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NIRS basierte Detektion und Entfernung

Pyrrolizidinalkaloid-haltiger Unkriduter aus
Kulturpflanzen nach der Ernte — PA-NIRSort

NIRS-based detection and removal of pyrrolizidine alkaloid containing

Pyrrolizindinalkaloide (PAs) sind lebertoxisch wirkende,
sekundire Pflanzeninhaltsstoffe, die den Pflanzen zum
Schutz vor Fraf’feinden dienen. In den letzten Jahren
sind PAs verstarkt in den Fokus geriickt, da sie als unge-
wollte Beiernte besonders in Bio- und Kindertees zu zum
Teil sehr hohen Alkaloid-Belastungen fithrten. Inzwi-
schen wurden strenge PA-Grenzwerte vom Bundesinsti-
tut flir Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM) pub-
liziert, denn Arzneipflanzen kénnen mit PA-haltigen
Unkrautern wie verschiedenen Kreuzkraut-Arten, Gemei-
nem Natternkopf, Ackervergifmeinnicht, Gewohnlicher
Hundszunge, Wasserdost oder Borretsch verunreinigt sein
und so {iber Arznei- oder Aroma-Tees Menschen poten-
ziell gefahrden (BFARM, 2016). Durch diese strengen
Grenzwerte geniigen unter Umstidnden vier bis fiinf PA-
bildende Pflanzen des Gemeinen Greiskrauts (Senecio
vulgaris) je Hektar Anbauflache, um die Verkehrsfahig-
keit einer Tonne Medizinaldroge zu gefihrden. Dies zu
verhindern erfordert eine engmaschige regelméallige
Feldkontrolle und mechanisches Unkrautentfernen, das
unter Okonomischen Aspekten kaum realisierbar ist.
Daher kommt einer, der Ernte nachgelagerten Qualitéts-
kontrolle zum Entfernen potentieller PA-Beikréduter eine
besonders wichtige Rolle zu.

Ziel des im Marz 2019 gestarteten, von der Fachagen-
tur fiir Nachwachsende Rohstoffe (FNR) geférderten Ver-
bundprojekts des Julius Kiihn-Instituts Berlin (Institut
fiir Okologische Chemie, Pflanzenanalytik und Vorrats-

weeds in crop plants after harvest — PA-NIRSort

schutz) und des Fraunhofer-Institut fiir Optronik, Sys-
temtechnik und Bildauswertung (IOSB) ist die Entwick-
lung einer leistungsfahigen Detektionsmethode auf Basis
von Hyperspektral-Nah-Infrarot-Spektroskopie (hyper-
spektral-NIRS) zur Erkennung von Verunreinigungen
durch PA-haltige Pflanzen(teile) im Erntegut von Arznei-
und Gewdtirzpflanzen. In Kombination mit einer gekop-
pelten Sortiereinheit (beispielsweise iiber Druckluftim-
pulse) soll so eine Abtrennung unerwiinschter und
potentiell toxischer Beikréduter erzielt werden. Am Ende
des Projektes soll ein Prototyp zur echtzeitfihigen Rei-
nigung der Erntechargen verschiedener Arznei- und
Gewiirzpflanzen vorgestellt werden. Ahnliche Systeme
sind bereits in der Kunststoff-Abfallsortierung bzw. der
Qualitatskontrolle von Weinbeeren auf Basis des Oechsle-
Grades etabliert (FREUND et al., 2015). Angestrebt wird
ein Durchsatz von bis zu 1,5 t/h. Mit einer solchen auto-
matisierten Sortiertechnik lieen sich die gesundheitli-
chen Risiken durch PA-verunreinigte Arzneipflanzenpro-
dukte fiir die Anbauer und Verarbeiter von Arzneipflan-
zen Okologisch und o6konomisch effizient reduzieren.
Dies wiirde auch eine Sicherung der qualitativ hochwer-
tigen und konkurrenzfdhigen Produktion pflanzlicher
Arzneimittel in Deutschland bedeuten.

Erste Ergebnisse zeigen, dass eine Klassifizierung der
Pflanzenarten mittels NIR-Spektroskopie zuverlissig
moglich ist. Um solche Bildanalysen auch in Echtzeit
durchfiihren zu kénnen, werden die zu verarbeitenden
Datenmengen mittels multifaktorieller Datenanalyse auf
entscheidende spektrale Merkmale (Faktoren) reduziert.
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The general objective of the project is the development of
an efficient sorting system based on hyperspectral
near-infrared spectroscopy (NIRS) for the detection and
separation of impurities by pyrrolizidine alkaloid (PA)-
containing plant-derived contaminations in cultural
plants, e.g. medicinal and aromatic plants. PAs are liver-
toxic secondary metabolites that protect plants from
predators and have drawn more attention in recent years
after harmful concentrations were found in medicinal
teas. By now, the German Federal Institute for Drugs and
Medical Devices (BfArM) has published strict PA limit
values because medicinal plants can be contaminated
with PA-containing weeds such as various types of rag-
wort, groundsel, common viper's head, field forget-me-
not, common dog's tongue, water-east or borage and
thus, potentially endanger people with medicinal or aro-
matic teas (BFARM, 2016). Four to five PA-containing
plants e.g of Senecio vulgaris per hectare are sufficient to
contaminate one ton of the drug by exceeding the critical
value of maximum uptake of 0,007 ug PA/kg body
weight per day published by HMIPC.

The planned process will analyze fresh and dried plant
material on a flat-conveyer using hyperspectral NIR spec-
troscopy to detect impurities in the crop. After identifica-
tion, contaminants should be removed by a sorting tech-
nique, e.g. using compressed air pulses. Similar systems
have already been established in plastic waste sorting
and quality control, for example for grapes (FREUND et al.,
2015). The aim is to achieve a high throughput of up to
1.5 t/h with such an automated sorting technology, the
health risks posed by PA-contaminated medicinal plant
products could be reduced ecologically and economically
efficient for cultivation and processing of medicinal
plants. This would also mean safeguarding high-quality
and competitive plant-derived drug production in Ger-
many.

