist, kann sie ohne weitere
Behandlung injiziert werden. Andernfalls muss sie noch durch ein Filter, welches OTA

nachweislich nicht zurtickhalt, z.B. aus Teflon, filtriert werden.

3.3.3.3. Arbeitsschritte fiir die Festphasenextraktion
* Die vorbereitete Probe wird auf die Immunoaffinitatssaulen mit
Antikorpern gegen Ochratoxin A aufgetragen und mit einer Durchflussrate

von max. 3 mL/min. durchgeleitet.
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* Bej einer Durchflussrate von max. 5 mL/min. wird zundchst 1x mit 10 mL
Pufferésung pH 7,4 und anschlieRend je 2x mit je 10 mL Wasser R
gewaschen.

* Die Sdule wird durch kurzes Anlegen von Vakuum oder 10 sek. langes

Duchblasen von Luft mittels Injektionsspritze getrocknet.

* Die Probe wird 3x mit je 0,5 mL Methanol R in eine Probenflasche unter
Einwirkung der Schwerkraft eluiert, dazwischen wird jeweils 30 sek.
gewartet.

* Nochmals wird kurz Vakuum angelegt oder Luft durchgeblasen, um
moglichst viel Eluat zu gewinnen.

* Die vereinigten Eluate werden anschliefend unter Stickstoff am
Blockheizgerat (40°C) eingedampft.

* Der Rickstand wird in 0,5 mL Losung A aufgenommen.

Analysebedingungen
Sdulentemperatur 45°C
Flussrate 0,8 mL/ min.
Mobile Phase A Wasser R mit 85%iger Phosphorsaure auf pH 2,3
eingestellt
Mobile Phase B Acetonitril R
Detektion Mittels Fluoreszenzdetektor
Anregungswellenldge 330 nm
Emissionswellenldnge 460 nm

Tab. 7 - Beschreibung der Analysebedingungen laut Ph.Eur. 2.8.22

3.3.3.4. Elution

Die Elution erfolgt mittels Gradient, das bedeutet, die Verhaltnisse der zwei mobilen
Phasen A und B werden laufend verdndert. In der ersten Phase Uberwiegt A, also der
Phosphatpuffer, dann wird der Gradient sukzessive in Richtung B verschoben. Zum
Schluss werden die urspriinglichen Verhaltnisse wiederhergestellt. Tabelle 8 zeigt den

Gradienten fiir die Elution.
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Zeit (min.) Mobile Phase A (% V/V) Mobile Phase B (% V/V)

0-30 80 - 40 20 2 60
30-35 40 - 20 60 - 80
35-37 20 80

37-40 20 > 80 80 > 20

Tab. 8 - Gradientenelution: Verhdltnisse der beiden mobilen Phasen A und B in Abhéngigkeit von der Zeit

3.3.4. Dekontamination der Glasgerdte

Samtliche Glasgerate, welche mit Ochratoxin A in Beriihrung gekommen sind, miissen
zur Dekontamination gemaf Ph.Eir. 2.8.22 zunachst mit Methanol gesplilt,
anschlieRend fir mindestens 2 Stunden in Natriumhypochlorit-Losung R eingelegt und

danach mit Wasser griindlich ausgewaschen werden.

3.4. Durchfiihrung der Validierung

3.4.1. Richtigkeit

Zur Ermittlung der Richtigkeit der Analyseergebnisse wurden mittels
Standardadditionsverfahren, also zugeben bestimmter Mengen an Analyt zur Probe, 3
verschiedene OTA-Konzentrationen vermessen. Ublicherweise wird dafiir zunéchst
eine Zielkonzentration gewahlt, welche als 100% angesehen wird. Davon ausgehend
werden 3 Konzentrationen des Analyten vermessen — meistens 50%, 100% und 150%.
Da der Ochratoxin-Grenzwert der ehemaligen Monographie des Ph.Eur. bei 80 pg/kg
Fluidextrakt lag, wurde dieser Wert als Anhaltspunkt gewahlt (80 pug/kg =100%). Die
aufgearbeiteten Proben wurden mit soviel Standard (Stamml6sung 1, ¢ = 0,5 pug/L)

versetzt, dass sich folgende Konzentrationen ergeben:

e 2gDroge+ 160 uL OTA-SL1 - 50% (40 pg/kg)
* 2gDroge+ 320 uL OTA-SL 1 = 100% (80 pg/kg)
e 2gDroge+ 480 uL OTA-SL1 = 150% (120 pg/kg)

e 2gDroge+ 320 pL Losung A = 0% als Vergleichslosung
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Es wurden jeweils 2 getrennte Einwaagen mit der selben Menge Stammldsung 1
versetzt und eine zusatzlich mit Losung A (Volumen entspricht 100% OTA) um
mogliche Volumseffekte ausschlieRen zu kdnnen. Als Vergleich wurde aulerdem noch
die Probe alleine ohne Zugabe von OTA oder Losung A extrahiert und vermessen,

damit der Gehalt an Ochratoxin aus der Probe miteinberechnet werden kann.

Einwaage Zugabe von SL 1 Entspricht % vom Zielwert

2,003 g 160 pL 50%
2,004 g 160 pL 50%
1,996 g 320 pL 100%
2,002 ¢ 320uL 100%
2,009 g 480 pL 150%
1,998 g 480 pL 150%
2,007 g 320 ulL (Lésung A) 0%

Tab. 9 - Ubersicht zur Priifung auf Richtigkeit: Einwaagen, Menge an zugegebener OTA-Lsung etc.

3.4.2. Prazision

3.4.2.1. Messprdzision

Fir die Bestimmung der Messprazision wurde eine Losung von Ochratoxin-Standard
(Referenzlosung 4, c = 5 ng/mL) sechsmal injiziert. AnschlieRend erfolgen ein optischer
Vergleich der Peaks sowie die Berechnung der relativen Standardabweichung (% RSD,

relative standard deviation) der sechs Peakflachen.

3.4.2.2. Methodenprdzision

Um die Effekte der Probenvorbereitung und Aufarbeitung auf das Analysenergebnis
aufzudecken wurden sechs Ansatze der selben Probe, also sechs verschiedene
Einwaagen aus der selben Flasche StiBholzwurzelfluidextrakt, jeweils mit jener Menge
an OTA versetzt, die einer Konzentration von 80 ug OTA pro kg Fluidextrakt entspricht.
Dazu wurde jede aufgearbeitete Probe mit 320 puL Stammldsung 1 versetzt (s.
Prazision). Die erhaltenen Peaks wurden, wie auch bei der Messprazision, optisch

verglichen und ihre relative Standardabweichung berechnet.
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Einwaage Zugabe von OTA Berechneter Gehalt an OTA

2,007 g 320 uL 80,28 ug/kg
2,002 g 320 pL 80,08 ug/kg
1,998 g 320 uL 79,92 pg/kg
2,009 g 320 pL 80,36 pg/kg
2,005 g 320 uL 80,20 ug/kg
2,001g 320 pL 80,04 ug/kg

Tab. 10 - Methodenprdzision: theoretischer OTA-Gehalt, berechnet iiber die Einwaage sowie die Menge zugegebener
OTA-Stammlésung 1 (c = 0,5 ug/L)

3.4.3. Spezifitdit

Die Spezifitdt kann im Normalfall ganz einfach ermittelt werden, indem zwei
Probenansatze analysiert werden, wobei der gesuchte Analyt in einem Ansatz
vorhanden ist, in dem Anderen jedoch fehlt. Durch den anschliefenden Vergleich der
Chromatogramme, insbesondere um die Retentionszeit des Analyten herum, kann sehr
einfach und zuverlassig Gberpriift werden, ob es Komponenten in der Probe gibt,
welche bei derselben Retentionszeit eluiert werden und somit die Analyse stéren

kénnen.

In diesem Fall ist die Methode nicht anwendbar, da dafiir ein
SiRholzwurzelfluidextrakt notig ware, welcher definitiv kein Ochratoxin enthalt. Da es
sich dabei um biologisches Material handelt, kann das Vorhandensein von OTA niemals
ganzlich ausgeschlossen werden.

Eine andere Moglichkeit die Spezifitat zu bestimmen ware die Analyse mit einer
anderen Methode. Daher wurde zunédchst versucht, den Analyten mittels
Massenspektrometrie zu erfassen und zu quantifizieren. AnschlieBend kdnnte der
ermittelte Gehalt an OTA mit beiden Methoden verglichen werden. Zunachst wurde
ein Massenspektrum des Standards (50 pg/mL in Benzoesaure und Essigsaure 99:1)
aufgenommen. Der einzige dabei erhaltene Peak von OTA wies eine starke Intensitat
auf war gut zu erkennen. Im Anschluss daran wurden Spektren verschiedener

Verdiinnungen im Bereich um die Grenzkonzentration aufgenommen, die allerdings

32



keine Peaks zeigten. Daraus lasst sich schlielen, dass die Massenspektrometrie unter
den gewahlten Umstanden zu unempfindlich fir OTA ist.

Letztlich blieb noch die Moglichkeit des Standardadditionsverfahrens, also einer Probe
mit unbekannter Analytkonzentration verschiedene definierte Mengen an Analyt
zuzusetzen und die anschlieRen die Peakflachen zu vergleichen. Da im Zuge der
Prifung auf Richtigkeit ohnehin ein solches Verfahren zur Anwendung kam, kénnen
die Ergebnisse der Bestimmung fir die Beurteilung der Spezifitdt herangezogen

werden.

3.4.4. Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die beiden Parameter Nachweis- und Bestimmungsgrenze lassen sich am einfachsten
und schnellsten ermitteln, indem eine oder mehrere niedrig konzentrierte Lésungen
des Analyten injiziert werden. AnschlieRend wird eine Blindlésung (in diesem Fall
Lésung A) ebenfalls injiziert und die Chromatogramme im Bereich um die

Retentionszeit des Analyten genauer untersucht werden.

Folgende Losungen wurden untersucht:
* Referenzlosung 6 (c = 0,5 ng/mL)

* Referenzlosung 7 (c = 0,1 ng/mL)

Abbildung 10 stellt die Ermittlung der
Hohe des Analytenpeaks H ausgehend
von der Basisilinie sowie der Héhe des
Rauschens h, das (iber mindestens die
flinffache Peakbreite des Analytpeaks
gemessen wird, dar. Im Anhang sind die

Chromatogramme der

— Referenzlésungen 6 und 7 OriginalgroRe

enthalten.
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Abb. 10 — Darstellung der Ermittlung von Peakhéhe und Héhe des Rauschens (Ph.Eur. 2.2.46)
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Die Hohe des Peaks H wird, wie in der Abbildung dargestellt, von der mittleren Hohe
des Hintergrundrauschens bis zur Peakspitze gemessen, wobei die Hohe des

Rauschens Gber mindestens die flinffache Analytenpeakbreite betrachtet wird.

