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Capillary Gas Chromatographic Determination
of Rosmarinic Acid in Leafy Spices

Summary. A capillary gas chromatographic method
for the determination of rosmarinic acid was devel-
oped. Leafy spices of the families Lamiaceae, As-
teraceae, Apiaceae, and Boraginaceae were analysed
qualitatively and quantitatively by this method. Ros-
marinic acid was present in all investigated Lamiaceae
species and in Borage. Concentrations up to 1.66%
were found. In spices of the Asteraceae and Apiaceae
rosmarinic acid was not detectable.

Zusammenfassung. Zur Bestimmung der Rosmarinsau-
re wurde eine capillargaschromatographische Methode
entwickelt. Blattgewiirze aus den Familien der Lamia-
ceae, Asteraceae, Apiaceae und Boraginaceae wurden
diesbeziiglich qualitativ und quantitativ untersucht.
Rosmarinsdure konnte in allen untersuchten Arten der
Lamiaceen sowie im Borretsch nachgewiesen werden.
Es wurden Gehalte bis zu 1,66% gefunden. In Vertre-
tern der Asteraceen und der Apiaceen war Rosmarin-
sdure nicht nachweisbar.

Einleitung

Ester von Phenolcarbonsduren sind in héheren Pflan-
zen weit verbreitet, wie aus einer Ubersichtsarbeit von
Herrmann [1] und aus letzten Untersuchungen unseres
Arbeitskreises hervorgeht [2-5].

In Blattgewiirzen entféllt nach Hydrolyse ein iber-
ragender Anteil der Phenolcarbonséuren auf die Kaf-
feesdure [6]. Rosmarinsiure, ein Depsid aus Kaffeesdu-
re und o-Hydroxyhydrokaffeesiure (2-O-Caffeoyl-3-
(3,4-dihydroxyphenyl)-D-milchsdure), urspriinglich aus
Rosmarinus officinalis isoliert [7], konnte in weiteren

Lamiaceen [8-10] sowie Apiaceen und Boraginaceen
[11] nachgewiesen werden.

Quantitative Untersuchungen wurden in geringem
Umfang nach chromatographischer Aufarbeitung
spektralphotometrisch [12, 13] durchgefiihrt. Hier soll
eine gaschromatographische Methode zur qualitativen
und quantitativen Bestimmung der Rosmarinsidure
vorgestellt werden.

Methodik
Allgemeines

Zur Aufarbeitung des Probenmaterials nur schwermetallfreie Lo-
sungsmittel heranziehen, da phenolische Substanzen durch Metallio-
nen komplexiert werden. Arbeiten am (Vakuum-)Rotationsver-
dampfer generell bei <40 °C Wasserbadtemperatur durchfiihren.

Gewinnung der Extrakte

10 g Gewdirz in ca. 200 ml Methanol 5 min am Ultraturrax homoge-
nisieren und zur quantitativen Extraktion viermal mit je 150 ml Me-
thanol bei 40 °C extrahieren. Die Losung jeweils durch Zentrifugie-
ren abtrennen. Die gesammelten methanolischen Extrakte nach
Konzentrierung im Vakuum mit Methanol auf ein Volumen von
100,0 ml bringen. Zur gleichmiBigen Verteilung fester Partikel, wie
zusammengeballtes Chlorophyll, die L&sung anschlieBend 3 min
im Ultraschallbad behandeln.

Einen aliquoten Teil dieser Losung (20 ml) zur Trockne bringen,
in Wasser aufnehmen und zweimal mit dem gleichen Volumen
Petroldther ausschiitteln; die vereinigten Petrolatherextrakte einmal
mit Wasser zuriickschiitteln.

