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Einleitung

|. Einleitung

1. Allgemeines

1.1 Entwicklungsgeschichte und Bedeutung &therischer Ole

Atherische Ole werden schon seit der frilhen Antike als Duft- und Geschmacksstoffe geschétzt.
Krauter und Holzer reich an &herischen Olen wurden verbrannt, um mit dem entstehenden
Duft die Gotter freundlich zu stimmen. Von dieser Praktik leitet sich das Wort ,, Parfum® -per
fumum- (lat.: durch den Rauch) ab. Vereinzelt wurden &herische Ole damals auch zur
Desinfektion von Raumen verwendet. Rudimentdre Ansétze zur Gewinnung durch Destillation
wurden im 9. Jnhdt. von den Arabern verbessert. Zur entscheidenden systematischen
Entwicklung der ,Destillierkunst® kam es jedoch erst im 13. Jhdt., vor alem durch den
katalanischen Arzt Arnold de Villanova (1235-1311). Ab diesem Zeitpunkt wurden &therische
Ole von Apothekern destilliert und zur Heilung und Linderung von Krankheiten eingesetzt. Ab
dem 16. Jndt. fanden ihre Eigenschaften Eingang in diverse Pharmakopoeen, wie z. B. das
Dispensatorium Noricum (1543). In der ersten Hélfte des 19. Jhdts. wurde aufgrund des
standig steigenden Bedarfs die Produktion &herischer Ole im industriellen Mal3stab
aufgenommen. Zu dieser Zeit hatte sich Grasse (Frankreich) zur Hochburg der &therisch-Ol-
und Parfumproduktion entwickelt. Hier wurde im 18. Jhdt. das sog. Enfleurage-Verfahren
entwickelt. Dieses dient zur schonenden Gewinnung wertvoller dtherischer Ole aus nicht
destillierbaren Bliten wie Jasmin und Vellchen. Die Bliten werden auf Fette aufgestreut,
wobei durch direkten Kontakt mit dem Fett &dtherisches Ol bei niedrigen Temperaturen
extrahiert werden kann. Da diese Methode sehr arbeitsaufwendig ist, ist sie heute fast
vollstandig anderen Extraktionsverfahren, v. a. der tUberkritischen CO,-Extraktion gewichen
[10-12].
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Die Strukturaufklarung der dtherisch-Ol-Komponenten nahm 1880 durch Otto Wallach, einem
Mitarbeiter von Kekulé, eine entscheidende Wendung. Die Existenz von Kohlenwasserstoffen
der Grundformel CyoH1s War bereits bekannt, und sie hatten von Kekulé den Namen ,, Terpene”
aufgrund ihrer Anwesenheit in Terpentindl erhalten. Eine weitere Gruppe mit den Formeln
Ci0H160 und CyoH350, die den algemeinen Namen ,, Campher” erhalten hatte, war ebenfalls
bekannt. Wallachs Forschungen fihrten zur Aufkldrung eniger haufig vorkommender
Monoterpene wie Pinen, Camphen, Limonen, Terpinen, Terpinolen und Phellandren. Sogar zu
ihrer Biosynthese stellte Wallach bereits Vermutungen an. Mit seinen Untersuchungen legte er
den Grundstein der Terpenforschung und erhielt dafir 1910 den Nobelpreis. Seither wurden
die Strukturen einer grof3en Viefalt von Terpenen, derzeit beléuft sich ihre Zahl auf etwa
5000, davon etwa 200 Monoterpene, und etwas spéater auch der Phenylpropane aufgeklart.
Dies wurde besonders durch die stetige Verbesserung der analytischen Methoden mdglich. In
der Folge konnten durch die Fortschritte der synthetischen organischen Chemie Terpene und
Phenylpropane semisynthetisch oder vollsynthetisch hergestellt werden. Angefangen hatte diese
Entwicklung bereits 1856, as Chiazza semisynthetischen Zimtaldehyd herstellte; die erste
Vollsynthese, von Linalool, gelang 1955. Synthetische Substanzen sind wesentlich billiger als
semisynthetische und die genuinen é&herischen Ole. Gerade in der Duftstoff- und
Parfimindustrie werden synthetische Monosubstanzen heute in hohem Mal3e verwendet
[10,12].

Neben ihrer Bedeutung in der Aromastoffindustrie spidlen die #herischen Ole eine
zunehmende Rolle in der Phytotherapie und der sog. Aromatherapie. Ein grof3er Teil der
phytotherapeutischen Préaparate besteht aus Zubereitungen &dherischer Ole oder &therisch-Ol-
haltiger Drogen. Meist werden dabei verschiedene Ole oder akoholische Drogenausziige
kombiniert. Es stehen Kapseln, Séfte, Tropfen, Salben, Cremes, Einreibungen und Bader zur
aul¥erlichen sowie innerlichen Anwendung zur Verfligung. In erster Linie wird der
hyperamisierende und analgetische Effekt bei rheumatischen und rheumatoiden Beschwerden,
stumpfen Traumen und Sportverletzungen ausgenutzt. Bei diesen Indikationen werden v. a
Eucalyptusdl, Rosmarindl, Campher, gereinigtes Terpentindl und Wacholderbeerdl eingesetzt.
Fur Kamillendl, Schafgarbenblitendl und Arnikadl konnten antiphlogistische und
granulationsfordernde  Wirkungen nachgewiesen werden. Innerlich verwendet man bei

Katarrhen der oberen Luftwege &herische Ole von Koniferen, Anis, Fenchel, Thymian und
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Eukalyptusbl&ttern, aber auch Monosubstanzen wie Thymol, Levomenthol und Campher. Bei
krampfartigen Magen- und Darmbeschwerden, Meteorismus und Flatulenz wirken Fenchel-,
Anis, Kimmel-, Koriander-, Pfefferminz-, Basilikum- und Kamillentél spasmolytisch und
blahugstreibend. Sedative Eigenschaften sind fiir die &therischen Ole von Baldrian, Hopfen,
Mélisse und Lavendel nachgewiesen. Fur Campher, Rosmarindl, Pfefferminzdl und auch for

Lavendel 6l existieren Zubereitungen mit kreislaufanregender Wirkung. [13-15]

In der Aromatherapie werden &therische Ole mit fetten (Basis-)Olen verdinnt und fir
Massagen verwendet. Aber auch die Inhalation und die Verwendung as Badezusatz sind
Bestandteil der Aromatherapie, die in erster Linie zur Linderung von Stref3 und stref3bedingten
Krankheiten aber auch als Begleittherapie bei schweren Erkrankungen geeignet ist. Auch tber
die Anwendung &therischer Ole wahrend der Schwangerschaft und Geburt wird berichtet [16].
Problematisch in der Aromatherapie ist der ausschliefdliche Nachweis der Wirksamkeit in vitro.
Placebokontrollierte Doppelblindstudien sind schwer durchfuhrbar und erfordern zuallererst
eine genaue Charakterisierung des &therischen Ols, was jedoch meistens miRachtet wird [16].
Ein weiteres Problem stellen die ,, Aromatherapeuten® selbst dar, die in der Regel eine
paramedizinische Ausbildung besitzen und von der chemischen Struktur und Wirkung
dherischer Ole kaum Ahnung haben [17]. Damit verbunden ist auch der Irrglaube, daR

atherische Ole als Naturstoffe keinerlei Nebenwirkungen aufweisen.

Im adlgemeinen sind Nebenwirkungen é&herischer  Ole nur bel  enem nicht
bestimmungsgeméiem Gebrauch, vor allem bei Uberdosierungen zu erwarten. Bei MifRbrauch
konnen sie jedoch schwere toxische Reaktionen ausldsen. An erster Stelle der unerwiinschten
Wirkungen ist die Kontaktdermatitis zu nennen, die bel direktem Kontakt der Haut mit
&therischen Olen, wie bel Massage und Badern, héaufig auftreten kann. Vor allem Ole mit einem
hohen Anteil an ungeséttigten Terpenkohlenwasserstoffen konnen allergische Reaktionen
auslosen. Es sollen jedoch nicht die Terpene selbst, sondern Oxidationsprodukte daftr
verantwortlich  sein  [38]. Die Agrumendle besitzen unterschiedliche Anteile an
Cumarinderivaten, da sie nicht durch Destillation, sondern durch Auspressen gewonnen
werden. Sie kdnnen deshalb photosensibilisierende und phototoxische Wirkungen haben [13].
Besondere Vorsicht bei der Anwendung dtherischer Ole ist bel Schwangeren, Sauglingen und
Kleinkindern geboten. Einige wirken abortiv, andere kénnen Bronchospasmen, bis hin zum

Atemdtillstand, verursachen [18]. Auch bel Asthmadisposition ist von einer Anwendung
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dherischer Ole abzuraten [19]. Dariiber hinaus besitzen einige bestimmte &herische Ole

nephrotoxische, hepatotoxische oder kanzerogene Wirkungen.

1.2 Verfalschungsproblematik

Die 1SO definiert étherische Ole as: , die durch Wasserdampfdestillation von Pflanzenteilen
gewonnenen Produkte sowie die durch Auspressen der Fruchtschalen einiger Citrus-Arten
gewonnenen Ole*. Sie sind fliissige, stark riechende Stoffgemische von dlartiger Konsistenz,
die in Wasser schwer lédlich sind. Daneben gibt es naturidentische dtherische Ole, die einem
natiirlichen Ol nachempfunden sind. Sie werden aus Substanzen zusammengestellt, die
synthetisch hergestellt oder durch chemische Verfahren isoliert wurden und sind weitgehend
identisch mit phytogenen Olen. Kiingtliche &therische Ole haben kein natiirliches Pendant und
werden heute in hohem Mal3e zur Parfimherstellung eingesetzt. Sie weisen unterschiedliche
Eigenschaften auf, sind somit leicht identifizierbar und von natirlichen und naturidentischen
Olen unterscheidbar. Dagegen ist die Unterscheidung zwischen natiirlichen und
naturidentischen dtherischen Olen aufgrund der chemischen Ubereinstimmung schwieriger. Es
fehlen jedoch im naturidentischen Ol die fir phytogene Ole charakteristischen

Spurenkomponenten, die mittels GC nachgewiesen werden kénnen.

Haufig werden im Hande jedoch keine vollsténdig naturidentischen Ole angeboten, sondern es
werden den phytogenen Olen fremde Substanzen zugesetzt. So wird einerseits die Ausbeute
teurer Ole erhoht, andererseits wird durch den gezielten Zusatz 6leigener Substanzen versucht,
minderwertige Ole aufzubessern. Vor der Einfiihrung empfindlicher chromatographischer
Methoden gestaltete sich der Nachwels von Zusdtizen schwierig. Friher waren grobe
Verfaschungen mit Phthalsiureestern, Benzylalkohol, fetten Olen, Paraffinen, Ethanol,
Glykolen und Glycerolacetat gangige Praxis. Diese kénnen durch Bestimmung der Kennzahlen
wie Saurezahl und Esterzahl oder durch einfache Prifungen wie Auftréufeln auf Filterpapier
und Bestimmung der wasserl6slichen Anteile nachgewiesen werden. Auch die Bestimmung der
relativen Dichte, des Brechungsindex und der optischen Drehung leisten zum Nachweis
derartiger Verfélschungen gute Dienste. Bei den heute Ublichen V erfal schungspraktiken stof3en
diese Methoden jedoch an ihre Grenzen. Die &therischen Ole werden mit synthetisch giinstig
hergestellten Monoterpenen und Phenylpropanen gestreckt, es werden Substanzen oder

Fraktionen zugesetzt, die aus billigeren Olen isoliert wurden und auch der Zusatz von dhnlich
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zusammengesetzten, kostengiinstigeren Olen ist denkbar. Als Beispiele aus der Palette der
MOoglichkeiten ist der Zusatz von synthetischem Linalool und/oder Linalylacetat oder von
Lavandindl zu echtem Lavendeldl zu nennen. Die Beimengung &dhnlicher Ole hat eine
Veranderung des Inhaltsstoffmusters zur Folge, die in der Regel gaschromatographisch gut
erkennbar ist. Bei 0. g. Beispidl ist die Streckung von echtem Lavendel 6l durch Lavandindl an
erhdhten Werten fir Cineol und Campher erkennbar. Fir die Beurteilung derartiger
Veranderungen werden Grenzwerte als Anhaltspunkte bendtigt, die aus der Untersuchung
einer moglichst grof¥en Anzahl authentischer Proben hervorgegangen sind. Solche Grenzwerte
sind als Qualitatsmerkmal fiir einige dherische Ole in Arzneibiichern festgelegt.

Mit fortschreitender Aufkldrung der Biosynthese von Monoterpenen zeigte sich, daf3 die
beteiligten Enzyme mit hoher Stereoselektivitét arbeiten. Ermdglicht wurde der Nachweis von
reinen Enantiomeren in #herischen Olen durch die Entwicklung empfindlicher
Anaysenmethoden. Die Kapillargaschromatographie (CGC) ist das wichtigste Werkzeug zur
Untersuchung chiraler Verbindungen in &herischen Olen. Die optischen Antipoden konnten
anfanglich erst nach Derivatiserung mit Reagenzien wie (-)-Menthylchlorformiat oder 2-
Phenylpropionylchlorid getrennt werden [20]. Neben den hohen Kosten der chiralen
Reagenzien flhrten Nachteile wie Ungenauigkeiten bei der Quantifizierung der
Substratenantiomeren und geringe Flichtigkeit der gebildeten Diastereomeren dazu, dal3 die
Derivatiserung zur chirden Trennung heute kaum noch eingesetzt wird. Erste
Enantiomerentrennungen ohne Derivatisierung wurden ab 1966 durch die Entwicklung chiraler
Saulen moglich, die auf Aminosdurederivaten basierten [21]. Durch Verwendung von
polymeren Amiden konnte 1977 eine bessere Enantiosalektivitét und Temperaturbestandigkeit
der Sdulen ereicht werden. Etwa zeitgleich wurden verschiedene Metallkomplexe wie
Nickel(l1l), Mangan(ll) oder Kobalt(ll) big3-(heptafluorobutanoyl)-(1R)-camphorat
eingesetzt, wodurch die Enantiomerentrennung durch Komplexierungs-GC erreicht werden
konnte [22]. Der Durchbruch in der stereoselektiven GC-Analytik gelang jedoch erst Anfang
der 80er mit den Cyclodextrinen, die sich as robuste, vielfach einsetzbare chirale stationare
Phasen erwiesen. Dabel handelt es sich um a-1,4-verknipfte cyclische Oligomere der a-D-
Glucopyranose. Die aus 6 (a), 7 (b) oder 8 (g) Einheiten bestehenden Molekiile bilden eine
sog. Becherform. Da die Cyclodextrine unter 250 °C als kristalline Festkorper vorliegen,
missen sie in mittel polaren, flissigen Polysiloxanen gel6st werden, um sie as diinnen Film (in

der Rege 0,25 pm) auf Kapillarsdulen aufzubringen. Durch Einfigen von Alkyl- bzw.
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Acylresten in Position 2, 3 und 6 erhdt man temperaturbesténdige modifizierte Cyclodextrine
mit unterschiedlichem Trennverhdten, die zum Tel sogar flissg sind [23-25]. Die

Strukturformel eines modifizierten b-Cyclodextrinsist in Abb. 1 dargestellt.

Abb. 1: 2,3-Diacetyl-6-tert-butyldimethylsilyl-b-cyclodextrin

HsC4(CHs):Si-O
Sl(CH3)2C4H9
COCHQ
H:.COC-O
offo-coh cocr H:COC-O
HsC4(CHs3):Si-O
HsCOC-O
O-Si(CHs)2CaHs
(0]

O-Si(CHs):CaHs

Das Trennprinzip durch modifizierte Cyclodextrine ist noch nicht vollstdndig aufgeklart.
Vermutlich haben zwel enantiomere Verbindungen unterschiedliche Affinitdten zu den sog.
»chira cavities’ und verbleiben somit unterschiedlich lange auf der Saule. Daraus ergibt sich
der Nachtell, dal3 keine Vorhersagen zum Trennverhaten eines Enantiomerenpaares, z. B.
aufgrund der Strukturformel, gemacht werden kénnen. Zudem ist die Trennung nicht auf jeder
Cyclodextrin-Phase gleichermal3en moglich. In der Regel konnen nicht ale relevanten
Enantiomerenpaare eines dtherischen Ols auf der selben Saule getrennt werden, so dal’ man
sich auf die Bestimmung der zwel oder drei wichtigsten und aussagekréftigsten chiralen

Verbindungen beschranken muf.

Durch die chirde GC-Untersuchung kdnnen unerlaubte Zusdtze synthetischer Reinsubstanzen
zu dtherischen Olen nachgewiesen werden, sofern es sich um optisch aktive Verbindungen
handelt. Die Reinheit der meisten dieser Substanzen wurde in den letzten Jahren stetig
verbessert, wodurch  mit  der  ,herkdmmlichen® achirdlen GC haufig keine
Synthesenebenprodukte mehr nachweisbar sind [84].
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Natirlich kann durch stereoselektive Analytik nur der Zusatz von Racematen nachgewiesen
werden, Verfalschungen mit optisch reinen Substanzen werden mit dieser Methode nicht
erfaldt. Jedoch sind diese in der Regel wesentlich teurer a's Racemate und lohnen sich nicht fr
den Verschnitt &therischer Ole. Chirale GC-Untersuchungen sind zudem nicht anwendbar,
wenn in dem fraglichen &therischen Ol natiirliche Racemate vorliegen. Als weitere
Voraussetzung werden optisch reine Referenzsubstanzen bendtigt, die die Peakzuordnung
ermoglichen sowie authentisches Probenmaterial, mit dem das natrliche Enantiomeren-

Verhdtnis bestimmt werden kann.

1.3 Aufbau von Atherisch-Ol-M onographien der Arzneibuicher

Im aktuellen deutschen Arzneibuch (DAB 2001) befinden sich 7 Monographien fir &therische
Ole, im européischen Arzneibuch (Ph. Eur. 1997 mit NT 2001) 11 Monographien. Der Aufbau
einer nationalen Monographie ist dem Aufbau einer europdischen Monographie prinzipiell
angepasst. Im Abschnitt , Definition® ist zum einen die Stammpflanze beschrieben, die fur die
Gewinnung des é&therischen Ols verwendet werden muBR, zum anderen der/die zu
verwendende/n Pflanzenteil/e aus dem das O gewonnen wird. Der Abschnitt , Eigenschaften”
beschreibt das Aussehen, die geruchlichen und geschmacklichen Qualitéten, sowie das
Lodlichkeitsverhalten. Unter  ,Prifung  auf | dentitét" findet man eine
dunnschichtchromatographische und gegebenenfalls auch ene gaschromatographische
Prifung. Die Identifizierung erfolgt hierbei durch das charakteristische Fingerprint-
Chromatogramm eines dtherischen Ols. Im Abschnitt , Prifung auf Reinheit* werden Werte fir
die Uberpriifung der relativen Dichte, des Brechungsindex, der optischen Drehung und der
Saurezahl angegeben. Des weiteren kénnen Vorschriften zur Prifung auf fremde Ester, fette
Ole, verharzte é&herische Ole und der Peroxidzahl aufgefihrt sein. Auch das
chromatographische Profil ist bei der Prifung auf Reinheit beschrieben. Es enthélt genaue
Angaben zur Durchfihrung sowie Grenzwertangaben fir relevante Inhatsstoffe. Die
traditionellen Methoden zur Gehdtsbestimmung, wie die ,Hydroxylaminmethode®,
Bestimmung des Estergehalts durch Hydrolyse oder des Phenolgehalts mit Cassiakolben, sind
in den letzten Jahren mehr und mehr dem chromatographischen Profil gewichen. Damit ist eine
wesentlich genauere Quantifizierung von mehreren Inhaltsstoffen gleichzeitig moglich. Den

AbschluB einer dtherisch-Ol-Monographie bilden die Hinweise zur , Lagerung” .
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2. Ziel der Arbeit

2.1 Problemstellung

Die Aufnahme geeigneter empfindlicher Untersuchungsmethoden in die Arzneiblicher zum
Nachweis verfélschter dherischer HandelsOle ist ein wesentlicher Schritt zur Losung bzw.
Reglementierung des Problems. Dabel mul3 unter Abwé&gen von Kosten und Nutzen en

Mittelweg zwischen maximal Mdglichem und unbedingt N6tigem gefunden werden

Die gaschromatographische Analytik stellt die beste Methode zur Identitéts-, Reinheits- und
Gehaltsbestimmung  dtherischer Ole dar. Obwohl sie bereits verstarkt Eingang in das
europdische und deutsche Arzneibuch gefunden hat, besteht noch Ergénzungs- und
Verbesserungsbedarf bei einer Vielzahl von Atherisch-Ol-Monographien, insbesondere da eine
Reihe von Monographien noch kein ,Chromatographisches Profil“ beinhaltet. Dies sollte
maoglichst rasch beseitigt werden, da die Arzneiblicher mit dem Stand der Technik Schritt

halten und den Forderungen der Industrie nach einheitlichen Regelungen nachkommen muissen.

Um die Authentizitét eines dtherischen Ols zu bestimmen reicht haufig die qualitative und
quantitative Bestimmung der Inhaltsstoffe nicht aus, da diese, wie fur Naturprodukte tblich,
grol3e natirliche Schwankungen aufweisen. Verschiedene Cyclodextrin-Derivate kdnnen als
stationére chirale Phase zur Trennung optisch aktiver Komponenten dtherischer Ole eingesetzt
werden. Der Zusatz synthetischer Racemate zu dtherischen Olen kann durch eine Veranderung
der natlrlichen Enantiomerenverhaltnisse erkannt werden. Bisher wird eine derartige Methode
nur in der Monographie ,Kimmel6l“ des DAB beschrieben. Die Anwendung bei einer Reihe
weiterer dtherischer Ole ist wiinschenswert, da die chirde GC derzeit mit zu den besten

Methoden zur Erkennung von Verfaschungen dtherischer Ole zahit.
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Die Arbeit sollte die FortfUhrung einer friiheren Dissertation [26] darstellen, die ebenfalls vom
Bundesinstitut fir Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM) angeregt und gefordert wurde.
Wegen der anhaltenden Aktualitdt des Themas entschlof3 sich das BfArM zur Weiterfiihrung
der Arbeiten. Die Arbeiten in der europédischen Arzneibuchkomission gehen relativ langsam
vonstatten, da zur VerOffentlichung einer Monographie das Einverstdndnis aler
Mitgliedsstaaten notwendig ist. Deshalb enthalten noch immer nicht ale &therisch-Ol-
Monographien der Ph. Eur. ein chromatographisches Profil. Es sollten gaschromatographische
achirale Methoden entwickelt werden, die unter allgemein Ublichen Bedingungen auch von

nicht spezialisierten Labors durchgefihrt werden konnen.

Zusétzlich sollten bestehende achirale chromatographische Profile durch chirade Methoden
ersetzt werden, falls dadurch die Erkennung von Verfd schungen erleichtert wird. Jedoch sollte
auch diese Bestimmung der Enantiomerenverteilung moglichst einfach durchfihrbar sein.
Mehrdimensionale GC oder Vortrennung mit DC oder HPLC sind dafUr nicht geeignet, da dies
einen zu groflen zeitlichen und technischen und damit finanziellen Aufwand erfordert.
Eindimensionale GC mit einem unkomplizierten, moglichst kurzen, aber effektivem Tempe-
raturprogramm sollte die Methode der Wahl sein. Die dafir eingesetzten chiralen Saulen
muissen ebenso wie die Referenzsubstanzen im Handel erhdltlich sein. Falls fur eine zu
bestimmende Substanz die reinen Enantiomeren nicht erhdtlich sind, darf die Elutionsfolge
nach Untersuchung authentischer Proben in Ausnahmefdlen per definitionem festgelegt

werden.

Daneben sollten al's Erweiterung der bestehenden Arzneibiicher fiir eine Anzahl dtherischer Ole
neue Monographien mit geeigneten DC- und GC-Methoden erstellt werden sowie die

Eigenschaften und physikalischen Kennzahlen bestimmt werden.



Einleitung

2.2 Auswahl der atherischen Ole

Die folgenden zu untersuchenden &therischen Ole wurden vom BfArM vorgegeben:

Kiefernnadeldl - Pini aetheroleum

Bitterfenchel6l - Foeniculi amari aetheroleum
Slifencheldl - Foeniculi dulcis aetheroleum

Korianderdl - Coriandri aetheroleum

Bitterorangenbl itendl - Aurantii amari floris aetheroleum
Lavendeldl - Lavandul ae aetheroleum

Sabeidl - Salviae aetheroleum

Die bereits bestehenden DAB-Monographien ,,Kiefernnadel6l* und ,,Fenchel6l“ sollten durch
ein ,Chromatographisches  Profil*  ergdnzt werden. Fir Lavendelél und
Bitter orangenblitendl hingegen sollte die in den Monographien der Ph. Eur. 1997 NT 2001
bereits bestehende achirale chromatographische Methode Uberarbeitet und gegebenenfalls
durch eine chirale Methode ersetzt werden. Fur stiRes Fencheldl, Koriander 6l und Salbeidl
sollten vollig neue Monographien fir das DAB, bzw. die Ph. Eur. erarbeitet und

zusammengestellt werden.

Die Zusammensetzung von &herischen Olen unterliegt, wie ale Naturstoffe, gewissen
quantitativen Schwankungen, die je nach Ol starker oder schwacher ausgepragt sind. Mit
diesen quantitativen Schwankungen sind unmittelbar auch qualitative Schwankungen
verbunden, besonders wenn die Wirkung des &herischen Ols von einzelnen Inhaltsstoffen
abhangt. Um neue Monographien, bzw. chromatographische Profile zu erstellen wurde ein
moglichst breiter Querschnitt an Handelsdlen untersucht. Des weiteren wurde die
Zusammensetzung dtherischer Ole, die a's Verfaschung oder Verwechsung in Frage kommen,
in die Ergebnisse mit enbezogen. Zusédtzlich wurde, falls erhdtlich, authentisches
Drogenmaterial nach der Vorschrift , Gehaltsbestimmung des &herischen Ols in Drogen*
(2.8.12) der Ph. Eur. 1997 destilliert und nachfolgend analysiert. Trotzdem genligen diese
Untersuchungen in der Regel nicht, um der Vidfatigkeit dherischer Ole ausreichend
Rechnung zu tragen. Deshalb wurden umfassende Literaturrecherchen zu den jeweiligen
Pflanzen und Olen durchgefiihrt, die in der Folge in die Festlegung der Grenzwerte mehr oder

weniger stark eingeflossen sind.
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I1. Ergebnisse und Diskussion

1. Untersuchung der atherischen Ole

1.1 Atherische Ole der Pinaceae

Die Familie der Pinaceae zéhlt zur Unterklasse der Coniferae, der Nadelhdlzer. Die
immergriinen, nadelférmigen Blétter enthalten dtherisches Ol in schizogenen Exkretgangen.
Die sog. Terpentine, ein Gemisch aus &therischen Olen und Harzen, sind in den Exkretraumen
des Stammes (Rinde und Holz) lokalisiert. Die Zusammensetzung des &herischen Terpentindls
wird von Monoterpenkohlenwasserstoffen bestimmt. Der Harzanteil (Colophonium) besteht im
wesentlichen aus Diterpensauren. Die Nadeldle  weisen neben den

Monoterpenkohlenwasserstoffen Terpenakohole und die entsprechenden Ester auf [28,29].

1.1.1 Kiefernnadel ol

Kiefernnadeldl, Pini aetheroleum, ist das durch Wasserdampfdestillation aus den frischen
Nadeln, Zweigspitzen oder frischen Asten mit Nadeln und Zweigspitzen von Pinus silvestris L.
oder anderen Arten der Gattung Pinus gewonnene &therische Ol [4]. Es handelt sich um eine
klare, farblose bis schwach gelbe Flissigkeit von terpenartigem Geruch. Wie in der Definition
festgelegt, unterscheidet das Arzneibuch nicht zwischen den &herischen Olen der
verschiedenen Pinus-Arten. Als aktuelles Problem sollten mogliche Unterschiede zwischen
Kiefernnadeldl und Latschenkieferndl analytisch ermittelt werden, die es rechtfertigen, dal3

zwel getrennte Monographien erstellt werden.