First results show that a classification of target plant
species and contaminating groundsel using NIR spectros-
copy succeeds for various medicinal plants. To be able to
carry out such image analyses in real-time, the amount of
data to be processed will be reduced to the decisive fac-
tors using multifactorial data analysis.

Key words: near infrared spectroscopy, image analysis,

pyrrolizidine alkaloids, medicinal plants, aromatic plants,
sorting technology, reduction of PA-contamination

Pyrrolizidinalkaloide (PAs) aus unterschiedlichen Pflan-
zenarten konnen vom Menschen mit der Nahrung (z.B.
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Arznei- und Gerwiirzpflanzenprodukte) aufgenommen
werden. Es wird angenommen, dass die PA-Abbaupro-
dukte im Korper eine leber-toxische Wirkung entfalten
und in hoher Dosierung sogar zu tédlichen Leberfunk-
tionsstérungen fiithren konnen. Das Krankheitsbild der
PA-Vergiftung wird in der Veterindrmedizin als ,,Sene-
ziose“ beschrieben und wird in der Regel durch einen
mehr oder weniger starken Greiskraut-/Kreuzkrautbe-
stand auf Weiden verursacht. Im Bereich des Arznei- und
Gewlirzpflanzenanbaus treten PA-bildende Pflanzen als
Ackerunkrduter auf und koénnen iiber Mitbeerntung
ungewollt in das Erntegut gelangen.

Zurzeit besteht noch kein brauchbarer Ansatz, um die
PA-Kontaminations-Problematik der ungewollten Bei-
ernte zufriedenstellend 16sen zu konnen. Auch die im
Rahmend es Code-of-Practice vorgeschlagene verstirkte
analytische Kontrolle einzelner Produktionschargen wird
nicht die gewiinschte Sicherheit liefern konnen, da sich
aufgrund der inhomogenen Verteilung von PA-Pflanzen-
bestandteilen im Erntegut die Probenahme nur begrenzt
reproduzierbar durchfiihren ldsst (BFARM und BPI,
2016). Von der Européischen Behorde fiir Lebensmittel-
sicherheit (EFSA) und dem BfR wurde daher empfohlen,
sich behelfsméallig an dem bestehenden Probenahmever-
fahren fiir die amtliche Kontrolle des Mykotoxingehalts
von Lebensmitteln zu orientieren (EU, 2006).

Da es momentan aufler der manuellen Feldhygiene
keine praktikablen Alternativen gibt, um PA-haltige
Unkrauter im Feld und somit eine moégliche Mitbeern-
tung zu vermeiden, steht eine der Ernte nachgelagerte
Reinigung im Fokus aktueller Vermeidungsstrategien.
Ziel des hier vorgestellten Projekts ist es daher, ein leis-
tungsfahiges Sortiersystem fiir Arzneipflanzen zu entwi-
ckeln, das PA-Unkrauter (und ggf. auch andere Fremd-
bestandteile) in effizienter Weise aus dem Erntegut
abtrennt. Dazu soll mittels Hyperspektral-Nahinfra-
rotspektroskopie eine Detektionsmethode entwickelt
werden, die PA-haltige Pflanzen oder Pflanzenteile im
Erntegut zuverldssig erkennt. In der Literatur gibt es
bereits umfassende Beispiele zum erfolgreichen Einsatz
von (Nah)Infrarot- und Raman-Spektroskopie zur Unter-
scheidung von Pflanzenarten, Akzessionen und Chemo-
typen gleicher Art (NAuMANN et al., 2014; Gupr et al.,
2014; 2015). Uber Druckluftimpulse sollen die Kontami-
nationen dann aus dem Produkt, welches {iber Forder-
bédnder zunichst die NIR-Kamera passiert, entfernt wer-
den. Ahnliche Systeme aus optischer Detektion und
druckluftgesteuerter Selektion kommen bereits fiir die
Reinigung verschiedenster Produkt- (Weinbeerensortie-
rung nach Grad Ochsle) und Abfallgemische (Kunststoff-
gemische im Recyclingprozess) zum Einsatz, so dass die
technischen Voraussetzungen zur Produktion entspre-
chender Sortieranlagen prinzipiell gegeben sind. Durch
die Vielfalt der potentiell belasteten Arzneipflanzenkul-
turen und kontaminierenden PA-Beikrauter, sowie unter-
schiedlicher Probenzustidnde (Frischmaterial, Drogen,
unterschiedliche Materialgrofen...) sind individuelle
NIRS-Modelle fiir die Erkennung von PA-Beikrautbesatz
in den jeweiligen Zieldrogen erforderlich. Da im Rahmen
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dieses Projektes nicht fiir alle Kombinationen aus Arznei-
pflanzen und potentiellem PA-Bildner Sortiermethoden
entwickelt werden konnen, werden zunichst ausgewahlte
Kulturen mit hohem Anbauvolumen und deren haupt-
sichliche PA-Kontaminanten untersucht. Dazu wurden
Melisse (Melissa officinalis L.), Pfefferminze (Mentha
x piperita ‘Multimentha‘) und Brennnessel (Urtica dioica)
von der Industrie als wichtige Kulturen benannt. Fiir
diese Kulturen wurde im Rahmen des ebenfalls vom
BMEL und der FNR geforderten Projektes zur ,,Erfassung
der standortabhéingigen und kulturpflanzenspezifischen
Beikrautflora in Arzneipflanzenbestdnden unter beson-
derer Beriicksichtigung Pyrrolizidinalkaloid-(PA-) halti-
ger Unkrduter und Erstellung einer PA-Unkrautdaten-
bank“ (FNR-Forderkennzeichen 22007914) das Gemeine
Greiskraut (Senecio vulgaris) als hauptséchlicher PA-Bild-
ner mit sehr hohen PA-Gehalten fiir die oben benannten
Zielkulturen identifiziert (NiTzscHE et al., 2018). Da
Greiskraut zudem in den drei oben benannten Arznei-
pflanzen der héufigste PA-Bildner im Feld ist, wurde in
den hier vorgestellten Untersuchungen zunichst nur
dieses berticksichtigt.