Zur anschlieBenden Polyamid-S4ulenchromatographie der waB-
rigen Losung eine Sdule von 30 mm i. D. verwenden, die bis zu einer
FiillhShe von 14 cm mit vorgequollenem, eisenfreiem Polyamid be-
schickt ist; sie ist nach einer Spiilung mit 1000 ml Wasser gebrauchs-
fertig. Nach Aufgabe der Probeldsung nacheinander mit 500 ml
Wasser und 500 m] Methanol waschen, wobei neben Zuckern und
Sauren vor allem Flavonoide abgetrennt werden. Die Elution der
Rosmarinsdure mit 500 ml 0,5%iger methanolischer Ameisensdure
vornehmen. Das Eluat im Vakuum zur Trockne bringen, dabei die
vorhandene Ameisensiure durch mehrmaliges Hinzufiigen von Me-
thanol azeotrop abziehen. Den Riickstand in 10,0 ml Methanol
(Stammldsung) aufnehmen. 1 mi dieser Losung zur Silylierung ein-
setzen und Doppelbestimmung durchfithren.
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Abb. 1. Schema zur Aufarbeitung
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Abb. 2a,b. Gaschromatogramme der Chlorogen- und Rosmarin-
siure vor und nach UV-Bestrahlung. — I cis-Chlorogensiure,
2 trans-Chlorogensiure, 3 interner Standard (Cay), 4 cis-Rosmarin-
sdure, 5 trans-Rosmarinsdure

- 3432,

229

7 Abb. 3. Massenspektrum der cis~TMS-
ﬁ Rosmarinsiure

WE 100 200

1
400 500



118

S
— —
0

10 20 min.

Abb. 4. Gaschromatogramm des Rosmarin-Extraktes. — 3 interner
Standard (C,,), 4 cis-Rosmarinsiure, 5 frans-Rosmarinsiure

Silylierung

1,0 ml Stammlosung mit 1 ml Standardiésung (=1,0 mg C5,/ml He-
xan), bei geringer Konzentration an Rosmarinsdure 0,2 ml Stan-
dardidsung, in ein SpitzkSlbchen pipettieren und im Vakuom zur
Trockne bringen. Den Riickstand mit 0,2 ml BSA und 1 ml Hexan
versetzen und die Losung zur Reaktion 60 min bei 70 °C auf dem
Wasserbad belassen. 0,5 pl der silylierten Probe fiir die gaschromato-
graphische Bestimmung verwenden.

Quantitative Bestimmung

Alsinternen Standard zur gaschromatographischen Rosmarinsiure-
bestimmung das Alkan C,, einsetzen.

Da uns die Rosmarinsdure nicht als feste Reinsubstanz zur Ver-
fiigung stand, muBten die quantitativen Bestimmungen auf die che-
misch recht dhnliche trans-Chlorogensdure (3-Caffeoylchinasiure)
bezogen werden. Die Derivatisierung der Chlorogenséure erfolgte
unter LichtausschluB mit einem BSA/TMCS-Gemisch, um einer Iso-
merisierung, der Bildung von Struktur- und cis-trans-Isomeren, ent-
gegenzuwirken [14]. Als Responsefaktor C;,/Chlorogensiure resp.
Rosmarinsdure wurde ein Wert von 0,839 ermittelt. Die Response-
faktoren fiir die cis- und trans-Isomeren waren bei der Rosmarinséu-
re erwartungsgemil identisch.

Jeden einzelnen Aufarbeitungsschritt auf die volistindige Erfas-
sung der Rosmarinséure hin priifen. 10 parallel durchgefiihrte Auf-
arbeitungen ergaben eine Standardabweichung von +2,5%. Nach-
weisgrenze bei 5 ppm.

Gaschromatographie

Gerit: Carlo Erba Fractovap 2150. — Trennséule: SE 52-Glascapilla-
re, selbst hergestellt, 34 m, 4. D.=0,80 mm, i.D.=0,26 mm. — Probe:
0,5 ul TMS-Derivat. — Temperaturen: Injektor 300 °C, Detektor
(FID) 300°C, Ofen 250 °C (2 min), 6°/min, 295 °C (20 min). — Gase:
Triger N, 2,2 bar=1,5ml/min. — Brenngase H, 0,6 bar=27 ml/
min, Luft 1,2 bar=300 ml/min, Spiilgas N, 1,3 bar. — Split: 1:30. -
Retentionszeiten: c-Rosmarinséure 15,63 min, C5, 18,44 min, t-Ros-
marinsdure 20,42 min. - Integrator: Hewlett Packard 3390 A.

