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Zusammenfassung

Um eine effiziente Analytik von Arznei- und Gewirzpflanzen zu gewahrleisten und die hohe Variabilitat an
auftretenden Matrizes und Probentypen, ebenso wie die unterschiedlichsten analytischen Fragestellungen
und Anforderungen bearbeiten zu konnen, ist eine Vielzahl komplementarer analytischer Methoden
erforderlich.

Die numares AG nutzt einen neuen, innovativen Ansatz, basierend auf der Kernspinresonanzspektroskopie
(NMR), um Pflanzenziichter und die verarbeitende Industrie bei der Analyse und Optimierung von
Ziichtungsprojekten, Prozessablaufen oder in der Qualitatskontrolle zu unterstiitzen. Nachfolgend werden
anhand ausgewahlter Beispiele die Technologie und deren Méoglichkeiten und Anwendungsgebiete
vorgestellt.

Stichworter: NMR, Hochdurchsatzanalytik, Elitenselektion, Metobolomic Profiling

Abstract

To ensure an efficient analysis of medicinal and aromatic plants and to be able to handle the high variability
occurring in matrices and sample types a variety of complementary analytical methods is required.

The numares AG provides a new and innovative approach based on nuclear magnetic resonance (NMR)
spectroscopy to assist plant breeders and industry in the analysis and optimization of breeding projects,
process flows and in quality control. The technology, its potential and applications are presented below based
on selected examples.

Keywords: NMR, high-throughput screening, elite selection, metobolomic profiling

Einleitung

Die als wirksam beschriebenen Inhaltsstoffe in Arznei- und Gewtirzpflanzen liegen fast immer in
komplexen Vielstoffgemischen, neben zahlreichen indifferenten pflanzlichen Komponenten, vor.
Ublicherweise sind diese Wertkomponenten nicht gleichméaBig tber die Pflanze verteilt und
werden durch den genetischen Hintergrund der jeweiligen Art, aber auch durch biotische und
abiotische Faktoren beeinflusst. Darliber hinaus wirken sich Erntetechnik, Trocknung und
Lagerung ebenfalls auf den Gehalt der jeweiligen Wertkomponenten aus.

Um eine effiziente Analytik zu gewdhrleisten und die hohe Variabilitdt an auftretenden Matrizes
und Probentypen, ebenso wie die unterschiedlichsten analytischen Fragestellungen und
Anforderungen bearbeiten zu kénnen, ist eine Vielzahl komplementérer analytischer Methoden
erforderlich.

Die numares AG nutzt einen neuen, innovativen Ansatz, basierend auf der Kernspinresonanz-
spektroskopie (NMR), um Pflanzenziichter und die verarbeitende Industrie bei der Analyse und
Optimierung von Ziichtungsprojekten, Prozessablaufen oder in der Qualitatskontrolle zu
unterstiitzen. Numares-Systeme sind in der Humandiagnostik mittlerweile im Routineeinsatz und
erlauben die Analyse von mehreren hundert Proben pro Tag. Auch fiir die Analytik von Arznei-
und Gewdrzpflanzen sind erste Projekte erfolgreich umgesetzt und zeigen das Potenzial der
numares-Technologie, die etablierten, meist chromatografischen Methoden, sinnvoll zu erganzen.
Bisher war eine gleichzeitige Selektion auf agronomische Merkmale und auf Inhaltsstoffgehalte
und -zusammensetzung meist limitiert durch die hohen Kosten fiir die Analytik und es konnten
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nur wenige Pflanzen pro Serie auf Inhaltsstoffmuster und -gehalte analysiert werden. Mit Hilfe der
NMR konnen groBere Kollektive von Pflanzen auch inhaltsstoffanalytisch zu vertretbaren Kosten
untersucht werden. Nachfolgend werden anhand ausgewahlter Beispiele die Technologie und
deren Moglichkeiten und Anwendungsgebiete vorgestellt.

