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SUMMARY 

Quantitative determination of a mixture of extracts of drugs from volatile oils by high- 

performance liquid chromatography 

A mixture of fluid extracts of anis, fennel, caraway, lovage and juniper and of 
inspissated melissa extract was quantitated by high-performance liquid chromatogra- 
phy after separation of the terpenes by steam distillation and after investigation by 
thin-layer chromatography (two-fold development). The mixing ratio was deter- 
mined via characteristic terpenes. The results are satisfactory, and the recoveries 
were between 94 and 105 %. 

EINLEITUNG 

Terpenhaltige Pflanzenextrakte werden oft als Bestandteile von pharmazeuti- 
schen Zubereitungen angetroffen. Fiir die Qualittitsbeurteilung von Einzelextrakten 
und deren Mischungen in Arzneimitteln ist eine schnelle Identifizierung und Charak- 
terisierung notwendig. WBhrend man zahlreiche gaschromatographische Bestimmun- 
gen von Terpenen in Extrakten, Tinkturen, Liisungenl oder in Arzneibuchdrogen2-5 
findet, ist die Literatur iiber hochdruckfliissigkeitschromatographische (HPLC) Un- 
tersuchungen spgrlicher. So wurden Kamillen-Fluidextrakte‘j oder Baldrian-Zuberei- 
tungen7 mittels HPLC charakterisiert. Die Bestimmung der Zusammensetzung einer 
Mischung aus Extrakten gtherischer oldrogen wurde u.E. bisher nicht beschrieben. 
Dazu wurden folgende Fluid- und Spissumextrakte ausgewahlt: Anis-, Fenchel-, 
Kiimmel-, Liebstiickel- und Wacholder-Fluidextrakt sowie Melissen-Spissumextrakt. 
Diese Mischung ist analytisch insofern interessant, da sie sauerstoflhaltige als such 
sauerstofffreie Terpene enthglt. Die Bestimmung der Zusammensetzung sol1 nach 
diinnschichtchromatographischer (TLC) Voruntersuchung und Trennung der Terpe- 
ne von stiirenden Begleitstoffen iiber charakteristi$che Leitterpene erfolgen. 

* Aus der Dissertation von E. Bock, Tiibingen, 1983. 
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EXPERIMENTELLERTEIL 

Cede 
Die Entwicklung der Diinnschichtchromatogramme erfolgte in N-Kammern 

bei Kammerstittigung (20 min). Fiir die HPLC stand ein Fliissigkeitschromatograph 
9208 der Fa. Kipp & Zonen zur Verfiigung. Die Detektion erfolgte mit einem Schoef- 
fel Zweistrahl-UV-Detektor mit variabler Wellenlgnge, Spektroflow SF 770. Die In- 
tegration der Peak&hen wurde mit dem lntegrator HP 3390 A durchgefiihrt, der 
direkt mit dem Detektor verbunden war. 

Herstellung deer Extrakte 
Die Fluidextrakte wurden durch Perkolation so hergestellt, dass aus 1 Teil 

Droge 2 Teile Fluidextrakte gewonnen wurden *. Als Extraktionsmittel wurde 70 % 

Ethanol verwendet. Zur Herstellung des Melissen-Spissumextraktes wurde zuerst ein 
Fluidextrakt angefertigt und daraus durch Einengen am Rotationsverdampfer die 

Konzentration 1:4 eingestellt. 

Probenvorbereitung 
Eine Extraktmischung aus je 15.0 g Fluidextrakt (Anis, Fenchel, Kiimmel, 

Liebst6ckel und Wacholder) und 7.5 g Spissumextrakt (Melissen) wurde nach Zusatz 
von 200 ml einer 1 7: Natriumchlorid-Liisung einer 90-min Wasserdampfdestillation 
in der Apparatur zur Bestimmung des gtherischen olgehaltes in Drogen nach Ph.Eur. 
III9 unterworfen. Die Destillationsgeschwindigkeit betrug 2-3 mljmin. Das iiberge- 
hende Destillat wurde in 1 .OO ml n-Heptan aufgefangen. Davon wurden zur TLC 50 
~1 bandfGrmig (15 x 6 mm) aufgetragen und zur HPLC 20 ,ul auf die Sgule gegeben. 