Dem arzneilich verwendeten Kiefernnadeldl werden antibakterielle und sekretolytische
Wirkungen zugeschrieben. Bei Katarrhen der oberen Luftwege erfolgt im Brustbereich und
Ricken eine lokale Applikation. Eine weitere Anwendungsmaoglichkeit ist die Inhalation der

atherisch-Ol-Dampfe nach Eintropfen in heiRes Wasser. Kiefernnadelol ist wegen seiner
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hyperamisierenden Wirkung héufig Bestandteil von Einreibungen und Badezusétzen, die zur
unterstitzenden Therapie bel Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises und bei
neuralgiformen Beschwerden angewandt werden [15]. Die genannten Anwendungen

entsprechen den Therapieempfehlungen der Kommission E fur Kiefernnadeldl [30].

Die Hauptbestandteile von Kiefernnadeldl sind in wechselnden Anteilen die Monoterpene a-
und b-Pinen und D3-Caren. Hinzu kommen weitere Monoterpene wie Camphen, Limonen,
Myrcen, b-Phellandren, p-Cymen, Terpinolen, a- und g Terpinen, a-Terpineol, Bornyl- und
Terpinylacetat. Untersuchungen an dtherischen Olen von P. pinaster zeigten, dal? a-Terpineol
kein genuiner Bestandteil ist, sondern wahrend der Destillation gebildet wird [31]. Vermutlich
ist dies auch beim Ol von P. silvestris der Fall. b-Caryophyllen und das entsprechende Oxid
sowie a-Humulen sind die wichtigsten Sesquiterpene im Kiefernnadel 6. Daneben sind weitere

charakteristische Komponenten in Antellen unter 1 % enthalten, wie z. B. Tricyclen [32-35].

Die Zusammensetzung des dtherischen Ols variiert sehr stark. Das zur Destillation verwendete
Ausgangsmaterial spielt dabei eine bedeutende Rolle, da das dtherische Ol aus dem Holz des
Stammes, aus den Asten und aus den Nadeln unterschiedlich zusammengesetzt ist [35].
Werden hauptsachlich Zweige mit hohem Holzanteil und wenig Nadeln verwendet, so sind
vermehrt Monoterpenkohlenwasserstoffe zu finden. Werden dagegen nur junge Zweige mit
hohem Nadelanteil destilliert, so erhdt man ein &herisches Ol mit erhdhten Mengen an
Terpenalkoholen und Estern [29]. Daneben sind starke Schwankungen in der &therisch-Ol-
Zusammensetzung nicht nur zwischen den Populationen verschiedener Standorte, sondern auch
innerhalb einer Population zu beobachten. Die Variationen sind von genetischen und

klimatischen Bedingungen sowie vom Zeitpunkt der Ernte abhangig [34,35].

Man erhdlt Kiefernnadeldl minderer Qualitét, wenn das zur Destillation verwendete Material
bereits einige Zeit gelagert wurde und nicht im frischen Zustand zur Verarbeitung gelangt [36].
Verfadlschungs- bzw. Verwechdungsmoglichkeiten bestehen mit den sog. ,Pine Oils‘. Dabei
handelt es sich um verschiedene technische Produkte, wie etwa die hther siedenden Fraktionen
von Wurzelterpentingl oder amerikanischem Kiendl. Daneben existieren synthetische Ole, die
aus a-Pinen durch Hydratiserung mit anschlief3ender Destillation gewonnen werden [37].

Andere Verwechs ungsmdglichkeiten bestehen mit den Olen der Arten Abies und Picea.
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1.1.1.1 DC-Untersuchung von Kiefernnadel 6l

Das DAB 2001 l&sst die Identitét von Kiefernnadeldl ausschliefdich mittels DC Uberprifen.
Dazu wird as dstationdre Phase eine DC-Platte mit Kieselgel R vorgeschrieben. Die
Entwicklung erfolgt zweimal mit Dichlormethan R Uber eine Laufstrecke von 10 cm. Fir die
Untersuchungslosung werden 30 il Ol in 1,0 ml Toluol R gelost, 20 pl davon werden
bandformig auf die Platte aufgetragen. Fir die Referenzlésung werden 40 pyl Bornylacetat R
und 5 mg Borneol Rin 10 ml Toluol R gelést und 10 pl davon auf die DC-Platte aufgetragen.
Nach Verdunsten der mobilen Phase bei Raumtemperatur wird die Platte mit Anisaldehyd-
Reagenz R bespriht und 10 bis 15 min lang bei 100 bis 105 °C erhitzt. Die Auswertung erfolgt
im Tagedlicht. Nach DAB 2001 erscheint im Chromatogramm der Referenzldsung als unterste
Zone das braungraue Borneol und weiter oberhalb die gleichfarbige Bornylacetat-Zone (Abb.
2). Das Chromatogramm der Untersuchungslésung zeigt wenig unterhalb der Flief3mittelfront
eine starke, violett gefarbte Hauptzone der Terpenkohlenwasserstoffe. Die weniger
ausgepragte Zone des Bornylacetats ist deutlich schwéacher als digjenige der Referenzldsung. In
der unteren Hafte liegen 3 bis 4 mittelstarke bis starke blauviolette Zonen. Eine rosarote Zone,
die sich etwain der Mitte des Chromatogramms der Untersuchungs 6sung befindet, ist je nach

dem Alter des Ols mehr oder weniger stark ausgepragt. Eine Borneol-Zone ist nicht erkennbar.

Abb. 2 Schematische Darstellung eines typischen Kiefernnadel 6I-DCs auf Kieselgel
nach DAB 2001

Oberer Plattenrand

Eine intensive violette Zone
(Terpenkohlenwasserstoffe)

Bornylacetat: eine braungraue Zone Eine schwache braungraue Zone
(Bornylacetat)

Eine schwache rosarote Zone
(Caryophyllenoxid)

3 bis 4 mittelstarke bis starke blau-
violette Zonen

Borneol: eine braungraue Zone Keine braungraue Zone

Referenzldsung Untersuchungslosung

Der wesentliche Nachtell der genannten Methode ist die Verwendung von Dichlormethan als
Flief3mittel. Dieses sollte wegen seiner hepatotoxischen Eigenschaften nicht mehr verwendet

werden. Als Alternative wurde eine Mischung aus 95 VT Toluol und 5 VT Ethylacetat
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getestet. Es konnte eine gleichwertige Trennung der &therisch-Ol-Komponenten erzielt
werden. Als weitere Verbesserung wurde Caryophyllenoxid als zusétzliche Referenzsubstanz
eingesetzt. Dieses entsteht bei Uberlagerten Olen durch Oxidation aus b-Caryophyllen und
Ubernimmt somit eine gewisse Indikatorfunktion fur ,ate* Kiefernnadeltle. Die aktuelle
Monographie enthélt einen Hinweis darauf (rosarote Zone, etwa in der Mitte des

Chromatogramms), konkrete Angaben fehlen jedoch.

Abb. 3 DC von Kiefernnadel 6len und L atschenkieferndlen des Handels

(Untersuchungslésung: 30 Wl Ol in 1 ml Toluol gelost, Auftragungsmenge 20 l; Referenzlosung: 40
pl Bornylacetat, 5 mg Borneol und 20 mg Caryophyllenoxid geldst in 10 ml Toluol, Auftragungsmenge
10 W, Sprihreagenz: Anisaldehyd-Reagenz)

Front
* 'b-.Cfaryo- e
phyllen
e -1_;.‘.._ IBomyl_ e i
e gcetat _i&_ﬁ_ﬂ_._‘ P
Caryophyl-
A lenoxid
‘iri’é?"" “Borneol
a.
Terpineol
Stal't 1 ] 1 1 1 1 1 1 I : ; ;
T T T T 1 { } } ! | } }
Referenzisg. Referenzlsg.
LK11 It. DAC- LK6 It. DAB- K12 K3
Entwurf Entwurf

K3, K12: Kiefernnadelle des Handels, interne Chargen-Bezeichnung.

LK6, LK11: Latschenkiefernéle des Handels, interne Chargen-Bezeichnung.

Der Entwurf einer Latschenkieferndl-Monographie fir den DAC beinhaltet eine DC-Methode
auf Kieselgel mit einer Mischung aus 95 VT Toluol und 5 VT Ethylacetat. Die Methode ist
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identisch mit dem vorliegenden Entwurf, jedoch wird a's Referenzlsung eine Mischung aus 10
M b-Caryophyllen, 10 pl a-Terpineol und 40 I Bornylacetat, gelost in 10 ml Toluol,
verwendet. In Abbildung 3 sind die Ergebnisse beider Referenzldsungen vergleichend
dargestellt. Die Referenzlosung des DAC-Entwurfs ergibt vier, statt der erwarteten drei
Banden. Die vierte Bande stammt vom Caryophyllenoxid, das immer, zumindest in kleinen
Mengen, in der Referenzsubstanz von b-Caryophyllen enthalten ist. Da a-Terpineol vermutlich
ein Dedtillationsartefakt ist, das nur in geringen Mengen in Kiefernnadeldl zu finden ist, ist

seine Eignung als Referenzsubstanz zur Prifung auf |dentitét zweifel haft.

Mit der dargestellten DC-Methode ist die Prifung auf Identitét von Kiefernnadeldl maglich.
Die Hauptkomponenten a- und b-Pinen und D3-Caren werden im DC nicht erfal¥, sind jedoch
auch nicht das ausschlaggebende Kriterium. Die Unterscheidung von Kiefernnadel- und
Fichtennadel 6l wird einerseits durch das Fehlen der Borneol-Bande, andererseits durch die nur
schwach ausgeprégte Bornylacetat-Bande im DC des Kiefernnadeldls, gewéahrleistet. Die
Intensitét der Caryophyllenoxid-Bande kann entscheidende Hinweise auf die Qualitdt des Ols

liefern, da sie verstarkt in tiberlagerten Olen auftritt.

1.1.1.2 Achirale GC-Untersuchung von Kiefernnadel 6l

Neben DAB 2001 fiihrt die Ph. Helv. VII und das OAB eine Monographie ,, Aetheroleum Pini
pumilionis® fur Latschenkieferndl. In keiner der genannten Monographien ist eine gaschroma-
tographische Methode zur Prifung auf Reinheit aufgefihrt. Als Ergénzung sollte deshalb fir
die DAB-Monographie eine GC-Methode zur Charakterisierung des dtherischen Ol's entwickelt

werden.

Fur die achirale Untersuchung von Kiefernnadel 6len wurde eine mit Macrogol 20000 belegte
Fused-Silica-K apillarsaule der Lange 60 m mit einem ID von 0,25 mm gewahlt. Als Trégergas
wurde Helium bel einer Flufdrate von 1,5 ml/min und ein Splitverhaltnis von 1:100 verwendet.
Die Temperatur der Saule wird 10 min lang bel 65 °C belassen, dann um 5 °C je Minute auf
220 °C erhoht und 4 min lang bei 220 °C gehalten. Die Temperatur des Probeneinlasses wird
bei 200 °C und die des Detektors bei 220 °C gehalten. Fur die Untersuchungslésung werden
0,5 g Ol in 10 ml Heptan gelést. Die prozentualen Anteile ausgewéhiter Inhaltsstoffe von
Kiefernnadel6len des Handels sind in Tab. 1 dargestellt. Tab. 2 zeigt im Vergleich dazu die
Zusammensetzung der selbst destillierten Kiefernnadeldle.
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Tabelle 1: Zusammensetzung verschiedener Kiefernnadel6le des Handels
GC-Untersuchung auf Macrogol-Saule 60 m (Gehalte der Komponenten ds relative Flachenprozente)

Peak Nr. (Zuordnung siehe unten)

Handelsél Int. Ch.: 1 2 3 4 S 6 v 8 9 10 11 12

K1 13,04 057 1298 166 0,79 5883 039 050 49 266 016 n.n.
K2 46,81 2,03 1248 211 317 954 1104 024 047 046 1,08 0,09
K3 4868 2,69 2658 231 364 469 092 034 040 035 166 038
K4 1246 10,37 403 272 05 1806 35 009 049 829 0,19 044
K5 3497 490 2686 450 291 952 084 301 160 166 199 017
K6 6047 253 823 519 329 78 15 097 063 117 098 0,05
K7 40,90 383 1902 7,00 273 1040 117 379 215 1,77 137 0,16
K8 6169 369 800 781 114 555 065 082 0,09 153 057 054
K9 31,62 505 926 2345 164 680 515 059 45 431 106 0,03
K10 40,056 1,30 12,38 26,02 372 366 151 035 192 025 086 0,38
MW 39,07 3,70 1398 828 236 1350 268 107 1,73 225 099 022
K11 3578 269 1339 2159 088 69 043 142 179 475 277 024
K12 34,70 477 635 3632 078 669 044 072 039 267 045 0,05

Peak Nr.: 1: a-Pinen, 2: Camphen, 3: b-Pinen, 4: D3-Caren, 5: Myrcen, 6: Limonen, 7: b-Phellandren, 8: p-Cymen, 9:
Terpinolen, 10: Bornylacetat, 11: b-Caryophyllen, 12: Terpinylacetat; n.n. nicht nachweisbar.

Die Kiefernnadel 6le sind nach steigendem D3-Caren-Gehalt geordnet (Tab. 1). Die Handelstle
K1 bis K4 weisen einen auffallend niedrigen D3-Caren-Anteil auf. Dies konnte auf genetische
Ursachen zuriickgefiihrt werden. Die Untersuchung von Pinus silvestris-Olen verschiedener
Standorte in Finnland ergab, dal3 neben einem 3-carenreichen Typ (> 10 %) auch ein 3-
carenarmer Typ (< 3 %) vorkommt [34]. Andererseits werden aber auch in Fichtennadellen
geringere Mengen an D3-Caren gefunden. Somit konnte auch eine Vermischung mit
Fichtennadeldl oder Verwechdung der Ausgangsmaterialien zu diesen niedrigen Werten
gefuihrt haben. Diese Vermutung erhértet sich bei Probe K4, da diese zusétzlich fur Limonen
und Bornylacetat erhthte Werte aufweist. Fichtennadeldl enthélt zwischen 4,0 und 30,0 %
Limonen und zwischen 5,0 und 35,0 % Bornylacetat [4]. Die Probe K1 enthalt knapp 60 %
Limonen. Da dieser Wert auch fir andere Coniferendle zu hoch ist, liegt die Vermutung nahe,
dal3 es sich hier um eine Verfalschung mit synthetischem Limonen handelt. Die Proben K2 und
K3 weisen erhohte, die Proben K6 und K8 deutlich erhthte Anteile an a-Pinen auf. Da die
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Ublichen Werte fur a-Pinen nicht tUber 45 % liegen, geben diese Ergebnisse einen Hinwels auf
den Zusatz von Terpentindl. p-Cymen stellt ein Oxidationsprodukt dar, das unter dem Einflul3
von Licht und Luftsauerstoff tber Peroxidstufen aus a- und gTerpinen und Terpinolen
gebildet wird [38]. Es ist zwar bereits in frisch destillierten Olen zu finden, jedoch in sehr
geringen Mengen [32,33]. Erhdhte Werte konnen al's Indikator fiir tiberlagertes Ol dienen. Die
Proben K5 und K7 weisen einen deutlich erhdhten Gehalt an p-Cymen auf. Auch der b-
Caryophyllen-Gehat kann einen Hinweis auf die Qualitdt des KiefernnadelOls geben, da
qualitativ hochwertige Ole einen hohen Gehalt an Sesquiterpenen aufweisen sollten [32,33].
Bel der Lagerung nimmt der b-Caryophyllen-Anteil zugunsten des Caryophyllenoxid-Gehalts
ab. Bel den Proben K1, K4 und K8 konnten auffallend niedrige Anteile an b-Caryophyllen
festgestellt werden. Die naturidentischen Kiefernnadel6le K11 und K12 entsprechen in ihrer
Zusammensetzung einem durchschnittlichen Kiefernnadeldl. Lediglich der p-Cymen-Anteil ist
be K11 etwas erhoht und der b-Caryophyllen-Anteil bel K12 zu gering. Das bedeutet, dass
mit der dargestellten Methode naturidentische Ole nicht oder nicht immer ausgeschlossen
werden kénnen. Das in Abb. 4 dargestellte GC zeigt die Probe K9, die ebenso wie K 10 keinen
Anlal3 zu Beanstandungen gab.
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Abb. 4 Typisches Gaschromatogramm eines Kiefernnadeldls (K 9), aufgezeichnet auf einer Macrogol-
Saule 60 m (Saule B)
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Peak Nr.: 1: a-Pinen, 2: b-Pinen, 3: D3-Caren, 4: Limonen, 5: p-Cymen, 6: Terpinolen, 7: Bornylacetat, 8: b-Caryophyllen,
9: Camphen, 10: b-Phellandren.

Die Zusammensetzung der selbst destillieten Ole (Tab. 2) ist nicht direkt mit dem
Inhaltsstoffmuster der Handelsdle vergleichbar, da diese in Grol3ansdtzen unter anderen
Bedingungen destilliert und danach rektifiziert werden [39]. Dennoch korrelieren die Werte
recht gut mit den Ergebnissen der Handelsble. Lediglich die Werte des Limonens und des

Bornylacetats sind etwas niedriger als bel einem durchschnittlichen Handel sdl.

Tabelle 2: Zusammensetzung selbst destillierter Kiefernnadel dle
GC-Untersuchung auf Macrogol-Séule 60 m (Gehalte der Komponenten als rel ative Flachenprozente)

Peak Nr. (Zuordnung siehe unten)
Handelsdl Int. Ch.: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
K13 2761 164 365 13,72 133 048 026 0,05 139 033 647 1,38
K14 26,08 1,32 1434 1853 568 161 0,71 0,04 182 040 4,04 0,69

Peak Nr.: 1: a-Pinen, 2: Camphen, 3: b-Pinen, 4: D3-Caren, 5: Myrcen, 6: Limonen, 7: b-Phellandren, 8: p-Cymen, 9:
Terpinolen, 10: Bornylacetat, 11: b-Caryophyllen, 12: Terpinylacetat.
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Tabelle 3: Zusammensetzung von Kiefernnadel 6len des Handels gewonnen aus unterschiedlichen Arten
der Gattung Pinus
GC-Untersuchung auf Macrogol-Saule 60 m (Gehalte der Komponenten als relative Flachenprozente)

Peak Nr. (Zuordnung siehe unten)
Handelsdl Int. Ch.: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
K15 27153 4,77 1416 1188 25 12,78 426 6,00 131 366 1,09 024
K16 38,08 1,34 1071 077 150 1509 2122 006 032 043 041 0,18
K17 51,37 092 514 068 285 460 11,60 028 142 053 273 087
K18 4418 0,65 2924 309 294 249 061 013 038 207 551 034
K19 76,22 080 1392 nn. 053 271 028 007 015 0,74 097 0,02

Peak Nr.: 1: a-Pinen, 2: Camphen, 3: b-Pinen, 4: D3-Caren, 5: Myrcen, 6: Limonen, 7: b-Phellandren, 8: p-Cymen, 9:
Terpinolen, 10: Bornylacetat, 11: b-Caryophyllen, 12: Terpinylacetat; n.n. nicht nachweisbar.
Da das DAB 2001 in seiner Definition von Kiefernnadel6l auch ,andere Arten der Gattung
Pinus® zul&@kt, wurden entsprechende Handelsole untersucht (Tab. 3). In dem Meereskieferndl
(P. pinaster) K19 konnte kein D3-Caren nachgewiesen werden, dagegen wurden auffallend
hohe Werte fur a-Pinen gefunden. Das Meereskieferndl K18 weist neben einem hohen a-
Pinen-Gehalt auch hohe Werte fir b-Pinen auf. Der Vergleich mit friheren Ergebnissen [40]
zeigt, dal3 a- und b-Pinen den Hauptanteil in Meereskieferntlen ausmachen und dal3 D3-Caren
nur eine untergeordnete Rolle spielt. Auch bel dem Lariciokieferndl (P. laricio) K17 ergaben
die Analysen einen erhohten a-Pinen-Gehalt und gleichzeitig einen sehr geringen Wert fir D3-
Caren. Das Zirbelkieferdl (P. cembra) K 16 enthélt ebenfalls geringe Mengen an D3-Caren und
zusétzlich auffallend wenig b-Caryophyllen, dagegen fallt der hohe Gehalt an Limonen auf, der
fur Kiefernnadel 6l untypisch ist. Das Zirbelkieferdl K15 weist mit 6 % einen unnattrlich hohen

p-Cymen-Gehalt auf, der von einem uberlagerten Ol zeugt.

1.1.1.3 Chirale GC-Untersuchung von Kiefernnadel 6l

Erste Untersuchungen der Arbeitsgruppe Mosandl lassen charakteristische Enantiomeren-
verteilungen von a- und b-Pinen und Limonen in Kiefernnadel 6len vermuten [41]. Bestenfalls
konnte diese Untersuchung die Unterscheidung von Kiefernnadel 6len und Latschenkieferndlen
und zusétzlich eine Abgrenzung der beiden gegen Fichtennadel6l ermdglichen. Die bisherigen
Ergebnisse auf diesem Gebiet reichen noch nicht fur definitive Aussagen aus, deshalb wurden
Untersuchungen von Kiefernnadel 6l-Handel sproben durchgefihrt.
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Es wurde eine 50 m Saule mit einem ID von 0,25 mm und einer df von 0,25 um eines b-
Cyclodextrinderivats verwendet. Das Cyclodextrinderivat trégt an den OH-Gruppen in Position
2 und 6 Methylreste und an Position 3 einen Pentylrest (Sdule G). Als Tragergas wurde
Stickstoff mit einer Durchflufdrate von 1 ml/min und ein Splitverhdtnis von 1:100 eingesetzt.
Die Temperatur des Probeneinlasses wird bei 210 °C gehalten, die des Detektors bei 220 °C.
Die Temperatur der Saule wird 15 min lang bel 90 °C gehalten, dann um 5 °C je Minute auf
220 °C erhoht und 220 °C werden 4 min lang gehalten.

Tabelle 4: Enantiomerenverteilung von a-Pinen und Limonen in Kiefernnadel 6len des Handels
GC-Untersuchung auf einer modifizierten b-Cyclodextrin-Saule (Saule G)

(-)-a-Pinen  : (+)-a-Pinen (-)-Limonen : (+)-Limonen

Handelsdl Int. Ch.

K1 12,7 : 87,3 57,8 : 42,2
K3 45,9 : 54,1 45:955
K5 349 : 65,1 9,3 : 90,7
K6 596 : 40,4 76 : 924
K7 40,9 : 59,1 10,0 : 90,0
K8 61,8 : 38,2 54 : 946
K9 32,2 : 67,8 6,6 : 934
K12 35,0 : 65,0 6,5:935

Tabelle 5: Enantiomerenverteilung von a-Pinen und Limonen in selbst destillierten Kiefernnadel 6len
GC-Untersuchung auf einer modifizierten b-Cyclodextrin-Saule (Sdule G)

. (-)-a-Pinen  : (+)-a-Pinen (-)-Limonen : (+)-Limonen
Destilliertes Ol Int. Ch.
K13 18,4 : 81,6 53,1 : 46,9
K14 257 : 743 85,1 : 14,9

Bel den Enantiomeren von a-Pinen ist weder beim Vergleich der Handelsdle untereinander
(Tab. 4), noch mit den selbst destillierten Olen (Tab. 5) ein klares Verteilungsschema
erkennbar. Es liegt ein Racemat mit wechselndem UberschuR von (-)- oder (+)-a-Pinen vor.
Beim Limonen Uberwiegt bel den Handelsdlen mit Ausnahme von K1 deutlich das (+)-
Enantiomer. Das Ol K13, das nur aus Nadeln von P. silvestris gewonnen wurde, weist das
Racemat von Limonen auf. Im Ol K14 (iberwiegt hingegen das (-)-Enantiomer, obwohl das
dtherische Ol aus der gleichen Pflanze wie K 13 gewonnen wurde, jedoch aus Zweigen mit
Nadeln. Es kann aso auch beim Limonen keine definierte Enantiomerenverteilung festgestellt
werden. Da im vorliegenden Fall jedoch fast ausschliefdich Handelsdle untersucht wurden,

deren Authentizitét nicht gesichert ist, konnen nur weitere Untersuchungen an authentischem
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Drogenmaterial endguiltig Aufschluld tber die wirkliche Enantiomerenverteilung von a-Pinen
und Limonen geben. Nach den vorliegenden Ergebnissen, liefert die chirale GC-Untersuchung

von Kiefernnadel 6len keine Vorteile gegentiber der achiralen.

1.1.1.4 Reinheitsprifung von Kiefernnadel 6l - Bestimmung der Peroxidzahl

Kiefernnadel- und Latschenkieferntle sind anfallig fir Zersetzungsreaktionen wie Autoxidation
und Verharzung [36]. Die Bestimmung der Peroxidzahl (POZ) bietet eine Méglichkeit, das
Fortschreiten oxidativer Vorgange zu kontrollieren. Lt. Definition der Ph. Eur. gibt die POZ
die Peroxidmenge in Millidguivalenten aktiven Sauerstoff an, die in 1000 g Substanz, gemal}
Ph.-Eur.-Methode bestimmt, enthalten ist. Die Bestimmung der POZ ist bis dato noch nicht in
der Kiefernnadeldl-Monographie enthalten, sollte jedoch in die Reinhetsprifungen

eingeschlossen werden, da dadurch Uiberlagerte Olproben erkannt werden.

Die POZ einiger Handelstle wurde gemald der Gehaltsbestimmungsmethode Peroxidzahl
(2.5.5) Methode A der Ph. Eur. NT 2001 bestimmt. Dabel werden 5,00 g Substanz mit 30 ml
einer Mischung von 2 VT Chloroform R und 3 VT Essigsdure 98 % R versetzt und unter
Umschiitteln gel6st. Die Losung wird nach Zusatz von 0,5 ml geséttigter Kaliumiodid-L 6sung
R wahrend 60 sec. geschittelt, mit 30 ml Wasser R versetzt und langsam unter standigem
kraftigem Umschitteln mit Natriumthiosulfat-L ésung (0,01 mol/l) titriert, bis die Gelbféarbung
fast verschwunden ist. Nach Zusatz von 5 ml Stérke-Losung R wird die Titration unter
kréftigem Umschitteln bis zum Verschwinden der Blaufarbung fortgesetzt (n, ml
Natriumthiosulfat-L6sung (0,01 mol/l)). Unter gleichen Bedingungen wird ein Blindversuch
durchgefihrt (n, ml Natriumthiosulfat-Losung (0,01 mol/l)). Hierfur dirfen hochstens 0,1 ml

Natriumthiosulfat-L 6sung (0,01 mol/l) verbraucht werden.
10X(Nn: - n2)

POZ =

m = Einwaage der Substanz in Gramm
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Tabelle 6: Peroxidzahlbestimmung nach Ph.
Eur. NT 2001 von Kiefernnade- und
L atschenkieferntlen des Handels

POz Die POZ von Coniferentlen sollte in der Rege
Handelsél Int. Ch. unter 20,0 liegen.
K9 10,2 Die POZ der Kiefernnadeldle fallt deutlich hoher
K7 23,8 aus, as die der Latschenkiefernole. Nur die Probe
K1 25,6 K9 liefert einen akzeptablen Wert von 10,2, die
E?z ggg POZ der Ubrigen getesteten Proben liegt Gber dem
K8 86: 8 zuléssigen Wert von 20.
LK1 04 Die getesteten Latschenkieferndle weisen durch-
LK10 0,4 wegs eine niedrige POZ auf. Die Probe LK10
tﬁ% 2,7 enthalt Tocopherol als Antioxidans und weist einen
LK14 252; deutlich geringeren Wert auf als LK 11, das gleiche
LK20 o Ol ohne Tocopherol.

Die Ph. Helv. VIII legt in der Monographie , Latschendl* fest, dal? das &therische Ol , mit
einem geeigneten Antioxydans® konserviert werden mui3 [7]. Da es bislang keine deutsche
Monographie fur Latschenkieferndl gibt, ist es mdglich, dal3 sich einige Hersteller an die
Monographie der Ph. Helv. halten und Antioxidantien zusetzten, ohne in der Deklaration des
Ols darauf hinzuweisen. Dies konnte die niedrigen Peroxidzahlen der Latschenkiefernole
erklaren. Der Zusatz eines Antioxidans ist zwar sinnvoll, wird jedoch im DAB nicht erlaubt, da

hier nur naturbel assene &therische Ole zugelassen sind.
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1.1.2 L atschenkiefer nol

Latschenkieferndl, Pini pumilionis agtheroleum, ist das durch Wasserdampfdestillation aus den
frischen Nadeln, Zweigspitzen und Asten von Pinus mugo Turra (P. montana MiLLER var.
pumilio) gewonnene &herische OI. Es handelt sich um eine klare, farblose bis schwach gelbe

Fllssigkeit von terpenartigem Geruch.

