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Einleitung

Diese Arbeit ist im Rahmen des Zertifikatstudiengangs ,,Ethnobotanik und Ethnomedizin 2012 an

der Universitat Zurich verfasst worden.

Die vorliegende Arbeit widmet sich dem Baldrian und der Katzenminze als stimulierende Pflanzen
fur Katzen. Die stimulierende Wirkungsweise auf Katzen und auch Grosskatzen — ausser Lowen - ist
kontrér zum heutigen Anwendungsbereich der Baldrianpflanze und -wurzel als Arzneipflanze fir
den Menschen. Wahrend die beruhigende und schlafférdernde Wirkung beim Menschen geschatzt
wird, zeigen ca. 70% der Katzen beiderlei Geschlechtes beim Riechen und Futtern der Pflanzenteile
und Waurzeln des Baldrians und von Katzenminzenblattern stimulierte Reaktionen, wie intensives
Beschnuppern, Belecken und Anknabbern der Pflanzen und Wurzeln und beim Hin- und Herrollen

ist ein wohliges Schnurren hérbar.

Im ersten Teil der Arbeit werden die mdglichen Wirkungsweisen der verwendeten Pflanzen auf
Hauskatzen aufgrund eigener Beobachtungen und auf Grosskatzen anhand von Informationen des
Zoo Basels und Internetrecherchen sowie die méglichen stimulierenden Inhaltsstoffe beschrieben.

Im zweiten Teil werden die gekauften und angepflanzten Baldrian— und Katzenminzen-Pflanzen
sowie weitere fiir Katzen stimulierende Pflanzen genannt. Die von den Katzen bevorzugten frischen
und getrockneten Pflanzen und der als Referenz fir den Nachweis von stimulierenden und/oder
beruhigenden Inhaltsstoffen verwendete Felifriend®-Spray mit dem | facial cat pheromon F4 und
der Feliway® Diffuser mit der F3 Fraktion werden in einem Kurzportrait vorgestellt.

Der dritte Teil beschéftigt sich mit der Optimierung und den Resultaten der High Performance Thin-
Layer Chromatography (= HPTLC) Analysen der Pflanzen sowie der kduflichen Gesichtspheromon-
Fraktion 4 von Katzen. Mit den Teil-Extrakten von optimierten und konzentrierten HPTLC Platten
wurde versucht, sich den moglichen chemischen Strukturen der stimulierenden Substanzen mit Hilfe

der Gaschromatography/Mass-Spectroscopy (= GC/MS) Analytik anzunahern.

Der Ausblick stellt mogliche weitere Analysenoptimierungen und -methoden in den Vordergrund
sowie die offene Frage, weshalb Léwen als einzige Grosskatzenart keine/kaum Wirkungen auf

Baldrian und Katzenminze zeigen.




Fragestellung und Methodik

Ziel dieser Arbeit ist der Versuch, die moglichen Substanzen in Baldrian, Katzenminze und als
Referenz in den Gesichtspheromonen der Katze zu analysieren, die fur die stimulierende und

beruhigende Wirkung auf Katzen und Grosskatzen verantwortlich sind.

Hierfir wurden fir Katzen anlockende Pflanzen im eigenen Garten in Topfen und im Freiland
angepflanzt. Als kleine Pflanzlinge wurden Baldrian (Valeriana officinalis L.), Katzenminzen
(Nepeta cataria L., Nepeta x faassenii Six Hills Giant & Alba), Katzengamander (Teucrium marum
L.), Zwerg-Zyperngras (Cyperus alternifolius L.), indisches Brennkraut (Acalypha indica L.) und
Jakobsleiter (Polemonium reptans) von Riihlemann’s Krauter und Duftpflanzen, D und vom
Eulenhof, CH-Mohlin geliefert. Die von den Katzen begehrtesten Pflanzen wurden getrocknet und
analysiert. Zusétzlich wurde getrocknete Ware verschiedener Lieferanten (Adressen siehe Anhang)
erworben:

e Gehackte Baldrianwurzel (Valeriana officinalis) von Hanseler CH, Dixa CH,

Bienenschwarmm D
e Gehackte Baldrianwurzel (Valeriana mexicana) von Flora Perpetua D
e Getrocknete Katzenminze (Nepeta cataria) von Dragonspice D

e Catnip Leaves and Blossoms von Vo Toys Inc. USA

Die beiden Katzen-Gesichtsphermone Fraktionen 3 und 4, die als Referenzen dienten, sind im
Feliway® Diffuser und Felifriend® Spray enthalten, die im Tierfachhandel oder bei Tierarzten
k&uflich sind.

Mithilfe der HPTLC wurde durch Optimierung der Laufmittel und Methoden versucht, eine
deutliche Auftrennung von den interessierenden Inhaltsstoffen zu erzielen. Zum einen von diesen,
die in allen analysierten Krautern im Chromatogramm einen fast gleichen R -Wert und gleiche
Farben hatten, jedoch in den Feliway® und Felifriend® Produkten nicht vorkamen. Sind diese fiir die

stimulierende Wirkung auf Katzen verantwortlich?

Die in den Chromatogrammen sichtbaren Inhaltsstoffe, die dagegen in allen drei Kategorien der
Analysensubstanzen (Baldrian, Katzenminze und Feliway bzw. Felifriend Produkte) vorkommen,

sind fir die beruhigende und beschwichtigende Wirkung zustandig?

Eine weitere Herausforderung folgte: kdnnen wir uns mit Hilfe der GC/MS vielleicht sogar den

chemischen Strukturen oder den funktionellen Gruppen dieser Inhaltsstoffe annahern?




Teil | Baldrian und Katzenminze als Stimulanz fur Katzen

1 Wirkungsweisen der Krauter bei Katzen und Grosskatzen

Man geht davon aus, dass rund 60 bis 70% aller Katzen (Felidae) beiden Geschlechtes (Plotnick
2006) durch den Geruch von Baldrianwurzeln (Valeriana officinalis) und den der echten
Katzenminze (Nepeta cataria) stimuliert werden. Sehr junge Katzen unter 6 bis 7 Monaten reagieren
noch nicht (Kraut und Riben 2012) und Senioren — hier hangt es wahrscheinlich mit dem
nachlassenden Geruchssinn zusammen — nicht mehr auf diese Dufte. Ca. 30% der Katzen reagieren
zeitlebens gar nicht auf Baldrian und Katzenminze, die Grinde hierfir sind unbekannt. Auch alle
Grosskatzen (Pantherinae und Felinae) reagieren &hnlich wie unsere Hauskatzen auf diese Kréuter.
Eine Ausnahme sind Lowen: sie sind mehr oder weniger vollig unbeeindruckt von diesen Duftnoten
(Baumeyer 2012) und bevorzugen dagegen “edlere* Diifte, wie Elefantenmist, Gelbes Currypulver

und verschiedenste Parfums (z.B. Obsession for Men von CalvinKIein).

Katzen n&hern sich sowohl den getrockneten wie frischen Kréutern schnuppernd und zum Teil
flehmend. Beschlecken es und speicheln es ein, lecken und knabbern daran herum und die meisten
futtern mindestens einen Teil davon. Bei den Pflanzen werfen sie sich drauf und reiben Kinn und
Stirn intensiv daran (Plotnick 2006). Danach rollen sich die meisten Katzen wohlig auf dem Riicken
hin und her (Balzverhalten), treteln, fangen und schlagen (Beutefang) und schnurren dabei. Sie sind
fur bis zu 10 Minuten voéllig mit sich beschaftigt und vergessen die Umwelt um sich herum. Sie
sitzen dann einige Minuten ruhig und benommen wie in Trance, um danach schlagartig wieder ganz

normal ihren Ublichen Tétigkeiten nachzugehen.