Mit dem Forschungsvorhaben soll sichergestellt wer-
den, dass der Arzneipflanzenanbau in Deutschland auch
zukiinftig gesundheitlich unbedenkliche und konkur-
renzfihige Produkte mit hoher Qualitét liefern kann, die
dem Verbraucher dann in Form von Arzneitees oder
pflanzlichen Arzneimitteln zur Verfiigung gestellt
werden konnen. Daher sollen mit Hilfe von Hyper-
spektral-NIR-Imaging (deutsch: Hyperspektrale Bildana-
lyse) im kurzwelligen Infrarotbereich (SWIR: 1.000 bis
2.500 nm) und entsprechender qualitativer NIR-Klassifi-
kationen (Modelle) PA-Pflanzen schnell und zersto-
rungsfrei von den geernteten Arzneipflanzen bzw. Dro-
gen diskriminiert werden. Dies bringt insgesamt eine
deutliche Qualitdtsverbesserung der jeweiligen pflanzli-
chen Drogen mit sich, da neben den PA-Kontaminanten
auch andere Fremdanteile auf ein Minimum gesenkt wer-
den konnten.

Wie sowohl die bisherigen spektroskopischen Einzel-
messungen, als auch die gemischte Probenapplikation
zur hyperspektralen Bildanalyse zeigen, lassen sich die
jeweiligen Arzneipflanzenblédtter von denen der PA-
Pflanzen unterscheiden. Nun miissen relevante Spektral-
bereiche, die hauptsédchlich zu dieser Unterscheidung
fiihren, mittels multifaktorieller Datenanalyse identifi-
ziert werden, um die Datenmengen auf echtzeitfdhige
Analyse reduzieren zu kdnnen. Erste Ergebnisse aus den
Modellversuchen werden vorgestellt und diskutiert.

Melisse (Melissa officinalis 'Erfurter Aufrechte' und

'Lorelei') & Pfefferminze (Mentha x piperita ‘Multi-

mentha‘)

Die Pflanzen wurden iiber das JKI Quedlinburg (Dr.
Frank Marthe, Institut fiir Ziichtungsforschung an gar-
tenbaulichen Kulturen, Erwin-Baur-Str. 27, 06484 Qued-

linburg) im Gewéchshaus angezogen und am 12.06.2019
auf dem Versuchsfeld des JKI Berlin (52.516181,
13.376935) ins Freiland ausgepflanzt.

Grofie Brennnessel (Urtica dioica)

Aus dem Wildbestand des JKI Berlin wurden 12 Pflanzen
vereinzelt und am 12.06.2019 ebenfalls ins Versuchsfeld
des JKI Berlin ausgepflanzt.

Gemeines Greiskraut (Senecio vulgaris)

Aus dem Versuchsfeld des JKI Berlin wurde Saatgut wil-
der Greiskraut-Pflanzen entnommen und diese nach Aus-
saat und Anzucht der Pflanzen im Gewéachshaus in Top-
fen ins Freiland gesetzt (Aussaat 07.06.2019, Pikieren
25.06.2019, Ausbringen 09.07.2019), um moglichst glei-
che Umweltbedingungen fiir alle Versuchspflanzen zu
erzielen. Diese Malinahme diente dazu, die Pflanzen fiir
die Messungen in Gesamtheit und unverletzt ins Labor
transportieren zu konnen und iiber die Ontogenese der
Pflanzen immer wieder dasselbe, markierte Blatt zu
messen. So soll die inhaltstoffliche und spektrale Varianz
iiber die Entwicklung abgebildet werden.

Probenset und Probenvorbereitung

Das Pflanzenmaterial fiir die Messungen wurde am JKI
Berlin in Beeten, sowie am Fraunhofer IOSB in Karlsruhe
in Containern kultiviert. Beerntet wurden die Arzneikul-
turen zweimalig jeweils zu Beginn der Bliite (Schnitt-
hohe ca. 15 cm). Die NIR-Messungen wurden jeweils am
gleichen Tag im Anschluss an die Ernte durchgefiihrt. Um
eine moglichst vergleichbare Wasserversorgung der Pro-
ben zu gewéhrleisten, wurden die geernteten Triebe von
Melisse, Brennnessel und Pfefferminze direkt nach der
Ernte in Wasser gestellt und anschliefend im Verlauf
einer Stunde gemessen. Fiir Melisse, Pfefferminze wur-
den jeweils 24 und fiir Brennnessel 12 Einzelpflanzen zu
zwei verschiedenen Terminen beerntet. Je Einzelpflanze
wurden 5 Blatter unterschiedlichen Alters fiir die Analy-
tik ausgewéhlt (Melisse und Pfefferminze je N =24/
n = 240, Brennnessel N =12/n=120) und danach ein-
zeln zum Trocknen ausgelegt. Die restliche Proben wur-
den ebenfalls getrocknet und die so erhaltenen Drogen
anschliel3end fiir zukiinftige Messungen in Papiertiiten
bei Raumtemperatur im Dunkeln gelagert. Fiir das Greis-
kraut wurde an 20 Einzelpflanzen jeweils dasselbe Blatt
taglich tiber den Vegetationszeitraum von 2 bis 4 Wochen
(erste voll ausgebildete Blétter bis Abbliihen) mittels
NIRS untersucht (N = 20/n = 279; 2-4 Wochen).