Der Preis von natirlichem Latschenkieferndl liegt bei etwa 55 €/kg und ist damit etwa dreimal
so0 hoch wie der von Kiefernnadel6l, Fichtennadel6l und naturidentischem Latschenkieferndl.
Koreanisches Abiesdl wird sogar fur nur ein Finftel des Preises von Latschenkieferndl
gehandelt. Vergleicht man die pharmakologischen Wirkungen von Latschenkiefern-,
Kiefernnadel- und Fichtennadeldl, so lassen sich keine wesentlichen Unterschiede feststellen
[5]. Alle drei &therischen Ole werden in den bereits bei Kiefernnadelol erwahnten Indikationen
eingesetzt. Darlber hinaus ist Latschenkieferndl in vielen kosmetischen Produkten wie Hand-
und Fulcremes, Duschbddern, Seifen und Massagedlen enthalten. Wegen des hohen
Preisniveaus wére fur die Industrie eine Differenzierung zwischen Kiefernnadel- und

Latschenkieferndl von Bedeutung.

Eine verlaliche Methode zur Uberprifung der Authentizitdt von Latschenkieferndl ist
winschenswert. Wegen des hohen Preises findet man haufig Verfalschungen mit Limonen oder
mit Terpentindl. Weitere Verschnittmdglichkeiten bieten sich mit anderen Pinustlen sowie mit
Abies- und Piceadlen [32].

Die qualitative Zusammensetzung von Latschenkieferndl stimmt mit dem Inhaltsstoffspektrum
von Kiefernnadel 6l grofenteils Uberein. Die Hauptbestandteile sind die Monoterpene a-Pinen,
b-Pinen und Limonen, zusédtzlich werden haufig hohere Anteile an b-Phellandren gefunden
[32,33]. Die quantitative Zusammensetzung der Monoterpenkohlenwasserstoffe, der

Terpenalkohole und -ester sowie der Sesquiterpene variiert wie bei Kiefernnadel 6l [42].
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1.1.2.1 DC-Untersuchung von Latschenkieferndl

Die DC-Untersuchung von Latschenkieferndlen wurde anadlog zu Kiefernnadeldlen
durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind unter Punkt 3.1.1.1 dargestellt. Eine Unterscheidung von
Kiefernnadelol und Latschenkieferndl ist mittels DC nicht moglich. Aufgrund des
vergleichbaren Inhaltsstoffspektrums erhét man sehr ahnliche DCs.

1.1.2.2 Achirale GC-Untersuchung von Latschenkiefernol

Bisher ist Latschenkieferndl in die DAB-Monographie , Kiefernnadel6l“ mit eingeschlossen.
Die Ph. Helv. VIII enthdt eine Monographie ,,Pini pumilionis aetheroleum - Latschendl,
ebenso bezieht sich die Monographie ,Pine Needle Oil“ der BP auf Latschenkieferndl von P.
mugo und die Varieta pumilio. In keiner Monographie ist eine GC-Methode zur Prifung auf

Identitét und Reinheit sowie zur Gehaltsbestimmung ausgewahlter Komponenten enthalten.

Die achirdle GC-Untersuchung der Latschenkieferndle wurde analog zu Kiefernnadeldl auf
einer mit Macrogol 20 000 R belegten Saule durchgefihrt. Die Konditionen der Bestimmung
wurden im Abschnitt 3.1.1.2 detailliert angeftihrt.

Die Proben LK1 bis LK 3 enthalten auffallend wenig D3-Caren, gleichzeitig treten mehr oder
weniger deutlich ausgeprégt erhthte Limonen-Werte auf (Tab. 7). Die Ursache dafir ist
vermutlich eine andere chemische Rasse der dtherisch-Ol-liefernden Pflanzen. Bei der Probe
L K2 besteht jedoch der Verdacht, dal3 Limonen zugesetzt wurde, ebenso wie Terpinolen, das
auch einen unnattrlich hohen Wert aufweist. Auch die Proben LK 5, LK8 bisLK 11 und LK 20
liefern hohere Werte fUr Limonen, sie liegen aber noch im Toleranzbereich fur natirliche
Latschenkieferndle [32,33]. LK1 weist einen leicht erhthten a-Pinen-Gehalt auf, dagegen ist
der Anteil in der Probe LK20 mit 0,5 % deutlich zu niedrig. LK20 enthdlt zusétzlich
Uberdurchschnittlich viel b-Pinen. Zieht man auch den erhohten Limonen-Gehalt in Betracht,
liegt eine Manipulation des Handelsols nahe. Auch die Proben LK9 und LK16 wurden
vermutlich durch den Zusatz von Terpinolen verféscht, da die Werte deutlich tber dem

Durchschnitt liegen und damit auch von Literaturwerten abweichen [32,33,36].
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Tabelle 7: Zusammensetzung verschiedener Latschenkieferndle des Handels
GC-Untersuchung auf Macrogol-Saule 60 m (Gehalte der Komponenten als relative Flachenprozente)

Peak Nr. (Zuordnung siehe unten)

Handelsdl Int. Ch.: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

LK1 4688 143 857 1,04 143 1642 1606 016 026 049 037 0,18
LK2 18,22 283 243 132 067 3720 3,04 1,09 118 522 237 nn.
LK3 4563 231 1050 145 15 1295 1736 029 045 051 041 012
LK4 359 7,75 11,74 694 104 217 138 046 0,70 660 229 0,08
LK5 21,711 283 539 957 032 208 006 257 nn 350 nn 038
LK6 3312 255 9,09 11,02 4,71 11,17 1418 066 1,70 144 147 019
LK7 3094 334 824 1176 025 938 013 201 nn 194 004 040
LK8 2595 143 826 1584 888 1327 10,77 112 300 154 227 0,05
LK9 1842 581 14,57 1591 066 1531 454 044 1410 389 1,01 nn.
LK10 2502 1,71 7,07 1916 764 18,08 434 080 410 351 230 025
LK11 2521 1,72 712 1930 7,72 1818 438 080 4,14 353 231 0,14
LK12 2245 1,74 747 1997 991 863 1276 067 264 182 290 050
LK13 2097 1,74 650 2008 6,77 1238 109 122 431 176 254 0,06
LK14 2662 241 1057 2060 4,16 927 453 148 176 642 372 0,06
LK15 2256 206 711 2100 945 877 1276 242 250 201 1,66 0,16
LK16 815 294 2538 2333 729 622 278 030 125 354 080 0,03
LK17 14,09 1,31 591 2799 1014 6,34 1514 053 261 1,57 3,01 0,19
LK18 1539 212 7,54 3531 4,72 4,09 148 093 297 146 275 025
LK19 3064 1,78 544 3625 368 525 149 071 341 118 1,79 037
LK20 051 391 2745 3824 0,75 1666 022 061 35 353 117 nn.
MW 2442 269 982 1780 459 1263 821 09 38 277 176 0,17
LK21 359 2,53 1312 2082 1,00 725 037 214 105 550 291 0,32
LK22 2333 289 1467 3441 103 1394 058 082 078 271 082 0,07

Peak Nr.: 1: a-Pinen, 2: Camphen, 3: b-Pinen, 4: D3-Caren, 5: Myrcen, 6: Limonen, 7: b-Phellandren, 8: p-Cymen, 9:

Terpinolen, 10: Bornylacetat, 11: b-Caryophyllen, 12: Terpinylacetat; n.n. nicht nachweisbar.
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Der p-Cymen-Gehalt ist in den Proben LK 5, LK7 und LK 13 bis L K 15 erhoht. Es handelt sich
um uberlagerte Ole. Ein weiteres Indiz fir Uberlagertes Latschenkieferndl, der niedrige b-
Caryophyllen-Gehalt, ist in den Proben LK1, LK3, LK5, LK7 und LK 16 zu finden. Ohne
Beanstandung bleiben somit nur die Proben LK 4, LK6 (Abb. 5), LK12 und LK 17 bisLK19.

Abb. 5 Typisches Gaschromatogramm eines Latschenkieferndls (LK6), aufgezeichnet auf einer
Macrogol-Saule 60 m (Saule B)

7

L ; LJ A AAAJ L fM’l MM I

0 10 20 30 40
Zeit [min]

Peak Nr.: 1: a-Pinen, 2: b-Pinen, 3: D3-Caren, 4: Limonen, 5: p-Cymen, 6: Terpinolen, 7: Bornylacetat, 8: b-Caryophyllen,
9: Camphen, 10: b-Phellandren.

Die selbst dedtillierten Latschenkieferntle liefern fir alle untersuchten Inhaltsstoffe sehr gute
Ergebnisse (Tab. 8), da sie mit den Literaturwerten fur Latschenkieferntle tbereinstimmen
[32,33,36]. Da es sich um frisch destillierte Ole handelt, ist der p-Cymen-Gehalt niedrig und

liegt deutlich unter dem Durchschnittswert der Handelsole; der b-Caryophyllen-Gehalt ist
dagegen verhdtnisméaldig hoch und liegt deutlich tUber dem Durchschnittswert der Handel sole.
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Tabelle 8: Zusammensetzung selbst destillierter Latschenkieferndle
GC-Untersuchung auf Macrogol-Séule 60 m (Gehalte der Komponenten als rel ative Fléachenprozente)

Peak Nr. (Zuordnung siehe unten)
Handelsdl Int. Ch.: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
LK23 2553 3,78 269 1625 247 115 266 005 211 574 480 052
LK24 2385 222 212 2655 226 064 828 010 283 268 542 082
LK25 1364 1,28 1584 18,74 332 846 688 005 584 151 461 1,72

1: a-Pinen, 2: Camphen, 3: b-Pinen, 4: D3-Caren, 5: Myrcen, 6: Limonen, 7: b-Phellandren, 8: p-Cymen, 9: Terpinolen, 10:
Bornylacetat, 11: b-Caryophyllen, 12: Terpinylacetat.

Vergleicht man die quantitative Zusammensetzung von Kiefernnadel6l mit der von Latschen-
kiefernol, so konnen keine gravierenden Unterschiede festgestellt werden. Im Durchschnitt
werden in Kiefernnadel6len hthere Werte fir a-Pinen und b-Pinen gefunden, dagegen sind in
Latschenkieferntle hohere Durchschnittswerte fur D3-Caren und b-Phellandren feststellbar.
Diese relativ geringen Unterschiede rechtfertigen keine eigensténdige Latschenkieferndl-
Monographie, da die Grenzwerte aufgrund der starken biologischen Schwankungen sehr weit

gewahlt werden missen. Somit wird eine analytisch begriindbare Differenzierung zwischen

beiden Olen praktisch unmaglich.

1.1.2.3 Chirale GC-Untersuchung von Latschenkieferndl

Die chirale Untersuchung von Latschenkieferndlen wurde analog zu KiefernnadelGlen wie in
3.1.1.3 beschrieben auf einer modifizierten b-Cyclodextrin-Saule (50 m) durchgefihrt.
Spezielle Muster bei der Enantiomerenverteilung von a-Pinen und Limonen sollten aufgedeckt

werden, um das Erkennen von Verfélschungen zu erleichtern.

a-Pinen kommt in Latschenkieferndlen als Racemat mit wechseindem UberschuR beider
Enantiomere vor (Tab. 9). Es kann kein System bei der Vertellung der (+)- und (-)-
Enantiomeren von a-Pinen festgestellt werden. Bei den Proben LK1, LK6, LK 16 und LK 20
Uberwiegt deutlich das (-)-Enantiomer von Limonen, bei den Ubrigen Proben hingegen liegt,

wie im Falle von a-Pinen, das Racemat von Limonen mit wechselndem Uberschuf3 vor.
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Tabelle 9: Enantiomerenverteilung von a-Pinen und Limonen in Latschenkieferntlen des Handels
GC-Untersuchung auf einer modifizierten b-Cyclodextrin-Saule (Saule G)

Handelsdl Int. Ch. (-)-a-Pinen  : (+)-a-Pinen (-)-Limonen : (+)-Limonen
LK1 19,3 : 80,7 96,6 : 3,4
LK2 704 : 29,6 57,8 : 42,2
LK6 34,8 : 65,2 929 : 7,1
LK9 63,6 : 36,4 66,1 : 33,9
LK11 72,7 : 27,3 62,7 : 37,3
LK12 58,4 : 41,6 72,9 : 271
LK14 56,1 : 43,9 447 1 553
LK15 66,1 : 33,9 66,2 : 33,8
LK16 61,3 : 38,7 86,3 : 13,7
LK19 354 : 64,6 45,1 : 549
LK20 452 : 54,8 80,4 : 19,6
LK22 86,2 : 13,8 69,3 : 30,7

Die selbst dedtillierten Latschenkieferndle liefern im Prinzip das gleiche Ergebnis, auch hier
finden sich Racemate mit wechselndem UberschuR? (Tab. 10). Obwohl die Proben LK 23 und
L K24 aus der gleichen Pflanze, jedoch aus unterschiedlichen Pflanzenteilen gewonnen wurden,
kénnen bel der Enantiomerenverteilung von Limonen erhebliche Unterschiede festgestellt

werden.

Tabelle 10: Enantiomerenverteilung von a-Pinen und Limonen in sebst dedtillierten
L atschenkieferndlen;
GC-Untersuchung auf einer modifizierten b-Cyclodextrin-Saule (Saule G)

Destilliertes Ol Int. Ch. (-)-a-Pinen  : (+)-a-Pinen (-)-Limonen : (+)-Limonen
LK23 332 : 66,8 26,3 : 73,7
LK24 27,8 : 72,2 574 : 42,6
LK25 66,1 : 33,9 79,8 1 20,2

Anaog zu den Untersuchungen an Kiefernnadel 6len zeigte sich auch bei Latschenkieferntlen
dald sich die Enantiomerenverteilung von a-Pinen und Limonen nicht zum Nachweis der
Authentizitét eignet. Verfalschungen mit anderen Coniferendlen oder rac. Limonen kénnen auf

diese Weise nicht detektiert werden.
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1.1.3 Diskussion der M onographie-Anderung

Fir die Prifung auf Identitat mittels DC wurde fiir den Anderungsentwurf der Kiefernnadel 6l-
Monographie as Flieldmittel eine Mischung aus 95 VT Toluol R und 5 VT Ethylacetat R
gewdhlt. Dadurch entfdlt die Verwendung des hepatotoxischen Dichlormethans. Die
Zusammensetzung der Referenzlosung wurde insofern abgeéndert, dass zusdtzlich
Caryophyllenoxid enthalten ist. Sie setzt sich aus 40 Yl Bornylacetat R, 5 mg Borneol R und 20
mg Caryophyllenoxid R zusammen. Die Intensitét der Bornylacetat-Bande sowie das Fehlen
der Borneol-Bande erlauben die Abgrenzung zum Fichtennadeldl. Die Bande des
Caryophyllenoxids bietet eine Kontrollmdglichkeit for den oxidativen Abbau von b-

Caryophyllen in Kiefernnadel 6len.

Das ,, Chromatographische Profil“ sollte auf einer 60 m langen Saule, belegt mit Macrogol
20000 R und einem ID von 0,25 mm erstellt werden. Durch die Verwendung einer chiralen
Sauleist keine Verbesserung der Qualitatsbeurteilung moglich. Fir a-Pinen wurde eine Spanne
von 8,0 bis 450 % gewahlt. Hohere a-Pinen-Gehalte kénnen durch den Zusatz von
Terpentindl verursacht werden. Der Gehalt an b-Pinen liegt unter dem von a-Pinen, er sollte
zwischen 2,0 und 250 % betragen. D3-Caren ist ein typischer Bestandteil von
Kiefernnadeldlen, in Fichtennadeldlen findet man deutlich weniger davon. Das DAB 2001
fordert fur Fichtennadel 6l einen Bereich von 1,0 bis 15,0 %, dagegen sollten in Kiefernnadel 6l
5,0 bis 40,0 % enthalten sein. Der Anteil an Limonen hingegen ist in Fichtennadel 6len hoher als
in Kiefernnadeldlen. Fichtennadeléle missen 4,0 bis 30,0 % Limonen aufweisen,
Kiefernnadel6le nicht mehr as 12,0 %. Werden hohere Gehalte gefunden, kann einerseits
zugesetztes Fichtennadeldl die Ursache sein, es ware aber auch der Zusatz von synthetischem
rac. Limonen denkbar. In authentischen Kiefernnadeldlen werden nicht mehr as 6,0 %
Terpinolen gefunden. Gehalte Uber 6 % sind untypisch und sind auf Zusétze von Terpinolen
zurtickzufihren. Bornylacetat ist ein charakteristischer Bestandteil von Kiefernnadeldl, jedoch
sollten nicht mehr as 8,0 % enthalten sein. Durch diese Komponente ist eine deutliche
Abgrenzung zu Fichtennadel6l moglich, das 5,0 bis 35,0 % Bornylacetat enthalten mul3. p-
Cymen ist ein hervorragender Indikator fiir tiberlagertes Ol. Unter dem EinfluB von Licht
und/oder Luftsauerstoff wird es tber Peroxidstufen aus a- und g-Terpinen und Terpinolen
gebildet. Qualitativ hochwertiges Kiefernnadel 6l darf hdchstens 1,0 % p-Cymen aufweisen. Im
Gegensatz dazu nimmt in Uberlagerten Olen der Gehalt an b-Caryophyllen, unter Bildung von
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Caryophyllenoxid, ab. Deswegen sollten mindestens 1,0 % b-Caryophyllen in Kiefernnadel6len
enthalten sein. Die Obergrenze wurde auf 7,0 % festgelegt, da in authentischen Olen selten

dartiber hinausgehende Werte gefunden werden.

Durch die Fixierung der Grenzwerte ist eine Charakterisierung von Kiefernnadel6len méglich.
Sie gewdhrleisten die Unterscheidung von anderen Coniferendlen und erlauben auch in
gewissem Rahmen die Detektion von zugesetzten synthetischen Substanzen. Da die
Einzelkomponenten in Kiefernnadeldlen und in Latschenkieferndlen starke natirliche
Schwankungen aufweisen, ist es praktisch nicht méglich, durch GC-Untersuchung der

dherischen Ole die beiden Arten zu unterscheiden.
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1.2 Atherische Ole der Apiaceae

Bel den Doldengewéachsen (Apiaceae) handelt es sich in der Regel um krautige Pflanzen, diein
gemaldigten Klimazonen beheimatet sind. Als gemeinsame Merkmae haben die mesten
Gattungen der Apiaceen wechselstandige, gefiederte Blétter, die Bliten sind Doppel dolden mit
sog. Hillen als Tragbldtter. Das dtherische Ol der Doldengewachse ist in schizogenen
Exkretgangen der charakteristischen Spatfriichte enthalten. Als Reservestoffe werden in den
Friichten fettes Ol und Aleuronkdrner gespeichert. Auch die vegetativen Teile der Pflanzen
enthalten &therisches Ol, werden jedoch zu dessen Gewinnung nur selten herangezogen. Das
Kraut wird haufig als Gewirz verwendet, einige Wurzeln in getrocknetem Zustand al's Drogen.
Als Beispiele sind neben Fenchel und Koriander Anis, Kimmel, Dill, Petersilie und Liebstockel

Zu nennen [28,29].

Atherische Ole des Fenchels

Fenchel ist ein ein-, zwei- oder mehrjahriges Kraut. Zur Gattung Foeniculum vulgare MiLLER
gehoren zwei Unterarten, die ssp. piperitum (Ucria) CoutinHo und die ssp. vulgare (syn.
capillaceum (GiLie.) HoLomeoe). Wahrend erstere wild vorkommt und den sog. Pfeffer- oder
Eselsfenchel liefert, der gelegentlich als scharf schmeckendes Gewiirz genutzt wird, ist der
kultivierte Gartenfenchel eine haufig genutzte Arznei-, Gewlrz und Gemisepflanze, die in drei
Varietdten unterteilt werden kann. Zum einen die kultiviert und wild vorkommende var.
vulgare (MiLLer) THeELLUNG, der Bitterfenchel, dessen Friichte einen bitteren Nachgeschmack
durch das enthaltene Fenchon haben und zur Gewinnung von Fencheldl herangezogen werden.
Daneben die var. dulce (MiLLer) THeLLunG, der Siffenchel, aus dessen Friichten ebenfalls
dherisches Ol gewonnen wird, das aufgrund des hohen Anethol-Anteils angenehm Sl
schmeckt. Laut Krucer eT AL. ist die Unterscheidung zwischen Bitter- und Stffenchel nicht so
einfach, da die Grenze zwischen hohem und niedrigem Fenchon-Gehalt verwischt ist [43]. Die
dritte Varietét, var. azoricum (MiLLer) THeLLung, wird wegen ihrer fleischigen Blétter
kultiviert, die als Salat oder Gemiise gegessen werden [44]. Der Hauptanteil der dtherischen
Ole wird durch Phenylpropane bestimmt, daneben treten Monoterpene auf, Sesquiterpene sind

nur in Spuren vorhanden.
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Bitterfencheldl spielt im Vergleich zu Suf¥fenchel6l, das vor allem in der Lebensmittel-industrie
eingesetzt wird, eine wichtige Rolle in der Phytotherapie. Die Kommission E empfiehlt
Bitterfenchel6l wegen der spasmolytischen und motilitétsfordernden Wirkung, zur Therapie
dyspeptischer Beschwerden, des weiteren zur Therapie katarrhalischer Infekte der Atemwege,
haufig in Form von Fenchelhonig [30]. Fencheldl wird vorzugsweise in der Pédiatrie
verwendet, eine gewisse Vorsicht ist jedoch bei Kleinkindern geboten, da gerade bis zum 2.

Lebengahr durch Fenchon allergische Reaktionen ausgel 6st werden kdnnen [46].

1.2.1 Bitteres Fencheldl

Bitteres Fencheldl ist das durch Wasserdampfdestillation aus den reifen, trockenen Friichten
von Foeniculum wvulgare MiLLer ssp. vulgare var. vulgare (MiLLer) THELLUNG gewonnene
dtherische Ol. Es handdlt sich um eine farblose bis schwach gelbliche Fliissigkeit von erst

siifdem, anisartigem, dann bitterem, campherartigem Geschmack [45].

Die Hauptinhaltsstoffe des bitteren Fencheldls sind Phenylpropanderivate, mit trans-Anethol-
Anteilen von 60 bis 70 % und das bizyklische Monoterpen Fenchon mit etwa 15 bis 25 %.
Daneben kommen Limonen und a-Pinen as weitere typische Komponenten vor. Diese beiden
Terpenkohlenwasserstoffe erleichtern die Unterscheidung zwischen bitterem und siifRem
Fencheldl, da bei bitterem das Verhdltnis a-Pinen : Limonen grofer 1 ist, bei Stf¥fencheldl liegt
das Verhdltnis dagegen auf der Seite des Limonens [46]. Der Gehalt an Estragol (syn.
Methylchavicol) kann in manchen Chemotypen bis zu 40 % betragen [47], fUr spanische
Wildfenchelsorten wurden sogar Ole beschrieben, die Anteile von etwa 60 %, dagegen sehr
wenig trans-Anethol aufweisen [48]. Aus toxikologischen Grinden sollten wirksame und
unbedenkliche Fencheldle nicht mehr als 5 % Estragol enthalten [49]. Cis-Anethol ist etwa 10-
20 ma toxischer as trans-Anethol [46]. Sein Anteil in natirlichem Bitterfencheldl ist mit
maximal 0,3 % sehr gering. Hohe cis-Anethol-Gehalte sind zum einen as Folge
unsachgeméf3er Lagerung zu sehen, da es durch Umlagerung aus trans-Anethol gebildet
werden kann [50]. Zum andern ist cissAnethol bis zu 4 % in technischem trans-Anethol
enthalten, das den Handelsfencheldlen haufig zugesetzt wird. Anisaldehyd ist ein
Destillationsartefakt, das nicht genuin, aber im destillierten dherischen Ol vorkommt. Der
Vergleich eines CO,-Extraktes mit herkommlicher Wasserdampfdestillation belegt dies, daim
CO,-Extrakt nur Spuren von Anisaldehyd zu finden waren [51]. In Uberlagerten FenchelGlen ist
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vermehrt Anisaldehyd zu finden, das neben anderen Verbindungen durch Autoxidation aus
trans-Anethol gebildet wird [52]. UV-Licht, Warme und Sauerstoff mindern die Qualitét von
Fencheldl, cis-Anethol und Anisaldehyd kénnen as Marker fir gute Olqualitdten verwendet
werden. Weltere Inhatsstoffe sind b-Pinen, Camphen, a-Phellandren, p-Cymen, Myrcen und g
Terpinen [43,47,48,50].

Als Verfdschung von bitterem Fencheldl kommt zum einen der Zusatz von technischem
Anethol in Betracht, aber auch von Zusétzen von Limonen, a-Pinen und/oder b-Pinen oder
Terpentindl wurde berichtet [50]. Zum anderen wird auch Sternanisol, das selbst Fenchon-frel
ist, mit Fenchon gemischt als Fenchel6l angeboten und verkauft [46]. Daneben wurde von
Handelsfenchel len berichtet, die nur aus cis- und trans-Anethol, Fenchon, Estragol, Limonen
und a-Pinen zusammengesetzt waren und daher vermuten lassen, dal? es sich um artifizielle Ole
handelt [50]. Verwunderlich ist, dal3 trotz des relativ niedrigen Preisniveaus von etwa 25 €/kg

[53], Verfd schungen von Fenchel 6len beobachtet werden.

1.2.1.1 Gaschromatographische Untersuchung von bitterem Fenchel 6l

Bis zum Jahr 2000 enthielt das DAB eine Monographie ,,Fencheldl“. Da as Stammpflanze
Foeniculum wulgare var. wvulgare vorgeschrieben wurde, handelte es sich bel dieser
Monographie um bitteres Fencheldl. Unter ,Prifung auf Renheit® war kein
chromatographisches Profil enthalten. Dieses sollte neu erstellt werden und dann zukinftig in
der neuen Monographie fur bitteres Fencheldl erscheinen. Mit dieser GC-Methode sollte die
Unterscheidung bitteres - siiffes Fenchelol moglich sein sowie der Ausschluf3 toxikologisch

bedenklicher Wildfenchel6le, mit einem hohen Anteil von Estragol.

Die Uberarbeitete Monographie wurde im DAB 2001 unter dem neuen Titel ,Bitteres
Fencheldl“ veroffentlicht [4].

In der Ph. Eur. 1997 sind Monographien fur ,,Fenchel, bitter* und ,, Fenchel, sif3* enthalten.
Unter ,Gehaltsbestimmung® ist neben der Dedtillation auch eine GC-Untersuchung des
erhaltenen &dherischen Ols zur Bestimmung der Komponenten Anethol und Fenchon
vorgeschrieben. Bitterer Fenchel mul3 mindestens 60,0 % Anethol und mindestens 15,0 %
Fenchon enthalten, siifer Fenchel mindestens 80,0 % Anethol. Zusétzlich wird bei der Priifung
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auf Reinheit der Estragol-Gehalt der Fenchelfriichte mit der gleichen Methode bestimmt.
Bitterer Fenchel darf hochstens 5,0 %, siif3er Fenchel hochstens 10,0 % Estragol enthalten.

Fur diese GC-Prifung wird eine Kapillarsaule von 30 bis 60 m Lénge und 0,3 mm ID, belegt
mit Macrogol 20000, beschrieben. Als Tragergas wird gereinigter Stickstoff bel ener
Durchfluf¥ate von 0,40 ml/min und ein Splitverhdtnis von 1:200 eingesetzt. Die Temperatur
des Probeneinlasses wird bei 220 °C und die des Detektors bel 270 °C gehalten. Die
Temperatur des Saulenofens wird 4 min lang bel 60 °C gehalten, dann mit einer Heizrate von 5
°C/min auf 170 °C erhdht und 15 min lang bei 170 °C gehalten. Jeweils 1 4l der Referenz- und

der Untersuchungsl 6sung werden nacheinander eingespritzt.