TLC 
Sorbens: DC-Fertigplatten Kieselgel 60 F 254, Merck, Art. Nr. 5715. 
Fliessmittel: (1) Dichlormethan, (2) Toluol-Ethylacetat (9: 1). Zweifachent- 

wicklung iiber je 10 cm mit 15 min Zwischentrocknungszeit. 
Spriihreagenzien: (1) Anisaldehyd-Schwefels%ure-Reagenz: 0.5 ml Anisalde- 

hyd werden mit 10 ml Eisessig, 85 ml Methanol und 5 ml konz. Schwefelsgure ge- 
mischt. (2) Molybdatophosphors%ure-Reagenz: 10.0 g/100 ml Ethanol (96%). 

HPLC 

Hibar Fertigsgule LiChrosorb RP-18 (7 pm), 250 x 4 mm, Merck, Art. Nr. 
50394. 

Mobile Phase: Acetonitril-Wasser (6:4). Durchflussrate: 1.4 ml/min. UV-De- 
tektion bei 230 nm. 

Quantitative Bestimmung 
Die Gehalte wurden nach Kaiser lo berechnet. Indirekte Bestimmung des Anis- 

Fluidextraktes (vgl. Tabelle 1): Der Anetholgehalt errechnete sich nach: I = J . a/b; 
a = theoretischer Gesamt-Anetholgehalt aus Anis- und Fenchel-Fluidextrakt; b = 
bestimmter Anetholgehalt des Anis-Fluidextraktes; J’ = gefundener Gesamt-Ane- 
tholgehalt in der Mischung. 

Zumischmethode: Zu je 15 g Fluidextrakt bzw. 7.5 g Spissumextrakt wurden 
ca. 10 mg des entsprechenden Terpens (Tabelle II) vor der Wasserdampfdestillation 
zugemischt und die Wiederfindungsraten bestimmt. 
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TABELLE II 

QUANTITATIVE HPLC-BESTIMMUNGEN CHARAKTERISTISCHER LEITTERPENE IN DEN 

EINZELEXTRAKTEN 

FluidjSpissum- Terpen Gehalt (%) x 10e4 R.S.D. (%) Empjnd- Iiachweis- 

extrakt in = 5) lichkeit grenze 

l/&g) (P&5 

Anis Anethol 109 &l 0.9 0.454 0.0098 
Anisaldehyd 3.1 * 0.7 12.9 1.42 0.013 

Fenchel Anethol 66 + 0.2 0.3 0.454 0.0098 
Anisaldehyd 0.3 * 0.01 3.3 1.42 0.013 
Fenchon 61.9 + 1 1.5 1.218 8.288 

Kiimmel Carvon 30.6 + 0.1 0.3 1.189 0.004 
Liebstiickel Umbelliferon 0.215 + 0.02 9.1 0.621 0.0117 

Wacholder a-Pinen 132 +8 6.1 2.409 1.438 

Melissen Citral 3.5 f 0.09 2.6 0.966 0.0027 

Die Empfindlichkeiten, definiert als reziproke Empfindlichkeiten (1 “/, Absorp- 
tion) nach Welzll, wurden bei einer Extinktion von 0.0044 bestimmt. Die Festlegung 
der Nachweisgrenzen erfolgte nach Kaiseri2. 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Terpene kommen in Fluidextrakten von atherischen ijldrogen nur in geringen 
Mengen vor, da 2 Teile Extrakt 1 Teil Droge entsprechen, folglich muss man diese 
konzentrieren. Ein Einengen der Extrakte ist wegen der Fltichtigkeit der Terpene 
nicht miiglich. Ebenso ist ein Ausschutteln mit organischen Liisungsmitteln ungeeig- 
net, da unspezifische und stijrende Begleitstoffe miterfasst werden, welche die TLC- 