Die erhaltenen Chromatogramme wurden ausgedruckt und die jeweiligen Peakhohen
der OTA-L6sungen mittels Lineal abgemessen (s. Anhang); beim Chromatogramm der
Blindlésung wurde im Bereich um die Retentionszeit von Ochratoxin Gber die flinffache
Peakbreite der Standards die Hohe des Hintergrunddrauschens auf die selbe Weise
ermittelt. GemaR den ICH-Guidelines wird das S/N-Verhéltnis folgendermaRen

Berechnet:

2H
S/N_T

* H.... Peakhohe nach Injektion des Standards

* h.... H6he des Hintergrundrauschens bei Injektion des Blindwertes

Davon ausgehend, dass Analytkonzentration und Peakhohe sich direkt proportional
verhalten und die Hohe des Hintergrundrauschens gleichbleibt, konnen die Parameter
Nachweis- und Bestimmungsgrenze durch Schlussrechnungen berechnet werden. (s.

Parameter)

3.4.5. Linearitat

Zur Bestimmung der Linearitat wurde eine Kalibriergerade gemaR der Vorschrift aus
der Monographie Bestimmung von Ochratoxin A in pflanzlichen Drogen erstellt. Dazu
wurden sieben OTA-L6sungen (Referenzlosung 1-7) hergestellt, welche einen
Konzentrationsbereich von 0,5 bis 250 ug/kg Droge abdecken. Die Referenzlésungen
wurden jeweils zweimal injiziert und anschlieRend die relative Standardabweichung

berechnet. Eine Kalibriergerade wurde erstellt und die Linearitdt ermittelt.

Die Folgende Tabelle aus dem Europaischen Arzneibuch zeigt die Herstellung der
Referenzlosungen 1-7 sowie die jeweilige Endkonzentration an Ochratoxin A, die

Losungen 1-5 werden ausgehend von der primaren OTA-Stammldsung (c = 0,5 pg/mL),
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die Lésungen 6 und 7 ausgehend von der sekundaren OTA-Stamml6sung (c = 5 pg/mL)

zu jeweils 50,0 mL verdiinnt.

Tab. 2.8.22-1: Ochratoxin-A-Referenzlosungen

Ochratoxin-A-

Volumen der primaren Ochratoxin-A-

Endkonzentration von Ochratoxin A

Referenzlosung Stammlésung (ul) in der Referenzlosung (ng - ml-1)
1 5000 50
2 2500 25
3 1000 10
4 500 5
5 250 2.5

Ochratoxin-A-

Volumen der sekundiren Ochratoxin-A-

Endkonzentration von Ochratoxin A

Referenzldsung Stammlésung (ul) in der Referenzlosung (ng - ml1)
6 500 0.5
7 100 0.1

Tab. 11 - Referenzlésungen 1-7 fiir die Erstellung der Kalibriergerade (Ph. Eur. 2.8.22)
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4. Ergebnisse

4.1. Ergebnisse der Validierung

4.1.1. Richtigkeit
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Date Acquired: 17.05.2016 16:17:59 CEST,;

1 1
2500 220 220

Vial: 4; Injection: 1

Sample Name: 50% Nr. 2; Date Acguired: 17.05.2016 17:03:59 CEST; Vial: 5; Injection: 1

—— Sample Name: 100% Nr. 1;
———— Sample Name: 100% Nr. 2; Date Acguired
—— Sample Name: 150% Nr. 1;
——— Sample Name: 150% Nr. 2; Date Acquired

Date Acguired: 17.05.2016 17:50:01 CEST;
:17.05.2016 18:36:05 CEST:
Date Acguired: 17.05.2016 19:22:06 CEST;
1 17.05.2016 20:08:09 CEST;

Vial: 6; Injection:
Vial: 7: Injection:
Vial: 8; Injection:
Vial: 9; Injection:

Abb. 11 — Wiederfindungsrate Chromatogramme der Probe gespiked mit OTA (50%, 100%, 150%)

Abbildung 11 zeigt die die Peakpaare der Probe gespiked mit 50, 100 bzw. 150%

Analytkonzentration. In Abbildung 12 werden die beiden Peaks bei 100% der

Analytkonzentration genauer dargestellt. Die Peaks von Ochratoxin A sind bei einer

N WY

Retentionszeit von ca. 25,5 min. zu sehen, wobei die Peakflache direkt proportional zur

OTA-Konzentration ansteigt.
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4.1.1.1. Ergebnisse fiir die Probenausbeute bei 100% (80ug/kg)
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Sample Name: 100% Nr. 1; Date Acguired: 17.05.2016 17:50:01 CEST; Vial: 6; Injection: 1
Sample Name: 100% Nr. 2; Date Acguired: 17.05.2016 18:36:05 CEST; Vial: 7; Injection: 1

Abb. 12 — Wiederfindungsrate: Chromatogramme der Probe mit 100% Analyt

Peak Summary with Statistics

Name: Ochratoxin
vial | Inj Name T?:':(‘;";‘.’:) Area Amourt | Units | Manual

1 6 |1 [Ochratoxin 25,39 (4278892 | 14,9468 | ng/mL | Yes

2 7 |1 |Ochratoxin| 25,40|4159522 |14,5372|ng/mL|Yes
Mean 25,3932 | 4219207,2 | 14,7420
% RSD 0,02 | 2,00 1,96

Tab. 12 - Peakflichen und berechneter OTA-Gehalt bei 100% Analytkonzentration

* durchschnittlicher OTA-Gehalt: 14,74 ng/mL

* entspricht umgerechnet 73,71 pg/kg OTA

V1ixV2 . 100,0 mL*0,5 mL .
mxVi "~ 2,00 g*5,0 mL

* Umrechnung ng/mL = pg/kg: C=5*C

* Umrechnungsfaktor: ng/ml * 5 - ug/kg
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Kiirzel Bedeutung der Abkiirzung, zugehdérige Einheit

m Einwaage des Extraktes (2,00 g)
Vi Volumen des mit NaHCOs verdiinnten Extrakts (100,0 mL)
Vi Volumen des klaren Uberstandes nach dem Zentrifugieren, welches

auf die Immunoaffinitatssaule aufgetragen wird (5,0 mL)

V2 Volumen an Losung A zur Aufnahme des Riickstandes (0,5 mL)

C gemessene OTA-Konzentration (ng/mL)

Tab. 13 - Erkldrung der verwendeten Formel”
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PeakName | RT Area | Height | Amount| Units | Manual
1| Ochratoxin | 25,402 | 31709 | 2870|0373 |ng/mL|Yes

Abb. 13 — Chromatogramm der Probe ohne Zugabe von OTA-Standard (= 0%) zum Vergleich

Abbildung 13 zeigt das Chromatogramm der Probe ohne weitere Zugabe von OTA.
Auch hier ist ein Peak von Ochratoxin A bei tg 25,5 min. zu sehen.

Da die Probe selbst Ochratoxin A enthalt, muss fiir die korrekte Berechnung der
Wiederfindung die urspriingliche OTA-Menge des Ausgangsmaterials abgezogen

werden, da das Ergebnis sonst falsch zu hoch ware.
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* Ochratoxingehalt der Probe 0,37 pg/kg

* |stwert = Gehalt nach der Extraktion — Ursprungsgehalt der Probe
* |stwert = 73,34 ug/kg

* Sollwert (100%) = 80 ug/kg

73,34
. 80 - 0,917 = 92% Wiederfindungsrate

* %RSD=2,00

4.1.1.2. Probenausbeute bei 50% und 150%

Bei 50% der Zielkonzentration wurden nach Abzug des urspriinglichen OTA-Gehalts

5,88 ng/mL (umgerechnet 29,41 pg/kg) gefunden, was 74% des Sollwertes entspricht.

Bei 150% wurden 17,28 ng/mL (umgerechnet 86,38 ug/kg) gefunden. Das entspricht

einer Wiederfindung von 72%.

4.1.2. Spezifitat

4.1.2.1. Massenspektrum des unverdiinnten Standards

Mass Spectrum SmartFormula Report

Analysis Info Acquisition Date  2/15/2016 4:10:26 PM
Analysis Name  D:\Data\PHCA\Martina\20160215\Ochratoxin A_1-E,2_01_12020.d
Method Proben_pos_TOF.m
Sample Name  Ochratoxin A Instrument / Ser## maXis 4G 20194
Comment
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 1.6 Bar
Focus Not active Set Capillary 4500 V Set Dry Heater 190 °C
Scan Begin 50 m/z Set End Plate Offset  -500 V Set Dry Gas 3.0 /min
Scan End 1300 m/z Set Collision Cell RF  600.0 Vpp Set Divert Valve Waste
Intens. | +MS, 4.65-4.73min #(549-558)
x1054
1.5
1.0 404.0898
0.5
807.1717
1 1212,2507
ad 2420352 , | ' 625.6043 1a 1028,6857 da
200 400 600 800 1000 1200 m/z
Meas. m/z # Formula Score m/z err[mDa) err [ppm] mSigma rdb e Conf N-Rule
4040898 1 C20H19CINO6 100.00 404.0895 0.2 -0.6 398 115 even ok

Abb. 14 — Massenspektrum des unverdiinnten OTA-Standards, c= 50 ug/mL in Benzol : Essigséure (99:1)

* Basispeak bei m/z = 404,1
e  Summenformel: C,oH19CINOg
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4.1.2.2. TOF-Analyse des verdiinnten Standards, der Blindl6sung sowie der Probe

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 1.6 Bar
Focus Not active Set Capillary 4500 V Set Dry Heater 190 °C
Scan Begin 50 m/z Set End Plate Offset  -500 V Set Dry Gas 3.0 Umin
Scan End 1300 m/z Set Collision Cell RF  600.0 Vpp Set Divert Valve Waste
Intens., STANDARD_OTA_2-F,2_01_12046.d: TIC +All MS|
X106
2.