Verwendet man wie angegeben eine 60 m lange Kapillarsdule mit 0,25 mm ID, reicht die
angegebene Zeit nicht zur Elution aler relevanten Komponenten. Wird dagegen eine 30 m
lange Saule mit 0,32 mm ID mit dem angegebenen Temperaturprogramm eingesetzt, wird das
zur Qualitdtsbeurteilung bedeutende Anisaldehyd rechtzeitig eluiert, aber auch fir die Gbrigen
Komponenten kann eine gute Trennleistung erzielt werden. In den Monographie-Entwurf

wurde deshalb die zweitgenannte Kapillarsaule aufgenommen.

Tabelle 11 fasst die Ergebnisse der Untersuchung von bitteren und siiRen Handelsdlen
zusammen, Tabelle 12 die Ergebnisse von Fenchelfriichten, die zur Extraktion des &therischen
Ols 2 hlang nach Ph. Eur. destilliert wurden,
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Tabelle 11: Zusammensetzung bitterer und siil3er Fenchel 6le des Handels
GC-Untersuchung auf Macrogol-Saule 30 m (Gehalte der Komponenten as relative Flachenprozente)

Peak Nr. (Zuordnung siehe unten)

Handelsdl Int. Ch.: 1 2 3 4 S 6 v 8 9 10 11 12

F1 337 027 09 o041 311 082 082 1661 317 046 6734 1,16
F2 624 043 093 24 15 043 031 1752 267 011 6569 0,12
F3 169 024 100 15 829 011 046 746 139 011 7397 186
F4 1,76 052 123 230 65 022 061 745 15 nn 7366 1,87
F5 547 059 054 138 1,71 025 080 39 368 028 7755 085
F6 304 018 044 087 426 042 020 355 687 020 7474 041
F7 743 1,04 428 554 3618 0,73 241 1245 188 nn. 2579 0,19
F8 838 39 367 873 3122 079 275 901 189 nn 2399 0,09
F9 1,70 014 038 nn. 3059 nn 051 176 625 nn 047 0,23

Peak Nr.: 1: a-Pinen, 2: b-Pinen, 3: Myrcen, 4: a-Phellandren, 5: Limonen, 6: g-Terpinen, 7: p-Cymen, 8: Fenchon, 9:
Estragol, 10: cis-Anethol, 11: trans-Anethol, 12: Anisaldehyd; n.n. nicht nachweisbar.

Bel keinem der Handelsdle in Tab. 11 ist die verwendete Stammpflanze angegeben, es sind
lediglich die Angaben ,, bitter oder ,,sif3* vorhanden. Die untersuchten Fenchel 6le kbnnen nach

ihren Inhatsstoffen in folgende drei Gruppen unterteilt werden.

Gruppe |

F1, obwohl as siif3es Fenchel 6l deklariert, und F2 entsprechen einem bitteren Fencheldl. Beide
enthalten deutlich tber 15 % Fenchon und zwischen 65 und 70 % Anethol. Das Verhéltnis von
a-Pinen zu Limonen liegt bel F1 geringfigig, bei F2 deutlich auf der Seite des a-Pinens. Der
Estragol-Gehalt der beiden Fencheldle ist deutlich unter 5,0 %, die Probe F1 weist jedoch mit
0,46 % einen etwas erhthten Wert fir cis-Anethol auf.

Gruppe I

Die Zusammensetzung der zweiten Gruppe F3 bis F6 ist typisch fir siiRes Fencheldl. F3 und
F4 sollten erwartungsgemdl Bitterfencheldle sein, da sie als Fencheldle ,DAB 1997“ bzw.
»,DAB 1998" deklariert waren. Der Fenchon-Gehalt dieser Proben ist mit 3,5 bis 7,5 % niedrig,
der Anethol-Gehalt mit 73,6 bis 77,6 % dagegen hoch. Das Verhdtnis a-Pinen zu Limonen ist
deutlich auf die Seite des Limonens verlagert, mit Ausnahme der Probe F5, bel der das a-Pinen

stark Uberwiegt. Die Mengen an cis-Anethol bewegen sich in einem akzeptablen Bereich. Der
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Estragol-Gehalt der Probe F6 ist auffallend hoch, wahrend der Anteil an Anisaldehyd bel den
Proben F3 und F4 mit 1,9 % hoher als bei den tbrigen Fencheldlen ist.

Gruppe 11

Die dritte Gruppe, F7 bis F9, ist durch hohe Limonen-Anteile geprégt. Vermutlich handelt es
sich hier um Wildvorkommen der ssp. wulgare. F7 und F8 enthaten deutlich mehr a-
Phellandren as die Ubrigen untersuchten Proben. Hohe Anteile an a-Phellandren wurden fir
gpanischen Fenchel beschrieben [54], auch fir die oberirdischen Teile von italienischem
Wildfenchel [55]. Dass die Fencheldlproben von der ssp. piperitum stammen kann
ausgeschlossen werden, da diese Ole nur sehr geringe Mengen an Phenylpropanen enthalten,

dafur Piperitenon und Piperitenonoxid [56].

Tabelle 12: Zusammensetzung selbst destillierter bitterer und siiRer Fencheldle
GC-Untersuchung auf Macrogol-Séule 30 m (Gehalte der Komponenten als rel ative Fléachenprozente)

Peak Nr. (Zuordnung siehe unten)

Destilliertes O1 Int, Ch. 1 2 3 4 5 6 7T 8 9 10 1 12

F10 390 029 100 023 197 042 038 220 271 011 6397 137
F11 555 026 1,03 028 312 050 041 2581 200 nn 5904 0,02
F12 154 037 058 082 750 024 064 744 278 008 7582 0,09

Peak Nr.: 1: a-Pinen, 2: b-Pinen, 3: Myrcen, 4: a-Phellandren, 5: Limonen, 6: g-Terpinen, 7: p-Cymen, 8: Fenchon, 9:
Estragol, 10: cis-Anethol, 11: trans-Anethol, 12: Anisaldehyd; n.n. nicht nachweisbar.

Frisch dedtillierte Fencheltle aus Bitterfenchelfriichten weisen den charakteristisch hohen
Fenchon-Gehalt auf. Der Anethol-Anteil liegt bei 60 bis 65 % und damit deutlich niedriger a's
bei dem &therischen Ol der SiiRfenchelfriichte. Das typische Verhaltnis von a-Pinen : Limonen
kann bei allen drei destillierten Olen festgestellt werden. Die Bitterfenchelfriichte der Fa
Muggenburg waren zum Zeitpunkt der Destillation bereits etwa vier Jahre alt. Diese Tatsache
dirfte jedoch die Qualitét des dtherischen Ols nicht besinflussen, da die Zusammensetzung des

#therischen Ols von ganzen Fenchelfriichten auch (iber einen langeren Zeitraum sehr stabil ist

[57].
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1.2.1.2 Diskussion der Monographie-Anderung

Bel der Wahl der Grenzwerte fir den Monographie-Entwurf fir bitteres Fencheldl wurde,
wegen der niedrigen Probenzahl, neben den eigenen Ergebnissen verstarkt auf Literaturdaten
zuruckgegriffen. Fir den Hauptbestandteil trans-Anethol sollten mindestens 55,0 und
hochstens 75,0 % gefordert werden. Fir den zweitwichtigsten Bestandteil Fenchon sollten
mindestens 12,0 und hochstens 25,0 % gefordert werden. Die untere Grenze liegt somit um 3
% niedriger, as in der aktuellen Monographie ,Bitterer Fenchel* fir das &herische Ol
gefordert wird. Der Wert basiert v. a. auf Literaturdaten [43,47]. Uberschreiten die Werte fiir
Fenchon 25 %, wird der typische Fenchelgeschmack durch den scharfen Fenchon-Geschmack
verdrangt. FUr a-Pinen wurde ein Bereich von mindestens 2,0 und hdchstens 8,0 %, fir
Limonen mindestens 1,0 und héchstens 5,0 % vorgeschlagen. Zusétzlich muf3 das Verhdtnis
a-Pinen : Limonen grofRer 1 sein. Fur Estragol wurde die Hochstgrenze bel 5,0 %, fir cis-
Anethol bel 0,3 % und fir Anisaldehyd bei 2,0 % festgelegt.

Innerhalb dieser Grenzbereiche sollte somit ein flr pharmazeutische Zwecke optimales bitteres
Fencheldl liegen. Bitteres Fencheldl wird durch die festgelegten Grenzen klar definiert und
somit durch GC-Untersuchung die Differenzierung zwischen bitterem und sii3em Fencheldl

ermaglicht.

1.2.2 StlRes Fenchd ol

SlRes Fencheldl ist das durch Wasserdampfdestillation aus den reifen, trockenen Friichten von
Foeniculum vulgare MiLLer ssp. vulgare var. dulce (MiLLer) THELLUNG gewonnene &therische
Ol. Es handelt sich um eine farblose bis schwach gelbliche Fliissigkeit von siiRem, anisartigem

Geschmack.

Der wesentliche Unterschied zwischen bitterem und siiffem Fencheldl besteht in einem héheren
trans-Anethol-Gehalt von 75 bis 87 %. In der Regel liegt der Fenchon-Anteil nur bei 0,5 bis 4
%, er kann aber bis zu etwa 11 % ausmachen [50]. Wie oben bereits erwahnt ist das Verhdltnis
von a-Pinen zu Limonen ein weiteres Unterscheidungskriterium. Siiéfenchel 6l enthélt deutlich

mehr Limonen.
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1.2.2.1 DC-Untersuchung

Fur die Prifung auf ldentitét mittels Dinnschichtchromatographie wird in der Monographie
»Fencheldl“ des DAB 2001 eine Kieselgel-Platte verwendet [4]. Als ReferenzlGsung dient nach
Angaben des DAB ene Mischung aus 10 pl Fenchon R und 80 pl Anethol Rin 5,0 ml Toluol R
gelost. Zur Herstellung der Untersuchungslsung werden 0,1 ml Ol in 5,0 ml Toluol R gelést.
Als Hiefdmittel dient eine Mischung aus 95 VT Toluol R und 5 VT Ethylacetat R. Nach der
Entwicklung Uber 15 cm wird mit einer frisch hergestellten 20%igen Losung (n/V) von
Molybdatophosphorsaure R in Ethanol 96 % R bespriiht und 15 min lang bel 150 °C erhitzt. Im
Chromatogramm der Referenzlsung ist in der oberen Hélfte die dunkelblaue bis dunkelviolette
Zone des Anethols zu erkennen, etwa in der Mitte erscheint die blaue bis blaugraue Zone des
Fenchons (Abb. 6). Untersucht man bitteres Fencheldl, so zeigt das Chromatogramm der
Untersuchungslosung die Zonen des Anethols und des Fenchons. Weitere Zonen kodnnen

vorhanden sain.

Abb. 6 Schematische Darstellung eines typischen Bitterfenchel 6I-DCs auf Kieselgel nach DAB 2001

Oberer Plattenrand

Anethol: eine dunkelblaue bis Eine intensive dunkelblaue bis
dunkelviolette Zone dunkelviolette Zone (Anethol)

Fenchon: eine blaue bis blaugraue Eine blaue bis blaugraue Zone
Zone (Fenchon)

Weitere Zonen kdénnen vorhanden
sein

Referenzldésung Untersuchungslosung

Wendet man diese Vorschrift auf siiRes Fenchel6l an, so erhdt man im Chromatogramm der
2%igen Untersuchungslosung die gleichen Banden, jedoch mit geringerer Intensitdt der
Fenchon-Bande (Abb. 7). Die Zusammensetzung der Referenzl6sung wurde in Angleichung an
siifdes Fenchel 6l abgedndert. Sie setzt sich aus 100 Wl Anethol und 20 YWl Fenchon zusammen,

diein 10 ml Toluol gel6st werden.
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Abb. 7 DC von sliRen und bitteren Fencheldlen (Untersuchungslésung: 20 Wl Fencheldl in 1ml Toluol
gelost, Referenzlésung: 20 Wl Fenchon und 100 I Anethol gelést in 10 ml Toluol, Auftragungsmenge
10 I, Spruhreagenz: Molybdato-Phosphorsdure-Reagenz)

Front

Anethol - 4 . " ’ -

Fenchon

Start

Referenz- F2 F6 F15 F4
[6sung

F2: bitteres Fencheldl des Handels; interne Chargen-Bezeichnung.

F4, F6: siiBe Fencheldle des Handels, F15: selbstdestilliertes stiRes Fencheldl; interne Chargen-Bezeichnung.

Als zweite Methode wurde ein DC nach der Vorschrift der Monographie ”siif3er Fenchel”
angefertigt. Hier wird eine Kieselgel-Platte als stationédre Phase vorgeschrieben, as mobile
Phase eine Mischung aus 20 VT Hexan und 80 VT Toluol tber eine Laufstrecke von 10 cm.
Nach dem Trocknen wird mit konz. Schwefelsdure bespriiht und 5 bis 10 min auf 140 °C
erhitzt. Das Chromatogramm zeigt eine gelbe Zone im unteren Drittel, die dem Fenchon
entspricht, sowie eine dem Anethol entsprechende violette Zone in der Mitte des
Chromatogranms. Die Fenchon-Zone tritt nur be Bitterfencheldlen deutlich auf, bei
Siif¥enchel6len mit etwa 7 % Fenchon ist eine sehr schwache Bande erkennbar, unter etwa 4
% Fenchon ist keine Bande mehr erkennbar. Zudem verblal?t die gelbe Farbe sehr schnell.
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Wegen der genannten Schwierigkeiten eignet sich die aktuelle DAB-Methode wesentlich
besser zur Identitétsprifung von siRem Fencheldl mittels DC als die Ph.-Eur.-Methode. Die
Identitdtsprifung ist mit diessm DC bedingt moglich, eine definitive Aussage zur
Zusammensetzung und eine endgultige Zuordnung darf jedoch nur nach der GC-Untersuchung

gemacht werden.

1.2.2.2 Gaschromatographische Untersuchung

Fur stf3es Fenchel6l besteht im DAB oder in der Ph. Eur. bisher keine Monographie. Deshalb
sollte ein kompletter Monographie-Entwurf fir Fencheldl, sii3, erarbeitet werden. Da die
Inhaltsstoffe des Sifenchels im wesentlichen mit denen des Bitterfenchels Ubereinstimmen,
wurde die gleiche GC-Methode zur Untersuchung angewandt. Zur besseren Orientierung

wurde eine grof3e Anzahl weiterer Drogenproben nach Ph. Eur. destilliert.

Die Slfenchelproben stammen von der Gen Bank Gatersleben und FAL Braunschweig. Das
atherische Ol wurde mit der ,, Simultanen Wasserdampfdestill ation-Extraktionsmethode* (SDE)
gewonnen und danach gaschromatographisch untersucht [58]. Demnach enthielten die Proben
88,4 bis 96,4 % trans-Anethol, mit Ausnahme von ,,39/91 Italien“ mit 44,7 % und ,,45/93
Kuba® mit 60,6 % trans-Anethol. Fenchon kommt nur in geringem Ausmal3 vor, der hdchste
Wert wird mit 8,1 % in der Sorte ,,45/93 Kuba' erreicht [58]. Diese Ergebnisse weichen
wesentlich von den Untersuchungsergebnissen der vorliegenden Arbeit ab (Tab. 13).
Vermutlich ist die Ursache fur diese grofen Differenzen die unterschiedliche
Gewinnungsmethode. Es wird deutlich, dal3 die SDE als Extraktionsmethode nicht geeignet it,

wenn die Inhaltsstoffe der Fenchelfriichte quantifiziert werden sollen.
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Tabelle 13: Zusammensetzung selbst destillierter Fenchel6le (Wasserdampfdestillation)
GC-Untersuchung auf Macrogol-Séule 30 m (Gehalte der Komponenten als rel ative Flachenprozente)

Peak Nr. (Zuordnung siehe unten)

Destilliertes Ol Int. Ch. 1 2 . . ) . v

F13 1,55 3,53 0,41 3,36 0,07 85,36 0,55
F14 0,82 6,50 1,19 3,43 0,07 81,74 0,64
F15 1,67 3,41 0,38 3,34 0,10 85,83 0,13
F16 2,45 4,84 9,86 2,46 0,05 77,34 0,02
F17 3,05 4,68 12,16 2,52 0,06 73,68 0,03
F18 3,43 1,27 13,14 2,50 0,07 75,76 n.n.
F19 7,00 3,87 19,52 2,09 0,02 60,77 n.n.
F20 7,34 2,39 2743 2,39 0,04 55,24 0,72
F21 5,19 412 32,06 1,86 0,02 51,09 0,03
F22 3,27 3,31 8,32 31,91 0,05 48,71 0,25
F23 3,31 2,24 24,35 56,74 n.n. 7,84 n.n.

Peak Nr.: 1: a-Pinen, 2: Limonen, 3: Fenchon, 4: Estragol, 5: cis-Anethol, 6: trans-Anethol, 7: Anisaldehyd;
n.n. nicht nachweisbar.

Die Ole aus den Fenchelfriichten F13 bis F15 sind eindeutig der Varietét dulce zuzuordnen.
Die siifen Fenchefriichte entsprechen den Anforderungen der Ph. Eur. 1997. Der sehr hohe
trans-Anethol-Gehalt korreliert mit sehr geringen Anteilen an Fenchon. Der Estragol-Gehalt ist
bei diesen Proben unter der kritischen 5 %-Marke. Limonen ist in weit htherem Malée als a-

Pinen enthalten.

Bel den Proben F16 bis F18 ist keine eindeutige V arietétszuordnung moglich. Trans-Anethol
bewegt sich in einem fir sliRen Fenchel typischen Bereich, es ist jedoch mit 9,9 bis 13,1 %
relativ viel Fenchon enthalten, was eher fur Bitterfenchel spricht. Zieht man die Monographien
der Ph. Eur. zu Rate, entsprechen diese Fenchelfriichte weder den fir ,Bitterer Fenchel®
geforderten mindestens 15 % Fenchon, noch den fir ,, Sti3er Fenchel* geforderten mindestens
80 % Anethol. Auch die vom DAB 2001 angegebenen Grenzwerte fir bitteres Fencheldl
konnen nicht vollsténdig erfullt werden. Es handelt sich hierbei um die von Garcia-JMENEZ ET
AL. beschriebenen ,, Zwischenvarietéten®, die sehr schwer chemotaxonomisch zu klassifizieren
sind [54].
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Bel F19 bis F21 handelt es sich um Bitterfenchelsorten, da neben viel Fenchon relativ vid a-
Pinen detektiert werden kann. Die Forderungen der Ph. Eur. fir Bitterfenchelfriichte von
mindestens 15 % Fenchon und mindestens 60 % Anethol sind erflillt, auch sind jeweils nicht
mehr als 5 % Estragol zu finden. Der Geschmack von F21 dirfte jedoch vom typischen
Fenchelgeschmack abweichen und wegen der 32 % Fenchon unangenehm scharf und bitter

schmecken.

F22 und F23 sind Wildfenchelsorten mit hohem Estragol-Gehalt. Im Vergleich zu den friiher
beschriebenen Wildfenchel-Handelstlen F7 bis F9 ist hier jedoch der Limonen-Gehalt nicht
aulRergewohnlich hoch. Etwa 90 % der &herischen Ole dieser beiden Fenchelsorten werden

von Estragol, Anethol und Fenchon bestritten.

Die Abbildungen 8 und 9 zeigen typische Gaschromatogramme von bitterem und sliRem
Fenchel6l, aufgezeichnet nach der beschriebenen achiralen Methode. Die wesentlichen
Unterschiede in der Zusammensetzung sind bei diesen beiden Beispielen bereits auf den ersten
Blick erkennbar. Aber auch in weniger eindeutigen Féllen ist in der Regel eine Zuordnung nach
Bestimmung der relativen Flachenprozente Gber vorgegebene Grenzwerte fir die relevanten

Komponenten moglich.
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Abb. 8 Typisches Gaschromatogramm eines bitteren Fencheldls (F1), aufgezeichnet auf einer
Macrogol-Saule 30 m (Saule A)

>~
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Zeit [min]

1: a-Pinen, 2: Limonen, 3: Fenchon, 4: Estragol, 5: cis-Anethol, 6: trans-Anethol, 7: Anisaldehyd.

Abb. 9 Typisches Gaschromatogramm eines siifen Fencheldls (F15), aufgezeichnet auf einer
Macrogol-Saule 30 m (Saule A)
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1: a-Pinen, 2: Limonen, 3: Fenchon, 4: Estragol, 5: cis-Anethol, 6: trans-Anethol, 7: Anisaldehyd.
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1.2.2.3 Physikalische Reinheitsprifungen nach Arzneibuch

Als physikalische Reinheitspriifungen nach Arzneibuch, wie bei allen dtherischen Olen, wurden
die relative Dichte, die optische Drehung sowie der Brechungsindex der Siffencheldle
bestimmt. Zusétzlich wurde der Bereich der Erstarrungstemperatur sowie die Saurezahl bei

einer Anzahl von Proben ermittelt.

Fur die relative Dichte ergaben sich Werte im Bereich von 0,963 bis 0,973. Fir den
Monographie-Entwurf wurde ein Bereich von 0,963 bis 0,975 vorgeschlagen. Die relative
Dichte der Bitterfencheldle ist im Schnitt etwas geringer as die der Suf¥encheldle, die

Bereiche Uberschneiden sich jedoch, so dass keine eindeutige Unterscheidung moglich ist.

Die Bestimmung des Brechungsindex ergab eine Spanne von 1,537 bis 1,550 fur die
untersuchten Ole. Dieser Grenzbereich wurde auch in den Monographie-Entwurf tibernommen.
Die Werte fir Bitterfencheldle liegen wie bei der relativen Dichte etwas niedriger. Das DAB
2001 schreibt fur bitteres Fenchel 6l einen Bereich von 1,528 bis 1,539 vor. Das bedeutet, dal
mit Hilfe des Brechungsindex eine Unterscheidung der beiden Varietdten nur begrenzt méglich
ist.

Bel der Bestimmung der optischen Drehung wurden fir die Stl¥fencheltle Werte zwischen
+4,86° und +17,91° erhalten. Fir die Ph. Eur. wurde der Bereich von +4° his +18° gewahlt.
Die optische Drehung wird hauptsachlich durch Fenchon hervorgerufen, d. h. je mehr Fenchon
enthalten ist, desto hoher ist der Drehwert. Das DAB 2001 fordert fur bitteres Fencheldl eine
optische Drehung von +10° bis +24°. Die beiden Grenzbereiche Uberschneiden sich und bieten
somit nur in geringem Male eine Unterscheidungsmoglichkeit von bitterem und sifem
Fencheldl.

Da Fencheldl durch den hohen Gehalt an trans-Anethol anfélig fir Oxidationsreaktionen i,
sollte als weitere Reinheitsprifung die Saurezahl bestimmt werden. Sie wird mit 5,0 g Ol
bestimmt und sollte héchstens 1,0 betragen. Die untersuchten Handelsdle lagen deutlich unter

diesem Richtwert.

Eine Reinheitspriifung, die nur bei wenigen &therischen Olen angewandt werden kann, ist die
Bestimmung der Erstarrungstemperatur. Sie stellt bel Anisdl und bitterem und siiRem
Fenchel6l eine einfache Kontrolle des Anethol-Gehalts dar. Ist der Anethol-Anteil niedrig, wie
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bei Bitterfencheldl, ist auch die Erstarrungstemperatur niedrig. Das DAB 2001 fordert fir
bitteres Fencheldl mindestens +5 °C, was etwas Uber 50 % Anethol entspricht. Fur die
Sif¥fenchel 6le wurden Werte zwischen 9,1 und 16,5 °C erhalten, deshalb wurde der Grenzwert
auf 9 bis 17 °C festgelegt. Anethol selbst weist eine Erstarrungstemperatur von etwa 21 °C

auf.

1.2.2.4 Diskussion des Monographie-Entwurfs

Fur die Prafung auf Identitét mittels DC wurde fur den Monographie-Entwurf , SliRes
Fenchelol* as Fliefdmittel eine Mischung aus 95 VT Toluol Rund 5 VT Ethylacetat R gewahit.
Als Sprihreagenz wird Molybdatophosphorsaure in Ethanol verwendet. Die Referenzldsung
besteht aus 100 pl Anethol R und 20 Wl Fenchon R, geldst in 10 ml Toluol R. Die Intensitét der
Fenchon-Bande erlaubt in begrenztem Mal3e Rickschliisse auf seine Konzentration. Dadurch
ist eine Abschézung moglich, ob es sich bel der vorliegenden Probe um die Varietét dulce
oder vulgare handelt. Definitive Aussagen hierzu dirfen nur nach exakter quantitativer GC-

Bestimmung der relevanten Einzelkomponenten gemacht werden.

Die GC-Anaytik des chromatographischen Profils wird auf einer 30 m langen achiralen
Macrogol-Saule von 0,32 mm ID durchgefuhrt. In die Auswahl der Grenzwerte fir den
Monographie-Entwurf , sliRes Fencheldl“ wurden die Ergebnisse der Untersuchung der
Handelstle, der selbst detillieten Ole und o. g. Literaturwerte einbezogen. Fir den
Hauptbestandteil trans-Anethol werden mindestens 75,0 % gefordert, fir Fenchon hingegen
hochstens 8,0 %. Fur a-Pinen wird ein Bereich von mindestens 1,0 und hochstens 4,0 %, fur
Limonen mindestens 2,0 und héchstens 8,0 % vorgeschlagen. Zusétzlich muf3 das Verhdtnis
Limonen : a-Pinen grofder 1 sein, somit umgekehrt wie bel bitterem Fenchel6l. Fur Estragol
wird die Hochstgrenze bei 5,0 %, fur cis-Anethol bel 0,3 % und fur Anisaldehyd bel 2,0 %
festgelegt. Die Limitierung dieser drei Bestandteile ist somit identisch mit dem Monographie-
Entwurf , bitteres Fencheldl“. Obwohl die Monographie ,, Sif3er Fenchel® hdchstens 10,0 %
Estragol fordert, wurde aus Griinden der Unbedenklichkeit fir das atherische Ol der niedrigere

Grenzwert gewahlt.

Die GC-Methode erlaubt die Quantifizierung aler relevanten Bestandteile von sifRem
Fencheldl. Liegen die Mengen der zu bestimmenden Inhaltsstoffe innerhalb der angegebenen

Grenzen, liegt ein qualitativ hochwertiges, toxikologisch unbedenkliches Fencheldl vor, das

45



Ergebnisse und Diskussion Apiaceae

eindeutig der Varietét dulce zugeordnet werden kann. Die Frage der Abgrenzung zu bitterem
Fencheldl wird mit dem Fenchon- und Anetholgehalt sowie mit dem Verhdtnis von a-Pinen zu

Limonen eindeutig abgeklart.

Diein Kapitel 3.2.2.3 dargestellten Grenzwerte fir die physikalischen Reinheitspriifungen nach
Arzneibuch wurden in den Monographie-Entwurf Ubernommen. Somit werden als
Reinheitsprifung fur sifes Fencheldl die relative Dichte, der Brechungsindex, die optische
Drehung, die Saurezahl und die Erstarrungstemperatur bestimmt.
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1.2.3 Koriander ol

Korianderdl ist das durch Wasserdampfdestillation aus den getrockneten reifen Friichten von
Coriandrum sativum L. gewonnene &therische Ol. Die farblose bis schwach gelbe Fliissigkeit

weist einen wirzigen, charakteristischen Geruch nach Koriander auf.

Korianderél wird von der Kommisson E zur Behandlung von Appetitlosigkeit und
dyspeptischen Beschwerden empfohlen. Das Ol wirkt karminativ und schwach spasmolytisch,
zudem wird die Magensaftsekretion angeregt [30]. Das &therische Ol oder ein alkoholischer
Auszug aus den Frichten ist in einigen Kombinationsprgparaten mit den Indikationen
Flatulenz, Meteorismus und Reizmagen enthalten [15]. In vitro zeigt Korianderdl mittlere
antibakterielle und antioxidative Aktivitaten [59].

Die Zusammensetzung verschiedener Korianderélchargen variiert nur geringfigig. Unabhangig
vom Anbaugebiet und von der Art der Gewinnung ist die qualitative und quantitative
Variationsbreite relativ schmal [60,61]. Der Hauptbestandteil von Korianderdl ist mit etwa 60-
75 % Linalool. Das Verhdltnis des R(-)-Enantiomers zum S(+)-Enantiomer liegt konstant bel
etwa 13:87 und wird auch durch die Wasserdampfdestillation nicht beeinfluf3 [62]. Esist eines
der wenigen &herischen Ole, bei dem hauptsichlich die S(+)-Form vorkommt. Bis zu 6 %
Campher kann in Koriander6l enthalten sein, wovon etwa 75 % in der L(-)-Form vorliegen
[63]. In Anteilen bis zu etwa 10 % treten a-Pinen und g-Terpinen auf, hinzu kommen maximal
5 % Limonen, p-Cymen, Geraniol und Geranylacetat. Weitere Komponenten wie b-Pinen,
Camphen, Myrcen, D3-Caren und a-Terpineol sind mit etwa 0,2 bis 1,0 % vertreten [59-
61,64]. Eine charakteristische Spurenkomponente stellt Decanal dar, ener der
Hauptbestandteile des K orianderkrautes [65] .