Chromatogramme uberlagern oder die HPLC-Saulen verschmutzen. Aus diesem 
Grunde wurde zur Probenvorbereitung eine Wasserdampfdestillation durchgefiihrt, 
wie sie zur Bestimmung der atherischen Ole in Salben verwendet worden war13. Als 
Destillierfltissigkeit wurde eine 1% Natriumchlorid-Liisung gewahlt, urn die Loslich- 
keit der Terpene im Wasser zu senken und durch Heraufsetzung der Siedetemperatur 
eine etwas griissere Ausbeute zu erzielen14. Da das nach Ph.Eur. III’ zum Auffangen 
des Destillate vorgeschriebene Xylol die UV-Detektion bei 230 nm stiirt und wahrend 
der Destillationszeit im graduierten Messrohr nach unten wanderte, wurde statt des- 
sen n-Heptan verwendet. Diese Heptanlosung wurde ohne Verdiinnung fur die chro- 
matographischen Untersuchungen eingesetzt. 

Zur TLC Voruntersuchung wurde auf die Methode der Zweifachentwicklung 
zurtickgegriffen, bei der man zuerst mit Dichlormethan und nach einer Trocknungs- 
zeit mit ToluollEthylacetat entwickelt (Fig. 1). Mit Molybdatophosphorsgure wer- 
den Fenchon, Carvon, cl-Pinen und Anethol mit blauer Farbe auf gelben Grund gut 
detektiert, Anisaldehyd erscheint als orangener Fleck auf gelben Grund. Mit Anisal- 
dehyd/Schwefelsaure sind Citral (braungrau) und @-Pinen (grau) gut zu erkennen. 
Zusatzlich lassen sich Fenchon blau und Carvon hellrot anfarben. Umbelliferon wird 
an der hellblauen Fluoreszenz unter UV (365 nm) erkannt. 

Zur HPLC-Trennung wurden mehrere “reversed-phase”-Materialien mit un- 
terschiedlichen Fliessmittelgemischen getestet. Eine gute Trennung und Identifizie- 
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Fig. 1. TLC einer Extraktmischung; 1 und 2 = Extraktmischung 50 yl aus 337 und 9; 3 = Anis-Fluidex- 
trakt 30 ~1; 4 = Fenchel-Fluidextrakt 50 ~1; 5 = Kiimmel-Fluidextrakt 30 ~1; 6 = Liebstockel-Fluidex- 

trakt 30 ~1; 7 und 8 = Wacholder-Fluidextrakt 30 ~1; 9 = Melissen-Spissumextrakt 50 ~1. Detektion: 1, 3- 
5 und 8 mit Molybdatophosphorsaure; 2, 7 und 9 mit Anisaldehyd/Schwefelslure; 6 mit UV 254 (-----) 
und 365 (. .). 

a 
d a 

j: : J--J 
Fig. 2. HPLC van Einzelextrakten; (a) Anis-, (b) Fenchel-, (c) Kiimmel-. (d) Liebstockel-, (e) Wacholder- 
Fluidextrakt, (f) Melissen-Spissumextrakt. 1 = Umbelliferon; 2 = Fenchon; 3 = Anisaldehyd; 4 = c1- 
Pinen; 5 = Carvon; 6a = Geranial: 6b = Neral; 6a + 6b = Citral; 7 = Anethol; 8 = Phthalsaure- 

dibutvlester. 
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0 2 4 6 * 10 12 14 16 18 *o min 
Fig. 3. HPLC einer Extraktmischung aus (a)_(f). (a)-(f) und I-8 s. Fig. 2 