Beeindruckend zeigt ein Video vom Big Cat Center, Florida USA (Catnip and Big Cats 2012), dass
dieses so auch bei Grosskatzen, ausser wie schon erwéhnt bei Lowen, gefilmt werden konnte. Hart
und Leedy (1985) entdeckten, dass das olfaktorische System fir die Verhaltensablaufe
verantwortlich ist - angelockt durch den Duft/Geruch einer frischen und getrockneten Katzenzminze
oder von getrockneten sowie frisch ausgegrabenen Baldrianwurzeln. Die genannten

Verhaltensreaktionen laufen spontan, zufallig und teilweise mit Unterbrechungen ab.
2 Stimulierende Inhaltsstoffe von Baldrian und Katzenminze

Jahrelange personliche Beobachtungen der Wirkung von getrockneten Baldrianwurzeln und
Katzenminzen auf meine Hauskatzen sowie Nachbarskatzen liessen mich vermuten, dass es

qualitative Unterschiede in der kduflichen Ware geben muss. Nicht jede gehackte Baldrianwurzel
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oder getrocknete Katzenminze war gleich attraktiv und so manche wurde zwar beschnuppert, aber
dann gelangweilt liegengelassen. Das Alter dieser Pflanzen allein konnte nicht der Grund sein, da es
Ware darunter gab, die auch nach einem Jahr Lagerung (trocken und dunkel gelagert) noch heiss
begehrt war. Mich interessierte immer mehr, warum Katzen auf diese beiden Pflanzen im Gegensatz

zu uns Menschen so begeistert und stimuliert reagieren.

Deshalb pflanzte ich verschiedene Krauter in Tépfen und im Freiland an, von denen behauptet wird,
sie wéren dhnlich dem Baldrian und der Katzenminze fur Katzen attraktiv. Wahrend zwei Jahren
beobachtete ich intensiv, wie diese Pflanzen auch von den Nachbarskatzen besucht und behandelt
wurden. So konnte ich durch fast ein Dutzend Katzenbesucher wahrend allen Jahreszeiten die
unterschiedliche Attraktivitat der angepflanzten Krauter einstufen. Auch bei den Frischpflanzen

stellten sich wie bei den getrockneten Kréautern Favoriten heraus.

Die Inhaltsstoffe des Baldrians als Medizinalpflanze fir den Menschen werden detailliert und
eindriicklich von Goldi (2009) beschrieben. Jedoch weist keine der dort erwahnten Substanzklassen
auf eine mogliche stimulierende Wirkung flr Katzen (und Menschen) hin. Die gewiinschte sedative
und spasmolytische Wirkung wird dem 1-Bornylisovalerianat und der Valerenséure zugeschrieben
(Stoll et al. 1957, Wagner H. 1999).

Anregende Wirkung wird beim Menschen nur flr atherische Baldriantropfen erwéhnt (Faust 2010)
und wenn ein wenig Baldrian gekaut wird, stand er im Ruf Zorn zu erregen (Uni-Protokolle.de
2010). Jedoch haben sich diese Anwendungsformen kaum als Medizinalanwendung durchgesetzt,
deuten aber auch beim Menschen auf eine mogliche stimulierende Wirkung durch Baldrian hin.
Darum wird die Baldrianwurzel gelegentlich als ,,Legal High mit psychoaktiven Kriften bezeichnet
(Schultes & Hofmann 1980).

Tucker & Tucker (1988) machen 14 chemische Substanzen aus diversen biologischen Quellen fir
stimulierende Wirkungen auf Katzen und die meisten Grosskatzen (Felidae) verantwortlich. Sie

teilen diese Chemikalien in drei Gruppen: 7-Methylcyclopentapyranone, 7-Methyl-2-pyridine und 4-

Methylbenzofuranone. Diese wirken entweder als Halluzinogene oder in Cross-Reaktionen mit
naturlich vorkommenden, sozialen Diiften. Die beiden folgend beschriebenen Substanzen: Actinidin
und Nepetalacton wéren den ersten beiden Gruppen zugehorig.

Janot MM et al. (1979) schreiben beim Baldrian der Substanz Actinidin diese auf Katzen

stimulierend wirkende Eigenschaft zu. Actinidin ist ein Pyridin-Derivat und ein Inhaltsstoff in den




atherischen Olen des Baldrians (Valeriana officinalis) und der Silberrebe (Actinidia polygama). Es

ist auch als Pheromon fir eine Vielzahl von Insekten bekannt.

Hy  Actinidin

) CyoHuisN

AN JUPAC-Name: (S)-4,7-Dimethyl-6.7-dihydro-5H-Cyclopenta [c] pyridin
HeC CAS-Nummer: 524-03-8

Bei der echten Katzenminze (Nepeta cataria) wird Nepetalacton als Katzenstimulans (Sellwood
1964) angenommen. Es ist ein Naturstoff aus der Gruppe der bicylischen Terpenoide und ein
Repellent gegen Insektenfrass, Pilze und Bakterien, so dass Katzenminze heute im Bio-Garten gerne
als Duftbarriere zum Schutz anderer Blumen angepflanzt wird. Diese Schutzfunktion trifft sowohl
fur die wilden wie mutierten Katzenminzen zu, die deshalb als pflanzliche statt industriell

produzierte Insektizide an Interesse gewinnen (Herron 2003).

H Nepetalacton
) CioHuO;
O |uPAC-Name: 4,7-dimethyl-5,6,7,7a-tetrahydrocyclopenta [c] pyran-1(4aH)-one
@) CAS-Nummer: 490-10-8

Katzenminze wird als Medizinalpflanze fur Tees benutzt (Hiller & Melzig 2010) und war vor der
Einflhrung des Schwarztees in Europa eine der wichtigsten Heilpflanzen der mittelalterlichen
Klostergérten. Katzenminzentee wird vor allem als beruhigendes und schlafférderndes Arzneimittel
eingesetzt und gewohnlich vor dem Zubettgehen getrunken (Das grosse Lexikon der Heilpflanzen
2003). Bei Verdauungsstorung, zur Forderung des Schwitzens und zum Abklingen von
Durchfallsymptomen kann es helfen. Das Kauen der frischen Blatter mildert Infekte, Zahn- und
Kopfschmerzen, Stress, Koliken, Kopfhautjucken, Arthritis, Rheuma, Augenentziindung, Allergien
und Hamorrhoiden (Arnold 2011). Apicius (Maier 2008) benutzte Katzenminze als Gewurzpflanze

fiir Saucen zu verschiedenen Vogel und gegrillter Murane.

In Internet-Foren finden sich zum Teil abstruse Anwendungsbeispiele der Katzenminze als legale
Rauchpflanze wegen der mdglichen psychoaktiven und halluzinogenen Wirkung, die nach dem
Beschnuppern und Anknabbern der Frischpflanze oder der getrockneten Handelsware von Katzen als

solche Wirkung beschrieben werden konnte.




Teil 11 Baldrian und Katzenminzen, Feliway® und Felifriend®

Nicht alle meine Pflanzlinge wurden von den Katzen als anregend oder interessant empfunden, so
dass hier nur die stimulierenden Pflanzen mit einem Kurzportrait beschrieben werden. Das
Auswahlkriterium war die Haufigkeit von Besuchen der Katzen zu den verschiedenen Jahreszeiten,
das Anknabbern oder gar das Abfressen der Pflanzenblatter und dann eine ersichtlich stimulierte
Wirkung.

Fur die kriechende Jakobsleiter (Polemonium reptans), den Katzengamander (Teucrium marum) und
das Zwergzyperngras (Cyperus alternifolius Nana) bestanden keine Gefahr, da sie nicht speziell
aufgesucht oder beachtet wurden. In lauen Sommernéchten oder auf der Suche nach Schatten lagen
die Katzen dort und schnupperten, da in der Nahe auch die kleine Katzenminze gepflanzt ist.
Das indische Brennkraut (Acalypha indica L.) wurde gleich nach dem Einpflanzen in der ersten

Nacht komplett das Opfer von Schneckenfrass und nicht mehr ersetzt.

Foto 3: Cyperus ~ Foto 4:
Polemonium reptans L.~ Teucrium marum L. alternifolius Nana L.  Acalypha indica L.