FT-NIR-Messungen

Die Probenblitter wurden einzeln auf das Messfenster
des FT-NIR-Spektrometers (MPA, Bruker Optik GmbH,
Ettlingen, Deutschland) gelegt und mit einem Edel-
stahlstempel leicht beschwert, um die Flache moglichst
gleichmal3ig anzupressen. Vor jeder Messserie wurde ein
Hintergrundspektrum aufgenommen. Die Proben wur-
den in Transflexion mit 32 Scans je Spektrum im Wellen-
zahlbereich von 12.500 - 3.600 cm~! und einer spektra-
len Auflésung von 8 cm~1 gemessen. Alle Messungen fan-
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den im Zeitraum von Juni bis August 2019 am JKI Berlin
statt. Je Pflanzenart wurden insgesamt 240 bzw. 120
Blétter in einfacher Messung untersucht. Fiir die Unter-
suchung spektraler Verdnderungen infolge der pflanzli-
chen Entwicklung wurden fiir die Arzneikrauter und das
Greiskraut NIR-Spektren von 20 Blattern in einfacher
Messung und je nach Entwicklungsstand der Pflanzen
mit je 12 bis 18 Wiederholungsmessungen iiber den Ent-
wicklungszeitraum von 2 bis 4 Wochen aufgenommen.
Dazu wurde das Blatt nicht von der Pflanze entfernt son-
dern die gesamte (getopfte) Pflanze fiir den Transfer ins
Labor und die Messungen aus dem Versuchsfeld entnom-
men und anschlief3end wieder ins Freiland verbracht.

Statistische Datenauswertung

Fiir die Auswertung der Spektren wurde die OPUS Spek-
troskopie Software Version 7.2 (Bruker Optik GmbH, Ett-
lingen, Deutschland) verwendet. Alle spektralen Daten
wurden vor der weiteren Auswertung zentriert und die
PCAn iiber das QUANT-Modul fiir PLS-Regressionen in
OPUS 7.2. erstellt.

Hyperspektral-NIRS-Klassifikation

Die Hyperspektral-NIRS(HSI)-Aufnahmen wurden an
einer Kamera des Typs Specim NIR iiber den Wellenlan-
genbereich von 906-2514 nm (11.037 - 3.977 cm™1) ein-
geteilt in 256 Kanéle (spektrale Auflésung 6,28 nm) auf-
genommen. Die Proben wurden auf einem Lineartisch
unter dem zeilenscannenden Sensor durchgefahren und
somit eine flachige Aufnahme erzeugt. Die resultieren-
den Bilder haben eine Grof3e von 600x320 Pixeln. Paral-
lel zu den HSI Aufnahmen wurden RGB Aufnahmen
(665/525/470 nm) in der Grofde von 1366x1376 eben-
falls iiber einen zeilenscannenden Sensor gewonnen. Die
Aufnahmen werden um Meta-Informationen, z.B. Alter
der Blatter, Erntezeitpunkt, enthaltene Sorten, ergénzt
und in einer Datenbank archiviert. Fiir die Datenauswer-
tung wurde die Programmiersprache Python und insbe-
sondere die Bibliothek scikit-learn verwendet.

Versuchspflanzen

Gemeinsam mit den Projektpartnern aus der Industrie
wurden Melisse (Melissa officinalis 1.), Pfefferminze
(Mentha x piperita ‘Multimentha?) und Brennnessel
(Urtica dioica) als erste Zielkulturen ausgewdahlt. Die
Ergebnisse aus dem Verbundvorhaben ,Erfassung der
standortabhéngigen und kulturpflanzenspezifischen Bei-
krautflora in Arzneipflanzenbestdnden unter besonderer
Beriicksichtigung Pyrrolizidinalkaloid-haltiger Unkréau-
ter; Teilvorhaben 1: Erfassung der Unkrautflora und
Erstellung einer PA-Unkrautdatenbank® (FKZ 22007914)
zeigten die krautartigen Drogen aufgrund der Anbau-
und Ernteverfahren als die Pflanzengruppe mit dem
hochsten Risiko der Verunreinigung durch PA-Bildner
(N1TzscHE et al., 2018). Quantitativ stirkster PA-Bildner
im Feldanbau war bei allen drei Kulturen jeweils das
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Gemeine Greiskraut (Senecio vulgaris) mit zudem hochs-
ten PA-Gehalten. Daher wurde bei der Modellentwick-
lung im Rahmen dieses Projektes der Schwerpunkt
zundéchst auf diese Pflanzenarten gelegt und Systeme aus
den Kulturen Melisse, Pfefferminze und GrofSe Brenn-
nessel mit dem Gemeinen Greiskraut als potentielle
PA-Kontaminante ausgewahlt.

Da das Gemeine Greiskraut in der Regel in allen Ent-
wicklungsstufen als Beikraut in der Ernte auftreten kann
und sich mehrfach im Jahr selbst aussiat, wurde es im
Topf verbleibend gemessen. So sollte ermittelt werden,
ob das pflanzliche Wachstumsstadium in der Modellent-
wicklung beriicksichtigt werden muss. Fiir die Zielkultu-
ren wird zur Ernte ein entwicklungsméRig eher einheit-
licher Bestand unterstellt mit spektraler Variabilitdt der
Blétter entlang der Sprossachse.

Spektren und spektrale Variabilitdt

Der Wahl geeigneter spektraler Bereiche fiir die Entwick-
lung leistungsfdhiger Klassifikationsmodelle die sich im
spateren realen Einsatz auch robust gegentiber variieren-
der Probenbeschaffenheit zeigen, kommt eine besondere
Bedeutung zu.

Wie der visuelle Vergleich der Probenspektren der drei
Zielkulturen und des Greiskrauts zeigt, sind die NIR-
Spektren aller vier Pflanzenarten prinzipiell recht &hn-
lich und vorwiegend von dominanten Wasserabsorptio-
nen um 5.200 und 7.100 cm™! gekennzeichnet. Abbil-
dung 1 zeigt die entsprechenden Mittelwertspektren fiir
die vier Pflanzenarten sowie die entsprechenden Spek-
tren der zugehorigen Standardabweichungen. Auch hier
zeigen die spektralen Bereiche der Wasserbanden die
hochste Variabilitidt. Besonders im spéteren realen Verar-
beitungsprozess wird es z.T. starke Schwankungen im
Wassergehalt der Proben geben, da nicht immer gewéhr-
leistet werden kann, dass die Proben der Qualitédtsanaly-
tik direkt als frisches Erntegut zugefiihrt werden. Zudem
schwankt der Wassergehalt der Pflanzen im Feld auch im
Tagesverlauf und in Abhingigkeit vom Entwicklungssta-
dium bzw. der Witterung. Besonders fiir importierte
getrocknete Proben mit sehr niedrigem Restfeuchte-
gehalt sind diese Banden von geringerem diagnosti-
schem Wert.