1]

lntenﬁ; STANDARD_OTA_2-F,2_01_12046.d: EIC 404.089820.05 +All MS
1001
50
0--|||'r|c|-|r|u‘or-~|||u<«"‘|||-~r,u-|rr|-|-| ' EELTERIEE Y SEE TR T EL SR SR e I KL I ' |

2 3 4 5 6 7 8 9 Time [mln]

Abb. 15 — UV/Vis Spektrum des verdiinnten OTA-Standards (c =16 ng/mL) im TOF-Analysator

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 1.6 Bar
Focus Not active Set Capillary 4500 V Set Dry Heater 190 °C
Scan Begin 50 m/z Set End Plate Offset  -500 V Set Dry Gas 3.0 I/min
Scan End 1300 m/z Set Collision Cell RF  600.0 Vpp Set Divert Valve Waste
Intens. BLINDWERT_2-F,1_01_12045.d: TIC +All MS
x106
29

o ,\J\

—— e e e e N

Intend — “BLINDWERT 2-F.1_01_12045.d EIC 404 0890£0.05 +All M8
150

100
507

0. L 4
1 2 3 4 5 6 7 8 9 Time [min]

Abb. 16 — UV/Vis Spektrum des Blindwertes (Lésung A) im TOF-Analysator

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 1.6 Bar
Focus Not active Set Capillary 4500 V Set Dry Heater 190 °C
Scan Begin 50 m/z Set End Plate Offset ~ -500 V Set Dry Gas 3.0 /min
Scan End 1300 m/z Set Collision Cell RF  600.0 Vpp Set Divert Valve Waste
lnte%ss.‘ PROBE_OTA_2-F,3_01_12048.d: TIC +All MS
X
2.04 :l
1.59|
1.0 ‘
0.59| o— } |
&g AN e \assrm——— SR N a— —
Int g PROBE_OTA_ 2-F 3 01 12048 d: EIC 404 9890£0.05 +All MS| 9890*0 05 +All MS]

o

5050 !L.,- Ju ,AM meluMJ. A HMMMMM

9  Time [min]
Abb. 17 — UV/Vis Spektrum der Probe im TOF-Analysator
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Abbildung 15, 16 und 17 zeigen die UV/Vis-Spektren des verdiinnten Standards, der
Blindlésung sowie der Probe im Vergleich. Alle drei Spektren sind identisch, weder d

Standard noch die Probe zeigen einen OTA-Peak.

4.1.3. Nachweis- und Bestimmungsgrenze

er

s40]
a:0]
300]
2807
2601
240

2.20]

1.807]

1,607

T T T T T T T T T3
20,00 21,00 2,00 2300 2400 00 200 Z7 00 200 2,00
Minuges

I A L L A

Abb. 18 — Chromatogramm der Blindlésung, Hohe des Rauschens h = 0,4 cm
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Abb. 19 — Chromatogramm der Referenzlésung 6, Peakhéhe H = 5,4 cm

Abbildung 18 und 19 zeigen die Chromatogramme zur Ermittlung des S/N-

Verhaltnisses, Uber welches die Parameter LOD und LOQ berechnet werden kénnen.

T — T T T T —
20,00 21,00 22,00 2300 2400 2500 26,00 27,00 28,00 29,00
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4.1.3.1. Berechnung von LOD und LOQ ausgehend von Referenzlésung 6

Die Berechnung der beiden Parameter Nachweisgrenze (LOD) und Bestimmungsgrenze

(LOQ) erfolgt mittels Schlussrechnung. Als Nachweisgrenze wird jene Konzentration

bezeichnet, bei der das S/N-Verhiltnis 3 betragt, als

Verhéltnis von 10.

* Peakhéhe OTA: H=5,4cm

* Rauschen Blindwert: h=0,4 cm

e S/N= % =10,8/0,4 = 27

Bestimmungsgrenze ein S/N-

Bei einer Konzentration von 0,5 ng/mL entspricht das Verhaltnis zwischen Signal und

Rauschen einem Wert von 27.

* 0,19ng/MLuccccrccrcirnne. S/N =10 (LOQ)
* 0,06 ng/ML..ccccrccrenirne. S/N =3 (LOD)

3,407

320

3,00

2,80

2,60

EU

2,407

= Ochratoxin - 25,460

2201

2,007

|
|

| NBLENL B B S B B B S S B S

Minutes

T T — T
20,00 21,00 22,00 2300 2400 2500

Abb. 20 — Chromatogramm der Referenzlésung 7, Peakhéhe H = 1,3 cm
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4.1.3.2 Berechnung von LOD und LOQ ausgehend von Referenzlésung 7

* Peakhohe OTA: H=1,3cm

* Rauchen Blindwert: h=0,4cm

e S/N= % =2,6/0,4=6,5

Bei einer Konzentration von 0,1 ng/mL entspricht das Verhaltnis zwischen Signal und

Rauschen einem Wert von 6,5.

* 0,1ng/MLuccccrercerrnene. S/N=6,5
* 0,15ng/ML.uceccecrccrienns S/N =10 (LOQ)
* 0,05ng/MLuuceccecrcrcrinnnns S/N =3 (LOD)

4.1.4 Prdzision

4.1.4.1. Messprézision

20,007

EU
Ochral

0,00

20,007

0,00

20,00

EU

EU
R chral ;ﬁa

EU
;D;

0,00
20,00 g
: A
o
0,00
20,00 ®
a N
(o]
0,00 U U U U A U L AL R AL B
20,00 21,00 22,00 23,00 24,00 2500 26,00 27,00 28,00 28,00
Minutes
———— Sample Name: Ref 4; Date Acquired: 19.02.2016 11:39:28 CET; Vial: 14; Injection: 1
——— Sample Name: Ref 4; Date Acquired: 19.02.2016 12:25:26 CET; Vial: 14; Injection: 2
——— Sample Name: Ref 4; Date Acquired: 19.02.2016 13:11:26 CET; Vial: 14; Injection: 3
———— Sample Name: Ref 4; Date Acquired: 19.02.2016 13:57:29 CET; Vial: 14; Injection: 4
——— Sample Name: Ref 4; Date Acquired: 19.02.2016 14:43:28 CET; Vial: 14; Injection: 5
———— Sample Name: Ref 4; Date Acquired: 19.02.2016 15:29:28 CET; Vial: 14; Injection: 6

Abb. 21 — Chromatogramm der Messprdzision, 6 Injektionen derselben Lésung von OTA
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Abbildung 21 zeigt die Peaks der sechsfachen Injektion des Standards aus demselben

HPLC-Vial, in Tabelle 14 sind die dazugehorigen Peakflachen sowie die entsprechenden

Mengen an OTA aufgelistet.

Peak Summary with Statistics

Name: Ochratoxin
vial | I Name T'?r;'::'(‘tr::.’:) Area Amount | Units | Manual
1 14 | 1 | Ochratoxin 25,32 11283516 |5,2429 [ ng/mL | No
2 14 | 2 | Ochratoxin 25,32 (1269277 |5,1841 [ng/mL | No
3 14 | 3 | Ochratoxin 25,32 11265855 |5,1700 [ ng/mL | No
4 14 | 4 | Ochratoxin 25,31 (1285879 |5,2526 | ng/mL | No
5 14 | 5 | Ochratoxin 25,31 11285848 |5,2525 [ ng/mL | No
6 14 | 6 | Ochratoxin 25,30 (1282317 |5,2379 [ ng/mL | No
Mean 25,3125 |1278781,8 | 5,2233
% RSD 0,03 (0,69 0,70

Tab. 14 - Messprdzision: Pekfléchen der 6 Injektionen inklusive Standardabweichung

* durchschnittliche Peakflache: 1278781,8

* relative Standardabweichung der Peakflachen %RSD = 0,69
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4.1.4.2. Methodenprdzision

40,00 [
T 20,007 S
0,00° Q
40,004 [
@ 20,00 &
0,00 0
0001 S
D 20,007 5
0,00 o
40,00 | [
D 20,007 g
0,00
40,00+ ©
B 20,007 &
0,00° O
40,001 e
2 20,00 5
0.00: 1T U L O' T T — 1T T T L
24,60 24,80 25,00 2520 2540 2560 25,80 26,00
Minutes
———— Sample Name: MethPraz 1 spiked; Date Acquired: 13.05.2016 08:31:56 CEST; Vial: 4; Injection: 1
——— Sample Name: MethPraz 2 spiked; Date Acquired: 13.05.2016 09:18:01 CEST; Vial: 5; Injection: 1
——— Sample Name: MethPrdz 3 spiked; Date Acquired: 13.05.2016 10:04:02 CEST; Vial: 6; Injection: 1
——— Sample Name: MethPraz 4 spiked; Date Acquired: 13.05.2016 10:50:03 CEST; Vial: 7; Injection: 1
——— Sample Name: MethPraz 5 spiked; Date Acquired: 13.05.2016 11:36:18 CEST; Vial: 8; Injection: 1
———— Sample Name: MethPréz 6 spiked; Date Acquired: 13.05.2016 12:22:24 CEST; Vial: 9; Injection: 1
Abb. 22 — Chromatogramme der Methodenprdzision, 6 getrennte Aufarbeitungen
Peak Summary with Statistics
Name: Ochratoxin
vial | Inj Name T’:.‘e‘e"“‘.’" Area Amount | Manual
ime (min)
1 4 |1 | Ochratoxin 25,37 14105871 | 14,3731 | Yes
2 5 |1 | Ochratoxin 25,38 | 3919793 | 13,7352 | Yes
3 6 |1 [Ochratoxin 25,38 | 4139841 14,4895 | Yes
4 7 |1 | Ochratoxin 25,38 | 4295209 | 15,0221 | Yes
5 8 |1 |[Ochratoxin 25,38 | 4045898 |14,1675| Yes
6 9 |1 |Ochratoxin 25,37 14116852 | 14,4107 | Yes
Mean 25,3762 | 4103910,8 | 14,3663
% RSD 0,02 |2,99 2,93

Tab. 15 - Methodenprdzision: Peakfliichen der 6 Aufarbeitungen inklusive Standardabweichung
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Abbildung 22 zeigt die Peaks der sechs getrennten Aufarbeitungen derselben Probe. Es
wurden sechs getrennte Einwaagen analysiert. Tabelle 15 zeigt die dazugehorigen

Peakflachen.