Fotos von: Rithlemann’s http://www.kraeuter-und-duftpflanzen.de/ Zugriff 07. 10. 2012

1 Frische Baldrianpflanze und getrocknete Handelsware

Die frische Baldrianpflanze (Valeriana officinalis, eingepflanzt 2010) war bei allen Katzen der
absolute Favorit und zwar, wenn die Wurzel durch mein Umtopfen oder das An- oder Ausscharren
von Katzen personlich (siehe Winterfoto auf der Titelseite) ein wenig an die Erdoberflache kam.
Selbst die Umgebungserde wurde intensiv beschnuffelt, beleckt und sich darin gewalzt, besonders in
den Monaten August bis Oktober, in denen sich der Wurzelstock stark ausbildet und der Gehalt an
dtherischen Olen dann am hochsten ist (Goldi 2009).

Der frisch ausgegrabene Baldrian-Wurzelstock wurde gewaschen und im Backofen bei < 40°C
wéhrend zwei Stunden getrocknet, um die leicht-fliichtigen und thermolabilen Stoffe zu erhalten.
Frisch aus der Erde gezogen ist die Wurzel fur uns Menschen geruchlos und erst beim Trocknen

entsteht durch die Isovaleriansduren der typische ,,Baldriangeruch®.
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http://www.kraeuter-und-duftpflanzen.de/

Foto 5: Valeriana officinalis Radix, August 2012 Foto 6: Valeriana officinalis,
HPTLC Probe S10241 Gesamtpflanze (Herkunft 2010:

Rihlemann‘s)

Zusétzlich wurde getrocknete Ware verschiedener Lieferanten (Adressen siehe Anhang) erworben:

gehackte Baldrianwurzel (Valeriana officinalis) von Hanseler (HPTLC Probe S10237), Dixa
(HPTLC Probe S10238) und Bienenschwarmm (HPTLC Probe S10239) sowie gehackte

Baldrianwurzel (Valeriana mexicana) von Flora Perpetua (HPTLC Probe S10252).

Jahrelang gleichbleibender Favorit der kauflichen Baldrianwurzeln bei den Katzen ist der von
Hénseler, gefolgt von Bienenschwarmm-Baldrianwurzeln gleichauf mit denen von Flora Perpetua.

Der Baldrian von Dixa erweckt dagegen nur kurz bzw. kaum Interesse.

Zu betonen ist, dass es sich bei den Baldrianwurzeln von Flora Perpetua um Valeriana mexicana
handelt, die - wie sich spater auch in den HPTLC Chromatogrammen zeigt - deutliche Unterschiede
in den Inhaltsstoffen und Konzentrationen aufweisen. Schon der Geruch deutet auch fiir den
Menschen riechbar auf einen hohen Anteil an Baldriansdaure und deren Derivate und weniger
dtherische Ole wie bei Valeriana officinalis hin (Gildemeister & Hoffmann 1961). Valeriana
mexicana wird deshalb eher als eine ,,chemische Rasse®“ des Baldrians und nicht als Unterart
(Omikron 2010) eingestuft. Da Human-Préparate aus Valeriana mexicana deutlich hohere
Valepotriatgehalte und Baldrinal sowie Homobaldrinal aufweisen wie solche aus Valeriana

officinalis, sollten diese wegen des Verdachts auf mutagene Eigenschaften nicht angewandt werden.
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Zudem kann ein zytotoxisches Risiko im Magen-Darmtrakt und in der Leber nicht ausgeschlossen
werden (Hansel & Sticher 2010).

2 Frische Katzenminzenpflanzen und getrocknete Handelsware

Bei den frischen Pflanzen wurden alle drei Nepeta-Arten geerntet, d.h abgeschnitten und getrocknet,
um die Unterschiede im HPTLC heraus zu finden. Eindeutig wurde die Nepeta cataria von allen
Katzen bevorzugt, wéhrend die Unterarten Nepeta x faasenii eher wenig bis gar nicht bei ihnen
begehrt waren. Auch diese Trocknung fand schonend bei < 40°C wahrend einer Stunde im Backofen
statt. Der Geruch hierbei ist im Gegensatz zum Baldrian ,,minzig* und darum fiir uns Menschen

angenehmer.

Foto 7: Nepeta cataria, Foto 8: Nepeta x faassenii ~ Foto 9: Nepeta x faasenii Six
August 2012 Alba, August 2012 Hills High, August 2012

HPTLC Probe S10244 HPTLC Probe $10243
HPTLC Probe S$10240

Getrocknete Katzenminze (Nepeta cataria) als Handelsware wurden bei Dragonspice D (HPTLC
Probe S10242) und Catnip mit Leaves and Blossoms von Vo Toys Inc. USA (HPTLC Probe
S10245) in einer Tierhandlung in Zlrich besorgt. Obwohl das Catnip als gute Ware flir Katzen
angepriesen ist, erregte es keinerlei Aufmerksamkeit bei den Katzen und roch auch nach ,,Nichts*.

Dagegen liegt die Katzenminze von Dragonspice im mittleren bis hohen Stimulationsbereich.
3 Feliway® und Felifriend®

Bei den im Tierfachhandel und bei Tierarzten kauflichen Praparaten Feliway® und Felifriend®
handelt es um einen Diffuser und einen Spray. Der Feliway® Diffuser wird mit einem
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Spezialbehdltnis in eine Steckdose gesteckt und ein synthetisches Analogon des Facial Cat
Pheromons F3 (Fraktion 3, HPLC Referenz R10246) wird verstromt. Fur den Menschen nicht
riechbar werden so Katzen in verschiedenen Situationen beruhigt und sie ftihlen sich wohl, deshalb
auch die Bezeichnung das Wohlfiihl-Pheromon (Lindstrém 2009). Es kann bei Unstimmigkeiten mit
einer Zweitkatze, neuen oder fehlenden Mitbewohnern, nach einem Umzug oder bei Harn- und
Kratzmarkieren angewendet werden (Mills & White 2000, Ogata & Takeuchi 2001). Diese
synthetische Duftmarke besitzt eine beruhigende Wirkung und trégt so zur Reduzierung von Angst
bei (Wieser 2005). Felifriend® enthalt das synthetische Analogon des Facial Cat Pheromons F4
(Fraktion 4, HPTLC Referenz R10247) und wird als das Sozial-Pheromon bezeichnet. Es wird auf
die menschlichen Hande gespruht und nach dem Verdunsten des Alkohols (i-Propanol) auf das Fell
der Katze gerieben oder direkt in den Transportkennel bzw. auf neue Liegeplétze verspriiht. Auch es
soll die Katzen beruhigen und manche Tierarzte benutzen es vor dem Start einer Untersuchung, um

den Stress zu mindern und das Zutrauen des Tierpatienten zu gewinnen.

@ e
== A
o

Foto 10: Feliway® Diffuser Foto 11: Felifriend® Spray

Fotos http://www.feliway.com/de und http://www.ceva.co.uk/en/Products/Products-list/Felifriend
Zugriff 14. 09.2012

Der Patentinhaber beider Produkte (Pageat 1996, 1999) hat mit aufwendigen Swab-Methoden, die
Inhaltsstoffe der Gesichtspheromone von Hauskatzen gewonnen und untersucht. Katzen reiben ihr
Kopfchen an Gegenstéanden, Menschen und anderen Katzen, um ihr Gesichtspheromon abzusondern
und aufzutragen, damit ein Gemeinschaftsduft entsteht, der alle besanftigt. Dieser Duft ist im
Gegensatz zum Sekret beim Markieren der Katzen fir den Menschen nicht riechbar. Folgende

chemische Substanzen hatte Pageat als Inhaltsstoffe des Gesichts-Pheromons analysiert:

e oleic acid 43% - 65%
o palmitic acid 7% - 26%
e propionic acid 4% - 32%
o azelaic acid 3% - 18%
e pimelic acid 8% - 22%
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5-aminovaleric acid 5% - 11%

e iso-butyric acid 9% - 14%
e n-butyric acid 3% -17%
e a-methylbutyric acid 2% - 9%
e caproic acid 5% - 11%
e p-hydroxyphenylacetic acid 6% - 19%
e 5pB-cholestan acid 3p3-ol 2% - 16%
e trimethylamine 3% - 7%

Verwunderlich ist, dass wir Menschen den Anteil an Buttersduren und deren Derivate nicht
olfaktorisch wahrnehmen, wenn es die Katzen beim Umstreichen unserer Beine oder beim
Kopfchen-Geben abstreifen, obwohl der menschliche Geruchsschwellenwert mit 4 pg/m?® fir
Buttersdure (ALAB 2004) sehr tief ist. Dazu ist auch erstaunlich, dass im Gesichts-Pheromon ein

Baldriansaurederivat, die 5-Amino-Valeriansaure enthalten ist.