Die Verbreitung von Koriander erstreckt sich fast Uber die ganze Welt. Zu den bedeutendsten
Erzeugerlandern zdhlen die GUS, verschiedene Bakanlander, Frankreich und Italien [65].
Auch das Korianderkraut liefert ein &dtherisches Ol, das jedoch eine andere Zusammensetzung
und enen unangenehmen wanzenartigen Geruch aufweist, wodurch entsprechende
Verwechslungen oder Verfdschungen praktisch ausgeschlossen sind. Der Preis fur 1 kg
Korianderdl liegt, je nach Qualitdt, zwischen 20 und 95 € [53]. Fruher Ubliche grobe
Verfdschungen mit Anethol, Terpentindl oder Pomeranzendl sind heute nicht mehr zu finden,

da sie selbst mit einfachen chromatographischen Methoden wie DC bereits erkannt werden
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konnen [65]. Verfalschungen mit synthetischem Linalool kommen dagegen haufig vor [62].
Die GC-Untersuchung der Linalool-Enantiomeren ist aufgrund des charakteristischen
Verhdltnisses von R(-):S(+) hervorragend zum Nachwels einer derartigen Verfdschung
geeignet. Verschnitte mit dem optisch nicht aktiven g-Terpinen knnen mit einer chiralen GC-
Untersuchung nicht erkannt werden. Die Aufklarung der Isotopenverhdtnisse (GC-IRMYS)
kann Aufschlufd Gber die Authentizitét eines Koriandertls geben [62], stellt jedoch eine zu
aufwendige Methode fir die Arzneibuch-Analytik von dtherischen Olen dar.

1.2.3.1 DC-Untersuchung von Korianderdl

Die DC-Untersuchung von Korianderdl erfolgte in Anlehnung an ein typisches &therisch-Ol-
DC auf einer Kieselgel-Platte mit 95 VT Toluol Rund 5 VT Ethylacetat R als Fliel3mittel. Als
Referenzlsung werden 100 pl Linalool R und 20 Wl Geranylacetat R in 10 ml Toluol R gel 6st.
Fur die Untersuchungslosung werden 10 gl Korianderél in 1 ml Toluol R gelést. Die
Entwicklung erfolgt zweimal Uber eine Strecke von 10 cm. Nach dem Trocknen wird mit
Anisadehyd-Reagenz R bespriht und das DC bel Tagedicht ausgewertet. Das
Chromatogramm zeigt in der unteren Hélfte die violette bis grauviolette Zone des Linalools
und etwas oberhalb der Mitte die blauviolett geférbte Zone des Geranylacetats (Abb. 10). Im
Chromatogramm der Untersuchungslésung erscheinen unter der Linalool-Zone zwei weitere

schwache Zonen, die obere der beiden, eine blauviolette Zone, entspricht dem Geraniol.

Abb. 10 Schematische Darstellung eines typischen Koriander6l-DCs auf Kieselgel

Oberer Plattenrand

Geranylacetat: eine blauviolette Eine blauviolette Zone
Zone (Geranylacetat)

Linalool: eine intensive violette Eine intensive violette Zone
Zone (Linalool)

Eine blauviolette Zone (Geraniol)

Eine weitere schwache Zone kann
vorhanden sein

Referenzldsung Untersuchungslosung

Als zweite Referenzsubstanz neben Linalool wurde Geranylacetat gewdhlt, da die Mono-

terpenkohlenwasserstoffe a-Pinen, g-Terpinen, Limonen und p-Cymen zu stark flichtig sind
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und bereits vor der Sprihreaktion von der DC-Platte verdampfen. Campher 183 sich mit
Anisaldehyd-Reagenz und auch mit Vanillin-Reagenz nur sehr schwer anférben. Erst ab einer
Campher-Konzentration von etwa 10 mg je ml Toluol entwickeln sich geférbte Produkte. Geht
man von einer Untersuchungslésung von 20 pl Korianderdl in 1 ml Toluol aus, so ent-spricht
dies bei eéinem durchschnittlichen Campher-Gehalt von 5 % 1 mg Campher. Der Nach-weis von
Campher ist erst in der zehnfachen Konzentration des &therischen Ols moglich, was zu einem

starken Tailing der Linalool-Bande durch Uberladung der DC-Platte filhren wiirde.

Abb. 11 DC von Koriandertlen des Handels
(Untersuchungsldsung: 10 Wl Korianderdl in 1ml Toluol gel6st, ReferenzZidsung: 50 Wl Linalool und 10
M Geranylacetat gelost in 10 ml Toluol, Auftragungsmenge 10 W, Sprihreagenz: Anisaldehyd-

Reagenz)

Geranyl-
acetat

C5 C13 C11 Referenz- C8 C4
[6sung

C4, C5, C8, C11: unverfalschte Koriander-Handelséle; interne Chargen-Bezeichnung.

C13: mit Linalool verschnittenes Koriander-Handelsdl; interne Chargen-Bezeichnung.

Die ldentitatsprifung von Korianderdl ist mit der angegebenen Methode méglich (Abb. 11).

Da jedoch nur wenige Komponenten des &therischen Olsim DC nachgewiesen werden kénnen,

49



Ergebnisse und Diskussion Apiaceae

ist der Ausschlul3 von qualitativ minderwertigen, Uberlagerten oder verfdschten Proben

begrenzt. Zur Beurteilung einer Handel sprobe ist die GC-Untersuchung unabdingbar.

1.2.3.2 Achirale Gaschromatographische Untersuchung von Korianderdl

Bisher exidtiert weder im deutschen noch im européischen Arzneibuch eine Korianderdl-
Monographie. In der Monographie der BP erfolgt die Gehaltsbestimmung mittels GC auf einer
gepackten Saule mit Geraniol als internem Standard [8]. Die Verwendung gepackter Saulen ist
Uberholt, zudem ist Geraniol, als Bestandtell von Korianderdl, als interner Standard wenig

geeignet.

Fur die achirde GC-Untersuchung wurde die Methode des franzdsischen Monographie-
Entwurfs fir Korianderél angewandt. Es wird eine Fused-silica-Kapillarsaule von 25 m Lénge
mit einem ID von 0,25 mm, belegt mit einem 0,2 um Film aus Macrogol 20000 R beschrieben
(Saule C). Als Trégergas wird Helium zur Chromatographie R mit einer Durchfluf3rate von 0,5
ml je Minute eingesetzt. Fir die Referenzldsung werden 10 Yl a-Pinen R, 10 pl Limonen R, 10
M gTerpinen R, 10 mg Campher R, 20 gl Linalool R, 10 Wl a-Terpineol R, 10 W
Geranylacetat R und 10 gl Geraniol R in 1 ml Hexan R gelést. Zur Herstellung der
Untersuchungsldsung wurden 20 Wl Korianderdl in 1 ml Heptan R geldst. Die Temperatur der
Saule wird 10 min lang bei 60 °C gehalten, dann mit einer Heizrate von 2 °C je Minute auf 190
°C erhoht und 45 min lang bei 190 °C gehalten. Die Temperatur des Probeneinlasses wird bel
220 °C und die des Detektors bei 240 °C gehalten. Die Prifung darf nur ausgewertet werden,

wenn die Auflésung zwischen den Peaks von Limonen und g-Terpinen mindestens 1,5 betrégt.

Die Prozentgehalte der einzelnen Komponenten werden durch das Verfahren der
Normalisation bestimmt. In dem franzésischen Monographie-Entwurf sind fur die
ausgewadhiten Inhaltsstoffe folgende Grenzbereiche angegeben: a-Pinen 3,0 bis 7,0 %,
Limonen 2,0 bis 5,0 %, g Terpinen 2,0 bis 7,0 %, Campher 4,0 bis 6,0 %, Linaool 65,0 bis
78,0 %, a-Terpineol 0,5 bis 1,5 %, Geraniol 0,5 bis 3,0 % und Geranylacetat 1,0 bis 3,5 %.
Die Handelsdlproben (Tab. 14) sowie die selbst destillierten Korianderdle (Tab. 15) wurden

entsprechend dieser Vorschrift untersucht.
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Tabelle 14: Zusammensetzung von Korianderdlen des Handels
GC-Untersuchung auf Macrogol-Saule 25 m (Gehalte der Komponenten as relative Flachenprozente)

Peak Nr. (Zuordnung siehe unten)

Handelsdl Int. Ch.: 1 2 3 4 5 6 7 8 9

C1 8,48 2,65 3,82 2,43 4,38 68,84 0,30 3,54 1,57
C2 8,43 2,56 4,35 1,78 4,25 69,47 0,33 3,38 1,65
C3 1,27 2,63 5,13 2,38 4,65 69,76 0,35 3,08 1,39
C4 7,84 2,47 3,53 2,62 4,44 70,21 0,32 3,20 1,43
C5 7,22 2,54 3,13 418 4,70 70,75 0,29 2,72 1,20
(o) 5,50 2,52 4,46 2,93 4,86 71,73 0,91 2,59 1,30
c7 5,24 2,26 2,01 4,36 5,27 72,60 1,05 2,28 1,56
c8 4,11 2,24 1,00 6,38 4,84 73,34 0,60 2,46 1,33
C9 412 4,62 2,22 2,73 4,04 73,42 1,71 2,12 1,35
C10 5,33 2,04 0,66 5,46 5,16 73,62 0,40 2,18 1,25
c11 542 2,42 4,21 2,63 4,83 73,96 0,27 2,23 1,04
C12 5,48 2,40 3,24 3,61 4,90 73,98 0,26 2,14 1,03
C13 3,39 9,24 1,51 1,13 1,84 75,47 0,46 1,77 1,33
C14 2,97 1,41 543 0,70 3,81 79,21 0,25 1,56 1,84
Mw 5,77 3,00 3,19 3,09 4,43 72,60 0,54 2,52 1,38
CB1 1,49 0,37 1,92 0,77 1,28 26,59 0,19 0,67 0,47

Peak Nr.: 1: a-Pinen, 2: Limonen, 3: g Terpinen, 4: p-Cymen, 5: Campher, 6: Linalool, 7: a-Terpineol, 8: Geranylacetat,
9: Geraniol.

Die Proben C1 bis C5 weisen verglichen mit den geforderten franzésischen Grenzwerten zu
hohe Anteile an a-Pinen auf (Tab. 14). Wie jedoch der Vergleich mit den authentischen
Proben (Tab. 15) zeigt, wurden hier die Grenzwerte etwas unglucklich gewahlt, da die selbst
destillierten Korianderdle durchwegs hohe a-Pinen-Gehate aufweisen und sogar der
Mittelwert mit 8,3 % deutlich Uber der Hochstgrenze von 7,0 % liegt. Der niedrigere
Durchschnittswert fur a-Pinen in den Handelsdlen 183 sich durch die leichte Flichtigkeit der
Substanz erkldren, wodurch in dteren Olen der Gehalt abnimmt. Der Limonen-Gehalt der
Probe C14 ist zu gering, wdhrend die Probe C13 einen zu hohen Anteil aufweist. Auch enige
der selbst destillierten Korianderdle (C15, C17, C18) enthalten geringfligig zu wenig Limonen.

51



Ergebnisse und Diskussion Apiaceae

Die Ursache dafir liegt vermutlich darin, dal3 Limonen bel der Destillation verzogert aus der
Pflanzenmatrix freigesetzt wird. Die Proben C8, C10 und C13 enthalten zu wenig g-Terpinen.
Gleichzeitig konnen bei C8 und C10 erhdhte p-Cymen-Werte festgestellt werden. p-Cymen
wird in dem franzésischen Monographie-Entwurf nicht bestimmt, es wére jedoch sehr sinnvall,
hier Grenzwerte festzulegen, da p-Cymen zwar ein genuiner Bestandteil von Korianderdl ist,
jedoch auch beim oxidativen Abbau von g-Terpinen gebildet wird (vgl. Kiefernnadel 6l). Somit
konnen erhdhte Werte wertvolle Hinweise auf (iberlagerte Ole liefern. Vergleicht man die
Mittelwerte fir g-Terpinen und p-Cymen der Handelstle mit denen der selbst detillierten Ole,
kann ein deutlicher Unterschied festgestellt werden. Wéhrend die Handelsble durchschnittlich
nur 3,19 % g Terpinen enthalten, liegt der durchschnittliche Wert selbst detillierter Ole bei
7,42 %. Betrachtet man p-Cymen, kann das Gegenteil beobachtet werden. Durchschnittlich
3,09 % bei den Handelsdlen stehen hier 1,67 % bel den selbst destillierten Proben gegentiber.

Tabelle 15: Zusammensetzung von selbst destillierten Korianderdlen
GC-Untersuchung auf Macrogol-Séule 25 m (Gehalte der Komponenten als relative Flachenprozente)

Peak Nr. (Zuordnung siehe unten)

Dest. Ol Int. Ch.: 1 2 3 4 5 6 7 8 9

C15 9,37 1,86 8,12 1,55 2,88 65,22 0,31 3,23 1,82
C16 9,16 1,98 8,39 0,94 3,08 66,06 0,26 3,24 2,06
c17 7,60 1,85 7,89 3,59 3,20 66,06 0,34 3,18 1,63
C18 9,04 1,93 7,28 2,08 3,06 66,67 0,25 2,96 2,05
c19 7,86 1,98 9,21 1,40 3,65 66,72 0,26 2,35 2,04
C20 8,01 2,11 6,51 1,28 3,60 68,40 0,29 2,61 217
Cc21 7,09 2,46 4,53 0,88 4,70 70,03 0,35 3,36 1,69
MW 8,30 2,02 7,42 1,67 3,45 67,02 0,29 2,99 1,92

Peak Nr.: 1: a-Pinen, 2: Limonen, 3: g Terpinen, 4: p-Cymen, 5: Campher, 6: Linalool, 7: a-Terpineol, 8: Geranylacetat,
9: Geraniol.

In den Proben C13 und C14 wird zu wenig Campher gefunden, aber auch die selbst
destillierten Proben C15 bis C20 weisen gemald dem franzdsischen Monographie-Entwurf zu
geringe Gehdte auf. Vergleicht man diese Ergebnisse mit Literaturangaben fir Campher
[61,64.], so zeigt sich, dal3 hier eine zu schmale Grenzspanne gewahlt wurde. Die Gehalte an
Linalool, Geranylacetat und Geraniol liegen bel alen Proben, ausgenommen C14, die etwas
zuviel Linalool enthdlt, innerhalb der geforderten Grenzwerte. Dagegen liegen ale selbst
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destillierten Ole, aber auch eine groRe Anzahl der Handelsproben unter dem Mindestwert fiir
a-Terpineol. Die Bestimmung dieser fur Korianderél wenig charakteristischen Komponente
allgemein sowie die Festsetzung der Grenzwerte sind nicht nachvollziehbar. Lediglich die
Proben C6 und C7 entsprechen den Forderungen des franzdsischen Monographie-Entwurfs.

Auch keines der selbst destillierten Korianderdle kann die Anforderungen erfillen.

Neben den bereits dargestellten Nachteilen der Methode des franzdsischen Monographie-
Entwurfs ergeben sich bei genauer Betrachtung noch eine Reihe weiterer Probleme. Zum einen
konnen die relativ haufig vorkommenden Verfalschungen mit Linalool nicht erkannt werden.
Aber auch die GC-Methode selbst ist nicht optimal gewahlt, da eine Analysenzeit von 120 min
fir ein unkompliziertes dherisches Ol wie Korianderdl wesentlich zu lang ist. Zudem wird kein
Splitverhdtnis angegeben, eine wichtige Angabe zur Gewahrleistung der Reproduzierbarkeit
der Methode. Die im folgenden dargestellte chirde Methode weist deutliche Vorteile

gegeniber dieser achiralen Methode auf.

1.2.3.3 Chirale Gaschromatographische Untersuchung von Koriander 6l

Die chirale GC-Untersuchung von Korianderdlen wurde auf einer Fused-Silica-Kapillarsiule
(50 m), belegt mit einem b-Cyclodextrinderivat, das an Position 2 und 3 einen Diacetylrest und
an Position 6 einen tert-Butyldimethylsilylrest trégt (Siule E). Als Tragergas wird Helium zur
Chromatographie R mit einer Flul¥ate von 1,5 ml je Minute eingesetzt. Die Temperatur der
Saule wird 3 min lang bei 88 °C gehalten, dann mit einer Heizrate von 1 °C je Minute auf 140
°C erhoht. Die Temperatur des Probeneinlasses und des Detektors wird jewells bei 220 °C
gehalten. Mit dieser Methode kdnnen die Enantiomeren von Linalool und Campher aufgetrennt

werden.

Bel der Untersuchung der Linalool-Enantiomeren kann bel den meisten Koriander-
Handelsdlen, eingeschlossen dem Korianderblattél CB1, das in der Literatur beschriebene
konstante Verhdltnis von R(-):S(+) von 13:87 festgestellt werden (Tab. 16). Geringflgig
zuviel R(-)-Linaloal ist in der Probe C6, wesentlich zuviel hingegen in den Proben C7, C9 und
C13 zu finden. Diese Handelstle wurden eindeutig durch den Zusatz von synthetischem rac.
Linalool verféscht. Auch L(-)- und D(+)-Campher liegen in Korianderdl in eéinem konstanten
Verhdtnis von etwa 86:14 bis 88:12 vor. Die mit Linalool verfalschte Probe C7 weicht als
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einzige durch einen etwas zu hohen Anteil an D(+)-Campher von diesem Verteilungsschema

ab, was auf den Zusatz von rac.- oder D(+)-Campher hindeutet.

Tabelle 16: Enantiomerenverteilung von Linalool und Campher in Korianderdlen des
Handels, GC-Untersuchung auf einer modifizierten b-Cyclodextrin-Saule (Sule E)

Handelsdl Int. Ch.: R(-)-Linalool : S(+)-Linalool L(-)-Campher : D(+)-Campher
C1 13,0 : 87,0 87,3 : 12,7
C2 13,0 : 87,0 87,3 : 12,7
C3 13,0 : 87,0 884 116
C4 13,1 : 86,9 874 : 12,6
C5 12,8 : 87,2 88,0 : 12,0
C6 14,2 : 85,8 885 115
c7 231 :76,9 81,6 : 184
c8 13,4 : 86,6 87,9 : 121
C9 30,3 : 69,7 87,3 : 12,7
C10 12,9 : 871 87,6 : 124
Cc11 12,9 : 871 87,9 : 121
C12 12,7 . 87,3 88,5 : 115
C13 352 : 648 86,4 : 13,6
C14 12,7 . 87,3 88,3 : 11,7
CB1 | 12,8 : 87,2 | 87,6 : 124

Die chirae Untersuchung der selbst destillierten Korianderdle (Tab. 17) belegt eindrucksvoll
die in der Literatur beschriebenen Enantiomerenverhéltnisse von Linalool und Campher.
Sowohl R(-)- und S(+)-Linalool, as auch D(+)- und L(-)-Campher treten in etwa im
Verhdtnis von 13:87 auf.

Tabelle 17: Enantiomerenverteilung von Linalool und Campher in selbst destillierten
Korianderdlen, GC-Untersuchung auf einer modifizierten b-Cyclodextrin-Saule (Saule E)

Dest. Ol Int. Ch.: R(-)-Linalool : S(+)-Linalool L(-)-Campher : D(+)-Campher
C15 13,3 : 86,7 86,5 : 13,5
C16 13,1 : 86,9 87,0 : 13,0
c17 12,6 : 87,4 875:125
c18 13,2 : 86,8 86,6 : 13,4
c19 12,7 : 87,3 879 : 121
C20 13,0 : 87,0 872 : 128
Cc21 13,1 : 86,9 872 :128

In Abb. 12 und Abb. 13 sind Gaschromatogramme eines unverfaélschten (C4) und eines
verfaschten Koriander-Handelsols (C9) dargestellt. Der erhdhte R(-)-Linalool-Antell bei C9

ist deutlich zu erkennen (Markierung mit Pfeil).
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Abb. 12 Typisches Gaschromatogramm eines Korianderdls (C4), aufgezeichnet auf einer modifizierten
b-Cyclodextrin-Saule (Saule E).
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Abb. 13 Gaschromatogramm eines verfdschten Korianderdls (C9), aufgezeichnet auf einer
modifizierten b-Cyclodextrin-Séule (Siule E).
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Peak Nr.: 1: a-Pinen, 2: Limonen, 3: g-Terpinen, 4: p-Cymen, 5: L(-)-Campher, 6: D(+)-Campher, 7: R(-)-Linalool, 8: S(+)-
Linalool, 9: (-)-a-Terpineol, 10(+)-a-Terpineol, 11: Geraniol, 12: Geranylacetat.
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Vier (C6, C7, C9, C13) der 14 untersuchten Koriander-Handelsdle konnten bei der chiralen
GC-Untersuchung as Verschnitte mit synthetischem Linalool beurteilt werden. C6 und C7
entsprachen bel der achiralen Untersuchung in alen Punkten den Forderungen des
franzosischen Monographie-Entwurfs. C9 enthidlt lediglich etwas zuviel a-Terpineol. C13
wurde bereits nach den Ergebnissen der achiralen GC as minderwertig eingestuft. Bei keiner
dieser Proben konnte jedoch nach der ,franzésischen Methode® der Zusatz von Linalool
festgestellt werden. Zudem betrégt die Aufzeichnungszeit bei der chiralen Methode lediglich 55
min im Vergleich zu 120 min bel der achiralen. Somit bringt die chirale Untersuchung von
Korianderdl deutliche Vorteile mit sich. Durch die Bestimmung der Enantiomerenverhéltnisse
von Linalool, in Verbindung mit Grenzwertangaben fir die Ubrigen relevanten Komponenten,
konnen mit der vorgestellten chiralen Methode minderwertige und verfalschte Korianderdle

erkannt werden.

1.2.3.4 Physikalische Reinheitsprifungen nach Arzneibuch

Die klassischen Kennzahlen relative Dichte, Brechungsindex und optische Drehung wurden bei
einer Anzahl an Koriander-Handelsdlen ermittelt. Fir die relative Dichte ergaben sich Werte
von 0,866 bis 0,878. Die BP 1998 [8] schreibt einen Bereich von 0,863 bis 0,870 vor, wahrend
die USP XXI [9] Werte von 0,863 bis 0,875 zul&. Die Brechungsindices der Handelsdle
bewegten sich in enem sehr schmalen Bereich von 1,463 bis 1,466. Die BP und die USP
erlauben beim Brechungsindex Werte zwischen 1,462 und 1,472. Die optische Drehung der
Korianderdle schwankte zwischen +8,5° und +14,0°. Die BP verlangt eine optische Drehung
im Bereich von +8° bis +12°, wahrend die USP einen groferen Bereich von +8° bis +15°

akzeptiert.

56



Ergebnisse und Diskussion Apiaceae

1.2.3.5 Diskussion des Koriander6l-Monographie-Entwurfs

Fir die Identitatspriifung von Korianderdl mittels DC wurde das fur &therische Ole allgemein
gebrauchliche Hielfmittel aus Toluol und Ethylacetat im Verhdltnis 95:5 gewahlt. Durch
zweimaliges Entwickeln Uber eine Laufstrecke von 10 cm wird eine bessere Aufldsung der
Banden als nach einmaliger Entwicklung erreicht. Nach Bespriihen mit Anisaldehyd-Reagenz R
kénnen die beiden relevanten Komponenten Linalool und Geranylacetat bel Tagedicht
ausgewertet werden. Die Methode ermdglicht Identitétsprifung, jedoch sollte zur eindeutigen

Abklarung sowie zur Reinheitsbeurteilung unbedingt eine GC-Prifung durchgefihrt werden.

Das ,, Chromatographische Profil“ von Korianderdl wurde auf Basis einer modifizierten b-
Cyclodextrin-Saule entwickelt, womit Linalool in seine Enantiomeren getrennt werden kann.
Fur S(+)-Linalool ergibt sich ein Bereich von 56,0 bis 67,0 %, fur R(-)-Linalool en Bereich
von 7,0 bis 10,0 %. Diese Grenzwerte entsprechen in etwa dem friher beschriebenen
Verhdtnis von (+):(-) von 87:13. Ein Bereich von 3,0 bis 10,0 % wurde fur a-Pinen
vorgeschlagen. Die sdlbst dedtillierten Ole wiesen durchschnittlich hohere Anteile des
Monoterpens auf, wahrend sich bei den Handelsdlen vermutlich bereits ein Teil verfllichtigt
hatte. Der Limonen-Gehalt wurde auf 1,0 bis 4,0 % festgesetzt. Die beiden Handelsle, die
hohere Limonen-Werte aufweisen, waren mit synthetischem Linalool verféscht und kdnnen
daher nicht as Richtwerte verwendet werden. Fir g-Terpinen wurde ein Bereich von 3,0 bis
9,0 % gewadhlt, wahrend p-Cymen im Bereich von 0,5 bis 4,0 % vertreten sein sollte. p-Cymen
ist bereits in frisch destillierten Korianderdlen zu finden, wird jedoch bel langerer Lagerung
auch unter Einfluf3 von Licht und Luftsauerstoff aus g-Terpinen gebildet. In Uberlagerten
Korianderdlen sind daher unnatirlich hohe p-Cymen-Anteile in Verbindung mit stark
erniedrigten g-Terpinen-Werten zu finden. Campher wird auf der verwendeten Saule in seine
Enantiomere aufgetrennt. Die Bestimmung des Enantiomerenverhaltnisses ist jedoch nicht
angezeigt, da nur ein Handelsdl geringfligig zuviel D(+)-Campher aufwies, diese Probe aber
ohnehin als verfdscht durch Zusatz von Linaool erkannt worden war. So sollte der
Gesamtgehalt an Campher zwischen 2,5 und 6,0 % liegen. Geranylacetat, ein wichtiger
Bestandteil von Korianderdl, der zur angenehmen geruchlichen Gesamtnote des Ols beitrégt,
sollte von 1,0 bis 5,0 % vertreten sein. Die Bestimmung von Geranylacetat bietet als weiteren
Vorteil die spate Elution bei etwa 51 min. Durch Einhaltung der vorgeschriebenen

Analysenzeit von 55 min wird die Genauigkeit bei der Quanitifizierung der Einzelkomponenten

57



Ergebnisse und Diskussion Apiaceae

durch das Verfahren der Normalisation erhéht. Die Grenzwerte dieses Monographie-Entwurfs,
die sich teilweise deutlich von den Grenzwerten des franzdsischen Monographie-Entwurfs
unterscheiden, wurden aus den Ergebnissen der eigenen Untersuchungen sowie aus

Literaturwerten zusammengestel|t.

Wegen der geringen Probenzahl bei den physikalischen Reinheitsprifungen wurden bel der
Festlegung der Grenzwerte die Angaben der BP und der USP berlicksichtigt. Fur die relative
Dichte wurde der Bereich von 0,863 bis 0,875 gewéhlt. Der Brechungsindex sollte zwischen
1,462 und 1,472 liegen, wahrend die optische Drehung zwischen +10,0° und +14,0° betragen

sollte.
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1.3 Atherische Ole der Rutaceae

Die Familie der Rautengewachse besteht hauptsachlich aus tropisch-subtropischen
Holzpflanzen. Die Blétter sind wechselstandig angeordnet, die Bliten radi&rsymmetrisch. Die
Rutaceae sind reich an dtherischem Ol, das in schizolysigenen Exkretbehétern gebildet und
gespeichert wird. Citrusist die wichtigste Gattung der Rutaceen, sie stammt urspriinglich aus
Siidasien. Das &herische Ol it in Bléttern, Bliten und Friichten enthalten. Bei den Friichten
handelt es sich um Beeren, aus denen das &herische Ol durch Auspressen der Schale
gewonnen wird, wahrend dies bel Blétern und Bliten durch Wasserdampfdestillation
geschieht. Wichtige Vertreter der Gattung Citrus sind Zitrone (C. limon), Orange (C.
sinensis), Pomeranze (C. aurantium), Grapefruit (C. paradisi), Mandarine (C. reticulata),
Limette (C. aurantifolia) und Clementine (C. deliciosa) [28,29].