* durchschnittliche Peakflache: 4103910,8

* relative Standardabweichung der Peakflachen %RSD = 2,99

4.1.5. Linearitat

Calibration Plot

1,4x107
1,107 ==
1,0x1 07—:
a,onos—f /

s,onoﬁ—: E

Area

0t
2,0xt OG—:

0,0

-2,0x10%-

00 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Amount
Name: Ochratoxin; Fit Type: Linear (1st Order); R”"2: 0,999940; Equation Y = 2,42e+005 X +
1,33e+004

Abb. 23 — Kalibriergerade aus den Referenzlésungen 1-7, Doppelbestimmung

Referenzlésung Peakfldchen % RSD
Ref. 1 (50 ng/mL) 12203529,53 / 12040073,74 0,95
Ref. 2 (25 ng/mL) 6086518,32 / 6071227,98 0,18
Ref. 3 (10 ng/mL) 2434014,36 / 2438026,94 0,12
Ref. 4 (5 ng/mL) 1225133,87 / 1240485,88 0,88
Ref. 5 (2,5 ng/mlL) 618987,60 / 627063,29 0,92
Ref. 6 (0,5 ng/mL) 129454,61 / 127522,52 1,06
Ref. 7 (0,1 ng/mL) 28186,05 / 27686,54 1,26

.Tab. 16 - Ubersicht iiber die Peakfléchen der Referenzlésungen inklusive der Standardabweichung der jeweiligen
Peakpaare (Doppelbestimmung)

46



e 1*=0,999940

* durchschnittliche %RSD = 0,77

4.2. Zusammenfassung der Validierungsergebnisse

Validierungsparameter Definition Ergebnis
Richtigkeit | Probenausbeute bei 100% | 92% Wiederfindung
Probenausbeute bei 50% | 74% Wiederfindung
Probenausbeute bei 150% | 72% Wiederfindung
Spezifitdt | MS Unverd. Standard C20H19CINOg, m/z = 404,1
MS verd. Standard Kein OTA-Peak
MS Blindlésung Kein OTA-Peak
MS Probe Kein OTA-Peak
Nachweisgrenze | Mittelwert LOD 0,17 ng/mL
Bestimmungsgrenze | Mittelwert LOQ 0,06 ng/mL
Priizision | Messprazision %RSD = 0,69
Methodenprazision %RSD = 2,99
Linearitdt | Bestimmtheitsmafd r2 = 0,999940

Flachen der Peakpaare

%RSD = 0,77

Tab. 17 - Zusammengefasste Erbenisse aus den Validierungsexperimenten

4.3. Gesamtbeurteilung der Methodenvalidierung

Die Ergebnisse der Validierung zeigen, dass die Methode des Européischen

Arzneibuchs zur Prifung auf Ochratoxin A ohne weitere Adaption problemlos auf den

SiRholzwurzelfluidextrakt des OAB anwendbar ist. Somit kann die Reinheitspriifung zu

Eingestellter Siifsholzwurzelfluidexrakt aus dem Osterreichischen Arzneibuchs um den

Test auf Ochratoxin A erweitert, und so die Monographie an europdische Standards

angepasst werden.
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5. Diskussion

5.1. Diskussion der Ergebnisse

Die Ergebnisse der Priifung auf Richtigkeit via Ermittlung der Wiederfindungsrate an
Ochratoxin, welches vor der Extraktion und Aufreinigung zugegeben wurde und somit
alle Schritte der Methode durchlief, waren sehr vielversprechend.

Vor allem die Wiederfindungsrate von 92% bei 100% (entspricht 16 ng/mL oder
umgerechnet 80ug/kg OTA) der Analytkonzentration spricht daftir, dass Ochratoxin A
gemaR der Vorschrift Ph.Eur. 2.8.22 im Konzentrationsbereich um den moglichen
Grenzwert herum mit hoher Genauigkeit bestimmt werden kann. Trotz der vielen
Extraktions-, Anreicherungs- und Waschschritte der Probenvorbereitung kénnen 92%
der Ausgangsmenge an Ochratoxin durch die Methode gefunden werden.

Bei 50% Analytkonzentration (8 ng/mL bzw. umgerechnet 40 pg/kg OTA) betragt die
Wiederfindungsrate 74%. Aufgrund der geringeren Analytmenge war zu erwarten, dass
die Ausbeute geringer ausfallt. Da laut Ph.Eur. 2.8.22 fiir die Immunoaffinitatssaulen
eine Wiederfindungsrate von 70% oder mehr gefordert wird, ist das Ergebnis dennoch
absolut im Rahmen.

Bei 150% (24 ng/mL; 120 pg/kg) ware aufgrund der hdheren OTA-Konzentration ein
hoherer Wert als bei 100% zu erwarten gewesen. Jedoch fiel hier die
Wiederfindungsrate mit 72% deutlich geringer aus. Eine Erklarung fur dieses
widerspriichliche Ergebnis liefert die Beladungskapazitat der
Immunoaffinitatssaulchen. Diese sind fiir eine Beladung mit maximal 100 ng
Ochratoxin A konzipiert, das bedeutet, dass bei einer Uberschreitung der
Beladungskapazitdt Ochratoxin nicht mehr von den Antikérpern zuriickgehalten wird
und bei den Waschschritten verloren geht. Auf die Saulchen wurden gemaR der
Vorschrift 5 mL Probeldsung aufgetragen, das entspricht bei einer OTA-Konzentration
von 24 ng/mL x 5 mL einer Gesamtmenge von 120 ng Ochratoxin. Damit wurde die
Beladungskapazitdt der Saulchen von 100 ng OTA deutlich Gberschritten und das
Ergebnis fiel somit falsch zu niedrig aus, da OTA nicht mehr von der Festphase

zuriickgehalten werden kann und verloren ging.
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Bei der Priifung auf Spezifitdt mittels MS schienen die Ergebnisse zunachst
vielversprechend zu sein.Das aufgenommene Massenspektrum des unverdiinnten
OTA-Standards zeigt den Basispeak von Ochratoxin A bei einem
Masse/Ladungsverhaltnis m/z von 404,1 und die aufgrund der Fragmentierung
wahrscheinlichste Summenformel von CyoH19CINQs.

Ochratoxin A hat ein Molekulargewicht von 403,8 g/Mol und die Summenformel
C0H1sCINOg, da ein sogenanntes M*-Spektrum aufgenommen wurde, bei dem das zu
analysierende Molekil mit einem Proton positiv ionisiert wird. Daraus ergibt sich der
zusatzliche Wasserstoff in der Summenformel. Das MS des Standards zeigt, dass es sich

dabei tatsachlich um Ochratoxin A handelt.

Die anderen drei Spektren zeigen den verdiinnten Standard, dessen Konzentration 80
ug/kg OTA entspricht, den Blindwert (Lésung A) sowie die Probe. Alle drei Spektren
sehen sehr dhnlich aus, bei keinem ist ein Ochratoxin-Peak zu sehen. Da bereits der
verdlinnte Standard zu wenig OTA enthalt, um mittels MS nachgewiesen werden zu
konnen, kann man davon ausgehen, dass die Methode zu unempfindlich fiir die
Analyse von OTA im ppb-Bereich ist. Daher kann die Massenspektrometrie nicht zur
Beurteilung der Spezifitdt herangezogen werden. Da auch kein Fluidextrakt, welcher
nachweislich kein Ochratoxin enthilt, zur Uberpriifung der Spezifitit herangezogen
werden kann, lasst sich die Spezifitat nur anhand der Ergebnisse der Standardaddition
sowie der Chromatogramme der Blindlésungen abschatzen. Da bei keiner der
gewadhlten Konzentrationen fiir die Wiederfindungsrate ein falsch zu hoher Wert
ermittelt wurde und Blindlésungen keine Peaks im Bereich um die Retentionszeit von

Ochratoxin aufweisen, kann die Methode als spezifisch betrachtet werden.

Mit einer Nachweisgrenze von 0,06 ng/mL (umgerechnet 0,30 pg/kg) und einer
Bestimmungsgrenze von 0,17 ng/mL (entspricht 0,85 ug/kg)ist die Methode Ph.Eur.
2.8.22 empfindlich genug, Ochratoxin A zuverlassig und sicher mit einem Grenzwert

von 80 pg/kg aus StiBholzwurzelfluidextrakt nachweisen und quantifizieren zu konnen.

Die Priifung der Messprazision durch sechsfache Injektion aus demselben HPLC-Vial

ergab eine relative Standardabweichung %RSD der Peakflachen von 0,69. GemaR den
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in der AGES geltenden EDQM-Vorschriften wird fiir die Messprazision eine %RSD von

<1,5% gefordert, welche in diesem Fall mit 0,69% deutlich unterschritten wird.

Flir die Methodenprazision wurden sechs getrennte Einwaagen derselben Probe
extrahiert und analysiert, wobei die erhaltenen Peakflachen eine %RSD von 2,99

aufwiesen. Insgesamt kann die Methode als prazise bewertet werden.

Die im Rahmen der Priifung auf Linearitat aus 7 Konzentrationen im Bereich von 0,5-
250 ng/mL Ochratoxin mittels Doppelbestimmung erhaltene Kalibriergerade weist ein
BestimmtheitsmaR r? von 0,999940 auf, die mittlere %RSD der Peakflichen aus den
Doppelbestimmungen der jeweiligen Referenzlosungen ergab 0,77. Gemal den
EDQM- Vorschriften gilt eine Kalibriergerade mit einem r> > 0,995 als linear, die %RSD
der Peakpaare soll < 1,00% sein. Da beide Kriterien klar erfiillt werden, wird die

Linearitdt somit Giber den gesamten Konzentrationsbereich gewahrleistet.

5.2. Grenzwertfindung
5.2.1. Allgemeines

Nach erfolgreichem Abschluss der Methodenvalidierung fehlt noch ein wichtiges Detail
fur die Erstellung der neuen lberarbeiteten OAB-Monographie — der Grenzwert fiir
Ochratoxin A in StiRholzwurzelfluidextrakt. Da es im Européischen Arzneibuch bereits
eine Vorschrift zu einem dhnlichen Extrakt, eingestellter ethanolischer
Sifholzwurzelfluidextrakt, gab und der Grenzwert mit 80 ug/kg Fluidextrakt
vorgegeben war, wurde dieser Wert zunachst als Richtwert hergenommen.

Da es sich bei Ochratoxin A jedoch um eine gesundheitsgefahrdende Substanz handelt,
welche auch Uber diverse Nahrungsmittel aufgenommen wird und
SiRholzwurzelfluidextrakt in zahlreichen Fertigarzneimitteln enthalten ist, wurde der
Grenzwert nicht einfach Gbernommen, sondern aufgrund toxikologischer Daten sowie
Menge an Extrakt in Arzneispezialitaten, Dosierung und Dauer der Einnahme neu

bewertet.
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Um festzustellen, ob bei einem fiktiven Grenzwert von 80 pg/kg Fluidextrakt die
tolerierbare wochentliche Einnahmemenge an Ochratoxin A fir diese Spezialitaten
eingehalten wirde, wurde zunachst berechnet, wie viel Extrakt bei maximaler
Dosierung taglich aufgenommen wird. Die Daten zu den Maximaldosen und
Dosierungsschemata wurden aus der Austria Codex Fachinformation entnommen und
auf einen durchschnittlichen Patienten von 75 kg Kérpergewicht berechnet. Um
sicherzugehen, dass die tolerierbare Aufnahme von OTA auch bei Kindern nicht
Uberschritten wird, wurde die Berechnung anhand von Daten der WHO (ber das

durchschnittliche Kérpergewicht von Kindern, bezogen auf das Alter, durchgefiihrt.