Pageat unterteilte die gefundenen Substanzen (willkirlich) in 5 Fraktionen und entschied sich fir die
Fraktionen 3 und 4 zur Herstellung der beiden synthetischen Pheromon-Préaparate Feliway® und

Felifriend®, nach folgenden patentierten Rezepten:
F3:  fir Feliway® F4:  fur Felifriend®

“68% oleic acid, 8% azealic acid, 9% “13% to about 27% (v/v) of 5B-cholestane acid
pimelic acid and 15% palmitic acid were 3pB-ol, 33% to about 39% (v/v) of oleic acid, 11%
mixed and then diluted in 1 liter distilled to about 24% (v/v) of pimelic acid, 14% to about
water or saline to form an emulsion having  30% (v/v) of n-butyric acid and 2.5 ml/l to 8 ml/I
a concentration of about 8% fatty acids. To of a composition of vegetal origin that has an
this emulsion was added 5 ml/I of attractive effect on cats.'

Valeriana officinalis L. The solution was

then stirred until an aqueous solution was

produced.”

Durch Pageats Patentierung aller Fraktionen sowohl in Europa wie in den USA und damit deren
variablen Rezepturmdglichkeiten sind etliche weitere Produkte fur den Stressabbau und die
Verhaltensnormalisierung von Katzen auf dem Markt und/oder fir eine zukinftige Produktion

maoglich.

! Es handelt sich dabei um Valeriana officinalis: Anmerkung Autorin
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Teil 111 HPTLC und GC/MS

1 HPTLC

Die verwendete HPTLC (High-Performance Thin-Layer Chromatography), mit der die Baldrian-,
Katzenminzen- und Pheromon-Proben sowie verschiedene Referenzsubstanzen als Vergleich
analysiert wurden, ist eine mit modernen Gerdten weiter entwickelte Methode der klassischen
Dunnschichtchromatographie (DC). Diese Trenn- und Analysenmethode zahlt zu den physikalisch-
chemischen Trennverfahren, bei der man Hochleistungstrennschichten verwendet. Mit ihr kann man
sehr effizient und préazise z.B. Inhaltsstoffe von Pflanzen, Medikamenten und Lebensmitteln
auftrennen und so Reinheit, Falschungen oder Beimischungen detektieren. Alle HPTLC-Schritte
(Auftragung, Entwicklung, Derivatisierung, Detektion und Dokumentation) sind anerkannt,
standardisiert und automatisiert (Reich & Schibli 2007).

Bei der CAMAG, Muttenz, dem weltweit fihrenden HPTLC-Geréte-Hersteller wurden automatisch
bis zu 15 Proben auf die stationare Phase (Glasplatte 20 cm x 10 cm mit Silicagelbeschichtung)
aufgetragen, je nach Analysen-Methode mit den entsprechenden Laufmittel-Gemischen entwickelt
und danach die getrennten Substanzen methodengemass derivatisiert. VVon allen Analysenphasen auf
der HPTLC-Platte (leer, entwickelt und derivatisiert) wurden hochaufgeloste Fotos bei

verschiedenen Wellenldngen erstellt und dokumentiert.

Foto 12: Auftragung Foto 13: Entwicklung  Foto 14: Derivatisierung  Foto 15: Detektion

Fotos: http://www.camag.com/en/tlc hptlc/products/elements of the tlchptlc process.cfm
Zugriff: 12. 10 2012

1.1 Theorie

Bei der HPTLC wird auf einer festen Phase (Glasplatte mit Silicagel) eine Probe linienférmig

aufgespriiht und mittels einer flissigen Phase, dem sogenannten Laufmittel, in seine
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Bestandteile/Inhaltsstoffe aufgetrennt. Die flussige Phase, das Laufmittel, steigt mittels
Kapillarkréfte die feste Phase hinauf. Dabei transportiert sie die Inhaltsstoffe der Probe aufgrund der
jeweiligen Loslichkeit mit dem Laufmittel und der Adsorption mit der festen Phase bis zu
verschieden hohen Distanzen mit. Der Trennmechanismus hangt zum einen von der Polariét, d.h.
den funktionellen Gruppen, und von der Lipophilie sowie Kettenldnge sowie z.B. auch von der
Anzahl und Lage von Doppelbindungen ab (Ankli 2012).

Um nicht-UV-aktive Inhaltsstoffe sichtbar zu machen, wird Ublicherweise bei allen HPTLC
Methoden eine Derivatisierung nach der Entwicklung druchgefihrt. Durch Tauchen in ein der
jeweiligen Methode entsprechendes Losungsmittelgemisch und anschliessendes Erhitzen der Platte,

wird eine mikrochemische Derivatisierungsreaktion ausgelost.

Jeweils nach der Entwicklung und der Derivatisierung werden hochaufgeltste Bildaufnahmen der
Platten unter 254 nm, UV 366 nm und mit Weisslichtbe- und durchleuchtung (WRT = White light
remission and transmission) erstellt. Dabei wird die Lage der getrennten Zonen sichtbar. Diese
Position wird als Ri-Wert (Retentionswert) bezeichnet, d.h. sie wird als das Verhaltnis der erreichten

Lauf- zur Endlaufstrecke mit einer Zahl < 1.0 ausgedriickt.

Die sogenannte Densitometrie, bei der mit einem Scanner mit monochromatischem Licht bahnweise
die HPTLC Platten abgetastet werden, wurde auch versuchsweise eingesetzt. Es waren aber keine
wirklich gut Ubereinstimmende Wellenldngenbereiche und Spektren zu eruieren (ausser das
iiberraschende Ergebnis einer ,,Katzenwellenlinge® fiir das Pheromon F4 von Felifriend® bei UV

366 nm, siehe Seite 3), sodass das Scannen der Platten nicht weiter verfolgt wurde.
1.2 Analysen

Mit standardisierten HPTLC-Methoden wurde zuerst herausgefunden, welche davon geeignet ist, um
die Inhaltsstoffe sowohl des Baldrians, wie der Katzenminze und der Pheromone so  optimal  wie
maoglich aufzutrennen. Dazu wurden jeweils die Laufmittel, Entwicklungs- und Derivatisierungs-
methoden fiir Flavonoide, Baldrian und atherische Ole angewandt und dann die Methode fiir

atherische Ole modifiziert, da sie sich als die beste fiir die Auftrennung herausstellte.

Neben den erwéhnten Pflanzenproben S10237 bis S10245 und S10252, sowie den
Pheromonreferenzen R10246 und R10247 wurden nach und nach verschiedene Referenzen und
Proben von CAMAG bei den Analysen mitbenutzt. Es handelte sich um:
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e Catnip Kraut S5426
e Valeriana officinalis Extrakt S8440
e Valeriana mexicana Wurzel S8799
e Valerensdure R4346
e Acetoxy-valerensaure R8483
e Hydroxy-valerensaure R8485
e Bornylacetat R10254

Von HPTLC Platten mit hohen Auftragsmengen an Baldrian, Katzenminze und dem synthetischen
Pheromon F4 wurden verschiedene R; Zonen herausprapariert und je mit Methanol bzw.
Dichlormethan eluiert. Diese Proben wurden an die FHNW, Muttenz Standort Rosental zur Analyse
mit Gaschromatography/Mass-Spectroscopy (GC/MS) abgegeben, um mdglichst die chemischen
Strukturen oder funktionellen Gruppen der stimulierenden bzw. beruhigenden Substanzen

herauszufinden.

Die kompletten HPTLC Messungen sind detailliert in dem CAMAG Report (siehe Anhang)
dargelegt. Im Folgenden werden nur die aussagekréftigsten HPTLC Ergebnisse aufgefihrt und
diskutiert.