Daher wurden fiir die zu erstellenden Klassifizierungs-
modelle die Bereiche der beiden sehr dominierenden
Wasserbanden (.7.100 cm! und ..5.200 cm™1) herausge-
nommen, um eine Klassifizierung basierend auf den Was-
sergehalt der Proben zu vermeiden. Fiir die Hauptkom-
ponentenanalyse wurden somit die Spektralbereiche von
9.820-7.248 cm™!, 6.245-5.373 cm™! und 4.710-3.822
cm™1 zur Diskriminierung der Pflanzenarten verwendet.

Die Variabilitédt der verschiedenen Messreihen der Ziel-
kulturen zeigt eine recht homogene Streuung der Einzel-
spektren (insgesamt 240 bzw. 120 individuelle Blétter)
um das Mittelwertspektrum der individuellen Pflanzen
und auch die beiden Ernten unterscheiden sich nur
geringfiigig in ihrer Varianz (Abb. 2, orange, griin, blau).
Fiir die Spektren des Greiskraut hingegen zeigt sich eine
deutlich breitere Streuung (Abb. 2, rot). Die Spektren
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Abb.1.  Mittelwertspektren mit Standardabweichung. Je Art wurde iiber alle Messungen gemittelt (gelb = Melisse; griin = Pfefferminze; blau
= Brennnessel; rot = Greiskraut). Die grau hinterlegten Bereiche (9.820 - 7.248 cm™, 6.245 - 5.373 cm™ und 4.710 - 3.822 cm™) wurden fiir die
weiteren Berechnungen ausgewahlt.

Averaged spectra with standard deviation spectra. Average over all measurements for each species (yellow = lemon balm; green = peppermint; blue
= nettle; red = groundsel). The grey areas (9,820 - 7,248 cm™, 6,245 - 5,373 cm™ and 4,710 - 3,822 cm™) were selected for further calculations.

0.28
0.26 ®
0.24
0.22
0') ’ .
c o ¢
Q 018 Lo
=
o
| .
(o]
7]
0
<
<

Einzelpflanze

Abb. 2. Unterschied (RMS, root mean square) aller gemessenen Spektren um das jeweilige Mittelwertspektrum der Einzelpflanzen. Jede Pro-
bennummer steht fiir eine Einzelpflanze (EP), jeder Punkt fiir ein gemessenes Spektrum. Gemessen wurden je Ernte (E1 und E2) 5 Bl4tter pro EP
bei den Zielkulturen und 12-18 Messungen pro Blatt an jeweils einer EP bei Greiskraut (gelb =Melisse E1; orange = Melisse E2;
hellgriin = Pfefferminze E1; dunkelgriin = Pfefferminze E2; hellblau = Brennnessel E1; dunkelblau = Brennnessel E2; rot = Greiskraut).

Absorption differences (RMS, root mean square) of all measured spectra around the respective averaged spectrum of the individual plants. Each sample
number stands for a single plant (EP), each point for a measured spectrum. The measurements per harvest (E1 and E2) were 5 leaves per EP in the target
cultures and 12-18 measurements per leaf on each EP in groundsel (yellow = lemon balm E1; orange = lemon balm E2; light green = peppermint E1; dark
green = peppermint E2; light blue = nettle E1; dark blue = nettle E2; red = groundsel).

mit grofdter Streuung sind alle Geiskrautpflanzen hohe- In der Einzelauswertung zeigte sich, dass die spektrale
ren Alters zuzuordnen, wo bereits erste Anzeichen von  Variabilitdt auf Ebene der Pflanzenarten den grof3ten Bei-
Welken zu beobachten war. (Messung > Tag 7). Ab Mess-  trag zur Gesamtvariabilitat liefert, selbst wenn Einzel-
tag 10 lieen sich bereits farbliche Verdnderungen der pflanzen und unterschiedliche Ernten beriicksichtigt
Blatter ins Gelbliche deutlich erkennen. werden. Das bedeutet, Unterschiede innerhalb der Ein-
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zelpflanzen und der beiden Ernten sind in allen unter-
suchten Arten geringer als die Unterschiede zwischen
den Arten.

Da sich die Spektren beider Ernten der Zielkulturen
nicht signifikant unterscheiden, wurde fiir die Berech-
nung der Mittelwertspektren je Arzneipflanzenart iiber
alle Einzelmessungen gemittelt. Auch wenn sich beim
Greiskraut doch eine deutlich grof3ere Varianz der Spek-
tren feststellen lasst, wurde auch hier iiber alle Messun-
gen gemittelt (Abb. 1). Anhand der Differenzspektren
von jeweils einer Zielkultur und Greiskraut kann man
erkennen, dass sich aullerhalb der Wasserabsorptionen
in den fiir die PCA genutzten Bereichen spektrale Unter-
schiede fiir die Diskriminierung der Kulturen zeigen
(Abb. 3).

Um im néchsten Schritt die Messreihen untereinander
zu vergleichen, wurden zunéchst alle Spektren pflanzen-
weise und in einem PCA-Modell betrachtet (Abb. 4). Fiir
die Erstellung der Klassifikationsmodelle wurde dann im
zweiten Schritt nur jeweils eine Zielkultur gemeinsam
mit dem Greiskraut analysiert (Abb. 5).