Berechnung fiir einen 75 kg schweren Patienten:

* 120 ng/kg x 75 kg wochentlich - 9000 ng woéchentlich
* 9000 ng/7 Tage : 7 Tage - 1,286 ug taglich

Ausgehend von einer maximalen taglichen Aufnahme von 1,285 pg Ochratoxin A, der
Menge an StRholzwurzelfluidextrakt sowie der maximalen Dosierung der Spezialitden
wurde fir jedes Produkt ein theoretischer Grenzwert an OTA berechnet, fiir den die
tolerierbare wochentliche Einnahme nicht tGberschritten wiirde. Folgende Werte

wurden berechnet:

Tab. 18 und 19 — Ubersicht zu Menge an Extrakt, Dosierung und Berechnung des theoretischen Grenzwertes

Produkt Konzentration Max. tagliche Dosierung Aufnahme tdglich Theor. Grenzwert
Extrakt
Wimmers Hustensaft (ab 12) 1,6 g FE/ 100 g (83 ml) 4xtgl2TL 0,192 g FE 3,48 mg / kg
4xtgl 1EL (>18a) 0,768 g FE 1,67 mg/kg
Auers Bronchitis Elixier (ab 7, 4gFE/100g 3xtgl1TL(ab7a)=19¢g 0,76 g FE 0,383 mg/ kg (7a)
maximal fur 5 Tage) 4xtgl1EL(ab12a)=76¢g 3.04 g FE 0,219 mg / kg (12a)
3.04 gFE 0,422 mg / kg (EW)
Auers Bronchialtropfen (ab SgFE/100g 3-4xtgl40 Tropfen=6,4¢g 0,32 g FE 2,09 mg / kg (12a)
12, maximal fiir 5 Tage) 4,02 mg / kg (EW)
Schwedischer Krauterbitter 1gFE/100g 3xtgl1TL=16,9g 0,169 g FE 7,6 mg/ kg
Schwedentropfen 0,030 gFE/100g Vernachldssigbar (circa 285 mg / kg)
Schwedenbitter 0,030 g FE/ 100 g Vernachldssigbar (circa 285mg / kg)
Mixtura solvens 15gFE/100g 3xtgl 1EL 6,75 ml FE 0,190 mg /|
Mixtura solvens forte 14,61 gFE/100g 3xtgl 1EL 6,57 ml FE 0,196 mg /|
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Produkt

Iberogast (Kinder > 3)

Sidroga

Solvopulmin (Kinder > 4)

Konzentration

10 ml FE / 100ml

120 mg TE / Stick

1,92 g FE / 100g (82 ml)

Max. tdgliche Dosierung Aufnahme tdaglich

3xtgl10Tr=1,5ml
3xtgl 20Tr=3 ml

0,15 ml bzw. 0,3 ml FE

3-4 x tgl. 1 Tasse 0,48 g TE

Sxtgl1TL
5xtgl1EL(ab12a)

0,588 g bzw. 1,764 g FE

Theor. Grenzwert
Extrakt

0,125mg/1(3 a)
4,28 mg /1 (EW)

2,68 mg / kg

0,364 mg / kg (4 a)
0,379 mg / kg (12 a)

0,728mg (EW)
Plantosyl Hustentropfen 25gFE/100g 2xtgl25-30Tr=3¢g 0,75g FE 1,71 mg / kg
Monchkirchner Bronchial sonstiger Bestandteil
Krauter-Hustensaft 0,56 g FE /100 g (83 ml) 3xtgl1EL=18g 0,3 gFE 4,28 mg / kg
Ischler Hustentropfen 8gFE/100g 3-5xtgl 20 Tropfen=4g 0,32 g FE 4,02 mg / kg
Gebirgskrauter Bronchitis 4gFE/100g 3xtgl2TL(>12a)=12,7¢ 0,51 g FE 1,31 mg/ kg (12 a)

(Dosis EW fir max. 3 Tage!) 3-4xtgl LEL(EW)=176,2¢g 3,05 g FE (max. drei Tage) 0,98 mg / kg (EW)

Wie den beiden Tabellen zu entnehmen ist, lage der theoretisch moégliche Grenzwert
an Ochratoxin A fiir die in Osterreich verwendeten Priparate berechnet auf ihre
enthaltene Menge an SiiBholzwurzelfluidextraxt im Milligramm-Bereich und damit
weit Uber dem Wert von 80 pg/kg Extrakt. Ein Grenzwert von 80 ug OTA pro kg
Fluidextrakt ware damit aus toxikologischer Sicht sicher und unbedenklich. Auch bei
einer Aufnahme von 60 ng OTA in der Woche unabhéangig von Arzneimitteln, also bei
maximaler Exposition laut EFSA, wére eine Therapie mit den angefihrten Praparaten

sicher und wiirde die tolerierbare Dosis nicht Gberschreiten.

5.2.2. Grenzwert des Ausgangsmaterials und Herstellung des Extraktes
Obwohl die toxikologischen Daten sowie die Ergebnisse der Validierung fiir einen
Grenzwert von 80ug Ochratoxin A pro Kilogramm SiiBholzwurzelfluidextrakt sprechen,
miussen bei der Entscheidung noch weitere Faktoren beriicksichtigt werden. Bereits
vor der Extraktion muss die pflanzliche Droge selbst gemaR der Vorschrift Ph.Eur.
2.8.22 auf OTA geprift werden, wobei der Grenzwert auf 20 pg/kg Droge festgelegt
wurde. Bei der Herstellung von Fluidextrakten ist ein Droge-Extrakt-Verhaltnis (DEV)
von 1:1-1:2 blich ist, also ein Gewichtsteil Ausgangsmaterial entspricht einem bzw.

zwei Gewichtsteilen Extrakt.

Das konnte in jener Hinsicht problematisch sein, dass ein Grenzwert fiir den Extrakt
von 80 ug/kg aus einem Ausgangsmaterial erreicht werden kdnnte, das den

Arzneibuchkriterien nicht entspricht. Ochratoxin wird wahrend der Lagerung des
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pflanzlichen Materials von Schimmelpilzen produziert, welche bei der Extraktion mit
Ethanol/Ammoniak abgetttet werden. Da das Toxin jedoch intakt bleibt und im
Extraktionsmittel gut |6slich ist, kann man davon ausgehen, dass es bei der Herstellung
des Fluidextraktes vollstandig libergeht. Bei einem DEV von 1:1-1:2 wiirde das
bedeuten, dass bei der Extraktion von SiRRholzwurzel mit einem zu hohen OTA-Gehalt
von >20 pg/kg ein Extrakt gewonnen werden kann, der dem Grenzwert von 80 pg/kg

problemlos entspricht.

5.2.3. Entscheidung der OAB-Expertengruppe

Die OAB-Expertengruppe, bestehend aus Vertretern der ésterreichischen
Apothekerkammer, des Bundesministeriums fir Gesundheit, der Medizinmarktaufsicht
der AGES, der Universitdt Wien sowie der pharmazeutischen Industrie, ist fir die
Uberarbeitung des Osterreichischen Arzneibuchs verantwortlich. Sie ist sowohl
zustandig flr die Revision bestehender Monographien, als auch fir die Entwicklung
neuer Monographien. Nach der Durchfiihrung der Methodenvalidierung wurden
samtliche Ergebnisse vor der Expertengruppe vorgetragen und diskutiert und der
Grenzwert fur Ochratoxin A von 80 ug/kg als sicher und gut Gberprifbar

vorgeschlagen.

Aufgrund der Tatsache, dass bei einem Grenzwert von 80 pg/kg die theoretische
Moglichkeit bestlinde, Ausgangsmaterial, welches den Anforderungen des
Européischen

Arzneibuchs nicht entspricht zur Herstellung zu verwenden, sowie aufgrund der
schwer einschatzbaren Exposition gegeniiber Ochratoxin durch Lebensmittel hat die
Expertengruppe des Osterreichischen Arzneibuchs den Grenzwert schlussendlich auf
20 pg/kg festgelegt. Dieser Wert entspricht dem Grenzwert fir das pflanzliche
Ausgangsmaterial und sollte so fiir die pharmazeutische Industrie problemlos

einzuhalten und zu prifen sein.
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5.3. Weitere Anpassungen der Monographie
Neben der Erweiterung der Reinheitspriifung um die Bestimmung von Ochratoxin A in
pflanzlichen Drogen wurden einige weitere Anderungen der OAB Monographie

vorgenommen.

5.3.1. Korrektur der Bezeichnung des Extrakttyps

Die neue Monographie beinhaltet die Bezeichnung Extractum liquiritiae fluidum
quantificatum, also quantifizierter Extrakt, statt wie bisher standardisierter Extrakt
(normatum). Die Korrektur der Bezeichnung geht auf die Vorschlage der Definition von
pflanzlichen Extrakten der Expertengruppe der Ph.Eur. in StralBburg zurlick, welche

folgende Extrakttypen unterscheiden:

1. standardisierte Extrakte: werden auf einen bestimmten Gehalt an
einer oder mehreren Inhaltsstoffen mit bekannter
therapeutischer Aktivitat eingestellt, indem inerte
Substanzen beigemengt oder Chargen gemischt
werden, um den gewiinschten Gehalt zu erhalten.

2. quantifizierte Extrakte: werden auf eine bestimmte Gehaltsspanne, also
einen begrenzten, festgelegten
Konzentrationsbereich einer bzw. mehrerer
aktiver Substanzen eingestellt. Eingestellt wird
ebenfalls durch Mischen.

3. andere Extrakte: werden nicht auf einen bestimmten Gehalt an
Inhaltsstoffen eingestellt. Fir Kontrollzwecke
werden Inhaltsstoffe als analytische Marker
verwendet, deren Mindestgehalt in der jeweiligen

Monographie definiert ist.
Da fiir StiRholzwurzelfluidextrakt im OAB eine Gehaltsspanne an der aktiven

Verbindung Glycyrrhizinsdure von 0,6-1,7% gefordert wird, handelt es sich dabei um

einen quantifizierten Extrakt.
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5.3.2. Relative Dichte
Die erlaubte relative Dichte des Extraktes wurde auf Antrag der Industrievertreter von
urspriinglich 1,05-1,10 auf 1,00-1,10 erweitert. Der Antrag wurde von der

Expertengruppe einstimmig angenommen.

5.3.3. Trockenriickstand
Der Trockenriisckstand wurde, ebenfalls auf Antrag der Industrievertreter, von
mindestens 20% auf mindestens 10% geandert. Auch hier gab es seitens der

Expertengruppe keine Einwande.