1.3 Methode fir atherische Ole

Die Optimierung der HPTLC-Methode fiir atherische Ole bestand aus mehreren Schritten, um eine
gute Auftrennung der interessierenden Inhaltsstoffe im R¢ Bereich von 0.2 bis 0.7 zu erzielen. Es

waren dieses die:

e Benutzung von vorgewaschenen Platten

e Anderung der mobilen Phase Toluol/Ethylacetat von 95 : 5 auf 90 : 10 und dann 80 : 20

Die aussagenkraftigen Chromatogramme der Methode ,Atherische Ole* zum Erldautern der

Optimierungsversuche sind im Folgenden eingefiigt.
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Test 5, Plate No. P422-120903-03

Tabelle 1: Mobile phase for essential oils: toluene, ethyl acetate =95 : 5

Track Vial ID Desc Volume Position Type

1 R10246 in DCM Pheromone F3, 1:10 in DCM 2.0 Al Reference
2 R10247 Pheromone F4, 1:5 2.0 A2 Reference
3 S10237-B-01 Valeriana officinale, Hanseler in DCM 2.0 A3J Sample

4 R4346_B Valeriana officinale, Hanseler in MeOH 2.0 A4 Sample

5 510238 Valeriana officinlae, Dixa 2.0 AS Sample

i1 510239 Valeriana officinale, D 2.0 Af Sample

T 510241 Valeriana officinale, Garten 2.0 AT Sample

a SET99 Valeriana mexicana 2.0 AB Sample

g R4346_B Valerenic acid 0.1 ma/ml 2.0 A4 Reference
10 510240 MNepeta cataria, Garten 2.0 A10 Sample
11 510242 Mepeta cataria, D 2.0 All Sample
12 510243 MNepeta cataria, Garten six hill 2.0 Bl Sample
13 510244 MNepeta cataria, Garten fass. 2.0 B2 Sample
14 510245 MNepeta cataria, USA 2.0 B3 Sample
15 55426 Mepeta cataria, Western Botanicals 2.0 B4 Sample

Mit der (Original-)Methode fiir ,,Atherische Ole* werden iiberwiegend Terpene, Sesgiterpene und

aromatische Verbindungen getrennt.

Nepeta cataria, USA
Nepeta cataria, Wester

Nepeta cataria, Grten
55426

R10246 in DCM
Pheromone F3, 1{10
510244 =

510245

08 o 08

Abb. 2: Image of developed plate WRT

Abb. 4: Image of developed plate UV 366 nm

Abb. 3: Image of developed plate UV 254 nm

Die drei entwickelten Chromatogramme (Abb. 1, 2 und 3) zeigen fir die verwendeten Substanzen

optisch relativ schwach die Auftrennung der Inhaltsstoffe und deren Unterschiede im Ry Bereich.

Jedoch sind geringe farbliche Differenzen und Unterschiede zwischen Baldrian und Katzenminze

hier schon erkennbar. Bei den Pheromonen zeigt sich F3 (Feliway®) als ,.Fettfleck im R Bereich

von ca. 0.8 (Track 1 in Abb. 1 und 2) ohne weitere Auftrennung von Inhaltstoffen. Dieses bestatigt
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die fast ausschliessliche Verwendung von Olen gemiss Patent-Rezeptur (Pageat 1996) in dem
Produkt. Somit wurde F3 bei weiteren Analysen zwar interessehalber mitbenutzt, spielte aber bei der

spateren Substanzbestimmung mit GC/MS keine Rolle.

Abb. 5: Image of derivatized plate WRT Abb. 6: Image of derivatized plate UV 366 nm

Danach wurde die Platte mit Anisaldehyd-Reagens derivatisiert und nun treten die Unterschiede der
Substanzen (Abb. 4 und 5) optisch sehr deutlich hervor. Um diese Unterschiede noch starker
hervorzuheben, wurde das Laufmittel kontinuierlich gedndert: von 90 : 10 auf 80 : 20 Toluol zu
Ethylacetat.

Test 7, Plate No. P422-120904-05

Tabelle 2: Mobile phase for essential oils: toluene, ethyl acetate = 90 : 10

Track Vial ID Desc Volume Position Type

1 R10246 in DCM  Pheromone F3, 1:10 in DCM 2.0 Al Reference
2 R10247 Pheromone F4, 1:5 2.0 AZ Reference
3 510237-B-=1 Valenana officinale, Hanseler in DCM 2.0 A3 Sample

DCM

4 510237-B-01 Valeriana officinale, Hanseler in Me2OH 2.0 Ad Sample

5 510238 Valeriana officinlae, Dixa 2.0 A5 Sample

G 510235-B Valeriana officinale, D 2.0 A6 Sample

7 510241 VYaleriana officinale, Garten 2.0 AT Sample

a8 510252 Valeriana mexicana D 2.0 AR Sample

g R4346 B Valerenic acid 0.1 mg/ml 2.0 AD Reference
10 510240 Mepeta cataria, Garten 2.0 A10 Sample
11 510242-B Mepeta cataria, D 2.0 All Sample
12 510243 Mepeta cataria, Garten six hill 2.0 Bl Sample
13 510244 Mepeta cataria, Garten fass. 2.0 B2 Sample
14 RE483 Acetoxyvalerenic acd 10:50 ul von 5 mg/ml 2.0 B3 Reference
15 RE435 Hydroxyvalerenic acid, 10:50 ul von 5 mag/ml 2.0 B4 Reference

Als Referenzen wurden dieses Mal auch Acetoxy- und Hydroxi-Valerensdure (Track 14 und 15 in
Abb. 7) mitlaufen lassen.

19




Auftrennung von Inhaltsstoffen im
unteren R¢ Bereich =» im UV:
Hervortreten einer leuchtendgelben
Zone bei den Katzenminzen

Abb. 7: Image of derivatized plate UV 366 nm

Die Laufmittelanderung zeigt eine bessere Auftrennung der Inhaltsstoffe im unteren R; Bereich,
weshalb spéter noch eine weitere Konzentrationserhéhung des polaren Laufmittels Ethylacetat um 10

Anteile vorgenommen wurde.

Die jetzt im UV Licht sichtbare, leuchtendgelbe Zone bei Rt ca. 0.1 fur die Nepeta-Arten (Track 10
bis 13 in Abb. 7) auf der mit Anisaldehyd-Reagens derivatisierten Platte kam den CAMAG
Mitarbeitenden bekannt vor und so wurden Vergleiche mit Rosmarin angestellt. Hierzu wurde mit
der ,,Rosmarin“ Methode die Katzenminze S10242-B mit analysiert. Der R Wert und die Farbe im
UV und WRT stimmen tatsdchlich mit dem entsprechenden Inhaltsstoff im methanolischen
Rosmarinextrakt (Rosmarinus officinalis L.) aus getrockneten Blattern uberein (Frommerwiler 2012).

Diese Zone ist jedoch nicht im Rosmarindl auffindbar.

Geruchstests mit Rosmarin bei meinen Katzen waren nicht erfolgversprechend, sodass es sich bei
diesem Kraut sehr wahrscheinlich um keine weitere stimulierende Pflanze fir Katzen handelt. Aber
trotzdem ist diese leuchtendgelbe Zone, wie sich auch bei den Analysen von CAMAG in den USA

herausstellte (Seite 22 f), mindestens von menschlich-wissenschaftlichen Interesse.