Die Hauptkomponentenanalyse der Spektren aller
Pflanzenarten (Abb. 4) zeigt eine klare Trennung der
Zielkulturen vom Greiskraut. Geringe Uberlagerungen
der Cluster von Pfefferminze (griin) und Greiskraut (rot)
gibt es nur bei der frithen Ernte E1. Auch hier lasst sich
die groBBe Streuung der Greiskraut-Spektren den Mes-
sungen in der spiteren Pflanzenentwicklung zuordnen
(> Messung 7, kreisformige Markierung in Abb. 4). Die
hier gezeigte PCA stellt einen Extremfall in der Klassifika-
tion dar, da insgesamt vier Pflanzenarten in anndhernd

gleicher Quantitit in das Modell einfliefSen. Ein solcher
Fall ist bei der realen Ernte nicht zu erwarten, dort sollte
eine Kultur mengenmal3ig dominieren und entsprechend
den Ergebnissen der Unkrautdatenbank maximal ein
PA-Beikraut in relevanter Menge auftreten. Daher wer-
den im Folgenden bindre Systeme aus einer Zielkultur
und Greiskraut betrachtet.

Im Weiteren wurden jeweils die einzelnen Zielkulturen
und Greiskraut in einer Hauptkomponentenanalyse nach
Zentrierung der Spektren analysiert, um die Moglichkeit
einer deutlichen Diskriminierung nach Pflanzenart zu
finden. Abb. 5 zeigt die entsprechenden Hauptkompo-
nentenanalysen der drei Zielkulturen.

Wie in Abb. 5 (links) ersichtlich, trennt PC 1 die Spek-
tren von Greiskraut (rot) klar von denen der beiden
Melisse-Ernten (gelb) ab. Hauptkomponenten 2 (PC 2)
trennt zudem die spaten Greiskraut-Messungen (positi-
ver Bereich von PC 2) ab. Die PCA von Brennnessel und
Greiskraut (Abb. 5, rechts) zeigt eine ebenso klare Tren-
nung der beiden Pflanzenarten, wie zuvor bei der Melisse
beobachtet und legt den Erfolg einer NIR-basierten Diffe-
renzierung der Ziel- und Beikrautkulturen auf Basis der
verwendeten Spektralbereiche nahe.

Anders als bei Melisse und Brennnessel zeigt die PCA
bei Pfefferminze keine vollstindige Clusterung beider
Arten (Abb. 5, Mitte). Besonders die erste Ernte der
Minze streut stirker und es finden sich Uberlagerungen
mit den Spektren des Greiskrauts. Hier ist eine genaue
Betrachtung der Ursachen fiir die vergleichsweise hohe
Streuung der Greiskraut-Proben nétig, um eventuell
durch Eingrenzen der Spektralbereiche die Qualitit der
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Abb. 3.

Differenzen der Mittelwertspektren der drei Zielkulturen zu Greiskraut. Je Art wurde {iber alle Messungen gemittelt und vom Mittel-

wertspektrum des Greiskraut abgezogen (gelb = Melisse; griin = Pfefferminze; blau = Brennnessel). Die grau hinterlegten Bereiche (9.820 - 7.248
cm™, 6.245 - 5.373 cm™ und 4.710 - 3.822 cm~) wurden fiir die weiteren Berechnungen ausgewihit.

Differences spectra of the average spectra of the three target cultures to groundsel. Each species was averaged over all measurements and subtracted
from the mean spectrum of groundsel (yellow = lemon balm; green = peppermint; blue = nettle). The grey areas (9,820 - 7,248 cm™, 6,245 - 5,373 cm™

and 4,710 - 3,822 cm™) were selected for further calculations.
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Abb. 4.

PCA aller Messungen. Die Messungen im oberen Bereich (oval) sind Messungen zu einem spéteren Zeitpunkt (> M7) der Ontogenese

(gelb = Melisse E1; orange = Melisse E2; hellgriin = Pfefferminze E1; dunkelgriin = Pfefferminze E2; hellblau = Brennnessel E1; dunkelblau

= Brennnessel E2; rot = Greiskraut, alle Altersstufen).

PCA of all measurements. The measurements in the upper area (oval) are measurements at a late developmental stage of groundsel (> M7) of ontogen-
esis (yellow = lemon balm E1; orange = lemon balm E2; light green = peppermint E1; dark green = peppermint E2; light blue = nettle E1; dark blue = nettle

E2; red = groundsel, all ages).

0.15%
013
on
009
007
008
[LH]
LI
a0
a1 1
2054

a1

0165t L1
05—
01251

[T e
0,085
0,065
[YY] S T T T N T S

PC 2

oosd—1 1 1
0.005
-0.015
00354
0 055 14—

PC1

Abb. 5.
rechts: Brennnessel (blau) vs. Greiskraut (rot).

PCA der drei Ziel- und Beikraut-Systeme. Links: Melisse (gelb) vs. Greiskraut (rot); Mitte: Pfefferminze (griin) vs. Greiskraut; (rot)

PCA of the three target vs. weed systems. Left: lemon balm (yellow) vs. groundsel (red); centre: peppermint (green) vs. groundsel; (red) right: nettle (blue)

vs. groundsel (red).

Diskriminierung zu erhohen. Daher wird zunéichst die
Variabilidt der Pfefferminz- und Greiskraut-Spektren im
Lauf der pflanzlichen Entwicklung nédher betrachtet.

Ontogenese

Um die spektrale Variabilitat der Blatter iiber die pflanz-
liche Entwicklung abschétzen zu kdnnen, wurde exemp-
larisch an fiinf Pfefferminzpflanzen iiber acht Wochen,
einmal pro Woche dasselbe markierte Blatt gemessen.
Jedes Blatt wurde in fiinffacher Wiederholung gemessen
und in der Analyse gemittelt. Die zu beobachtende Streu-
ung um den Mittelwert des jeweils gemessenen Blattes
zeigt keinen Zusammenhang mit dem Alter der Blatter
(Abb. 6). In der Hauptkomponentenanalyse hingegen
lasst sich ein Alterseinfluss beobachten (Abb. 7), so dass
sich eine Gruppierung der Blattspektren nach Alter ent-
lang der Hauptkomponentenachse zwei (PC 2) erkennen
lasst.