1.3.1 Bitter orangenblitendl

Bitterorangenblitendl ist das durch Wasserdampfdestillation aus den frischen Bliten von
Citrus aurantium L. ssp. aurantium (C. aurantium L. ssp. amara EncL.) gewonnene klare bis

schwach gelbe dtherische Ol mit einem charakteristischen Geruch nach Bitterorangenbl iiten

12].

Der Bitterorangenbaum enthdlt eine Reihe aromatischer &#herischer Ole in  den
unterschiedlichen Organen. Nicht nur die Bliten werden zur Olgewinnung eingesetzt, aus
Bléttern und Zweigen gewinnt man das sog. Petitgraindl, wahrend man durch Auspressen der
Schalen der reifen Frichte das Bitterorangendl erhédlt [66]. Hauptanbaugebiete sind die
nordafrikanischen Lander Tunesien, Agypten, Algerien und Marokko. Spanien, die Provence
und das sldliche Italien haben vor alem wegen der aufwendigen Ernte mit steigenden

Arbeitd 6hnen an Bedeutung a's Lieferanten von Bitterorangenbl Gtendl verloren.

Bitterorangenblitentl, nach der Prinzessin von Neroli (Ort in der Néhe von Rom) auch
,Neroliol“ genannt, hat as Arzneistoff keine Bedeutung [67]. Volksmedizinische
Anwendungen als Sedativum bei leichten Schlafstérungen und Nervositét sowie bei Magen-

Darm-Beschwerden, Atemwegserkrankungen und Nieren- und Blasenerkrankungen sind
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wissenschaftlich nicht begrindet. Als pharmazeutisches Einsatzgebiet kommt nur die
Verwendung als Geschmacks- und Geruchskorrigens in Betracht [3]. Bitterorangenbl itendl ist
ein oft eingesetzter Duftstoff der ParfUmindustrie, so stellt es z. B. die tonangebende
Komponente der Eaux de Cologne "4711”, ”Origan” und "Chanel No. 5" dar .

Linalool ist mit ca. 30 bis 60 % der Hauptinhaltsstoff von Bitterorangenblitendl. Wie im
Lavendel 6l dominiert auch hier das R-1somer des Linalools. Es zeigt jedoch im Gegensatz zum
Lavendeldl eine wesentlich groflere Tendenz zur partiellen Racemisierung. Wahrend der
Wasserdampfdestillation kdnnen in Abhangigkeit des pH-Werts des Destillationssumpfes und
der Destillationsdauer bis zu 30 % S(+)-Linalool gebildet werden [68]. R(-)-Linalylacetat
hoher Enantiomerenreinheit von mindestens 95 % wird in Anteilen von etwa 3 bis 20 %
gefunden, unabhéngig von Herkunft und Gewinnung des Ols [69]. Der Ester an sich ist unter
den Bedingungen der Wasserdampfdestillation instabil, es entsteht vorwiegend Linalool, aber
auch andere Monoterpenoide und Terpenkohlenwasserstoffe konnen gebildet werden. Dies
zeigt sich besonders deutlich beim Vergleich eines wasserdampfdestillierten Ols mit einem Ol,
das durch Uberkritische CO,-Extraktion gewonnen wurde [70]. Von den
Monoterpenkohlenwasserstoffen in Bitterorangenblitentlen sind hauptséachlich b-Pinen und
Limonen zu nennen, beide etwa in Anteilen von 3 bis 20 %. Sauerstoffhaltige Monoterpene
sind vielfétiger vertreten. Neben Linalool und Linalylacetat sind v.a. Nerol und Geraniol sowie
die entsprechenden Essigsaureester und a-Terpineol bedeutende Komponenten von Nerolidl
[71,72]. trans-Nerolidol ist ein charakteristischer Bestandteil mit etwa 2 bis 9 %, der einen
wesentlichen Beitrag zum blumigen Charakter des &therischen Ols leistet. Das Sesquiterpen
kommt in hoher Enantiomerenreinheit von mindestens 98 % im Bitterorangenbl itendl vor [69].
Als aromarelevante Spurenkomponenten wurden Methylanthranilat, Jasmon und Indol
gefunden [73]. Bel Headspace-Untersuchungen konnte 2-Methylbutyronitril identifiziert
werden [70].

Die Ausbeute bei der Neroliol-Gewinnung liegt zwischen 0,08 und 0,20 %, fur 1 kg
dtherisches Ol werden etwa 850 kg sorgfaltig gepfliickte Bliten bendtigt [74]. Dies spiegelt
sich im Preis wider, der bel 1200 bis 3000 € je kg Bitterorangenblitendl liegt. Es ist deshab
verstandlich, dald haufig verfadschte Nerolidle im Handel auftauchen. Unter den vielféltigen
Verfd schungsmoglichkeiten ist die Streckung mit dem wesentlich preisgiinstigeren Petitgraindl
naheliegend, da es sehr @nliche geruchliche und inhaltliche Eigenschaften aufweist. Auch der

Zusatz von Orangenschalendl ist moglich. Hinzu kommen synthetische Substanzen wie
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Linalool, Linaylacetat, Methylanthranilat, Limonen, Phenylethylalkohol, etc. Es sind auch
vollstandig nachgestellte synthetische Ole im Handel, die fur billigere Parfiimkompositionen
eingesetzt werden [67]. Verfdschungen sind relativ schwer nachzuweisen, da es sich bei den
meisten um genuine Bestandteile von Bitterorangenblitentl handelt. Mittels DC kdnnen
Cumarinderivate, die von Verunreinigungen mit Orangendl stammen, nachgewiesen werden.
Durch GC-Untersuchung auf einer achiralen Macrogol-Saule, wie sie die Ph. Eur. NT 2001
vorschreibt, konnen unnatlrlich erhthte Antelle an Limonen, Linalylacetat und
Methylanthranilat sowie zu geringe Mengen oder das Fehlen charakteristischer Komponenten
wie trans-Nerolidol festgestellt werden. Der Nachweis von Linalool-Zusétzen gestaltet sich
problematisch, da dieses in einer weiten Grenzspanne von 18,0 bis 42,0 % zugelassen ist. Die
Untersuchung der Linalool-Enantiomerenverhadltnisse kann Hinweise auf verfaschtes Nerolidl
geben. Die Nachweis-Treffsicherheit ist in diesem Fall jedoch wesentlich geringer as beim
Lavendel6l, da wéhrend der Dedtillation in erhdhtem Malie eine Racemisierung stattfindet. Die
Bestimmung der Enantiomerenverteilung weiterer Inhaltsstoffe kann die Genauigkeit der

Authentizitdts-Untersuchung positiv beeinflussen [69].

1.3.1.1 DC-Untersuchung von Bitterorangenbl Gitenol

Die aktuelle Monographie der Ph. Eur. NT 2001 1&/% die Identitét von Bitterorangenbl Gtendl
nicht nur gaschromatographisch, sondern auch mittels Kieselgel-DC Uberprifen. Zur
Herstellung der Untersuchungslésung wird 0,1 g &therisches Ol in Ethanol 96 % R zu 5,0 ml
gelost. Fur die Referenzisung werden 5 pl Methylanthranilat R, 10 pl Linalool R, 20 ul
Linalylacetat R und 10 mg Bergapten R in Ethanol 96 % R zu 10,0 ml gelGst. Es werden
jeweils 10 pl der Losung bandformig aufgetragen. Als Flief3mittel wird eine Mischung aus 15
VT Ethylacetat R und 85 VT Toluol R verwendet. Nach dem Entwickeln Uber eine Strecke
von 15 cm wird die Platte zuerst im UV-Licht bei 365 nm ausgewertet. Das Chromatogramm
der Referenzldsung zeigt in der Mitte die blau fluoreszierende Zone des Methylanthranilats und
darunter die grunlichgelb fluoreszierende Bergapten-Zone. Das Chromatogramm der
Untersuchungsl 6sung darf keine dem Bergapten entsprechende Zone aufweisen. Eine Zone, die
in Bezug auf Lage und Fluoreszenz dem Methylanthranilat entspricht, ist vorhanden. Nach dem
Bespriihen mit Anisaldehyd-Reagenz R wird die DC-Platte wiederum im UV-Licht bei 365 nm
ausgewertet. In der oberen Hafte des Chromatogramms der ReferenzlGsung tritt die

braunlichorange fluoreszierende Zone des Linalylacetats auf, in der unteren Héalfte die in der
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gleichen Farbe fluoreszierende Zone des Lindools. Das Chromatogramm der

Untersuchungd ésung zeigt die gleichen Banden. Weitere Zonen kdnnen vorhanden sein.

Zur Prifung auf ldentitdt werden die Hauptbestandteile Linalool und Linalylacetat durch
Anfarben mit Anisaldehyd-Reagenz  bestimmt. Zusétzlich wird die Anwesenheit der
charakteristischen Spurenkomponente Methylanthranilat Gberprift. Diese fluoresziert bei 365
nm sehr stark und kann somit auch in den geringen Konzentrationen, wie sie die Monographie
fordert, von 0,1 bhis 1 % nachgewiesen werden. Die Prifung auf Bergapten ist eine
Reinheitsprifung zum Ausschiul® von Bitterorangentl. Da die Gewinnung des Schalendls
durch Auspressen erfolgt, sind darin nichtflichtige Cumarinderivate zu finden, die durch

Fluoreszenz bei 365 nm detektiert werden konnen.

Der Nachweis der Identitét des Bitterorangenblitendls ist mit der aktuellen Prifung mdglich,
daher wurde keine Verbesserung der DC-Methode erarbeitet. Zur definitiven Beurteillung der
ldentitdt und Qualitdt des &dherischen Ols muR die GC herangezogen werden. Auch die
Verwendung weiterer Referenzsubstanzen oder anderer Sprihreagenzien bel der Anfertigung
des DCs bringt keine Verbesserung mit sich. Die Prufung auf ”Bergapten” besitzt geringe
praktische Relevanz, da Bitterorangendl nur gelegentlich als Verschnitt des Blitendls

verwendet wird.

1.3.1.2 Achirale GC-Untersuchung von Bitterorangenblitendl

Die Monographie ,Bitterorangenblitendl der Ph. Eur. NT 2001 beschreibt unter
» Chromatographisches Profil* eine achirale GC-Methode mit einer stationdren Phase aus einer
Kapillarsaule aus Quarz mit einem ID von 0,25 mm, die mit Macrogol 20000 R belegt ist [2].
Die Léange kann variabel von 25 bis 60 m gewahlt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde
eine 60 m lange Macrogol-Saule eingesetzt (Saule B). Als Tragergas wird Helium bei einer
Durchflul¥rate von 1,5 ml je Minute und ein Splitverhdtnis von 1:100 vorgeschrieben. Als
Untersuchungs 6sung werden 0,2 il Ol unverdiinnt eingesetzt. Um jedoch die Saule nicht zu
Uberladen, wurden 20 gl in 1 ml Toluol gelést und 1,0 W dieser Mischung injiziert. Zur
Herstellung der Referenzlosung werden 5 yl a-Terpineol R, 5 Yl Geranylacetat R, 5
Methylanthranilat R, 5 I Nerylacetat R, 5 il Sabinen R, 5 pl trans-Nerolidol R, 20 il b-Pinen
R, 20 Wl Linalylacetat R, 40 pl Limonen Rund 40 pl Linalool Rin 1 ml Hexan R gel6st. Davon

werden 0,1 pl eingespritzt. Auch diese Vorschrift wurde in einer modifizierten Form
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angewandt. Jeweils die doppelte Menge der Referenzsubstanzen wurde zu 10 ml mit Heptan R
gelost. 1,0 pl dieser gednderten Referenzlsung wurde eingespritzt. Die Temperatur der Saule
wird 4 min bel 75 °C gehalten, dann um 4 °C je Minute auf 230 °C erhoht und 20 min bel 230
°C gehalten. Die Temperatur des Probeneinlasses und des Detektors wird bei 270 °C gehalten.
Die Prifung darf nur ausgewertet werden, wenn die Zahl der theoretischen Boden, errechnet
aus dem Limonen-Peak bei 110 °C, mindestens 30000 und die Auflésung zwischen den Peaks
von b-Pinen und Sabinen mindestens 1,5 betragt.

Tabelle 18: Zusammensetzung von echten und kiinstlichen Bitterorangenbl (itentlen des Handels
GC-Untersuchung auf Macrogol-Saule 60 m (Gehalte der Komponenten ds relative Flachenprozente)

Peak Nr. (Zuordnung siehe unten)

Handelsol Int. Ch.: 1 2 3 4 5 6 7 8 9

N1 6,60 11,56 55,22 1,74 4,08 0,95 1,88 3,60 0,11
N2 10,06 18,35 37,93 2,42 4,54 1,64 3,24 3,14 0,16
N3 14,57 1294 40,05 3,48 3,96 1,53 2,57 5,54 0,18
N4 1412 1540 36,91 3,77 6,49 1,63 3,00 5,60 0,52
N5 4,33 6,98 50,16 6,91 4,32 1,88 3,67 1,09 0,10
N6 1340 12,00 27,21 10,07 4,03 1,24 2,37 2,31 0,69
N7 16,53 1430 31,11 11,10 4,82 1,39 2,60 2,63 0,53
N8 7,26 12,23 4467 11,35 4,73 1,48 2,49 1,99 0,20
N9 0,96 13,72 1934 29,26 2,19 1,19 1,37 0,13 3,67
N10 0,78 3,27 36,01 33,04 5,65 0,85 1,67 n.n. 0,99
Mw 8,82 12,08 3786 11,31 4,48 1,38 2,49 2,60 0,72
N11 0,07 0,58 65,36 17,74 0,25 0,22 0,40 6,04 1,72
N12 0,99 13,09 46,89 28,50 1,07 0,14 2,28 0,04 0,81
N13 0,24 0,71 2590 57,61 6,29 1,50 1,76 n.n. n.n.

Peak Nr.: 1: b-Pinen, 2: Limonen, 3: Linalool, 4: Linalylacetat, 5: a-Terpineol, 6: Nerylacetat, 7: Geranylacetat, 8: trans-
Nerolidol, 9: Methylanthranilat; n.n. nicht nachweisbar.

Die Prozentgehalte ausgewahlter Inhaltsstoffe werden mit dem Verfahren der Normalisierung
ermittelt. Sie missen innerhalb folgender Bereiche liegen: b-Pinen 7,0 bis 17,0 %, Limonen 9,0

bis 18,0 %, Linalool 18,0 bis 42,0 %, Linalylacetat 3,0 bis 16,0 %, a-Terpineol 2,0 bis 7,0 %,
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Nerylacetat 1,0 bis 3,0 %, Geranylacetat 1,5 bis 4,0 %, trans-Nerolidol 1,0 bis 9,0 % und
Methylanthranilat 0,1 bis 1,0 %.

Eine Anzahl von Nerolitlen wurde entsprechend dieser Vorgaben analysiert und als echt,
minderwertig oder kinstlich bewertet (Tab. 18). Nur vier der zehn als , echt” deklarierten
Bitterorangenbl Gitendle konnten alle Anforderungen der Ph. Eur. NT 2001 erfallen N1, N5 und
N8 enthaten gemald der Grenzwertforderungen deutlich zuviel Linalool. Untersuchungen an
authentischen Proben haben jedoch gezeigt, dal’ sich der Gehalt an Linalool zwischen 33 und
60 % bewegt [68], also wesentlich hoher ist als die vom Arzneibuch angegebenen Grenzwerte.
Den Proben N1 und N2, mit zu niedrigen Gehalten an Linalylacetat, liegen vermutlich zu lange
Destillationszeiten zugrunde, was zu einem partiellen Abbau des Esters fiihrte. Bei den Proben
N9 und N10 liegt fast die doppelte Menge des erlaubten Linalylacetat-Hochstwertes vor. Hier
wurde entweder synthetisches Linalylacetat zugesetzt oder Petitgraindl beigemischt. Fir eine
Verfalschung beider Proben sprechen zudem die auffallend niedrigen Werte fr b-Pinen, die zu
niedrigen Anteile an Geranylacetat und trans-Nerolidol in N9 und die zu geringen Gehalte an
Limonen und Nerylacetat sowie das Fehlen von trans-Nerolidol in N10. Der hohe Wert fur
Methylanthranilat in  beiden Proben kann zum enen durch Verwendung von
Bitterorangenbliten ,,Absolue” oder durch Zusatz der synthetischen Substanz bedingt sein.
»Absolue” wird durch Lésungsmittelextraktion aus den Bliten gewonnen und weist daher eine
vom destillierten Ol abweichende Zusammensetzung auf. Dies zeigt die Handel sprobe N11, bei
der bis auf trans-Nerolidol ale Komponenten nicht den Vorgaben des Arzneibuchs
entsprechen. Die Proben N1 und N5 weisen einen etwas zu niedrigen b-Pinen-Gehalt auf, N5
zusdtzlich zu wenig Limonen. Laut JucHerka [68] liegen diese Werte jedoch im
Schwankungsbereich authentischer Bitterorangenblitendle, weshalb eine Verénderung der
Grenzbereiche fir diese Komponenten in Erwdgung gezogen werden sollte. Die kinstlichen
Nerolidle N12 und N13 kénnen durch die achirale GC-Untersuchung leicht ausgeschlossen
werden. Sie erflllen die Anforderungen des Arzneibuchs nur fir sehr wenige Inhaltsstoffe. Es
wird vor allem zu wenig bzw. kein trans-Nerolidol gefunden, dafir sind die Antelle an
Linalylacetat deutlich zu hoch.

Mit der achiralen GC-Methode der Ph. Eur. NT 2001 kann bereits ein Grofdeil der Handelstle
als minderwertig bzw. verfascht eingestuft werden. Da jedoch auch Verfdschungspraktiken

fur Bitterorangenblitendle bekannt sind, die nicht so leicht detektiert werden kdnnen, sollte
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eine chirale Untersuchung der Handelsproben (s. u.) weiteren Aufschlul? Uber die Qualitédt der
Oleliefern.

Tabelle 19: Zusammensetzung von selbst destillierten Bitterorangenbl ttendlen
GC-Untersuchung auf Macrogol-Séule 60 m (Gehalte der Komponenten als rel ative Fléachenprozente)

Peak Nr. (Zuordnung siehe unten)
Dest. Ol Int. Ch.: 1 2 3 4 5 6 7 8 9
N14 0,54 2,72 64,18 14,56 2,33 0,79 1,49 0,41 1,85
N15 0,76 1,77 67,89 9,40 4,92 0,92 1,92 0,48 3,64
N16 1,81 4,94 76,22 2,06 0,83 0,33 0,41 0,36 5,98

Peak Nr.: 1: b-Pinen, 2: Limonen, 3: Linalool, 4: Linalylacetat, 5: a-Terpineol, 6: Nerylacetat, 7: Geranylacetat, 8: trans-
Nerolidol, 9: Methylanthranilat.

Authentische Bitterorangenbl iiten, aus denen die Ole N14 und N15 gewonnen wurden, waren
von zwei verschiedenen selbst gezogenen Citrus aurantium ssp. aur antium-Baumchen geerntet
worden. Sie konnten unmittelbar nach der Ernte der Destillation nach Ph. Eur. 1997 (2.8.12)
unterworfen werden. Die Handelstle werden durch Destillation mit Wasserdampf gewonnen,
eine wesentlich schonendere Methode, die zu qualitativ hochwertigen Olen fiihrt. Es ist daher
verstandlich, da sich die selbst destillierten Ole und die Handelsle in der Zusammensetzung
unterscheiden. Die Gehalte an b-Pinen, Limonen und Nerylacetat liegen teillweise weit unter
den vom Arzneibuch geforderten Grenzwerten, der Linalool-Anteil liegt dagegen deutlich
dartiber. Die Probe N16 wurde aus Bliten destilliert, die aus Korsika erhalten wurden und bei
denen zwischen Ernte und Destillation ein Zeitraum von finf Tagen lag. Der Zustand der
Bllten war durch den Transport sichtlich beeintréchtigt worden, was sich in der Folge auch in
der qualitativen und quantitativen Zusammensetzung des dtherischen Ols bemerkbar machte
(Tab. 19). Der Linaool-Gehalt liegt sehr hoch wahrend nur mehr sehr wenig Linaylacetat,
aber auch Geranylacetat und Nerylacetat zu finden sind. Auch b-Pinen, Limonen und a-
Terpineol weisen zu niedrige Werte auf. Bemerkenswert ist der trotz alem sehr gute trans-
Nerolidol-Gehalt von 6 %. Die Zusammensetzung der Proben N14 bis N16 kann nicht als
Anhaltspunkt fir authentisches Nerolidl verwendet werden. Sie konnen jedoch bel der
Untersuchung der Enantiomerenverteilung ausgewdhlter Inhaltsstoffe von  Bitter-

orangenbl Gtendl gute Dienste |eisten.
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1.3.1.3 Chirale GC-Untersuchung von Bitterorangenbl Gitenol

Als Hauptproblem bel der chirden GC-Untersuchung von Bitterorangenbliitendl erwies sich
die Tatsache, dal3 nicht alle relevanten Enantiomerenpaare gleichzeitig auf der selben Saule
getrennt werden konnen. Daher wurden die Nerolidle auf zwel unterschiedlichen b-

Cyclodextrin-derivaten analysiert.

Sule E it mit einem b-Cyclodextrinderivat belegt, das an Position 2 und 3 einen Diacetylrest
und an Position 6 einen tert-Butyldimethylsilylrest tragt. Die GC-Bedingungen und das
Temperaturprogramm wurden von der Methode des Anderungs-Entwurfs fiir Lavendel6l
Ubernommen (vgl. 3.4.1.3). Damit war es mdglich, die Enantiomerenpaare von Linalool,

Linalylacetat und a-Terpineol zu trennen (Tab. 20, 21).

Tabelle 20: Enantiomerenverteilung von Linaool, Linalylacetat und a-Terpineol in Bitterorangen-
blitendlen des Handels
GC-Untersuchung auf einer modifizierten b-Cyclodextrin-Saule (Sule E)

Handelsdl Int. Ch.: | R(-)-Linalool : S(+)-Linalool | R(-)-Linalylacetat : S(+)-Linalylacetat| (-)-a-Terpineol : (+)-a-Terpineol
N1 783 : 21,7 100,0 : 0,0 34,1659
N2 713 : 287 100,0 : 0,0 29,1 : 70,9
N3 53,9 : 46,1 50,9 : 49,1 82,3 : 17,7
N4 59,1 : 40,9 92,8 : 7.2 66,6 : 33,4
N5 84,0 : 16,0 99,7 : 0,3 2713 : 72,7
N6 789 : 21,1 97,7 : 23 345 : 655
N7 784 : 21,6 986 : 1,4 292 : 70,8
N8 79,7 : 20,3 986 : 1,4 281:719
N9 63,6 : 36,4 73,2 : 26,8 374 : 62,6
N10 69,3 : 30,7 86,1 : 13,9 37,7 : 62,3
N11 914 : 86 971 :29 68,0 : 32,0
N12 51,5 : 48,5 58,7 : 41,3 42,1 : 57,9
N13 719 : 28,1 98,9 : 1,1 63,8 : 36,2

Wie oben bereits beschrieben kann die Enantiomerenverteilung von Linalool nur bedingt als
Indikator fur authentisches Bitterorangenblltentl eingesetzt werden. Erst ab einem S(+)-
Linaool-Gehalt von mehr als 30 %, bezogen auf den Gesamtgehalt an Linalool, kann von
einem verfalschten Ol ausgegangen werden. Dies ist bei den Proben N4, N9 und N10 der Fall
(Tab. 20). Das Racemat von Linalool liegt bei dem Handelsdl N3 und bel dem kinstlichen
Nerolidl N12 vor. Da die Enantiomerenreinheit von Linalylacetat weder durch Destillation,
noch durch Lagerung beeinflut wird, kann sie als zuverlassiger Marker fur verfalschte Ole

genutzt werden. Liegen die Anteile des S(+)-lsomers, bezogen auf den Gesamtgehalt an

66



Ergebnisse und Diskussion Rutaceae

Linalylacetat, Uber 5 %, wurde synthetisches rac. Linalylacetat zugesetzt. Der Gehalt an S(+)-
Linalylacetat in den Handelsdlen N4, N9 und N10 liegt deutlich Gber der 5 %-Schwelle. N3
enthdlt zwar insgesamt nur 3,48 % Linalylacetat, aber wie beim Linalool das Racemat.
Vermutlich liegt hier ein vollstandig kinstliches Bitterorangenblitendl, das als ‘echtes
deklariert war, vor. Das kiinstliche Ol N12 weist einen sehr hohen Prozentsatz der S-Form bei
insgesamt 28,5 % Linalylacetat auf. Die kiinstliche Olprobe N13 hingegen weist einen hohen
Linaylacetat-Gesamtgehalt von 57,6 % auf, wovon knapp 99 % auf die R(-)-Form entfallen.
Dieses kiinstliche Ol wurde wahrscheinlich durch Zusatz von Petitgraindl hergestellt. Als
weiteres Kriterium zur Beurteilung der Authentizitét kann die Enantiomerenverteilung von a-
Terpineol gewertet werden. a-Terpineol ist in genuinem Nerolidl nur in Spuren zu finden, es
wird vorwiegend wahrend der Wasserdampfdestillation gebildet. Erstaunlicherweise erfolgt
dies in einem recht konstanten Verhaltnis von (-):(+) von 2:8 bis 3:7. In authentischen Olen
Ubersteigt der (-)-a-Terpineol-Anteil, bezogen auf Gesamt-a-Terpineol, nicht den Wert von 35
% [68,75.]. Diese Forderung konnen wiederum die Proben N3, N4, N9 und N10 nicht erfillen.
Auch die Enantiomerenverteilung der beiden kiinstlichen Ole N12 und N13, aber auch die

Probe N11, das , Absolue*-Ol, weichen von der Héchstgrenze von 35 % ab.

Tabelle 21: Enantiomerenverteilung von Linaool, Linalylacetat und a-Terpineol in selbst destillierten
Bitterorangenbl titendlen
GC-Untersuchung auf einer modifizierten b-Cyclodextrin-Saule (Sdule E)

Dest. Ol Int. Ch.: | R(-)-Linalool : S(+)-Linalool | R(-)-Linalylacetat : S(+)-Linalylacetat| (-)-a-Terpineol : (+)-a-Terpineol

N14 932 :638 100,0 : 0,0 219 : 781
N15 87,6 : 124 99,5 : 05 274 : 72,6
N16 88,3 : 11,7 994 : 06 60,2 : 39,8

Die Untersuchung der Enantiomeren von Linalool, Linalylacetat und a-Terpineol in den selbst
destillierten Proben (Tab. 21) ergibt fir N14 und N15 eine optimale Verteilung. N16
entspricht in bezug auf Linalool und Linalylacetat den Literaturwerten [68]. Der ,, Ausreil3er”
bei der Enantiomerenvertellung von a-Terpineol ist auf die lange Transportzeit vor der
Destillation zurtickzufihren. Vermutlich waren in dem frischen Pflanzenmaterial Enzyme aktiv,

die diese Veradnderung bewirkten.