Test 9, Plate No. P422-120906-07

Tabelle 3: Mobile phase for essential oils: toluene, ethyl acetate = 80 : 20

Track  Wial ID Desc Volume Position Type

1 R10245 in DCM Pheromone F3, 1:10 in DCM 2.0 Al Reference
2 R10247 Pheromone F4, 1:5 2.0 A2 Reference
3 510237-B-=1 Valeriana officinale, Hanseler in DCM 2.0 A3 Sample

DCM

4 S10237-B-01 Valeriana officinale, Hanseler in MeOH 2.0 Adq Sample

5 510238 Valeriana officinlae, Dixa 2.0 A5 Sample

6 510239-B Valeriana officinale, D 2.0 AS Sample

7 510241 Valeriana officinale, Garten 2.0 A7 Sample

8 510252 Valeriana mexicana D 2.0 AB Sample

9 R4346_B Valerenic acid 0.1 ma/ml 2.0 AZ Reference
10 510240 Mepeta cataria, Garten 2.0 Al10 Sample
11 510242-B MNepeta cataria, D 2.0 All Sample
12 510243 MNepeta cataria, Garten six hill 2.0 Bl Sample
13 510244 MNepeta cataria, Garten fass. 2.0 B2 Sample
14 RE483 Acetoxyvalerenic acd 10:50 ul von 5 mg/ml 2.0 B3 Reference
15 RE485 Hydroxyvalerenic acid, 10:50 ul von 5 mg/ml 2.0 B4 Reference
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Mit der Konzentrationserhéhung des polaren Losungsmittels Ethylkacetat auf 20 Teile in der
mobilen Phase konnten die Inhaltstoffe im unteren Rs Bereich noch weiter auf- und damit auch besser

voneinander getrennt werden.

Abb. 8: Image of derivatized plate WRT Abb. 9: Image of derivatized plate UV 366 nm

In den Baldrianproben ist nun auch jeweils bei Rs = 0.15 die Acetoxyvaleriansdaure (blaue Pfeile,
Track 4 bis 7 und 14 in Abb. 8) erkennbar und die Valerensaure (griine Pfeile, Track 4 bis 7 und 9 in
Abb. 8) erscheint bei R = 0.22. Im Pheromon F4 deutet im UV der rosa ,,Schweif* (rosa Pfeil, Track

2 in Abb. 99 auch auf den Inhaltsstoff VValerensaure hin.

Nun konnten die fur die GC/MS interessierenden Zonen ausgewahlt werden. Hierfur wurden weitere
HPTLC Platten mit jeweils hohen Konzentrationen an Baldrian (S10237-B), Katzenminze (S10240)
und dem Pheromon F4 (R10247) mit der Methode ,,Atherische Ole** mit der mobilen Phase Toluol,
Ethylacetat = 80 : 20 entwickelt und underivatisiert die ausgewéhlten Zonen heraus prapariert (siehe
Seite 21).

Vergleichsplatte No. P422-120911-13 zwischen Baldrian und Katzenminze

Mobile phase for essential oils: toluene, ethyl acetate = 80 : 20

Die Unterschiede der Setzlinge und gekauften Pflanzen an Baldrian (Valeriana officinalis und
Valeriana mexicana) und Katzenminze zeigten sich deutlich in den Tests 5, 7 und 9 auf den

derivatisierten HPLTC Chromatographieplatten und diese wollte ich mit konzentrierteren Platten

noch starker hervorheben und besser erkennen.
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Val. off. Val. off. Val. Nep.cat.  Nep. cat. Val. off. Val. off. Val. Nep.cat.  Nep. cat.

Hénseler Garten mex. D Garten D Hénseler  Garten mex. D Garten D

S10237B 510241 S10252  S10240 510242B S10237B  S10241 S10252  S10240 S510242B

Abb. 10: Image of derivatized plate WRT Abb. 11: Image of derivatized plate UV 366 hm

Interessant ist der an Inhaltsstoffen sehr grosse Unterschied der Valeriana mexicana zur Valeriana
officinalis (blauer Pfeil, Track 3 in Abb. 10). Hiermit stimmt die Behauptung von Omikron (2010),
dass es sich bei der Sorte mexicina eher um eine ,,chemische Rasse* des Baldrians statt einer
Unterart handelt. Es fehlen unter anderem die flr Valeriana officinalis typischen Sesquiterpensauren
(\Valerensdaure und Acetoxy- sowie Hydroxyvaleriansdure). Dagegen sind die Konzentrationen an
Valepotriaten (wie Valtrat, Isovaltrat und Didrovaltrat) deutlich hoher (Trauner2009, Peter & Brach

1999), weshalb Valeriana mexicana zur industriellen Gewinnung der Valepotriate verwendet wird.

Die beiden Baldriane aus dem Garten und von Hanseler zeigen qualitativ eine relativ gute
Ubereinstimmung der Inhaltsstoffe. Wobei zu bemerken ist, das der Baldrian von Hanseler in DCM
eluiert wurde, somit werden noch mehr &therische Ole extrahiert und damit analysiert. Auch wird
dieser Baldrian, der fur den menschlichen Gebrauch zugelassen ist, aufgrund von Swissmedic- und
GMP-Vorgaben, deutlich besser nachvollziehbare und hohere Qualitit und Quantitdt an

Inhaltsstoffen besitzen.

Bei den Katzenminzen sind wieder die im UV leuchtendgelbe Linien (gelber Pfeil, Track 4 und 5 in
Abb. 11) bei R¢ ca. 0.22 (siehe auch Abb. 13, Seite 22 ) hervorstechend.

1.4 Vergleichende Methoden: Baldrian und Minze (USA)

Von CAMAG in den USA werden regelméssig Minzen fir den menschlichen Gebrauch auf ihre
Reinheit bezliglich Beimischungen und somit auf illegale ,,Streckung® des Produktes iiberpriift.
Freundlicherweise wurde von einer kompetenten Dame, und wie sich rausstellte auch Katzenhalterin
mit Catnip Erfahrung, ein Vergleich der Baldrian- und Minze-Methode mit verschiedenen Baldrian

und Katzenminzen-Proben ausgefiihrt.
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Erst wurde die Baldrian-Methode (P196-23-01) gemass folgender Applikation durchgefihrt:

Tabelle 4: Baldrian-Methode (P196-23-01)

Track Vial ID Desc

1 RO04-01 Valerenic acid

p R150-01 Valerian root AHP 1
3 R151-01 Valerian root AHP 2
4 5736-01 Valerian root TLF

5 5864-01 Valerian test 1

6 S865-01 Valenan test 2

7 S866-01 Valenan test 3

8 S867-01 Mexican Valerian

9 5854-01 Valenan extract 1
10 5855-01 Valerian extract 2
11 5862-01 Catnip test 1

12 S863-01 Catnip test 2

13 S868-01 Catnip Judy's cats
14 5869-01 Catnip TLF

15 RO04-01 Valerenic acid

Image of derivatized plate UV 366 nm (HCI-HAc)

Abb. 12: derivatized plate UV 366 nm HCI-HAc

Image of derivatized plate UV 366 nm (AS reagent)

Abb. 14: derivatized plate UV 366 nm (AS)

Schlussfolgerung (Originalzitat Nichols 2012):

Volume Position Type

5.0 Al Reference

5.0 A2 Reference

5.0 A3 Reference

5.0 Ad Reference

5.0 AS Sample

5.0 AB Sample

5.0 A7 Sample

5.0 A8 Sample

5.0 AS Reference

5.0 A10 Reference

5.0 All Sample

5.0 Bl Sample

5.0 B2 Sample

5.0 B3 Sample

5.0 Al Reference
Image of derivatized plate in white RT light (HCI-HAc reagent)
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Abb. 13: derivatized plate in WRT (HCI-HACc)

Image of derivatized plate in white RT light (AS reagent)
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Abb. 15: derivatized plate in WRT (AS)

,Valerenic acid: a violet zone at Rf 0.60 and after treatment with HCI-HAc reagent, the

chromatograms of both the Valerian and the Catnips show some similar zones, especially a doublet
at Rf 0.38 to 0.40 (yellow in WRT and pale in UV 366) and a zone at 0.55.

After treatment with Anisaldehyde reagent (AS), both fingerprints reflect several similarities (zones
in common at Rf 0.13, 0.50, 0.55, 0.68, and 0.85). The zone at Rf 0.50 (violet in WRT and intense




yellow under UV 366) is very intense in the chromatograms of the catnip samples and prominent in

the chromatograms of the Valerian samples. Maybe this is what makes my Kkitties crazy!*
Dann wurde die Minze-Methode ausgefuhrt.