Im Fall des Gemeinen Greiskrauts muss die Moglich-
keit beachtet werden, alle Entwicklungsstadien der
Pflanze (oberhalb der Erntehohe) als Beiernte zu finden.
Da sich im Laufe der Ontogenese von Pflanzen auch die
Kombinationen und Konzentrationen der sekundiren
Pflanzenstoffe verdndert (FLADE et al., 2019), was auch
rein optisch durch Verfarbungen sichtbar werden kann,
ist zu erwarten, dass sich entwicklungsbedingte Verande-
rungen auf die NIR-Spektren auswirken. Daher wurden
iiber den entsprechenden Entwicklungszeitraum Spek-
tren derselben Blatter aufgenommen, um die damit ein-
hergehende spektrale Variabilitit zu untersuchen. Die
Messungen zeigen, dass mit steigendem Alter der Pflan-
zen die Spektren stérker streuen (Abb. 8). Ab der zehn-
ten Messung (05.08.2019, Tag 59 nach Aussaht) waren
bereits erste gelbliche Verfarbungen der Blatter zu erken-
nen, die einhergehen mit steigender Streuung in den
Spektren ab der siebten Messung. Diese Unterschiede
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Abb. 6. RMS-Fehler (root mean square) der Spektren um das Mittelwertspektrum des jeweils gemessenen Blattes von Pfefferminze iiber Mes-
sreihen (M). Jeder Punkt fiir ein tiber fiinf Wiederholungen gemitteltes Spektrum des jeweiligen Blattes. Der Farbcode steht fiir die Messreihen
1-8 (jung: hell, alt: dunkel).

Absorption differences (RMS, root mean square) of the individual spectra to the average spectrum (leaf wise) of peppermint over the entire series of
measurements. Each point represents an averaged spectrum of the respective leaf over five repetitions. The color codes the measurement series 1-8
(young: light, old: dark).
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Abb. 7. PCA der Mittelwertspektren der gemessenen Bldtter von Pfefferminze acht Messreihen (M). Jeder Punkt zeigt ein iiber fiinf Messwie-
derholungen gemitteltes Spektrum des jeweiligen Blattes um jeweiligen Zeitpunkt 1bis 8. Der Farbcode steht fiir die Messreihen 1-8 (jung: hell,
alt: dunkel).

PCA of the averaged spectra of the measured leaves of peppermint for the eight measurement series. Each point represents the averaged spectrum of
five repeated measures of the respective leaf. The color codes the measurement series 1-8 (young: light, old: dark).

bewegen sich aber in Bereichen, die nicht zu Uberschnei-
dungen mit den untersuchten Arzneipflanzen fiihren,
sodass die messbaren Unterschiede zwischen den Arten
ungeachtet des Wachstumsstadiums von Greiskraut zu
finden sind. In der Hauptkomponentenanalyse (Abb. 9)
ist im Gegensatz zur Pfefferminze keine klare Gruppie-
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rung nach Alter zu erkennen, da die Spektren aller Alters-
stufen relativ homogen im Raum von PC 1 und PC 2 ver-
teilt sind. AusschliefRlich das bereits oben diskutierte, ab
Messtag 7 einsetzende Welken der Pflanzen ist in der
Haufung von Spektren spidter Messung im negativen PC
1 und PC 2 Bereich zu beobachten.
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Abb. 8.

RMS-Fehler (root mean square) der Spektren um das Mittelwertspektrum des jeweils gemessenen Blattes von Greiskraut iiber ver-

schiedene Entwicklungsstufen (M). Jeder Punkt steht fiir ein gemessenes Spektrum desselben Blattes (N = 20, n = 12-18, M1-M4/jung: hellrot,

Ms5-M8/mittel: rot, M9—18/alt: dunkelrot).

Absorption differences (RMS, root mean square) of the individual spectra to the average spectrum (leaf wise) of groundsel during plant development
(M). Each point represents a measured spectrum of the same leaf (N = 20, n = 12-18, M1-M4/young: light red, M5-M8/mean: red, M9-18/old: dark red).
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Abb. 9.

PCA von Greiskraut zu verschiedenen Entwicklungsstufen (M). Jeder Punkt zeigt ein gemessenes Spektrum desselben Blattes einer

Pflanze (N = 20, n = 12-18, M1-M4/jung: hellrot, M5-M8/mittel: rot, M9-18/alt: dunkelrot).
PCA of groundsel of different developmental stages (M). Each point shows a measured spectrum of the same leaf of a plant (N =20, n=12-18,

M1-M4/young: light red, M5-M8/middle: red, M9-18/old: dark red).

Hyperspektral-NIRS-Klassifikation

Ergénzend zu den Untersuchungen auf Basis der FT-NIR
Messungen wurden mittels NIR Hyperspectral Imaging
(bildgebende Spektroskopie) Bilder einzelner Blatter der
in Karlsruhe in Containern gezogenen Pflanzen aufge-
nommen und ausgewertet.

Ein exemplarisches Ergebnis ist in Abb. 10 zu sehen.
Gezeigt ist eine Falschfarbendarstellung einer Mischpro-
be auf Basis einer pixelweisen Transformation der Spek-
tren mittels Hauptkomponentenanalyse. Es ist deutlich

zu erkennen, dass sich die PA-Beikriuter farblich von den
restlichen Proben in dieser Darstellung abheben (Blau-
tone in Abb. 10).

Ausblick

Alle hier vorgestellten Ergebnisse beziehen sich aus-
schlielich auf die Messung frischer Proben, die direkt
nach der Ernte gemessen wurden und zeigen, dass die
Klassifizierung mittels NIR-Spektroskopie ohne Beriick-
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Abb. 10. Farb-und Hyperspektralbild einer Mischprobe. Links: Farbbild der Probe bestehend aus den drei Zielkulturen und zwei PA-Beikrdutern.
Rechts: Falschfarbendarstellung auf Basis einer pixelweisen Hauptkomponentenanalyse mit Clusterung nach Ziel- (griin) und Beikrautkultur

(blaugriin).