Sule G igt mit einem b-Cyclodextrinderivat belegt, bel dem die OH-Gruppe an Position 2 und
6 mit Methylresten und die OH-Gruppe an Position 3 mit einem Pentylrest verethert ist. Die
Lange der Saule betrégt 50 m bel einem ID von 0,25 mm. Als Trégergas wird Helium mit einer
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Durchflul¥rate von 1,5 ml je Minute und ein Splitverhdtnis von 1:100 verwendet. Die
Temperatur der Sdule wird 25 min lang bei 90 °C gehalten, dann mit einer Rate von 2 °C je
Minute auf 180 °C erhdht und 10 min lang bei 180 °C gehalten. Die Temperatur des
Probeneinlasses wird bei 240 °C und die des Detektors bei 220 °C gehaten. Mit dieser
Methode werden die Enantiomerenpaare von Limonen, Linalool, a-Terpineol und trans-
Nerolidol getrennt (Tab. 22, 23)

Tabelle 22: Enantiomerenverteilung von Limonen und trans-Nerolidol in
Bitterorangenbl (itentlen des Handels
GC-Untersuchung auf einer modifizierten b-Cyclodextrin-Saule (Saule G)

Handelsdl Int. Ch.: (-)-Limonen : (+)-Limonen (-)-trans-Nerolidol : (+)-trans-Nerolidol
N1 52 : 948 1,7 : 98,3
N2 0,0 : 100,0 1,2 : 98,8
N3 46 : 954 2,8:972
N4 0,0 : 100,0 3,0:97,0
N5 0,0 : 100,0 2,8:972
N6 6,4 : 93,6 2,0 : 98,0
N8 44 956 1,6 : 98,4
N9 28 :97.2 231 :76,9
N10 19,6 : 80,4 0,0 : 100,0
N11 0,0 : 100,0 04 : 99,6
N13 274 : 726 -

Limonen wurde in allen Proben, ausgenommen N10, mit deutlichem Uberschu des R(+)-
Enantiomers gefunden (Tab. 22). Bel der kinstlichen Probe N13 sind sogar knapp 30 % S(-)-
Limonen detektierbar. Die Zuordnung der trans-Nerolidol-Enantiomere stellte ein Problem
dar, da die einzelnen Enantiomeren nicht im Handel erhdtlich sind. Mit der semisynthetischen
Synthese nach ScHueerT ET AL. [76] konnte reines (+)-trans-Nerolidol gewonnen werden und
somit war die Peakzuordnung moglich. AulRer in Probe N9, Uberwiegt in allen Proben deutlich
das (+)-Enantiomer. Die Probe N9 enthalt insgesamt nur 0,13 % trans-Nerolidol und entsprach
daher in diesem Punkt bereits bei der achiralen Untersuchung nicht dem Ph. Eur. NT 2001, das
1,0 bis 9,0 % fordert. Nach MosanoL darf der Anteil an (-)-trans-Nerolidol nicht mehr als 2 %,
berechnet auf den Gesamtgehalt, betragen [69]. Die Proben N3 bis N5 liegen mit 2,8 bzw. 3,0
% geringflgig dartiber.
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Tabelle 23: Enantiomerenverteilung von Limonen und trans-Nerolidol in selbst degtillierten

Bitterorangenbl titendlen

GC-Untersuchung auf einer modifizierten b-Cyclodextrin-Saule (Saule G)

Dest. Ol Int. Ch.: (-)-Limonen : (+)-Limonen (-)-trans-Nerolidol : (+)-trans-Nerolidol
N14 0,0 : 100,0 0,0 : 100,0
N15 0,0 : 100,0 0,0 : 100,0
N16 0,0 : 100,0 1,8 : 98,2

Die Untersuchung der selbst destillierten Ole (Tab. 23) bestétigen die Beobachtungen bei den
Handelsdlen (Tab. 22). Alle drei Proben enthalten ausschliefdich R(+)-Limonen, die Proben

N14 und N15 auch ausschliefdlich (+)-trans-Nerolidol. Die Probe N16, die aus minderwertigem

Ausgangsmaterial gewonnen wurde, weist 1,8 % (-)-trans-Nerolidol auf, ein immer noch

akzeptabler Wert.

Durch die chirale Untersuchung der Bitterorangenbl titentle konnten zwel Proben (N3 und N4)

als verfascht identifiziert werden, die bei der achiralen Untersuchung exakt den Anforderungen

der Ph. Eur. NT 2001 entsprochen hétten. Es wurde ein zu hoher Anteil an S(+)-Linaool,

S(+)-Linalylacetat, (-)-a-Terpineol und (-)-trans-Nerolidol gefunden. Der Vergleich des

achirden (Abb. 14) mit dem chirden (Abb. 15) Gaschromatogramm zeigt deutlich die

Verfdschung mit Linalool und a-Terpineol (Markierung mit Pfeil).
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Abb. 14 Gaschromatogramm eines verfalschten Bitterorangenblitentls (N3), aufgezeichnet nach der
aktuellen Ph.-Eur.-Methode

i

10

20

30
Zeit [min]

40

50

Peak Nr.: 1: b-Pinen, 2: Limonen, 3: Linalool, 4: Linalylacetat, 5: a-Terpineol, 6: Nerylacetat, 7: Geranylacetat, 8: trans-

Nerolidol, 9: Methylanthranilat.

Abb. 15 Gaschromatogramm eines verfaschten Bitterorangenblitendls (N3), aufgezeichnet auf der
chirden Sdule G
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Peak Nr.: 1: b-Pinen, 2: (-)-Limonen, 3: (+)-Limonen, 4: (-)-Linalool, 5: (+)-Linalool, 6: Linalylacetat, 7: (-)-a-Terpineol, 8:
(+)-a-Terpineol, 9: Nerylacetat, 10: Geranylacetat, 11: Methylanthranilat, 12: (-)-trans-Nerolidol, 13: (+)-trans-Nerolidol.
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1.3.1.4 Diskussion der Monographie-Anderung

Fur die Anderung des ,Chromatographischen Profils' der Monographie ,Bitterorangen-
blGtendl wurde die chirale Sdule D mit der entsprechenden Methode gewahlt. Dadurch muf3
auf die Trennung der Linalylacetat-Enantiomeren zugunsten der Trennung der trans-Nerolidol-
Enantiomeren verzichtet werden. Linalylacetat kommt zwar in hoher Enantiomerenreinheit im
Nerolil vor, jedoch sollten nur 3 bis 16 % enthalten sein. Unerlaubte Zusédtze von rac.
Linalylacetat sollten deshalb in der Regel bereits durch Uberschreitung der Hochstgrenze

erkennbar sain.

In den nicht verfal schten Proben wurde vorwiegend R(+)-Limonen gefunden. Bis zu einem
S(-)-Limonen-Anteil von 15 %, bezogen auf Gesamt Limonen, ist die Authentizitét
gewdhrleistet, dieser Wert wurde in den Entwurf Ubernommen. Hohere Werte wurden in
minderwertigen oder mit rac. Limonen verfalschten Olen gefunden. Firr Linalool wurde eine
Verschiebung des Grenzbereichs auf 27,0 bis 60,0 % vorgeschlagen, da Untersuchungen an
authentischen Proben diese Werte ergaben [68]. Die im aktuellen Arzneibuch geforderte
Grenzspanne ist etwas zu niedrig gewahlt. Zusétzlich wurde ein Maximum von hochstens 30 %
S(+)-Linalool, bezogen auf Gesamt-Linalool vorgeschlagen. Die charakteristische Nerolidl-
Komponente trans-Nerolidol muf3 mindestens zu 98 % in der (+)-Form vorliegen. Es wurden
nicht mehr als 2 % (-)-trans-Nerolidol in authentischen Proben gefunden. Die Elutionsfolge
mufi3 durch Definition festgelegt werden, da keine reinen Enantiomere im Handel erhdtlich
sind. Von a-Terpineol, eéinem weiteren Echtheitsparameter von BitterorangenblGitendl, sollten
hochstens 35 % as (-)-lsomer vorliegen. Fir b-Pinen wurde entsprechend eigener
Untersuchungen und Literaturwerten eine Ausweitung des Grenzbereichs auf 4,0 bis 17,0 %

empfohlen.

Diese neue GC-Methode stellt eine deutlich Verbesserung der Qualitéts- und Authentizitéts-
beurteilung von Bitterorangenblitentlen dar. Verfdschte Proben konnten damit erkannt
werden. Sie stolt jedoch auch an ihre Grenzen, da nicht ale relevanten Inhatsstoffe
gleichzeitig chird aufgetrennt werden konnen und deshab auf die Bestimmung der
Linalylacetat-Enantiomere  verzichtet ~werden muR. Zum  anderen ist  die
Enantiomerenverteilung von Linalool nicht so aussagekraftig wie bel diversen anderen
dherischen Olen, da R(-)-Linalool eine starke Tendenz zur Racemisierung wahrend der
Destillation zeigt.
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1.3.2 Petitgraindl

Petitgraindl Bigarade ist das durch Wasserdampfdestillation aus den frischen Zweigen und
Bléttern sowie teilweise kleinen Frichten von Citrus aurantium L. ssp. aurantium gewonnene
dherische Ol. Ein Petitgraindl minderer Qualitét wird in Paraguay aus den Bléttern und
Trieben der sauerbitteren Orange, auch als Unterart Naranja | bezeichnet, und der halbsii3en

Orange, auch bekannt als die Unterart Ajepu, gewonnen [71,77].

Petitgraindl wird praktisch nur in der Parfimherstellung, as kostenglnstiger Ersatz flr
Nerolidl, verwendet. Der Geruch und die chemische Zusammensetzung von Nerolidl und
Petitgraindl sind dhnlich. Neben Linalool ist Linalylacetat die zweite Hauptkomponente, die bis
zu etwa 60 % enthalten ist [68,71]. Petitgraintle weisen mehr a-Terpineol, weniger b-Pinen,

Limonen und nur Spuren von trans-Nerolidol, verglichen mit den Blitentlen, auf.

1.3.2.1 Achirale GC-Untersuchung von Petitgrainol

Da Petitgraintl haufig as Verfélschung von Bitterorangenbllitendl eingesetzt wird, wurde die
Zusammensetzung eniger Handelsdle gaschromatographisch untersucht. Die achirale
Untersuchung wurde analog den Vorgaben der Bitterorangenbl Gtendl-Monographie auf einer
Macrogol-Saule durchgefihrt (3.3.1.2).

Tabelle 24: Zusammensetzung von Petitgraindlen des Handels
GC-Untersuchung auf Macrogol-Saule 60 m (Gehalte der Komponenten ds relative Flachenprozente)

Peak Nr. (Zuordnung siehe unten)
Handelsdl Int. Ch.: 1 2 3 4 5 6 7 8 9
PG1 0,71 1912 13,07 39,21 3,19 1,17 1,99 0,03 0,03
PG2 0,67 17,73 1447 421 3,27 1,23 2,12 n.n. 0,03
PG3 1,41 5,13 22,35 4541 5,44 1,79 3,20 0,07 0,05
PG4 1,83 1,71 33,18 43,80 519 1,66 2,92 0,12 n.n.
Mw 1,16 10,92 20,77 42,63 4,27 1,46 2,56 0,06 0,03

Peak Nr.: 1: b-Pinen, 2: Limonen, 3: Linalool, 4: Linalylacetat, 5: a-Terpineol, 6: Nerylacetat, 7: Geranylacetat, 8: trans-
Nerolidol, 9: Methylanthranilat; n.n. nicht nachweisbar.
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Die untersuchten PetitgrainGle (Tab. 24) weisen einen deutlich hoheren Linalylacetat-Gehalt
as Nerolidle auf. Methylanthranilat und trans-Nerolidol kann nur in Spuren bzw. gar nicht
detektiert werden. Auch b-Pinen liegt nur in geringen Anteilen vor. PG1 und PG2 weisen fir
Petitgraindl  Uberdurchschnittlich viel Limonen, dagegen relativ. wenig Linaool auf.

Moglicherweise liegt hier ein Verschnitt mit synthetischem Limonen vor.

Vor alem durch das fast vollstdndige Fehlen von trans-Nerolidol und Methylanthranilat und
die wesentlich geringeren b-Pinen-Anteile sowie den hohen Linalylacetat-Gehalt konnen reine
Petitgraintle durch Untersuchung auf einer achiralen Macrogol-Saule problemlos von echten

Neroliolen unterschieden werden.

1.3.2.2 Chirale GC-Untersuchung von Petitgraindl

Erganzend wurden die Petitgraindle auch einer chiralen Untersuchung auf Saule C unterzogen.
Die Anaysenbedingungen sind unter 3.3.1.3 aufgefuhrt. Die Enantiomerenverteilung von
Linaool, Linalylacetat und a-Terpineol verhdt sich analog Bitterorangenblitendl. Linalool
neigt wahrend der Wasserdampfdestillation zur Racemisierung, wahrend R(-)-Linaylacetat
sehr stabil ist und in hoher Enantiomerenreinheit nachgewiesen werden kann. (-) und (+)-a-

Terpineol treten in einem Verhdtnis von etwa 3:7 auf [75,78].

Tabelle 25: Enantiomerenverteilung von Linalool, Linaylacetat und a-Terpineol in Petitgraindlen des
Handels; GC-Untersuchung auf einer modifizierten b-Cyclodextrin-Séule (Siule E)

Handelsdl Int. Ch.: | R(-)-Linalool : S(+)-Linalool | R(-)-Linalylacetat : S(+)-Linalylacetat| (-)-a-Terpineol : (+)-a-Terpineol

PG1 67,6 : 32,4 80,7 : 19,3 254 : 74,6
PG2 70,4 : 29,6 80,7 : 19,3 223 : 717
PG3 842 : 158 976 : 24 32,0 : 68,0
PG4 79,6 : 20,4 99,8 : 0,2 252 : 74,8

Die Ergebnisse von PG3 und PG4 stimmen mit den Literaturwerten Uberein (Tab. 25). Bei
PG1 und PG2 bestétigt sich der Verdacht der Verfaschung, da mit 19,3 % deutlich zuviel
S(+)-Linaylacetat enthalten ist. Zudem werden auch zu hohe Werte fir S(+)-Linaool
gefunden. Die chirde GC-Untersuchung zeigt, dal3 Petitgraintle in etwa die gleiche
Enantiomerenverteilung wie Bitterorangenbl Gtendle aufweisen. Verschnitte von Nerolitlen mit

Petitgraindl konnen auf diese Weise nicht erkannt werden.
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1.4 Atherische Ole der L amiaceae

Zur Familie der Lippenblitler, friher auch Labiaten genannt, zdhlen hauptsachlich krautige
Pflanzen, seltener Holzpflanzen. Als charakteristische botanische Merkmale sind der
vierkantige Stengel und die stark zygomorphen, meist zweilippigen Bliten zu nennen. Viee
L amiaceen enthalten &therisches Ol mit Mono- und Sesquiterpenen in Driisenhaaren und/oder
charakteristischen Drisenschuppen (sog. Labiaten- oder Lamiaceendriisenschuppen). Das
atherische Ol ist in den oberirdischen Pflanzenteilen, vor allem Blattern und Bliiten, lokalisiert.
Daneben findet man diterpenoide Bitterstoffe und Lamiaceengerbstoffe. Als Arzneipflanzen
verwendet werden die Lamiaceen vornehmlich wegen der dtherischen Ole, a's Kiichengewiirz,
wegen ihres aromatischen, appetitanregenden Geruchs und Geschmacks sowie in der
Parfimherstellung. Als in der Praxis bedeutsame é&therisch-Ol-Lieferanten sind Mélisse,
Pfefferminze, Rosmarin, Salbel, Lavendel, Basilikum, Mgoran und Thymian zu nennen.
[28,29].

1.4.1 Lavendedl

Lavendeldl ist das durch Destillation mit Wasserdampf gewonnene &herische Ol aus den
frischen Blitenstanden von Lavandula angustifolia MiLLer (Lavandula officinalis Chaix) [2].
Es handelt sich um eine klare, farblose bis schwach gelbe Flissigkeit von charakteristischem

Geruch, der vor alem durch Linalool und Linalylacetat bestimmt wird.

Neben der antibakteriellen Wirkung spielen in der Anwendung von Lavendelél vor alem die
beruhigenden, spasmolytischen und bldhungstreibenden Eigenschaften eine Rolle. Die
Wirkungen von Lavendeldl sind vorrangig auf Linalool zurtickzufiihren [79]. Die sedierende
Wirkung nach Inhalation wurde im Tierversuch nachgewiesen [80]. Zudem wird es als
Repellent eingesetzt. Lavendeldl ist Bestandtell vieler Badezusétze. Die wichtigsten Gebiete
fur die Verwendung von Lavendel6l sind jedoch die Parfim- und die Kosmetikherstellung. In

der Aromatherapie gilt Lavendeldl als das am meisten verwendete atherische Ol [81].

Echtes Lavendeldl ist relativ teuer (ca. 85 €/kg [53]) und wird deshalb sehr haufig verfascht.

Der echte Lavendel, Lavandula angustifolia MiLLer, auch kleiner Speik genannt, wéchst in
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Hochlagen ab 600 m tber dem Meeresspiegel der europdischen Mittelmeerlander, vor alem in
Frankreich [82]. Unterhalb dieser Hohe gedeihen der grof3e Speik, Lavandula latifolia Mebik.,
und die natirliche Kreuzung von Lavandula angustifolia mit dem grof3en Speik, Lavandula

intermedia Emeric. ex LoiseL.

Die Hauptinhaltsstoffe von echtem Lavendeldl sind Linalool und Linalylacetat. Das aus dem
grofRen Speik gewonnene Spikol enthalt vor allem Linalool, Cineol und Campher und ist daher
als Verfadlschung fir echtes Lavendeldl wenig geeignet. Lavandin ist nicht nur botanisch,
sondern auch von Seiten der Inhaltsstoffe eine Kreuzung beider Stréucher. Der
Hauptinhaltsstoff von Lavandindl ist Linalool, gefolgt von Linalylacetat, Campher und Cineol.
Verfdschungen von echtem Lavendeldl durch Lavandingl, oder auch acetyliertem Lavandindl
sind haufig vorkommend, da Lavandindl um ca. ein Finftel billiger ist [53] und wesentlich
grofRere Mengen davon produziert werden [83]. Der Nachweis einer derartigen Verfalschung
ist Uber den erhohten Campher- und Cineolgehalt moéglich. Eine weitere sehr haufig
praktizierte Verfalschung ist der Zusatz von synthetischem oder semisynthetischem Lina ool
und/oder Linalylacetat [84]. Linalool ist ein Zwischenprodukt bei der Vitamin E-Synthese und
kann in grof3technischem Mal3stab guinstig hergestellt werden [11].

Linalool und Linalylacetat machen zusammen ca. 65-80 % der Inhatsstoffe des echten
Lavendeldls aus. Der Ester des Linaools gilt as wertbestimmende Komponente und wurde
urspringlich (DAB 1998) bei der Gehaltshestimmung zusammen mit anderen Estern nach
Verseifung quantitativ erfaldt. Bei der Gewinnung des dtherischen Ols kann es zu einer
teilweisen Hydrolyse von Linalylacetat mit nachfolgender Bildung von Linalool kommen [85].
Ein esterreiches O hochster Qualitdt mit hohen Ausbeuten kann nur durch eine rasche
Dedtillation der frischen Bliten mit Wasserdampf erhalten werden [82]. Lavandulol und
Lavandulylacetat sowie 3-Octanon sind charakteristische Bestandteile von Lavendeldl, die in
Lavandindl und Spikdl nicht oder nur mehr in Spuren vorhanden sind. Weitere Komponenten
sind Limonen, Cineol, Campher, Terpinen-4-ol und a-Terpineol. Daneben sind b-Ocimen, b-
Caryophyllen, Nerol und Geraniol mit ihren Estern und a-Pinen in Antellen bis zu 2 %
enthalten [74,84].
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Linalool und Linalylacetat entstehen biogenetisch im Lavendel praktisch ausschliefdlich in der
R-Form [86]. Linalool weist in saurem Medium eine gewisse Instabilitét auf. Dies liegt an der
pH-abhéngigen reversiblen Umlagerung zu Geraniol/Nerol, die zu einem gewissen Grad im
Sauren stattfindet (Abb. 16) [68].

Abb. 16 Saurekatalysierte Hydratisierung - Dehydratisierung von Lina ool
e |OH,
NN
N N

| OH

H+

A

Linalool Nerol
(Geraniol)

Da der pH-Wert im Destillationssumpf in der Regel im sauren Bereich liegt, resultiert hieraus
eine partielle Racemisierung, so dal bis zu 10 % des S-1somers gebildet werden kdnnen [87].
Daher sollte die Dauer der Destillation 1 h nicht wesentlich Uberschreiten. Linalylacetat ist im
Gegensatz zu Linalool bei der Olgewinnung stereochemisch stabil, jedoch wird der Estergehalt
durch kurze Destillationszeiten beguinstigt (s. 0.). In authentischen Lavendel6len dirfen, auch
nach léngerer Destillation oder Lagerung, nicht mehr als etwa 4 % S-Linalylacetat nachwel sbar
sein. Dies bedeutet, daR in qualitativ hochwertigen Olen Linalylacetat, aber auch Linalool in
hoher Enantiomerenreinheit enthalten sein missen [88-90]. Eine haufige Verfalschungspraxis
ist der Zusatz semisynthetisch oder synthetisch hergestellter Racemate von Linalool und/oder
Linalylacetat. Der Nachweis von Synthesenebenprodukten gestaltet sich schwierig, da es sich
einerseits um Substanzen handelt, die im Lavendel6l an sich enthalten sind, andererseits ist die
Reinheit von synthetischem Linalool und Linalylacetat in den letzten Jahren verbessert worden.
Der friher Uber Dihydro- und Dehydrolinalool gefiihrte Nachweis [84] ist praktisch nicht mehr
maoglich. Mit Hilfe der optischen Reinheit kann jedoch die Authentizitét eines Lavendeltls

belegt werden.
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1.4.1.1 DC-Untersuchung von Lavendel

Im Rahmen der Untersuchung von Lavendel6len wurde keine diinnschichtchromatographische
Untersuchung durchgefiihrt. Die aktuelle Monographie der Ph. Eur. 2001 schreibt die Prifung
auf ldentitét von Lavendeldl unter anderem durch DC vor. Das DC wird auf einer mit
Kieselgel beschichteten Platte durchgefihrt. Als Flie3mittel wird eine Mischung aus 95 VT
Toluol Rund 5 VT Ethylacetat R eingesetzt. Fur die Untersuchungslésung werden 20 pl Ol in
1 ml Toluol R gel6st, fr die Referenzlsung werden jewells 10 Wl Linalool R und Linalylacetat
Rin 1 ml Toluol R geldst. Es werden getrennt 10 pl jeder Ldsung bandformig aufgetragen. Die
Entwicklung erfolgt 2mal im Abstand von 5 min Uber eine Laufstrecke von 10 cm. Die Platte
wird an der Luft trocknen gelassen, mit Anisaldehyd-Reagenz R bespriiht und 5 bis 10 min
lang bei 100 bis 105 °C erhitzt. Die Auswertung erfolgt im Tagedlicht. Die violett gefarbte
Zone des Linalools erscheint in der unteren Hélfte, die ebenfalls violett gefarbte Zone des
Linalylacetats etwas oberhalb der Mitte. Im Chromatogramm der Untersuchungslésung treten
unterhalb der Zone des Linalools gewohnlich noch 2 bis 5 weitere, braunlichgrin oder
violettrot gefarbte Zonen auf. Uber der Zone des Linalools sowie im Bereich der
Fliemittelfront sind noch weitere violettrot gefarbte Zonen sichtbar. Zwischen der Zone des
Linalools und der dartiberliegenden, violettrot gefarbten Zone des Caryophyllenepoxids kann

eine schwache, violettbraune, vom Cineol stammende Zone sichtbar sein (Abb. 17).

Abb. 17 Schematische Darstellung eines typischen Lavendeldl-DCs auf Kieselgel
nach Ph. Eur. NT 2001

Oberer Plattenrand

Linalylacetat: eine violette Zone Eine violette Zone (Linalylacetat)

Eine violettrote Zone
(Caryophyllenepoxid)

Eventuell eine schwache
violettbraune Zone (Cineol)

Linalool: eine violette Zone Eine violette Zone (Linalool)
Eine intensive braungriine Zone

Gewdhnlich 2 bis 4 braungriine
oder violettrote Zonen

Referenzldsung Untersuchungslosung
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Mit dieser Methode werden die beiden Hauptinhaltsstoffe Linalool und Linalylacetat erfalit.
Die Prifung ist nicht spezifisch fir Lavendeldl, da es eine Anzahl weiterer dtherischer Ole mit
eben diesen Hauptinhaltsstoffen gibt. Cineol ist in der Beschreibung aufgefiihrt und as
schwache Zone erlaubt. Damit wird die Abgrenzung zum geruchlich &hnlichen Lavandindl
erleichtert. Die Aufnahme weiterer Referenzsubstanzen in die Referenzlsung fuhrt zu keiner
Verbesserung der Methode, da die Konzentration der fur die Beurteilung wesentlichen
Komponenten unter der jeweiligen Nachweisgrenze liegt (Campher, Lavandulylacetat,
Lavandulol). Die DC-Methode bietet zwar eine rasche Orientierungshilfe bel der
| dentit&tsbestimmung, Aussagen zur Authentizitét und Qualitét des Lavendeldls sind jedoch
nur sehr begrenzt moglich.

1.4.1.2 Achirale GC-Untersuchung von Lavendeldl

Die Ph. Eur. NT 2001 enthdlt eine Monographie fir Lavendeldl [2]. Durch diese seit 1999
bestehende européische Monographie wurden die nationalen Monographien, unter anderem
auch die deutsche, ersetzt. Als Neuerung gegeniuber dem DAB 1998 enthdlt diese
Monographie zusétzlich zur DC ein chromatographisches Profil zur Prifung auf Reinheit und
Gehalt sowie zur Bestimmung der Identitét.

Fur diese GC-Priifung wird eine Fused-Silica-Kapillarsule von 60 m Lange und etwa 0,25 mm
ID, belegt mit Macrogol 20000 beschrieben, as Tragergas Helium bei einer Durchfluf3rate von
1,5 mi/min und ein Splitverhdtnis von etwa 1:100. Die Temperatur des Injektors und des
Detektors wird jeweils bel 220 °C gehalten. Die Temperatur der Saule wird 15 min lang bei 70
°C gehdten, dann mit einer Heizrate von 2 °C je Minute auf 180 °C erhoht. Mittels
Normaliserung wird der Gehalt an Limonen, Cineol, 3-Octanon, Campher, Linalool,
Linalylacetat, Terpinen-4-ol, Lavandulylacetat, Lavandulol und a-Terpineol berechnet. Es muf
gewéhrleistet sein, dal’ die Auflésung zwischen den Peaks von Limonen und Cineol mindestens
1,5 betragt und die Zahl der theoretischen Boden, berechnet fir den Limonen-Peak bel 110 °C,
mindestens 30 000. In Tabelle 26 sind die Ergebnisse der Lavendel-Handelstle nach dieser
Methode dargestellt.
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Tabelle 26: Zusammensetzung verschiedener echter Lavendel 6le des Handels
GC-Untersuchung auf Macrogol-Saule 60 m (Gehalte der Komponenten as relative Flachenprozente)

Peak Nr. (Zuordnung siehe unten)

Handelsél Int. Ch.: 1 2 3 4 2 6 v 8 9 10

L1 3,96 0,88 0,24 1,28 2930 5247 0,73 0,71 0,11 0,42
L2 0,48 0,88 0,90 023 3212 3757 3,01 3,10 0,59 0,78
L3 0,27 0,15 0,71 050 3888 4065 044 0,67 0,13 1,14
L4 0,31 0,60 0,65 062 3658 3501 145 0,96 0,13 1,90
L5 0,18 0,34 1,42 035 3511 4094 140 2,65 0,58 0,14
L6 0,28 419 0,05 531 2967 4144 240 2,12 0,37 0,62
L7 1,27 2,50 0,16 1,96 3892 39,06 047 0,57 0,07 0,34
L8 0,49 1,01 0,89 041 3272 3982 1,79 1,71 0,27 0,76
L9 0,31 0,80 0,71 062 2909 3745 3,02 3,45 0,58 0,78
L10 0,22 0,98 0,60 0,70 4155 4154 1,16 0,96 0,16 0,32
L11 1,69 3,40 0,72 28 3711 3597 0,78 1,55 0,17 1,23
L12 0,37 0,54 0,81 0,40 33,06 41,71 142 0,81 0,15 0,77
L13 0,01 0,68 0,83 050 3589 3999 186 1,12 0,25 0,67
L14 0,27 0,67 1,36 037 3452 4192 139 1,50 0,26 0,47
L15 0,22 0,85 0,72 043 30,89 3443 427 3,49 0,83 0,24
L16 0,24 0,29 0,81 040 3640 3902 1,72 1,81 0,30 0,56
L17 0,31 0,59 0,64 061 3622 3473 143 0,93 0,13 1,87
L18 270 1118 0,10 581 2695 2886 421 n.n. n.n. 543
L19 0,21 0,47 0,93 027 3251 3464 526 3,55 0,91 0,35
L20 0,85 5,45 0,20 1,23 41,73 1493 6,90 1,01 0,60 0,90
L21 1,02 8,71 0,04 1,00 46,55 592 8,06 0,64 0,53 0,62
L22 0,80 6,26 n.n. 1,84 4526 7,57 8,29 0,81 0,65 0,70
L23 0,60 1,41 0,14 082 359 3693 194 1,68 0,54 3,11
L24 0,38 3,74 0,03 0,59 3,67 4,42 0,22 0,12 n.n. 2,06
L25 1,26 5,63 n.n. 231 1366 1147 0,08 n.n. n.n. 7,87
MW 0,99 2,49 0,55 1,29 3337 32,74 255 1,44 0,33 1,36

Peak Nr.: 1: Limonen, 2: Cineol, 3: 3-Octanon, 4: Campher, 5: Linalool, 6: Linalylacetat, 7: Terpinen-4-ol, 8:
Lavandulylacetat, 9: Lavandulol, 10: a-Terpineol; n.n nicht nachweisbar.
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Die Bezeichnungen ,Barreme* bei den Proben LH1 bis LH4 und ,Mont Blanc* bel den
Proben L7, L8, L11, L13 und L18 sind handelsiiblich und stehen fir die Qualitét des
jeweiligen Ols. ,,Barreme" entspricht einem Estergehalt von 50/52 %, ,Mont Blanc* einem
Estergehalt von 40/42 %.