Grundlagen der numares-Methode

Mit Hilfe der numares-Plattform konnen in nur einer Messung alle organischen Inhaltsstoffe in
einer Probe simultan, in identischer Matrix und Uber einen groBen dynamischen Konzentrations-
bereich von 6 Groenordnungen erfasst werden. Frischpflanzenmaterial kann ebenso verarbeitet
werden wie Droge oder Extrakt. Das entsprechende Probenmaterial (Trockenmasse ~50-200 mg)
wird nur extrahiert (bzw. geldst) und abzentrifugiert bzw. gefiltert. Das Filtrat wird dann direkt zur
NMR-Probe verarbeitet. Einschrankungen bzgl. Lésungsmittel bestehen kaum, teure deuterierte
Losungsmittel sind nur in Zusédtzen enthalten und werden nicht in groBen Mengen benétigt, da
mittels entsprechender Messtechnik mit nicht-deuterierten Losungsmitteln gearbeitet werden
kann. Die Messung der 1D 1H-Spektren erfolgt, je nach Komplexitat der Matrix, bei 400 oder
600 MHz und dauert nur wenige Minuten. Das resultierende Spektrum beinhaltet die Signale aller
in der Probe vorhandenen organischen Substanzen, d. h. es bildet die qualitative und quantitative
Information aller Substanzen der Probe, die (iber der Nachweisgrenze liegen, ab. Mittels numares-
Software werden im Folgenden Signaliiberlagerungen verrechnet und so die Signale einzelner
Substanzen zuganglich. Nach einmaliger Signalzuordnung mittels Referenzspektren/oder der
numares-Datenbank, kann eine voll automatisierte Quantifizierung erfolgen.

Neben der quantitativen Erfassung einzelner Wertkomponenten im Multiparameteransatz,
werden mit Hilfe dieser Analyse-Technik auch qualitative Fingerprints der detektierten Pflanzen-
inhaltsstoffe aufgezeichnet. Diese tiefergehende Charakterisierung von Pflanzenextrakten dient
beispielsweise der Klassifizierung einer bestimmten Droge bzw. eines Pflanzenextraktes (z. B. im
Vergleich zu einer Referenz-Probe). Auf diese Weise kann z. B. sehr schnell erkannt werden, ob die
analysierte Probe unerlaubte Zusédtze enthdlt oder ein von der Spezifikation abweichendes
Inhaltsstoff-Profil aufweist. Die Summe an Informationen kann weiterhin genutzt werden, um
Stoffwechselprofile zu erstellen und mit eigenen automatisierten Auswerteverfahren relevante
Zusammenhdnge zu extrahieren. In diesem Rahmen sind neben zielgerichteten Analysen, auch
Metabolom-Analysen mdglich und erlauben die Beantwortung komplexer Fragestellungen
(agronomische Merkmale, Herkunft, heterotische Gruppen, kontrollierte Replikation, u. v. m.).

Anwendungsbeispiele

Obwohl die NMR seit vielen Jahren in zahlreichen wissenschaftlichen Disziplinen eingesetzt wird,
finden deren Anwendung auf komplexere biologische Fragestellungen, sowie der Einsatz in der
analytischen Routine, erst langsam den Weg in die tagliche und breite Anwendung. Insbesondere
in der Lebensmittelanalytik (DAls und HATzAKIS, 2013; GODELMANN et al., 2013; LACHENMEIER et al.,
2009; LACHENMEIER, 2012; MiNoJA und NApPOLI, 2014; SPRAUL et al., 2008) und der Diagnostik (eigenes
Portfolio) wird aber in den letzten Jahren verstarkt die Vielfaltigkeit der NMR genutzt.

Auch im Bereich der Pflanzenanalytik unterstlitzt numares bereits verschiedene Projekte und
Kundenlabore und liefert wertvolle Daten zur Qualitdt von pflanzlichen Rohstoffen oder
Selektionskriterien im Ziichtungsprozess.