rung der eingesetzten Extrakte gelang auf RP 18 mit Acetonitril-Wasser (Fig. 2). Es 
wurde ausschliesslich die UV-Detektion angewendet, such wenn man damit manche 
Terpen-Inhaltsstoffe wegen deren Konstitution nicht erfassen konnte. Fur jeden Ex- 
trakt liess sich trotzdem ein entsprechendes “Fingerprint”-Chromatogramm erstel- 
len. Die quantitative Auswertung des Extraktgemisches (Fig. 3) erfolgte anhand aus- 
gewahlter Terpene der Einzelextrakte, deren Gehalte zuerst einzeln bestimmt wurden 
(Tab. II). Als interner Standard wurde Phthalsauredibutylester verwendet, der an 
einer freien Stelle im Chromatogramm erscheint und bei der Wasserdampfdestillation 
quantitativ (> 99.9 “//,) tibergeht. Die Zuverlassigkeit der Bestimmungsmethode wur- 
de tiber die Linearitat des UV-Detektors und durch die Bestimmung der Wiederfin- 
dungsrate ( > 99.9 %) mit Hilfe der Zumischmethode tiberprtift. Die Empfindlichkei- 
ten lagen zwischen 0.45 und 2.4 pg,lg und die Nachweisgrenzen zwischen 2.7 rig/g und 
8.2 pg/g. Die Ergebnisse zeigen, dass das gewahlte Verfahren recht gut zur Bestim- 
mung der Leitterpene in den einzelnen Extrakten geeignet ist, obwohl relative Stan- 
darabweichungen (R.S.D.) bis zu 12 “/;, (Anisaldehyd) zu verzeichnen sind. Auf Anis- 
aldehyd als Leitsubstanz kann verzichtet werden, nicht jedoch auf Umbelliferon 
(R.S.D. = 9.1 %) und a-Pinen (R.S.D. = 6.1 7,;). Leider kommt Umbelliferon in der 
Liebstockelwurzel (Levistici radk) nur in sehr geringer Menge vor, ist aber wegen 
seines Retentionsverhaltens besser als die Hauptinhaltsstoffe (Phthalide > 65 %) 
geeignet (Fig. 2d). Ahnliches gilt fur x-Pinen zur quantitativen Erfassung von Wa- 
cholder-Fluidextrakt (Fig. 2e). Die Einzelextrakte in der Mischung wurden tiber 
dieselben Leitterpene bestimmt (Tabelle 1). Der Anis-Fluidextrakt musste indirekt 
erfasst werden, da Anethol such Bestandteil des Fenchel-Fluidextraktes ist Die Er- 
gebnisse konnen als zufriedenstellend. mit Wiederfindungsraten zwischen 94 % (Me- 
lissen-Spissumextrakt) und 105 “4 (Wacholder-Fluidextrakt). bezeichnet werden. Die 
Variationskoeffizienten (R.S.D.-Werte) lagen zwischen 0.13% (Kiimmel-Fluidex- 
trakt) und 2.81 “/i (Fenchel-Fluidextrakt). Nur beim Liebstockel-Fluidextrakt trat ein 
relativ grosser R.S.D.-Wert (13 7;) auf. Die Grtinde fur die etwas griisseren Abwei- 
chungen sowohl der Wiederfindungsraten als such des Variationskoeffizienten diirften 
bei der gewahlten Detektorwellenlange von 230 nm im ungtinstigen Flachen-Konzen- 
trations-Verhaltnis ( x-Pinen) und im zu geringen Mengenverhaltnis des Leitterpenes 
zum Extrakt (Umbelliferon, Citral) liegen. Bei der Bestimmung von Umbelliferon ge- 
langt man zudem in die Nahe des Empfindlichkeitsbereiches. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Eine Mischung aus Anis-, Fenchel-, Ktimmel-, Liebstockel- und Wacholder- 
Fluidextrakten und Mel&en-Spissumextrakt wurde nach Trennung der Terpene tiber 
eine Wasserdampfdestillation und nach diinnschichtchromatographischer Charakte- 
risierung (Zweifachentwicklung) hochdruckfliissigkeitschromatographisch in ihrer 
Zusammensetzung untersucht. Das Mischungsverhaltnis wurde iiber charakteristi- 
sche Terpene bestimmt. Die Ergebnisse konnen als zufriedenstellend, mit Wiederfin- 
dungsraten zwischen 94 und 105 Y& bezeichnet werden. 
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