Tabelle 5: Mint-Methode (P196-23-01)

Trak Wl 1L F T Wodidme:  Podiin Tooe

1 Ro0a-31 Rzhr 4.0 Al Ealaranza
i RSad-0d Liealin 7 O lisnes e 0 ¥ Relerene
| aEa]-01 Resmgnires 50( b al Relersnes
r RI1%3-01 Vabrsn BHP L 4.0 ] Sarmps

k| RISL-01 Vgbran BHP 2 4.0 L] Sarmpn

1 B7as-01 Vbsrisn TLF 3.0 &k Garaple

5 GEad-01 ks 185 1 5.0 &y Sample
-] S3E3-01 Vplaran faxd 3 4.0 EH Sarcple

7 BEna-11 Vabsresn fest B 1.0 &5 Barsple

- | SEET-01 Fazean Wslanan 4.0 Al0 Sarple

& 525401 Valbersn axires L 4.0 #All Sarmpn
1) GELR5-01 W i Ewivat 2 0 Bi Sarmple
i1 BERD-01 Cirdp pesed &0 B2 Sareple
i2 S2e3-01 Coinp =t = 1.0 . Sarmpln
13 S3E3-01 Catrp_ludy'n caln 4.0 B4 Sarcple
is BEsa-01 Cainip TLF L0 BE Garaple
ik Resiid -1 vabsrerar soid &0 B REelersnoe

Image of derivatized plate UV 366 nm (NP reagent)

Abb. 16: derivatized plate UV 366 nm (NP) Abb. 17: derivatized plate in WRT (NP)
Schlussfolgerung (Originalzitat Nichols 2012):

,» The chromatograms of the Valerian samples exhibit an intense light blue zone at Rf 0.42. There are
corresponding zones of less intensity seen in the chromatograms of Catnip samples. A similar zone
exists at Rf 0.88 as well.*

2 GC/MS

Teil-Extrakte von optimierten und konzentrierten HPTLC Platten wurden fir Baldrian (S10237-B) ,
Katzenminze (S10240) und dem Pheromon F4 (R10247) eluiert. An der FHNW im Standort

Rosental, Basel sollte versucht werden, sich den mdglichen chemischen Strukturen dieser
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Komponenten mit Hilfe der Gaschromatography/Mass-Spectroscopy (=GC/MS) Analytik

anzunihern. Hierfur wurden folgende R¢-Zonen der Methode ,,Atherische Ole ausgewahlt:

Pheromone F4 R10247 for GC and MS, half solved in methanol and half in DCM
R~ 0.19 soft-grey

R~ 0.38 dark violet

R¢~ 0.80 violet

Nepeta cataria S10242 for GC and MS, half solved in methanol and half in DCM
Rf~ 0.22 grey (at UV 366 nm yellow)

R¢~ 0.37 soft violet

R = 0.65 violet

Valeriana officinalis S10237-B for GC and MS, half solved in methanol and half in DCM
R~ 0.22 soft-grey / green
Rf = 0.38 soft violet

2.1  Theorie

Die analytische Kopplung GC/MS wird verwendet, um die vom Gaschromatographen aufgetrennten

Substanzen aus einem Gemisch im Massenspektrometer einzeln zu identifizieren.

Bei der Gaschromatographie verteilen sich &hnlich wie bei der Dlinnschichtchromatographie die zu
trennenden Komponenten molekular auf einer stationdren Phase, einer gepackten, diinnen Trennsaule
von 10 bis 100 m Lange. Statt des flissigen Laufmittels wird hier Gas als Tragerphase verwendet. Es
handelt sich dabei meist um Wasserstoff oder Helium. Die Probe wird Uber einen beheizbaren
Injektor oder Einspritzblock in den Gasstrom injiziert und tritt als Gas in die Sdule ein, d.h es kdnnen
nur verdampfbare Substanzen analysiert werden. Je nach Sdulentyp wird ein Stoffgemisch aufgrund
der Molmassen, Polaritat, Siedepunkte, Dipol-Dipol Wechselwirkungen usw. aufgetrennt und im
Detektor erkannt und registriert (Stoll B. 1979, Schomburg 1977). Sobald dieses geschieht, wird die
jeweilige Komponente dem Massenspektrometer zugefuhrt und dort durch Elektronenbeschuss
ionisiert, d.h. zertrummert oder protoniert. Danach werden die so erzeugten positiven lonen in ein
Magnetfeld hinein beschleunigt und nach ihrer Masse aufgetrennt. Anhand der so erzeugten
Massenzahl M+ und zusammen mit den charakteristischen Bruchstiicken kann auf die
Summenformel und funktionelle Gruppen der Substanz geschlossen werden (Stoll B. 1979,
Budzikiewicz 1972).
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2.2 Analysen

Die GC/MS Analysen konnten keine Hinweise auf die moglichen Strukturen oder funktionellen
Gruppen der Inhaltsstoffe in den verschiedenen R Bereichen von Baldrian und Katzenminze liefern.

Es kdnnen hierfiir mehrere Ursachen verantwortlich sein:

o die jeweils eluierte Substanzmenge war zu gering, um sie nachweisen zu kénnen, d.h. sie
war unterhalb der GC-Nachweisgrenze,

e eswurde zu wenig Substanz durch zu hohe Verdinnung in den GC eingespritzt,

¢ die Inhaltstoffe zersetzen sich schon auf dem heissen Injektor des GCs oder

e sie erscheinen bei sehr hohen Retentionszeiten und wurden nicht mehr ermittelt.

Die puren Pheromone zeigen einige der im Patent beschriebenen Ole und ihre Derivate mit einer
Wahrscheinlichkeitsquote von > 90% als Struktur-Vorschlag aus der NIST-Datenbank fir MS
Spektren auf.

Fiir das Feliway® Pheromon F3 pur wurden als langkettige Kohlenwasserstoffe z.B. vorgeschlagen:

Hexadecanoic-saure- CAS 112-39-0
methylester = /-'o‘\”/\vﬂ"\/mx/f\v'/\“vﬁx_/’\// &1(73H2347(3.24507
Palmitinsauremethylester °
(99%)
Octadecanoic-saure- CAS 112-61-8
methylester = fﬂxh/\/\/\/\mw &%H;ggl%l
Methylstearat (99%) ©
Z-(9)-Octadecenoic-saure- CAS 112-62-9
methylester = f\:/lléH;gng
Eleadicsduremethylester
(99%) I

O =

(8]

Nonanedioicséure- CAS 1732-10-1
dimethylester = J,G\",,WD C11H2004
Dimethylazelat (91%) 0 O MG 216.27
maogl. Pyrolyseprodukt der
Azelaicsaure
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fur Felifriend® Pheromon F4 pur:

N-Hexadecanoicsdure = CAS 57-10-3
o C16H3202
0
Palmitinsdure A/\/\/\/W\)L MG 256.42
(98%) OH
Z-(6)-Octadecenoicsaure = CAS 593-39-5
Petroselinic-Séaure = C1H3402
(99%) MG 282.46
HO” ™0
Ethyl-Oleat (95%) CAS 111-62-6
Ca0H3302
MG 310.51
*-x.‘_v,__D
0
CAS 57-88-5
Cholesterin (96%) C27H460
MG 386.66
und in den Fraktionen des Pheromons F4 befanden sich:
Isopropyl-Palmitat  (87%) CAS 142-91-6
_ C19H380-
Re=0.38 e~ A MG 20850
Olséure (91%) — CAS 112-80-1
R;=10.38 5 C1gH3402
MG 282.46

OH
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http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/ba/Palmitic_acid.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/f6/Isopropyl_palmitate.png
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/b1/Oleic-acid-based-on-xtal-1997-2D-skeletal.png

Ethyl-Oleat (99%) CAS 111-62-6

R¢=10.38 C20H3302

MG 310.51

~L =
0

Cholesterin (96%) CAS 57-88-5
Rf=0.80 C27H460

MG 386.66
Cyclotetracosan (93%) CAS 297-03-0
R;=0.19 m CosHas

MG 336.64

Ol- und Palmitinsaure und deren Derivate konnen als wirkliche Inhaltsstoffe angesehen werden, auch
ein Abkdmmling der Azelaicsdure, da sie mit den im Patent angegebenen Inhaltsstoffen korrelieren.
Cholesterin ist die dehydrierte Variante des eingesetzten 58-Cholestansdure-3p-ol (Steroide Handout
Jg.?) im Pheromon F4. Das ,,Schliisselmolekiil“ Cyclotetracosan ist sehr unwahrscheinlich und nur

wegen seiner Struktursymmetrie und -schdnheit aufgefiihrt.