5.4. Neue Monographie
Die neue, Uberarbeitete Monographie quantifizierter SiiSholzwurzelfluidexrakt
beinhaltet die Priifung auf Ochratoxin A mit dem festgelegten Grenzwert von 20 ug/kg

OTA und wird folgendermalen aussehen:

Quantifizierter SiiBholzwurzelfluidextrakt
Liquiritiae extractum fluidum quantificatum

Extractum Liquiritiae fluidum

Definition
Fluidextrakt aus Liguiritiae radix (0277).
Gehalt: Glycyrrhizinsdure (C42H62016; Mr 823): 0,6 bis 1,7%

Herstellung
Der Fluidextrakt wird gem. Extracta (0765) aus der Droge durch Extraktion mit

Ethanol, Wasser und Ammoniak hergestellt.

Eigenschaften
Aussehen: Dunkelbraune, klare bis schwach triibe Fliissigkeit

Geschmack: sul}
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Priifung auf Identit:it

Diinnschichtchromatographie (2.2.27)

Untersuchungslosung:

Referenzlosung:

Platte:
FliefSmittel:

Auftragen:

Laufstrecke:

Trocknen:
Ergebnis:

Detektion:

Ergebnis:

1,0 g Fluidextrakt, mit 16,0 ml Wasser R und 4,0 ml

Salzsdure RI versetzt, werden 30 min lang im

Wasserbad zum Riickfluss erhitzt. Nach dem
Erkalten wird filtriert. Filter und Rundkolben werden
60 min lang bei 105 °C getrocknet. Der Filter wird
in den Rundkolben gegeben. Nach Zusatz von 20 ml Ether
R wird 5 min lang im Wasserbad von 40 °C zum

Riickfluss erwdrmt. Nach dem Erkalten wird
filtriert, das Filtrat zur Trockne eingedampft und der
Riickstand  in 1,0 ml Ether R gel6st.

5,0 mg Glycyrrhetinsdure R und 5,0 mg Thymol R

werden in 5 ml Ether R gelost.

DC-Platte mit Kieselgel F254 R

konzentrierte Ammoniak-Losung R, Wasser R,
Ethanol 96% R, Ethylacetat R (1:9:25:65 V/V/V/V)

20 pl; bandformig

15 cm

an der Luft fiir 5 Minuten, Auswertung bei 254 nm

Die Chromatogramme von Untersuchungs- und

Referenzlosung zeigen in der unteren Hélfte die

fluoreszenzmindernde Zone der Glycyrrhetinsdure.

besprithen mit Anisaldehyd-Reagenz R, erhitzen bei

100 bis 105°C 5 bis 10 min lang, Auswertung bei

Tageslicht

Das Chromatogramm der Referenzldsung zeigt in
der unteren Hilfte die violette Zone der
Glycyrrhetinsdure ~ und 1m oberen Drittel die rote Zone
des Thymols. Das ~ Chromatogramm der
Untersuchungslosung zeigt in der  unteren Halfte eine

violette Zone, die der Glycyrrhetin- Zone im
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Chromatogramm der Referenzldsung entspricht,

sowie 1im oberen Drittel die gelbe Zone des
Isoliquiritigenins, die unterhalb der des Thymols im
Chromatogramm der Referenzlosung liegt. Weitere

Zonen konnen vorhanden sein.

Priifung auf Reinheit
Ethanolgehalt (2.9.10): 10 bis 25 Prozent (V/V)
Relative Dichte (2.2.5): 1,00 bis 1,10

pH-Wert (2.2.3):

4,5-7,0

Methanol, 2-Propanol (2.9.11): hochstens 0,05 Prozent (V/V) Methanol und

hochstens 0,05 Prozent (V/V) 2-Propanol

Trockenriickstand (2.8.16): mindestens 10,0 Prozent (m/m)
Ochratoxin-A (2.8.22): hochstens 20 pg / kg
Gehaltsbestimmung

Fliissigchromatographie (2.2.29).

Untersuchungslosung: 1,000 g Fluidextrakt wird mit einer Mischung von 8

Referenzlosung:

Sdule:

Mobile Phase:

Durchflussrate:

Volumenteilen verdiinnter Ammoniaklosung R 1
und 92 Volumenteilen Wasser R zu 50 ml verdiinnt und
5 Minuten lang 1im Ultraschallbad behandelt.

Anschlieend wird die Losung durch ein 0,45 um

Membranfilter filtriert.

17,0 mg Monoammoniumglycyrrhizinat CRS
werden in einer Mischung von 8 Volumenteilen
verdiinnter =~ Ammoniakldsung R 1 und 92 Volumenteilen
Wasser R zu 100 ml gelost.

Grofle: 1=0,10 m, @ =4 mm

Stationdre Phase: octadecylsilyliertes Kieselgel zur

Chromatographie R (5 pm)

6  Volumenteilen Essigsdure 99% R, 30
Volumenteilen Acetonitril R und 64 Volumenteilen
Wasser R

1,5 ml . min—1
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Detektion: Spektrometer bei 254 nm
Einspritzen: 10 pl

Der Prozentgehalt an Glycyrrhizinsdure wird nach folgender Formel berechnet:
Aixmx823xB
Arxm; x840x2

A; = Peakfldache von Glycyrrhizinsdure im Chromatogramm der Testldsung

A, = Peakfliche von Glycyrrhizinsdure im  Chromatogramm  der

Referenzlosung

B = angegebener Prozentgehalt des verwendeten
Monoammoniumglycyrrhizinats CRS

m; = Einwaage des Fluidextrakts in Gramm

my = Einwaage Monoammoniumglycyrrhizinat CRS fiir die Herstellung der
Referenzlosung in Gramm

823 = relative Molekiilmasse der Glycyrrhizinsdure

840 = relative Molekiilmasse des Monoammoniumglycyrrhizinats (ohne

Kristallwasser)

Lagerung

Vor Licht geschiitzt.
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5.5. Fazit

Ziel dieser Diplomarbeit war es, zu Uberpriifen, ob die bereits vorhandene und valide
Methode zur Bestimmung von Ochratoxin A fiir den im Osterreichischen Arzneibuch
Eingestellten SiiSholzwurzelfluidextrakt anwendbar ist, um somit die OAB
Monographie auf den neuesten Stand zu bringen und an die Standards des
Europdischen Arzneibuchs anzupassen. In Anbetracht der toxikologischen Daten (liber
Ochratoxin und der Tatsache, dass StiRholzwurzelfluidextrakt ein wichtiger Bestandteil
zahlreicher Fertigarzneimittel und Spezialitaten ist, bestand dringender
Handlungsbedarf, die Monographie zu tGberarbeiten und somit einen Maximalgehalt
an OTA fur StiBholzwurzelfluidextrakt einzufihren.

Nach erfolgreichem Abschluss der Methodenvalidierung, die gezeigt hat, dass die
bereits existente Methode zur Priifung auf Ochratoxin A aus der Ph.Eur. direkt
tibernommen werden kann, hat sich die Expertengruppe der Osterreichischen
Pharmakopoe entschlossen, die Methode in die Monographie aufzunehmen. In der
Uberarbeiteten Monographie mit dem neuen Titel Quantifizierter
Siigholzwurzelextrakt wird im Rahmen der Reinheitsprifung ein maximaler Gehalt an
Ochratoxin A von 20 pg/kg Extrakt gefordert. Dadurch kann sichergestellt werden, dass
bei Einhaltung der empfohlenen Dosierung sowie Anwendungsdauer von Praparaten,
welche StiBholzwurzelextrakt enthalten, eine maximale Arzneimittelsicherheit fiir die

Patienten gewahrleistet ist.
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Zusammenfassung

Die getrockneten Wurzeln und Auslaufer des SiiRholzes , Liquiritiae radix” werden haufig
als Teedroge oder als Trocken- oder Fluidextrakte in zahlreichen Fertigarzneimitteln und
Spezialitaten bei Katharren der oberen Atemwege, sowie bei Magenbeschwerden oder
Zwolffingerdarmgeschwiiren eingesetzt; und auch auf Grund des intensiv siillichen
Geschmacks als Geschmackkorrigens in Teemischungen oder Phytopharmaka
verwendet.

Die SuRholzwurzel wird haufig von Penicillium- und Aspergillusarten befallen, welche
Ochratoxin A produzieren, ein in Wasser und Wasser-/Ethanolmischungen gut I6sliches
und sehr stabiles Mycotoxin. Ochratoxin A reichert sich nach peroraler Aufnahme vor
allem in der Niere an und wirkt nephrotoxisch und kanzerogen, sowie fruchtschadigend
und immunotoxisch.

Aufgrund der toxikologischen Daten fordert das Europaische Arzneibuch fir
SiRholzwurzel und alle daraus gewonnenen Produkte eine Bestimmung des
Ochratoxingehalts mit einem Grenzwert von maximal 20 pg/kg Droge bzw. 80ug/kg
Trockenextrakt. Die Monographie Eingestellter SiiBholzwurzelfluidextrakt aus dem
Osterreichischen Arzneibuch (OAB) enthielt bis dato hingegen keine Vorschrift zur

Prifung auf das gesundheitsgefahrdende Schimmelpilzgift.

Ziel ist dieser Diplomarbeit ist es folglich diese Monographie mit dem Anliegen der
grofRtmoglichen Arzneimittelsicherheit hinsichtlich einer Priifung auf Ochratoxin A zu
Uberarbeiten, und sie an aktuelle europaische Standards anzupassen. So wird geprift,
ob die Methode ,,Ph. Eur. 2.8.22 Bestimmung von Ochratoxin A in pflanzlichen Drogen”
auf den Extrakt des OAB anwendbar ist. Ebenso soll ein Grenzwert definiert werden,
welcher eine gefahrlose Anwendung von SiRholzwurzelfluidextrakt enthaltenden
Praparaten gewihrleistet. Neben dieser im Rahmen der Uberarbeitung durchgefiihrten
Methodenvalidierung werden auch kleine Korrekturen, bzw. Anpassungen der
Monographie (unter anderem an europaische Standards) vorgenommen.

Damit soll weiterhin in Osterreich durch die — dem neuesten Stands der Wissenschaft
entsprechende - Monographie ,Extractum liquiritiae fluidum quantificatum® fir
SiRholzwurzelfluidextrakt eine maximale Rohstoff- und folglich Produkt-, bzw.

Arzneimittelsicherheit fir den Patienten gewahrleistet sein.
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Abstract

Many herbal medicines and proprieatary medicinal products, such as remedies for
cough and catarrh as well as stomach discomfort and duodenal ulcer, contain liquorice
root. The dried and cut roots can be applied as tea or in the form of dry or fluid
extracts after the extraction with alcohol. Because of its intense sweetness, liquorice
dry extract is also used to flavour herbal drug products.