Colour and hyperspectral image of a composite sample. Left: Color image of the sample consisting of the three target cultures and two PA weeds. Right:
False color image based on a pixelwise main component analysis with clustering according to target culture (green) and weed culture (blue-green).

sichtigung der intensivsten Wasserbanden generell mog-
lich ist. Die gleichen Versuche miissen nun noch mit den
entsprechenden Drogen durchgefiihrt werden um sicher
zu stellen, dass dies genauso mit dem getrockneten
Pflanzenmaterial méglich ist. Aullerdem ist zu beachten,
dass sich alle hier gezeigten Ergebnisse nicht ohne weite-
res auf andere Arten {ibertragen lassen sondern fiir alle
neuen Zielkulturen neue Modelle entwickelt werden
miissen.

Des Weiteren besteht bei Blatt- und Bliitendrogen die
besondere Herausforderung, das Erntematerial zuvor in
geeigneter Weise aufzubereiten (z.B. zu zerkleinern)
bzw. Blatter und Bliiten zu vereinzeln, wiahrend die Auf-
reinigung geernteter Kornerdrogen wie z.B. Fenchel-
oder Kiimmelfriichte hinsichtlich des Material-Handlings
geringere Probleme bereiten sollte.

Zur Risikominderung und Kostenoptimierung werden
weitere optische Detektionsmethoden (z.B. Mittelinfra-
rot-Spektroskopie, VIS-Detektion,...) untersucht. Ebenso
sollen die zur Identifikation genutzten spektralen Berei-
che weiter verkleinert werden, um die zur Erkennung
notwendigen Daten zu reduzieren und den Prozess auf
reale Verarbeitungsstrome zeitlich anzupassen.

Die nédchsten Schritte beinhalten weitere Datenauf-
nahme von Pflanzenmaterial unterschiedlicher Trock-
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nungsgrade und die Entwicklung individueller NIRS-ba-
sierter Kalibrationsmodelle zur qualitativen Bestimmung
der einzelnen Pflanzenarten.

Zukiinftig sollen erzeugte Mischproben mit definierten
PA-Krautanteilen, sowie echte Ernteproben mit mogli-
cher PA-Belastung von Arzneipflanzenanbauern und
-verarbeitern beschafft und quantitativ analysiert wer-
den. Dariiber soll untersucht werden, inwieweit spezifi-
sche spektroskopische Signale mit bestimmten PA-In-
haltsstoffen korreliert werde konnen. Die tatsdchliche
Belastung mit Pyrrolizidinalkaloiden soll iiber konven-
tionelle LC-MS-Analytik erfolgen und in Form von Refe-
renzdaten fiir die spitere NIRS-Analytik und die Ent-
wicklung quantitativer Modelle herangezogen werden.
Hinsichtlich der Identifizierung von PA-Pflanzen ist es
nicht erforderlich, dass die Pyrrolizidinalkaloide selbst
diagnostische Signale geben, solange deren Quantitét
eindeutig mit anderen relevanten Diskriminanten korre-
lierbar ist.

Zudem wird gepriift, inwiefern das Schmalblittrige
Greiskraut (Senecio inaequidens), welches seinen Ursprung
in Stidafrika hat und sich seit den 1970er Jahren rasant
in Europa verbreitet hat, in weite Untersuchungen einge-
bunden werden kann. Es dringt als Unkraut auf Agrar-
und Weidefldchen und ist dort ebenfalls eine Gefahr fiir
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die Gesundheit von Mensch und Tier, sowie die Biodiver-
sitdt phytophager Insekten (BFN, 2013). In der Schweiz
steht sie bereits auf der schwarzen Liste invasiver Spezies
und das Bundesamt fiir Bevolkerungsschutz stuft ihr
Gefdhrdungspotential als ,,grol3“ ein (BABS, 2015).

Dieses Projekt bietet die Chance auf einen kosten-
glinstigen Losungsansatz um den Besatz an gesund-
heitsschéddlichen PA-Krdutern in Arzneidrogen anhand
der in der Lebensmittelindustrie weit verbreiteten
NIRS-Analysetechnik zu reduzieren. Es ist dariiber hin-
aus zu erwarten, dass sich aus dem im Rahmen der
Projektarbeit generierten Know-Hows spéter auch ana-
loge Ansitze flir Anwendungen in der Erntetechnik ent-
wickeln lassen.

Diese Verbundprojekt ,Detektion und Entfernung von
Pyrrolizidinalkaloid-haltigen Unkrautern aus Kultur-
pflanzen nach der Ernte - PA-NIRSort*“ wird gefordert
iiber das Bundesministerium fiir Erndhrung und Land-
wirtschaft und iiber die Fachagentur fiir Nachwachsende
Rohstoffe e. V. (FNR) (FKZ 220132165) aufgrund eines
Beschlusses des Deutschen Bundestages.

Wir bedanken uns bei unseren Industriepartnern fiir
die finanzielle, ideelle und materielle Unterstiitzung
(Anklam Extrakt GmbH, Bad Heilbrunner® Naturheil-
mittel GmbH & CO KG, Binder + Co. Aktiengesell-
schaft, Bombastus-Werke AG, Deutscher Teeverband
e.V. (TEE) und Wirtschafts-vereinigung Krauter- und
Friichtetee e.V. (WKV), Dr. Willmar Schwabe GmbH &
Co. KG, Klosterfrau Berlin GmbH, Repha GmbH Biolo-
gische Arzneimittel, PHARMAPLANT Arznei- und
Gewdirzpflanzen Forschungs- und Saatzucht GmbH,
PhytoLab GmbH & Co. KG, SALUS Haus GmbH & Co.
KG, Schaper & Briimmer GmbH & Co. KG, Steigerwald
Arzneimittel GmbH).

Die Autoren erklaren, dass keine Interessenskonflikte
vorliegen.
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