Beispiel - Arnika

Der Gehalt und das relative Verhéltnis der Sesquiterpenlakton-Gruppen (Helenalide und Dihydro-
Helenalide) als Hauptwirkstoffe von Arnica montana variiert je nach Herkunft, aber auch zwischen
den einzelnen Pflanzenteilen und wahrend der Entwicklung der Pflanze. Mit Hilfe des numares-
Systems konnen beispielsweise Unterschiede in der Wirkstoffverteilung und des relativen
Verhéltnisses der Helenalin- und Dihydrohelenalin-Verbindungen zueinander umfassend
bestimmt werden. Die Mdglichkeit, mit dieser Technologie im Hochdurchsatz einfach und
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simultan Inhaltsstoffe zu erfassen, ermoglicht die Charakterisierung der unterschiedlichen zu
erntenden Pflanzenteile, eine Genotypen-Bestimmung und die Bestimmung des optimalen
Erntezeitpunktes.

Diese Informationen werden sowohl in der Ziichtung als Selektionskriterien als auch zur
Charakterisierung der Drogen herangezogen. Schnellere und umfangreichere Charakterisierungen
von Pflanzen und Extrakten sind so méglich.

In der Routine werden die Untersuchungen an frisch geernteter und eingefrorener Ware
durchgefihrt. Die Identifizierung der Helenalin/Dihydrohelenalin-Signale in den NMR-Spektren
(methanolisch-wassriger Extrakt) erfolgte gegen Referenzspektren der Sesquiterpenlaktone
(Abb. 1). Diese Referenzierung ist nur einmalig nétig. Um die gewiinschten Gruppenparameter zu
bestimmen wurden Signale aus dem gemeinsamen Grundgeriist der Molekile selektiert und
werden vollautomatisch integriert. Zur Quantifizierung werden im weiteren Verlauf nahezu
beliebige, kostengtinstige Substanzen als interner Standard verwendet.
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Abb. 1 Arnica montana - Spektraler Ausschnitt von Dihydrohelenalin- (rot) und Helenalinmethacrylat (blau)
Referenzspektren, sowie zweier Arnika-Frischpflanzenextrakte (D-Typ/H-Typ). Gesamtsesquiterpenlakton-
gehalt sowie D- und H-Summe kénnen quantifiziert werden.

Fig. 1 Arnica montana - Dihydrohelenaline (red) and Helenalinemethacrylate (blue) reference spectra, and
spectra of two arnica fresh plant extracts (D-Typ/H-Typ).Total sesquiterpenlactone content as well as D-and H-sum
can be quantified.

Die relativen und absoluten Werte konnen fiir iber 100 Proben pro Tag ermittelt und dem Zichter
bzw. Verarbeiter zur Verfligung gestellt werden. Abb. 2 zeigt exemplarisch das relative Verhaltnis
von Dihydrohelenaliden zu Helenaliden in 50 Pflanzen, sowie den relativen Gesamtgehalt an
Sesquiterpenlaktonen.
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Abb.2  Arnica montana - Verhdltnis von Inhaltsstoffen (z. B. Dihydrohelenalin/Helenalin) (oben), sowie
Gesamtgehalt (Summe Sesquiterpenlaktone)(unten) auf Einzelpflanzenbasis.

Fig. 2 Arnica montana - ratio of ingredients (eg dihydrohelenaline/helenaline) (top) and total content (sum
sesquiterpenlactones) (below) for single plants.

Neben Information auf Einzelpflanzenbasis kann beispielsweise auch die Verteilung der
Inhaltsstoffe in der Pflanze bestimmt werden. Tabelle 1 zeigt die relativen Sesquiterpenlakton-
gehalte in unterschiedlichen Pflanzenorganen zur Zeit der Bliite — gemittelt iber 3 Arnika-Klone
(des spanischen Chemotyps). Es ist ein weitgehend konstantes Verhaltnis der unterschiedlichen
Sesquiterpenlaktonformen mit einem hohen Gehalt der Dihydrohelenalinform in allen Proben
Uber alle Organe zu erkennen. Lediglich im mittleren und unteren Stdngelbereich sind die
Konzentrationen so niedrig, dass sich hier im prozentualen Verhaltnis leichte Abweichungen
ergeben. Des Weiteren ist zu erkennen, dass die Gehalte in folgender Reihenfolge der Organe
abnehmen: Blite voll aufgebliht > Bliite Frischdroge (2 Rohrenblitenkrdnze aufgebliiht) >
Knospe = Blatt > Stangel unter der Bliite > Stangel Mitte > Stangel Basis.