Liquorice root easily gets infested with aspergillus and penicillum species. These mould
fungus produce ochratoxin A, a very stable mycotoxin which is redily soluble in water
and alcohol. The toxin gets accumulated in the kidney after orally intake and causes
harmful effects. The fungal toxin is knwown to act nephrotoxic, teratogenic,
carcinogenic and also immunotoxic. Due to the toxicological data the European
Pharmacopoeia demands the determination of ochratoxin A in liquorice root and
extracts by the method Ph.Eur. 2.8.22 Determination of ochratoxin A in herbal drugs.
The Austrian Pharmacopoeia contains a monography for ethanolic liquorice root
extract that does not demand the testing of ochratoxin A which means that the

containt of the harmful substance in Austrian liquorice extracts is not regulated at all.

The purpose of this diploma thesis is the revision of the Austrian monography with the
aim to adjust it to European standards and not least to guarantee the safety of
patients using herbal medicinal products that contain fluid extracts from liquorice root.
Therefore within the scope of this thesis, a method validation of the Determination of
ochratoxin A in herbal drugs shall verify if the method can be applied to determine the
harmful mycotoxin out of fluid extracts produced according to the Austrian

Pharmacopoiea and also to define a limit for ochratoxin A in the extract.

61



6. Anhang

Material und Methoden

Methoden

HPLC mit Flourezszenzdetektor

Festphasenextraktion, Immunoaffinitdtschromatographie

Material
* Standard: TraceCERT® Ochratoxin solution, 50 pg/mL in Benzol : Essigsaure
(99:1),1 mL Ampulle
* Proben:
1. Pharmonta Extractum Liquiritiae Fluidum Normatum OAB 2015,
Eingestellter StiBholzwurzelfluidextrakt 50g
2. Gatt-Koller Extr. Liquiritiae Fluid., StiRholzfluidextrakt 100 g

Gerdte
1. HPLC
* Apparatur — Waters 2695 Separations Module
* Detektor — Waters 2475 Multi A Flourescence Detector
* Saule(n) — Waters Xterra Shield RP 18 Column, 125A, 3,5 um, 4,6 mm x 150

mm, pH Bereich 2-12

2. sonstige Geridite
* Immunoaffinitatssaulchen — VICAM OchraTest™ WB Mycotoxin Testing System
* Handystep Handdisperser — BRAND® HandyStep® electronic 1 pL — 50 mL
* Blockheizgerat — LAB-LINE® MULTI-BLOK® Heater
¢ Zentrifuge —Hermle Z 323
* pH-Meter — Mettler Toldedo InLab® Expert Pro pH 0...14,0....100°C

* HPLC-Wasseraufbereitungsanlage — Milipore Mili-Q® gradient
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Reagentien

* Reagentien fiir die Vorbereitungsschritte (Qualifizierung, Séulentest)

Bezeichnung Lieferant Bestelinr. Chargennr.

Anthracen Sigma-Aldrich Handels 141062-25G MKBK5208V
GmbH

Benzol 99,9+% fiir die HPLC Sigma-Aldrich Handels 27070-9 STBF4170V
GmbH

Biphenyl Sigma-Aldrich Handels B34656-25G 12905BHV
GmbH

Chininhyldrochlorid-dihydrat | VWR International 8.22194.0025 | S6728094
GmbH

Hexylamin VWR International A15663 10150641
GmbH

Kaliumdihydrogenphosphat VWR International 1.04873.1000 | AM0655373

zur Analyse GmbH 443

Naphthalin zur Synthese VWR International 8.20846.0100 | S6581146
GmbH

* Reagentien fiir die Analyse

Ameisensdure 98-100% zur VWR International 1.00264.1000 | K43750564

Analyse Reag. PhEur GmbH

Dinatriumhydrogenphosphat | VWR International 1.06586.0500 | 14D030015

zur Analyse GmbH

Kaliumdihydrogenphosphat VWR International 1.04873.1000 | AMO0655373

zur Analyse GmbH 443

Methanol gradient grade VWR International 1.06007.2500 | 1800907 541

LiChrosolv GmbH

Natriumchlorid zur Analyse VWR International 1.06404.0500 | K43831304

ACS, ISO, Reag. PhEur GmbH

Natriumhydrogencarbonat VWR International 1.06329.0500 | K43171129

zur Analyse ACS, Reag. PhEur | GmbH

Ortho-Phosphorséure 85% VWR International 1.00573.1000 | K44614773
GmbH

Schwefelsdure 96% VWR International 85508 13B040509
GmbH

weiterfiihrende Links:

https://www.edgm.eu/

https://www.ages.at/startseite/

http://www.apotheken-umschau.de/heilpflanzen/suessholz

https://www.apotheker.or.at/Internet/OEAK/NewsPresse 1 0 0Oa.nsf/agentE

mergency!OpenAgent&p=279985DA71B34E47C1257941002D3007&fsn=fsStart

HomeFachinfo&iif=0
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Osterreichische Agentur fir Gesundneit
und Crnahrungssicherheit Gmbl

Pr.Zl.: Quali FD

( AGES

AGES PharmMed
OMCL / PHCA
Report Method Name: Chinin_individual_Report

Saulennummer TREN-CA092

Bezeichnung: BW neu

Sample Type: Unknown

Vial: 1

Injection #: 1

Injection Volume: 10,00 ul

SampleWeight 1,00000 Dilution 1,00000
Run Time: 20,0 Minutes

Sample Set Name: 260116 forts
Analysendatum: 27.01.2016 11:52:44 CET

Analytiker: Mezgolits

Project Name: MEA Projekte\Quali Fluoreszenzdet Odi

System Name odi_fluoresz

Proc. Chnl. Descr.: 2475ChA ex350/em397
Channel 2475ChA ex350/em397

Instrument Method Name Quali Fluoreszenzdet
Instrument Method Id 1193

Processing MethodDefault

Processing Method Id 1256

0,00 200 400 6,00 800

Manual
1]|Yes

——T— T T T T
10,00 1\ 12,00 14,00 16,00 18,00
Minutes

£p von Cnini = AA MY e

Seite: 1 0f 1
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Chromatogramm der Blindlésung (Lsg. A) fiir die Qualifizierung des Fluoreszenzdetektors

e Agentur fur G
und Emahrungssicherheit GmbH

Pr.Zl.: Quali FD

TAGES

AGES PharmMed
OMCL / PHCA

Report Method Name: Chinin_individual_Report
Saulennummer TREN-CA092

Bezeichnung: Chinin unfiltr neu /1S ppk>
Sample Type: Unknown

Vial: 5

Injection #: 1

Injection Volume: 10,00 ul

SampleWeight 1,00000 Dilution 1,00000
Run Time: 25,0 Minutes

Sample Set Name: 260116 forts
Analysendatum: 27.01.2016 11:26:45 CET

Analytiker: Mezgolits

Project Name: MEA Projekte\Quali Fluoreszenzdet Odi
System Name odi_fluoresz

Proc. Chnl. Descr.: 2475ChA ex350/em397
Channel 2475ChA ex350/em397

Instrument Method Name Quali Fluoreszenzdet
Instrument Method Id 1193

Processing MethodDefault

Processing Method Id 1256

3,501 l
;
4 |
3,004 ¥ |
o '
2,50 B
1 :
¢
2 1 - -
W 200 %\ - q |Ll (@4
4
4
1501
]
4
100]
1
WM St Mt S e Ao A -
O-wlli‘""‘l“‘l"("\"‘I"'l"'l"‘l"l"‘l“'l'
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 1000 1200 14,00 16,00 1800 2000 2200 2400
Minutes
PeakName | RT Area |Height | Manual
1| Chinin 11,444 332815| 25438 | Yes
Seite: 1 0f 1
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Chromatogramm von Chinin-HCl (15ppb) fiir die Qualifizierung des Fluoreszenzdetektors

Ph. Eur. Monographie Bestimmung von Ochratoxin A in pflanzlichen Drogen

2.8.22 Bestimmung von Ochratoxin A in pflanzlichen Drogen 391

2 Verhiltnisse der Signale bei der Retentionszeit von
Aristolochiasiure 1 in der Referenzlosung a wird er-
mittelt. Wenn der Mittelwert der 2 Verhiiltnisse der
Untersuchungslosung innerhalb des + 40-Prozent-In-
tervalls des Mittelwerts der 2 Verhilnisse der Refe-
renzlosung a liegt, enthilt die Untersuchungslosung
Aristolochiasiure 1.

B. Triple-Quadrupol-Massenspektrometer mit  einem
Anschluss fiir die Elektrospray-lonisation (ESI) und
gekoppelt an einen MS"-Analysator

Die Parameter des Massenspektrometers werden fir

den MS2-Modus wie folgt eingestellt:

~ Vorldufer-lon: m/z 359 [M + NH,]'

~ Zu iiberpriifende Produkt-lonen: m/z 265, m/z 281
und m/z 296

Eignungspriifung

- Signal-Rausch-Verhiiltnis: mindestens 100 fiir die
iiberpriiften Produkt-lonen im Chromatogramm
der Referenzlosung a

-~ Matrixinterferenz-Priffung: Der Mittelwert der 2
Verhilnisse der Referenzlosung b muss innerhalb
des + 40-Prozent-Intervalls des Mittelwerts der 2
Verhiltnisse der Referenzlosung a liegen; andem-
falls miissen die Detektoreinstellungen geindert
werden.

Ergebnis: Die Mittelwerte der Verhiltnisse (265/281
und 296/281) der relativen Intensititen der 3 Pro-
dukt-lonen von Aristolochiasiure 1 in der Untersu-
chungslosung werden ermittelt. Der Mittelwert der 2
Verhiltnisse der Signale bei der Retentionszeit von
Aristolochiasiure | in der Referenzlosung a wird er-
mittelt. Wenn der Mittelwert der 2 Verhiltnisse der
Untersuchungslésung innerhalb des + 40-Prozent-In-
tervalls des Mittelwerts der 2 Verhiltnisse der Refe-
renzlosung a liegt, enthilt die Untersuchungslosung
Aristolochiasiure 1.

8.0/2.08.22.00

2.8.22 Bestimmung von
Ochratoxin A in pflanzlichen
Drogen

VORSICHT: Ochratoxin A ist nephrotoxisch und nephro-
karzinogen. Der Umgang mit Toxinen in trockener Form
sollte im Abzug und unter Verwendung eines Isolators
erfolgen, da sie durch ihre elektrostatischen Eigenschaf-
ten dazu neigen, sich im gesamten Arbeitsbereich zu ver-
teilen. Glaswaren, die mit Ochratoxin A in Beriihrung
gekommen sind, miissen durch ein Dekontaminationsver-
fahren gereinigt werden (siehe Anhang).