Identifizierung

Nach den diinnschichtchromatographischen und UV-photometri-
schen Untersuchungen, in Ubereinstimmung mit bereits veroffent-
lichten Daten [7, 12], Identifizierung der chromatographisch gerei-
nigten und isomerierten Rosmarinsdure durch GC-MS-Kopplung.
Die Massenspektren fir die cis- und trans-Verbindung waren nahezu
identisch. Sie enthielten jeweils den charakteristischen Molpeak der
TMS-Rosmarinsdure sowie Signale fiir ihre typischen Zerfallpro-
dukte.
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Tabelle 1. Gehalte an Rosmarinsdure (bezogen auf trockene Han-
delsware)

Nr. Gewiirz Fa. A Fa.B Fa.C
(September  (September  (lang gelagerte
1981) 1981) Gewlirze)
% % Y%
Lamiaceae
1 Rosmarin 1,03 1,35
2 Thymian 1,35 0,76 0,40 (1977)
3 Salbei 0,58 0,53 1,42 (1978)
4 Melisse 0,99
5 Bohnenkraut 1,23 0,23 0,32 (1977)
6  Oregano 1,66 1,15
7  Majoran 0,10 0,94
8  Basilikum 0,12 0,13 0,06 (1977)
9  Pfefferminze 0,18
10 Spearmint 0,59
Asteraceae
11 Wermut n.n.
12 BeifuB n.n.
13 Estragon n.n. nn
Apiaceae
14 Dill n.n. nn.
15  Petersilie nn. nn.
16  Kerbel n.n.
17 Liebstockel nn. n.n.
Boraginaceae
18  Borretsch 0,05

n.n. =nicht nachweisbar

Ergebnisse und Diskussion

Die gebriuchlichsten Blattgewiirze aus den Familien
der Lamiaceae (frither Labiatae), Asteraceae (Compo-
sitae), Apiaceae (Umbelliferae) und Boraginaceae wur-
den untersucht. Obwohl sich alle Familien durch einen
hohen Kaffeesduregehalt (nach der Hydrolyse) aus-
zeichnen, konnte die Rosmarinsdure nur in den Lamia-
ceen und im Borretsch nachgewiesen werden. Verglei-
che dazu Tabelle 1.

In der Pflanze kommt allein die trans-Rosmarin-
sdure vor. Erst im Laufe der Aufarbeitung, die nicht
unter LichtausschiuB erfolgte, wird auch die cis-Ver-
bindung gebildet.

Die z. T. betrachtlichen Schwankungen des Rosma-
rinsduregehalts bei einer Blattgewiirzart beruhen zum
einen auf den unterschiedlichen Verhéltnissen von ver-
arbeiteten Blittern zu verarbeiteten Stielen, wobei ein
hoher Stielanteil die Erniedrigung des Rosmarinséure-
gehaltes bedingt. Zum anderen scheinen auch verschie-
dene Trocknungsverfahren Einflu auf das Ergebnis zu
nehmen: Ein vergleichsweise niedriger Rosmarinsiure-
gehalt ging fast immer mit einer Graubraun-Verfar-
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bung der Droge einher. Der Einflul von den Kultivie-
rungsbedingungen und vom Anbaugebiet ist wahr-
scheinlich. Eine Abhingigkeit vom Alter der Probe
geht aus den Untersuchungen nicht hervor.

Der hohe Kaffeesduregehalt (nach Hydrolyse)
scheint sich nach den erhaltenen Chromatogrammen
bei den Asteraceen und Apiaceen im Gegensatz zu den
Lamiaceen in den Chinasdurcestern wiederzufinden,
deren Bestimmung jedoch nicht Gegenstand der Unter-
suchungen war. Durch die gewéhlten gaschromatogra-
phischen Bedingungen gelang eine vollstindige Ab-
trennung der Hydroxycinnamoyl-Chinaséuren von der
Rosmarinsdure.

Dank. Mein Dank gilt der Firma Worlée/Hamburg und der Firma
Gewiirzmiiller/Stuttgart fiir die freundliche Bereitstellung der Ge-
wiirzproben sowie Frau Gloria Bochmann, TU Berlin, fiir die Auf-
nahme der Massenspektren.
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