Die kompletten Analysenergebnisse sind vorhanden und archiviert, jedoch aufgrund des Umfangs an
Daten nicht angehéngt (Blittler 2012).

Um die Ursache der misslungenen GC/MS Analysen nachzuvollziehen, wurden neue Eluate der
Katzenminze hergestellt und nachgeprift, ob diese wirklich fir die einzelnen R¢ Zonen eluiert

wurden.

Uberprufung, Plate No. P422-121025-22

Tabelle 6: Uberpriifung der Eluierung von Substanzen

Track Vial ID Desc Volume Position Type

i 510240-A Nepeta cataria Garten, Rf = 0.27 MeOH 20.0 Al Sample
2 $10240-A MNepeta cataria Garten Rf = 0.27 MeOH 40.0 Al Sample
3 510240 B Nepeta cataria Garten Rf = 0.38 MeOH 20.0 A2 Sample
4 S10240_B Nepeta cataria Garten Rf = 0.38 MeOH 40.0 A2 Sample
5 510240-C Nepeta cataria Garten Rf = 0.27 DCM 20.0 A3 Sample
6 510240-C Nepeta cataria Garten Rf = 0.27 DCM 40.0 A3 Sample
7 $10240-D Nepeta cataria Garten Rf = 0.38 DCM 20.0 A4 Sample
3 $10240-D Nepeta cataria Garten Rf = 0.38 DCM 40.0 A4 Sample
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Abb. 18: Image of derivatized plate WRT Abb. 19: Image of derivatized plate UV 366 nm

Die Chromatogramme (Abb. 18 und 19) zeigen, dass die Targetsubstanzen tatséchlich eluiert werden
und Methanol diese besser extrahiert wie DCM. Die ,,gelbe Zone* ist signifikant, wahrend die zweite
Zone bei Rs = 0.38 auch signifikant, aber vermutlich systembedingt ist und alle anderen Zonen sind
,Dreck®. D.h. im Arbeitsablauf bringt man Verunreinigungen (auf niedrigem Niveau) in die Proben
ein, die als Teil aller Fingerprints gefunden werden (Reich 2012). Mit weiteren Blindversuchen

wurde zuerst die Watte der Filtrationspipette als Verunreinigungsquelle erkannt.

Blind Test, Plate No. P422-121101-24

Tabelle 7: Uberpriifung der Verunreinigungsquellen

Track Vial ID Desc Volume Position Type
1 Blind 1 pure Methanola 20.0 Al Blind
2 Blind 2 Methanole + pad 20.0 A2 Blind
3 Blind 3 Methanole + plate washed once 20.0 A3 Blind
4 Blind 4 Methanole + plate washed twice 20.0 A4 Blind
5 Blind 5 pure DCM 20.0 A5 Blind
6 Blind & DCM + pad 20.0 A Blind
7 Blind 7 DCM + plate washed once 20.0 AT Blind
3 Blind 8 DCM + plate washed twice 20.0 AB Blind
g Elind & pure Toluene 20.0 AS Blind
10 Blind 10 Toluene + pad 20.0 Al0 Blind
11 Blind 11 pure Ethyl actetae 20.0 All Blind
12 Blind 12 Ethyl| acetate + pad 20.0 Bl Blind
13 S12040-A Mepeta cataria, Garten Rf = 0.27 MeQH 20.0 B2 Sample
14 512040-B Mepeta cataria, Garten Rf = 0.38 MeOH 20.0 B3 Sample
15 510240-C Mepeta cataria, Garten BRf = 0.27 DCH 20.0 B4 Sample

Wie das folgende Chromatogramm (Abb. 20) beweist, sind die verwendeten Ldsungsmittel rein,
doch jedesmal nach Benutzung der Watte werden Verunreinigungen eingetragen. Demnach stellt
nur die leuchtendgelbe Zone bei Rf = 0.19 im UV (gelber Pfeil, Track 13 in Abb. 20) einen wirklich

mit Methanol extrahierten Inhaltsstoff der Katzenminze dar.
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Abb. 20: Image of derivatized plate UV 366 nm

Weitere Blindversuche bewiesen, dass sowohl die sterile Kunststoffspritze (Braun) wie auch die lose
chirurgische Watte Verunreinigungen einschleppen. Es wurde versucht, solche Verunreinigungs-
Quellen durch mehrmaliges Auswaschen mit Methanol auszuschalten, um die fir GC/MS
interessanten Inhaltsstoffe der Katzenminze und des Baldrians mdglichst rein heraus praparieren zu
konnen, was jedoch leider nicht gelang. Es stellte sich zusatzlich heraus, dass auch von der Plastik-
Pasteurpipette und durch das Aufkonzentrieren der Inhaltsstoffe gleichzeitig Verunreinigungen aus
der Platte und dem ganzen Equipment, wie Schlauche, Pumpe, Ventile etc. aufkonzentriert wurden.
D.h. es kann und konnte nicht von einer wirklich optimalen Auftrennung der Inhaltsstoffe
ausgegangen und somit kein geeignetes Untersuchungsmaterial fir aussagekréaftige GC/MS Spektren
bereitgestellt werden.

Teil 1V Ausblick

Um sich der Struktur und den funktionellen Gruppen der fur Katzen stimulierenden Substanzen im
Baldrian und der Katzenminze anzunahern, missen mdglichst noch alle Quellen fur das
Einschleusen von kleinsten Verunreinigungen bei der HPTLC eruiert und dann vermieden werden,
damit fir die GC/MS analysenfahiges Material geliefert werden kann. Hierfur fehlte leider die
weitere, notige Bearbeitungszeit im Rahmen dieser Arbeit. Mit welchen R¢-Bereichen diese
Analysen stattfinden sollten, konnte dagegen schon bei der Katzenminze bestimmt werden.
Besondere Aufmerksamkeit sollte dem im UV leuchtendgelben Bereich bei Rf ~ 0.19 — 0.22
gewidmet werden, da es sich um einen Inhaltsstoff handeln kann, der genauso auch im HPTLC des
Rosmarins (Rosmarinus officinalis) vorgefunden wurde. Beim Baldrian mussen die interessanten
Bereiche erst noch einmal durch das Entfernen wirklich aller eingeschleppten Verunreinigungen

bestatigt werden.
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Wieso Lowen als einzige Grosskatzenart keine/kaum Wirkungen auf Baldrian und Katzenminze
zeigen, ist noch ungeklart. Interessant aber auch riskant ware, analog zu den Hauskatzen Swap-
Analysen der Gesicht-Pheromone durchzufiihren. Vielleicht sind hier deutliche Unterschiede in der
Zusammensetzung vorhanden und somit auch im von Léwen als Wohlftihlduft empfundenen Geruch.
Ob das aber gleichzeitig impliziert, dass die 0brigen Grosskatzen (Pantherinae und Felinae)
demnach den Hauskatzen ahnliche Gesichts-Pheromone erzeugen und deshalb Baldrian und
Katzenminze auch auf sie stimulierend wirken, bleibt ein noch ungeldstes Rétsel. Dass Léwen
angeblich die einzigen Katzen oder Katzenartigen sind, die ein Sozialverhalten zeigen, ist einerseits
widerlegt (Schar 2003, Leyhausen 1979) andererseits kann dies nicht der Grund flr olfaktorische

andere Vorlieben sein.

Restiimee

»Catnip (Valerian and Catmint, too: addition of the author) is safe and not addictive, however, because of
the altered mental state that it induces in most cats, cat owners should be warned that they should avoid
letting their cat drive the car or operate heavy machinery while under the influence. “ (Plotnick 2006)

Abb. 21: Logo der TLC Software visionCATS, CAMAG
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Abkirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung
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WRT white light remission and transmission
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