Pflanzliche Drogen, die anfillig fir eine Verunreinigung
durch Ochratoxin A sind, werden mit einer validierten
Methode gepriift.

Die nachfolgend beschriebene Methode hat sich fiir
SiiBholzwurzel und SiiBholzwurzelextrakt als geeignet
erwiesen und wird als Beispiel aufgefiihrt. lhre Eignung

fir andere pflanzliche Drogen muss nachgewiesen oder
eine andere validierte Methode muss angewendet wer-
den.

Methode

Die bendtigten Glaswaren miissen aus Braunglas und
frei von Detergenzien-Riickstinden sein. Falls erforder-
lich werden sie vor Gebrauch mit einer 10-prozentigen
Losung (V/F) von Schwefelsiure R und anschlieBend
zum vollstindigen Entfernen der Siure griindlich mit
destilliertem Wasser R gespiilt.

Losung A: 80 Volumteile Wasser R, das mit wasserfreier
Ameisensiiure R auf einen pH-Wert von 2.3 eingestellt
wurde, und 20 Volumteile Acetonitril R werden ge-
mischt.

Untersuchungslosung: Eine Immunaffinititssiule mit
Antikorpern gegen Ochratoxin A wird verwendet, die
eine Kapazitit fir mindestens 100 ng Ochratoxin A hat
und eine Wiederfindung von mindestens 70 Prozent er-
gibt. Die Immunaffinititssiule muss Raumtemperatur
aufweisen.

2,00 g pulverisierte Droge (250) (2.9.12) werden mit
80 ml einer Losung von Natriumhydrogencarbonat R
(30 g - I'") versetzt und 30 min lang unter Anwendung
von Ultraschall extrahiert, wobei das Wasser des Ultra-
schallbads nach 15 min gewechselt wird. Der Extrakt
wird auf Raumtemperatur abgekiihlt und mit einer Lo-
sung von Natriumhydrogencarbonat R (30 g-1"') zu
100,0 ml (¥}) verdiinnt, Die Mischung wird zentrifugiert.
5,0 ml (¥) des klaren Uberstands werden mit 30 ml nat-
riumchloridhaltiger  Phosphat-Pufferlosung pH 7.4 R |
sorgfiltig gemischt und die Mischung wird mit einer
Durchflussrate von 3 ml - min! (héchstens 5 ml - min')
durch die Immunaffinititssiule geleitet. Die Siule wird
zuniichst mit 10 ml natriumchloridhaltiger Phosphat-Puf-
ferlosung pH 7,4 R 1 und anschlieBend 2-mal mit je
10 ml Wasser R bei einer Durchflussrate von héchstens
5ml - min"' gewaschen und durch 5 bis 10 s langes An-
legen eines geringen Vakuums oder durch 10's langes
Durchblasen von Luft mit einer Injektionsspritze ge-
trocknet. 0,5 ml Methanol R werden auf die Siule aufge-
tragen und durch die Einwirkung der Schwerkraft durch-
laufen gelassen.

Das Eluat wird in einer 4-ml-Probeflasche aus Glas
aufgefangen. Nach 30 s werden ein zweites Mal 0,5 ml
Methanol R auf die Siule gegeben und durch die Einwir-
kung der Schwerkraft in dieselbe Probeflasche laufen ge-
lassen. Nach 30's wird dieser Vorgang ein drittes Mal
durchgefiihrt. Durch Anlegen eines Vakuums oder durch
Durchpressen von Luft durch die Siule wird gewihrleis-
tet, dass moglichst viel von dem aufgetragenen Losungs-
mittel zuriickgewonnen wird. Die vereinigten Eluate
werden in einem Blockheizgerit von 40 °C unter Stick-
stoff vollstindig zur Trockne eingedampft. Der Riick-
stand wird in 0,5 ml (V2) Losung A aufgenommen. Wenn
diese Losung klar ist, kann sie direkt zur Analyse einge-
spritzt werden. Andernfalls wird sie vor dem Einspritzen
durch ein Einwegfilter, zum Beispiel aus Polytetrafluor-
ethylen mit einer Porengrofe von 0,45 pm, filtriert. Ein

Die ,, Allgemeinen Vorschriften* gelten fiir alle Monographien und sonstigen Texte
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392

2.8.22 Bestimmung von Ochratoxin A in pflanzlichen Drogen

Tab. 2.8.22-1: Ochratoxin-A-Referenzlésungen

Ochratoxin-A-

Volumen der primiren Ochratoxin-A-

Endkonzentration von Ochratoxin A

Referenzlisung Stammlisung (pul) in der Referenzlosung (ng - ml')
1 5000 50
2 2500 25
3 1000 10
4 500 5
5 250 2,5

Ochratoxin-A-

Volumen der sekundiiren Ochratoxin-A-

Endkonzentration von Ochratoxin A

Referenzlisung Stammlosung (pul) in der Referenzlisung (ng - ml')
6 500 0.5
7 100 0,1

Einwegfilter, das nachweislich Ochratoxin A nicht zu-
riickhilt, muss verwendet werden.

Primére Ochratoxin-A-Stammlésung: 1,0 ml Ochrato-
xin-A-Losung R wird unter sorgfiltigem Mischen mit
Methanol R zu 100,0 ml gelost.

Sekunddre Ochratoxin-A-Stammlésung: 10,0 ml primire
Ochratoxin-A-Stammldsung werden unter sorgfiltigem
Mischen mit Methanol R zu 100,0 ml verdiinnt.

Ochratoxin-A-Referenzlosungen: Die in Tab. 2.8.22-1
aufgefiihrten Volumen an primérer und sekundirer
Ochratoxin-A-Stammlosung werden jeweils in Probe-
flaschen gegeben und mit Losung A zu 50,0 ml ver-
diinnt.

Kalibrierkurve: Die Kalibrierkurve wird unter Verwen-
dung der Ochratoxin-A-Referenzlosungen 1 bis 7, die
einen Ochratoxin-A-Konzentrationsbereich von 0,5 bis
250 ug - kg ' in der pflanzlichen Droge abdecken, er-
stellt. Die Linearitit der Kurve muss verifiziert werden.
Wenn der Ochratoxin-A-Gehalt in der Probe auflerhalb
des kalibrierten Bereichs liegt, muss die Untersuchungs-
16sung verdiinnt werden, so dass der Gehalt an Ochrato-
xin A innerhalb dieses Bereichs liegt.

Saule

~ GroBe: /=0,15m, & =4,6 mm

~ Stationdre Phase: octadecylsilyliertes Kieselgel zur
Chromatographie R (5 pm)

— Temperatur: 45 °C

Mobile Phase

~ Mobile Phase A: Wasser R, das mit Phosphorsiure
85 % R auf einen pH-Wert von 2,3 eingestellt wurde

— Mobile Phase B: Acetonitril R

Zeit Mobile Phase A Mobile Phase B

(min) (% VIV) (% VIV)
0-30 80 — 40 20 — 60

30-35 40— 20 60 — 80

35-37 20 80

37 -40 20 — 80 80 — 20

Durchflussrate: 0,8 ml - min™"!
Detektion: Fluoreszenzdetektor

Empfohlene Einstellungen bei regelbaren Detektoren
sind 330 nm fiir die Anregung und 460 nm fiir die Emis-
sion.

Einspritzen: 20 pl

Berechnung: Die  Gleichung der Kalibriergeraden
v = ax + b wird berechnet, wobei x die Konzentration

‘von Ochratoxin A (ng - ml ') und y das erhaltene Signal

(S) darstellen.
Die Konzentration C von Ochratoxin A in einer Losung
entspricht z-ll—é
¢
Der Gehalt an Ochratoxin A der pflanzlichen Droge in

Nanogramm je Gramm wird nach folgender Formel be-
rechnet:

-]

n-

m = Einwaage der Droge zur Herstellung der Untersu-
chungslosung in Gramm

= Volumen des verdiinnten Extrakts in Millilitern

= Anteil des klaren Uberstands nach dem Zentrifu-
gieren, der zur Reinigung auf die Immun-
affinititssiule gegeben wurde, in Millilitern

V', = Volumen der Losung A, in welchem der Riickstand

aufgenommen wurde, in Millilitern

gemessene Konzentration von Ochratoxin A in der

Untersuchungslésung in Nanogramm je Milliliter

Anhang: Verfahren zur
Dekontamination der Glaswaren

Die Glaswaren werden mit Methanol R gespiilt, mindes-
tens 2h lang in Natriumhypochlorit-Losung R einge-
taucht und anschlieBend griindlich mit Wasser gespiilt.

Beachten Sie den Hinweis auf , Allgemeine Monographien* zu Anfang des Bands auf Seite B
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Ubersicht aller Einstellungen und Parameter der HPLC-Methode zur Bestimmung von Ochratoxin A

T

Instrument Method: Ins
Stored: 03.02.2016 11:1

Method Information

Method Comments

Method Modified User Mezgolits
Method Locked No
Method Id 1018
Method Version 1

Method Edit User

Source S/W Info Empow er 3 Softw are Build
W2690/5 Instrument Setup

Type W2690/5
Instrument Status On
Channel Name 2690/5
Description

Use Channel Monitor On

Monitor Parameter ~ System Pressure
Stroke Volume 50uL (flow rates <=1.
Chart Out %A

Syringe Draw Rate  Normal

Depth Of Needle 0,0

Degas Mode On
Pump Mode Gradient
Flow 0,800
%A 0,0

%B 80,0
%C 20,0
%D 0,0

High Limit 4000,0
Low Limit 0,0
Enable Sanple Temp

Enable Colurm Tenp
Bubble Detect
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W2475 Instrume

Mode Specify Channels (2D)
Lamp On

ChannelA
Channel Name 2475ChAx330e460
Channel Description ~ Channel A
Excitation Wavelength 330(nm)
Emission Wavelength  460(nm)

Data Mode Emission
Analog1

Sensitivity 10000(EUFS)

Chart Polarity Positive (+)

Data Offset 0,0(EV)

Voltage Offset 0(mV)
Enable Chart Mark Yes

Analog?2
Sensitivity 10000(EUFS)
Chart Polarity Positive (+)
Data Offset 0,0(EV)

Voltage Offset o(mv)
Enable Chart Mark Yes

Data Units Emission
Data Rate 1
Noise Filter Type Hamming
Time Constant 1,0(sec)
PMT Gain il

Auto Zero On Inject Start Yes
EventTable

200,00 | Lamp | Off

Pulse Width 1,0(sec)
Rect Wave Period 0,0(sec)

Revision History
Version 1 03.02.2016
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