Tab. 1 Relative Sesquiterpenlaktongehalte in unterschiedlichen Pflanzenorganen zur Zeit der Bliite -
gemittelt tiber 3 Arnika-Klone.

Tab. 1 Relative Sesquiterpenlactone content in different plant organs at flowering — averaged over 3 arnica
clones.

Pflanzenorgan Rel. Konzentration % Dihydrohelenalide (@)
Dihydrohelenalide (@)
Knospe 573 +59 97+3
Blite Frischdroge 686+ 21 941
Blute voll aufgebliiht 1141+ 118 9%+ 1
Blatt 576 + 23 97+1
Stangel unter Bliite 274+ 52 95+ 2
Stangel Mitte 99+ 11 93+3
Stangel unten 205 74+ 9
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Beispiel - Oregano

Eine weitere Anwendung auf dem Weg in die Routine ist die Bestimmung des Thymol-,
Thymochinon- und Carvacrol-Gehalts in Oreganoproben. Getrocknete und gerebelte Proben
(~200 mg) wurden mittels Chloroform extrahiert und die Zielsubstanzen gegen einen internen
Standard quantifiziert. Die Identifizierung und Zuordnung der relevanten Signale erfolgte gegen
Referenzspektren. Trotz der strukturellen Ahnlichkeit der Substanzen bieten die Extraktspektren
genug Informationen, um die drei Zielsubstanzen zu unterscheiden und einzeln zu erfassen
(Abb. 3). Die Methode wurde gegen HPLC-Referenzdaten gepriift (R* < 0,9). Der lineare Arbeits-
bereich erstreckt sich tiber 5 GréBenordnungen, bei einer Nachweisgrenze unter 0,01 % (w/w).
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Abb.3  Origanum vulgare - Pflanzenextrakt (lila) gegen Carvacrol- (griin), Thymochinon- (rot) und Thymol-
Referenz (blau).

Fig. 3 Origanum vulgare - Spectra of plant extract (violet), Carvacrol- (green), Thymochinone- (red) und
Thymol-reference (blue).

Weitere Beispiele

Diverse weitere Anwendungen wurden oder werden von numares bearbeitet. Aktuelle Studien an
Glycyrrhiza glabra, Echinacea angustifolia, Tanacetum parthenium oder Baptisia tinctoria zeigen
vielversprechende Resultate. In Abb. 4 ist beispielhaft ein methanolisch-wassriger Echinacea-
Extrakt gegen das Echinacosid-Referenzspektrum aufgetragen. Die relevanten Signale sind
eindeutig zuzuordnen und konnen mittels numares-Software einer Quantifizierung zuganglich
gemacht werden.

58 Julius-Kuihn-Archiv, 446, 2014



7.Tagung Arznei- und Gewtirzpflanzenforschung, 14. bis 17. September 2014, Wien - Innovation entlang der Produktionskette

.Y ,

|
R O AR VLN

Abb.4  Echinacea angustifolia - Pflanzenextrakt (rot, oben) gegen Echinacosid-Referenz (blau, unten).

Fig. 4 Echinacea angustifolia - Spectra of plant extract (red) and Echinacoside-reference (blue).

Die bisherigen eigenen Arbeiten ebenso wie die steigende Zahl an Publikationen (CHAN et al.,
2014; Kim et al,, 2012; Li et al.,, 2013; PiEri et al., 2011; Pieri et al., 2012; SIMMLER et al., 2014; TANAKA et
al., 2013; vaN DER KoOY et al., 2009; WISHART, 2013), zeigen das grof3e Potenzial der NMR auch fir die
Arznei- und Gewirzpflanzenanalytik. Das analytische Repertoir, das nétig ist um aktuelle aber
auch neue Aufgabenstellungen und héhere Probenzahlen bearbeiten zu kdnnen, wird in den
ndchsten Jahren durch diese Technologie sicherlich um einen weiteren vielfaltigen Player erganzt.
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