Ph. Eur. NT 2000 fordert fur die ausgewdahiten Inhaltsstoffe folgende Grenzwerte: Limonen
hochstens 1,0 %, Cineol und 3-Octanon héchstens 2,5 %, Campher hochstens 1,2 %, Linal ool
20,0 bis 45,0 %, Linaylacetat 25,0 bis 46,0 %, Terpinen-4-ol 1,2 bis 6,0 %, Lavandulylacetat
mindestens 1,0 %, Lavandulol mindestens 0,1 % und a-Terpineol héchstens 2,0 %. Von den
25 untersuchten echten Lavendeldlen des Handels entsprechen 13, d. h. 52 %, in mindestens
einem Punkt nicht den Anforderungen der Ph. Eur. NT 2000 (Tab. 26). Die Probe L23
chinesischer Provenienz liegt mit 3,1 % deutlich Gber dem erlaubten Wert fir a-Terpineol. Die
Proben L3 und L12 liegen etwas unter dem Mindestwert fir Lavandulylacetat. Die Ubrigen
Inhaltsstoffe dieser drei Proben entsprechen den Anforderungen. Bei L1, L6, L7, L11und L18
handelt es sich um minderwertige Lavendeldle, die in mehreren Punkten die Grenzwerte des
Arzneibuchs nicht einhalten. L 1 enthdt auffallend viel Linalylacetat, bei L6, L7, L11 und L 18
wurde vermutlich Lavandindl zugemischt, bzw. minderwertiges Pflanzenmaterial verwendet.
L20, L21 und L22 heben sich v. a durch die Abweichungen bei Cineol, Campher,
Linalylacetat und a-Terpineol von den Ubrigen Proben ab. Die angeblichen Lavendel6le aus
dem Gebiet des ehemaligen Jugodawien stammen vermutlich von einer abweichenden
chemischen Rasse. Bei den synthetischen Olen L 24 und L 25 erfilllen die meisten untersuchten
Komponenten nicht die Vorgaben des Arznelbuchs. Besonders auffallend sind die sehr
niedrigen Gehalte an Linalool und Linalylacetat. Die fur Lavendeldl typischen Bestandteile 3-
Octanon, Lavandulylacetat und Lavandulol sind nur in Spuren vorhanden oder fehlen

vollstandig. Die schlechte Qualitét dieser Ole sollte allerdings schon im DC erkennbar sein.

Die nachfolgenden Beispielchromatogramme zeigen die Proben L 16 (Abb. 18) und L 10 (Abb.
19). Zwischen den beiden Chromatogrammen sind keine wesentlichen Unterschiede erkennbar.
Nach Berechnung der relativen Flachenprozente entsprechen beide Lavendeldle der aktuellen
Ph.-Eur.-Monographie. Bel der nachfolgenden chiralen Untersuchung der Proben stellte sich

jedoch heraus, dass es sich bel L 10 um ein verféschtes Lavendel 6l handelt.
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Abb. 18 Typisches Gaschromatogramm eines echten Lavendeldls (L 16), aufgezeichnet nach der
aktuellen Ph.-Eur.-Methode (Peak-Zuordnung siehe unten)
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Abb. 19 Gaschromatogramm eines verfalschten Lavendeldls (L 10), aufgezeichnet nach der aktuellen
Ph.-Eur.-Methode
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Peak Nr.: 1: Limonen, 2: Cineol, 3: 3-Octanon, 4: Campher, 5: Linalool, 6: Linalylacetat, 7: Terpinen-4-ol, 8:
Lavandulylacetat, 9: Lavandulol, 10: a-Terpineol.
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Die Grenzwerte der Ph. Eur. NT 2000 gelten nicht fur Lavandindl und Spikdl. Die Lavandindle
unterscheiden sich zum einen durch héhere Anteile von bis zu etwa 10 % an Cineol und
Campher und zum anderen durch durchschnittlich geringere Mengen an Linaylacetat von
echten Lavendeldlen (Tab. 27). Die Probe LH2 entspricht in ihrer Zusammensetzung eher
einem echten Lavendeldl als einem Lavandindl, allerdings ist der Linalylacetat-Anteil etwas zu
gering. Die Ubrigen Proben stimmen in ihrer Zusammensetzung recht gut Uberein. Die
Lavandindle werden nach ihrem Estergehat in verschiedene Gruppen eingeteilt und erhalten
dementsprechende handelsiibliche Namen. Bel der Probe LH1 handelt es sich um ein
Lavandindl ,,sumian“, die Bezeichnung entspricht 20/22 % Estern. Die Proben LH4 bis
einschliefdlich LH7 sind Lavandindle , abriais®, die 30/32 % Ester enthalten. Die Bezeichnung
Lavandindl , grosso* der Proben LH8 und LH9 steht fur 40/42 % Ester, wdhrend ,, super” bei
den Proben LH10 und LH11 50/52 % an Estern entspricht.

Tabelle 27: Zusammensetzung verschiedener Lavandindle des Handels
GC-Untersuchung auf Macrogol-Saule 60 m (Gehalte der Komponenten ds relative Flachenprozente)

Peak Nr. (Zuordnung siehe unten)

Handelsdl Int. Ch.: 1 2 3 . 2 . v . ! i

LH1 0,97 7,69 1,20 6,75 4432 2233 0N 0,16 0,05 0,59
LH2 0,55 0,86 1,04 026 3289 2336 504 3,98 0,91 1,14
LH3 541 12,29 0,32 461 2683 2736 086 0,69 0,10 2,03
LH4 1,07 10,64 040 933 3472 2517 088 1,11 0,34 0,46
LH5 4,99 8,48 0,19 805 21,72 1892 1,04 0,59 0,14 5,16
LH6 0,83 7,95 0,27 896 3323 2629 0,76 1,49 0,59 0,41
LH7 1,08 9,60 0,39 891 3483 2335 080 1,10 0,43 0,50
LH8 0,67 6,92 0,02 859 28,79 3523 1,90 2,40 0,39 0,75
LH9 0,94 6,89 0,02 744 3291 3202 2,86 1,99 0,43 0,48
LH10 0,63 2,97 1,17 414 2923 46,34 0,06 1,47 0,13 0,16
LH11 3,56 8,24 0,49 397 30,30 3063 045 0,92 0,11 1,43
MW 1,88 7,47 0,50 6,46 31,80 2827 1,34 1,45 0,33 1,19

Peak Nr.: 1: Limonen, 2: Cineol, 3: 3-Octanon, 4: Campher, 5: Linalool, 6: Linalylacetat, 7: Terpinen-4-ol, 8:
Lavandulylacetat, 9: Lavandulol, 10: a-Terpineol.

Die Spikole enthalten viel Linalool, gefolgt von Cineol mit etwa 20-30 %, und Campher mit
etwa 10-20 % (Tab. 28). Im Gegensatz zu Lavendeldl ist praktisch kein 3-Octanon,
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Lavandulol und Lavandulylacetat enthalten. Der Linaylacetat-Gehalt liegt bel keiner der
untersuchten Proben lber 5 %. Das Ol LL4 falt durch nur 2,5 % Linalool auf. Fir diese

Abweichung konnte jedoch keine Erkl&rung gefunden werden.

Tabelle 28: Zusammensetzung verschiedener Spikdle des Handels
GC-Untersuchung auf Macrogol-Saule 60 m (Gehdte der Komponenten als relative Flachenprozente)

Peak Nr. (Zuordnung siehe unten)

Handelsél Int. Ch.: 1 2 3 4 2 6 v 8 9 10

LL1 416 2974 0,04 1162 3228 3,88 0,33 0,11 0,05 2,00
LL2 1,91 2522 0,01 15,87 4868 0,30 0,31 n.n. n.n. 0,21
LL3 413 2955 004 11,76 3223 4,38 0,26 0,09 0,05 2,13
LL4 1,73 2049  nn. 10,00 2,64 5,01 n.n. n.n. 0,16 1,91
LL5 1,31 2948 006 12,05 3812 0,64 0,53 0,04 0,07 1,24
LL6 1,98 3082 nn. 12,39 39,77 045 0,07 n.n. n.n. 1,11
LL7 1,03 1699 0,10 1543 5117 0,19 0,24 0,02 0,13 0,50
LL8 271 2140 004 11,93 4853 321 0,35 0,03 n.n. 0,62
MW 237 2546 004 1263 36,68 2,26 0,26 0,04 0,06 1,22

Peak Nr.: 1: Limonen, 2: Cineol, 3: 3-Octanon, 4: Campher, 5: Linalool, 6: Linalylacetat, 7: Terpinen-4-ol, 8:
Lavandulylacetat, 9: Lavandulol, 10: a-Terpineol; n.n. nicht nachweisbar.

1.4.1.3 Chirale GC-Untersuchung von Lavendeldl

Mit der Methode der Ph. Eur. NT 2000 kénnen Zusdtze von synthetischem oder
semisynthetischem Linalool und/oder Linalylacetat nicht erkannt werden. Eine Methode, durch
die die Enantiomerenverteilung von Linalool und Linalylacetat offengelegt wird, kann einen
wesentlichen Beitrag zur Beurteilung der Authentizitéé von Lavendeldlen leisten. Die
gleichzeitige Trennung beider Enantiomerenpaare stellte ein Problem dar, da die verschiedenen
Saulen, die getestet wurden, jewells nur in der Lage waren ein Enantiomerenpaar zu trennen.
Eine Trennung konnte durch eine Vortrennung auf ener achiralen Saule, d. h.
multidimensionale GC, oder durch Verwendung von Wasserstoff als Tragergas erreicht werden
[88,90]. Da ersteres aber eine fir das AB zu aufwendige Methode ist und die Verwendung von
Wasserstoff zusétzliche Sicherheitsvorkehrungen erfordert, wurde auf ein zweistufiges, langer

dauerndes Temperaturprogramm zurtickgegriffen.
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Fur die chirAle GC-Untersuchung wurde eine Kapillarsdule belegt mit einem b-
Cyclodextrinderivat gewahlt, das an Position 2 und 3 Acetylreste tragt und an Position 6 mit
einem tert-Butyldimethylsilyl-Rest verethert ist (Saule E). Die Lénge der Saule betrdgt 50 m
mit einem ID von 0,25 mm. Als Trégergas dient Helium bei einer Durchflul¥rate von 1,5
mi/min und ein Splitverhdtnis von etwa 1:100. Die Temperatur des Injektors und des
Detektors wird jeweils bel 220 °C gehaten. Die Temperatur der Saule wird 40 min lang bei 70
°C gehalten, dann um 3 °C je Minute auf 100 °C erhtht, 100°C werden 18 min lang gehalten,
dann wird die Temperatur um 4 °C je Minute auf 180 °C erhoht und 180 °C 12 min lang
gehalten.

Tabelle 29: Enantiomerenverteilung von Linalool und Linalylacetat in Lavendel 6len des Handels
GC-Untersuchung auf einer modifizierten b-Cyclodextrin-Saule (Sule E)

R(-)-Linalool : S(+)-Linalool R(-)-Linalylacetat : S(+)-Linalylacetat

Handelsdl Int. Ch.

L1 83,6 : 16,4 64,2 : 358
L2 92,7 .73 >99,0 : <1,0
L3 937 : 6,3 >99,0 : <1,0
L4 96,1 : 3,9 89,4 : 10,6
L5 96,0 : 4,0 >99,0 : <1,0
L6 95,1 : 49 >99,0 : <1,0
L7 60,9 : 39,1 64,6 : 354
L8 952 : 48 >99,0 : <1,0
L9 912 : 88 >99,0 : <1,0
L10 744 . 256 78,7 : 21,3
L11 926 :74 942 :58
L12 944 : 56 >99,0 : <1,0
L13 947 . 53 >99,0 : <1,0
L14 956 : 4,4 >99,0 : <1,0
L15 946 : 54 >99,0 : <1,0
L16 949 : 51 >99,0 : <1,0
L17 96,1 : 3,9 89,2 : 10,8
L18 73,9 : 26,1 71,3 : 28,7
L19 945 :55 >99,0 : <1,0
L20 954 : 4,6 >99,0 : <1,0
L21 97,1 :29 >99,0 : <1,0
L22 96,8 : 3,2 >99,0 : <1,0
L23 91,7 : 83 >99,0 : <1,0
L24 84,8 : 152 83,3 : 16,7
L25 65,0 : 35,0 50,7 : 49,3

Mit dieser Methode konnen die Enantiomerenverhdlitnisse von Linalool und Linalylacetat
gleichzeitig bestimmt werden. Als Nachteil dieser Methode muf3 angefihrt werden, dal? der
Lavandulol-Pesk gleichzeitig mit (S)(+)-Linalool euiert wird. So wird einerseits das Ergebnis
fur Linalool geringfligig verfalscht, da der Lavandulol-Anteil in der Regel zwischen 0,2 und 0,8
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% liegt, anderseits kann die charakteristische Lavendel 6I-K omponente nicht erfalt werden. Als

weiterer Nachtell ist die lange Laufzeit von 100 min zu nennen.

Das Verhdtnis von R:S-Linaool ist bei L1, L7, L10, L18, L24 und L 25 deutlich zugunsten
des (S)(+)-Enantiomers verschoben (Tab. 29). Im Falle des Linalylacetats weisen die Proben
L1, L4, L7 L1210, L11, L17, L18, L24 und L25 erhohte Werte fur die S-Form auf. Wie oben
bereits beschrieben, kommt ein Anteil von Uber 10 % S-Linalool, bezogen auf Gesamt-
Linaool, bzw. 4 % S-Linaylacetat, bezogen auf Gesamt-Linalylacetat, nicht bel authentischem
Lavendeldl vor, sondern wird durch den Zusatz von rac. Linalool und/oder Linalylacetat
verursacht. Die Olproben L1, L4, L7, L10, L11, L17, L18, L24 und L25 sind somit als
verfdscht einzustufen. Die Proben L4, L10 und L17 entsprachen in alen Punkten den
Anforderungen der Ph. Eur. Mit der chiralen Untersuchung kann festgestellt werden, dal3 es
sch bel diesen &herischen Olen nicht um arzneibuchkonforme Ware handelt, da fremde
Substanzen zugesetzt worden waren, die It. Definition nicht erlaubt sind. Damit wird der Antell
der as verfdscht nachgewiesenen Handelsdle auf 16, d. h. 64 %, erhoht. Die Notwendigkeit
einer chirden GC-Methode fir eindeutige Qualitétsbestimmungen im Rahmen der

Arzneibuchuntersuchungen ist hiermit eindeutig belegt.

Die achirden Chromatogramme (Abb. 18, 19) der beiden Lavendeldle lassen keine
wesentlichen Unterschiede in der Qualitét erkennen. Vergleicht man jedoch die chiralen
Chromatogramme (Abb. 20, 21), fdlt eine Vefédschung in der zweiten Probe auf. Die
Berechnung der relativen Peakflachen bestétigt diese Vermutung.
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Abb. 20 Typisches Gaschromatogramm eines echten Lavendeldls (L 16), aufgezeichnet auf einer
modifizierten b-Cyclodextrin-Séule (Siule E).

N N {ﬁ AAH nﬂiw

40 50 60 70 80
Zeit [min]

Peak Nr.: 1: R(-)-Linalool, 2: S(+)-Linalool, 3: R(-)-Linalylacetat.

Abb. 21 Gaschromatogramm eines verfdschten Lavendeldls (L10), aufgezeichnet auf einer
modifizierten b-Cyclodextrin-Séule (Siule E).

40 50 60 70
Zeit [min]

Peak Nr.: 1: R(-)-Linalool, 2; S(+)-Linalool, 3: R(-)-Linalylacetat, 4: S(+)-Linalylacetat.
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1.4.1.4 Diskussion der Monographie-Anderung

Die DC-Methode wurde in der aktuellen Form belassen, Mal3nahmen zur Verbesserung der

|dentitéts- und Reinheitsbeurteilung waren nicht moglich.

Die neue chirale GC-Methode wurde als Monographie-Entwurf fir das BfArM entwickelt. Die
bisherigen Grenzwerte der Ph. Eur. NT 2001 wurden grofdtenteils beibehalten. Fur Linalool
wurde ein Hochstwert von 10 % S-Linalool, bezogen auf Gesamt-Linalool, vorgeschlagen. Fiir
Linadylacetat wurde ein Hochstwert von 4 % S-Linaylacetat, bezogen auf Gesamt-
Linalylacetat vorgeschlagen, sowie eine Erhohung der Grenzwerte auf 30,0 bis 50,0 % von
derzeit 25,0 bis 46,0 %. Da nur das Racemat von Linaylacetat im Handel erhdtlich ist, wurde
die Elutionsfolge der Enantiomere durch Definition festgelegt. Fir Lavandulylacetat wurde
eine Senkung der Mindestgrenze auf 0,7 % vorgeschlagen, da einige Handelsole, die ansonsten
gute Ergebnisse lieferten, Werte unter den zur Zeit geforderten 1,0 % aufwiesen. Da 3-
Octanon ein typischer Bestandteil von Lavendeldl ist, ist vorgesehen, eine Mindestgrenze von

0,5 % einzufuhren. Die Hochstgrenze sollte bel 2,5 % belassen werden.

Diese Rahmenrichtlinien sollten in Zukunft die Detektion von Verfalschungen mit rac. Linal ool
und/oder Linalylacetat ermoglichen. Gleichzeitig kdnnen aber auch alle anderen relevanten
Komponenten von Lavendel6l, ausgenommen Lavandulol, quantifiziert werden und in die
Gesamtbeurteilung des Ols mit einbezogen werden. Die GC-Methode erlaubt somit den

Ausschlul® von minderwertigen und verfa schten Lavendel 6len.
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1.4.2 Salbeidl

Salbeidl ist das durch Wasserdampfdestillation aus den oberirdischen Teilen von Salvia
officinalis L. (Lamiaceag) gewonnene &therische Ol. Es handelt sich um eine klare, schwach
gelbe bis grinlichgelbe Flissigkeit. Sein Geruch wird vor alem durch die beiden
Hauptbestandteile Thujon und Campher gepragt.

Aufgrund seiner ausgeprégten antibakteriellen Wirkung, besonders gegentiber oralen
Krankheitserregern [91], wird Salbeidl vornehmlich zur Behandlung von Entziindungen im
Mund- und Rachenraum eingesetzt. Im Tierversuch zeigt das &therische Ol eine spasmolytische
Wirkung im gastroenteralen Bereich, die auf eine Antagoniserung von Acetylcholin
zuriickzufUhren ist [92,93]. Zudem ist Salbeidl in Kombinationspraparaten gegen Hamatome,
Verstauchungen und Venenbeschwerden zu finden [15]. Es ist nicht geklart, ob die seit vielen
Jahren bekannte antihydrotische Wirkung durch das &herische Ol oder weitere Inhaltsstoffe
des Salbeis, wie die Lamiaceengerbstoffe, verursacht wird [94]. Entsprechende Fertigpraparate
enthalten nicht das reine &herische Ol, sondern stets Trocken- oder Fluidextrakt aus
Salbeibléttern. Die Hauptsymptome einer Uberdosierung (ca. 0,3 g/kg) von Salbeiol sind
tonisch-klonische Krémpfe, die durch die Hauptinhaltsstoffe Thujon und Campher bedingt sind
[95]. In grofRen Mengen aufgenommen, wirkt Thujon abortiv [96].

Unter der allgemeinen Bezeichnung ,, Salbel* wird der dalmatinische Salbel, Salvia officinalis
L. verstanden. Das dalmatinische Salbeidl zeichnet sich durch seinen hohen Thujongehalt,
bestehend aus einem Isomerengemisch aus a- und b-Thujon, im Bereich von etwa 30 bis 55 %
aus. Daneben sind a's weitere Hauptinhaltsstoffe Campher mit etwa 8 bis 25 % und in etwas
geringeren Anteilen von etwa 7 bis 17 % Cineol zu finden. Diese drei Komponenten machen
etwa 60 % des &therischen Ols aus. Des weiteren sind bis zu etwa 7 % a-Pinen und Camphen
sowie jeweils nicht mehr als 4% weliterer Terpenkohlenwasserstoffe, wie b-Pinen, Limonen
und Myrcen, enthalten. An sauerstoffhaltigen Terpenen sind bis zu 5 % Borneol und
Bornylacetat zu finden. Der Linalool-Gehalt liegt bei maximal 3 %, wahrend Linalylacetat nur
vereinzelt in Spuren auftritt. Darlber hinaus weist damatinisches Salbeidl einen
bemerkenswert hohen Gehalt an Sesquiterpenen auf, darunter v. a. b-Caryophyllen, a-
Humulen und Viridiflorol [97-101]. Als charakteristische Inhaltsstoffe werden Salven und
Tricyclen beschrieben [102,103].
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Die Ph. Eur. NT 2000 beschreibt die Eigenschaften des Ols: , Das &dtherische Salbeiblétterdl ist
reich an Thujon“. Diese Forderung nach einem hohen Thujongehalt ist vermutlich historisch
bedingt [104]. Eine rationale Begrindung ist schwierig, da das fast thujonfreie
Lavendelsalbeidl ein sehr &hnliches Wirkspektrum aufweist. Die Zusammensetzung von
Sabeidl wird durch die Gewinnungsmethode praktisch nicht beenflu¥. Durch
Losungsmittelextrakion gewonnene Sabeitle weisen die gleichen Inhatsstoffe in sehr
ahnlichen Anteilen auf wie durch Wasserdampfdestillation gewonnene Ole [102]. Die bei
anderen Olen, wie Lavendeldl und Bitterorangenbliitendl, héufig beobachtete Artefaktbildung
tritt erst bei sehr niedrigen pH-Werten der DestillationsflUssigkeit (< 4) auf, die jedoch in der
Praxis nicht relevant sind. Der Erntezeitpunkt besitzt einen starken Einfluf? auf die quantitative
Zusammensetzung [105]. Die hochsten Olausbeuten werden im Juli gefunden. Am meisten
Cineol kann im Juni nachgewiesen werden, wahrend Campher seinen Hochststand im August
erreicht. Der beste Erntezeitpunkt ist jedoch im Oktober, wenn der Gehat an Thujon am
hochsten ist.

Salbel ist mit etwa 500 Arten weltweit die grofdte Gattung der Lamiaceae [106]. Das
damatinische Salbeiél von Salvia officinalis wird hauptsachlich im Gebiet des ehemaligen
Jugoslawien produziert. Albanisches Sabeidl weicht, obwohl es ebenfals von der
Stammpflanze S. officinalis gewonnen wird, in der Zusammensetzung von dalmatinischer
Ware ab [107]. Als Verfalschungen von Salbeidl kommen spanisches und griechisches Salbei 6l
oder dtherische Ole dhnlicher Zusammensetzung in Frage [102,103]. Das &therische Ol von
Salvia lavandulifolia VanL, das sog. spanische Salbeidl, weist eine dem damatinischen
Salbeidl dhnliche Zusammensetzung auf, ist jedoch praktisch thujonfrel [100,108]. Der
Hauptbestandteil des spanischen Salbeidls ist Campher, gefolgt von Cineol. Das griechische
Salbei6l des dreilappigen Salbeis Salvia fruticosa MiLLer (= Salvia triloba L. fL.) besteht zu
etwa 50 bis 60% aus Cineol. Thujon ist in Anteilen von etwa 2 bis 10 %, Campher in einem
Bereich bis zu 15 % zu finden [109,110]. Griechisches Salbeidl ist nicht im Handel erhdltlich,
dagegen findet man getrockneten dreilappigen Salbei as Droge im Handel. Diese Blétter
werden als Verfélschung der Salvia-officinalis-Blétter beschrieben [104]. Somit kommen
Verfadschungen von Salbeiél mit Salvia fruticosa durch Verschnitt der Ausgangsmaterialien
und nicht durch Verschnitt der dtherischen Ole zustande. Das &therische Ol von Salvia sclarea
L., das sog. Muskateller-Salbeidl, weicht in seiner Zusammensetzung vaollig von den drel bisher
beschriebenen Salbeidlen ab. Der Hauptinhaltsstoff ist mit 50 bis 75 % Linalylacetat, gefolgt
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von bis zu 20 % Linaool. Cineol und Campher findet man in Spuren, wéhrend Thujon fehlt
[100]. Muskateller-Salbeiol z8hlt zwar neben dalmatinischem und spanischem zu den
wichtigsten handelsiiblichen Salbeidlen, scheidet aber aufgrund seiner Zusammensetzung als
Verschnitt von Salbeidl aus. Eine weitere Verfalschungsmoglichkeit ist durch den Zusatz von

reinem Thujon zur , Aufwertung* des &therischen Ol's gegeben.

1.4.2.1 DC-Untersuchung von Salbeidl

Fur die Entwicklung einer DC-Methode fur Salbeidl wurde sowohl die DC-Bestimmung des
Olsin der Ph.-Eur.-Monographie , Salbeiblétter als auch die DC-Identitétspriifung der DAC-
Monographie ,, Dalmatinisches Salbeidl* herangezogen.

In der Monographie des DAC fir dalmatinisches Salbeiél wird die DC-ldentitétsprifung auf
einer Kieselgel-Platte durchgefihrt [6]. Als Fliel3mittel wird eine Mischung von 95 VT Toluol
R und 5 VT Methanol R Uber eine Laufstrecke von 15 cm verwendet. Die Referenzlésung
besteht aus einer Mischung von 60 Wl Thujon RN, 15 pl Cineol R, 5 mg Borneol R und 5 i
Bornylacetat R in 10 ml Toluol R. Zur Herstellung der Untersuchungslésung werden 0,1 ml
Sabeidl in 10 ml Toluol R gelost. Die Detektion erfolgt mit Anisaldehyd-Reagenz R. Mit
dieser Methode erhdlt man insgesamt recht hohe Laufstrecken, jedoch tberschneiden sich die
Banden von Thujon und Bornylacetat. Dadurch wird die Detektion dieser beiden Substanzen
erschwert (Abb. 22).
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Abb. 22 Salbei6l-DC nach Vorschrift des DAC 1999 (Untersuchungslosung: 10 pl Salbeiél in 1ml
Toluol geldst, ReferenzZldsung: 60 Wl Thujon, 15 W Cineol, 5 mg Borneol und 5 W Bornylacetat
gel6st in 10 ml Toluol, Auftragungsmenge 10 W, Spriihreagenz: Anisaldehyd-Reagenz)
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$1, 82, $13, S$14: Handelsél von Salvia officinalis; interne Chargen-Bezeichnung.
SL1: Handelsél von Salvia lavandulifolia; interne Chargen-Bezeichnung.

$81: Handelsdl von Salvia sclarea; interne Chargen-Bezeichnung.

Als Alternative wird fir die DC-Untersuchung von Salbeidl auf Kieselgel as Fieldmittel eine
Mischung aus Toluol und Ethylacetat im Verhdltnis 95:5 verwendet. Nach dem Entwickeln
Uber eine Laufstrecke von 15 cm wird mit Anisaldehyd-Reagenz R bespriht. Die Auswertung
des Chromatogramms erfolgt im Tagedicht. Wie bereits friher erwéahnt (3.2.3.1), &% sich
Campher diunnschichtchromatographisch erst ab einer Konzentration von etwa 10 mg/ml
nachweisen. In einer Untersuchungslésung der Konzentration 20 mg/ml sind nur etwa 2,8 bis
5,6 mg Campher enthalten. Deshalb wurde fir die Referenzlésung eine Mischung von 80
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Thujon R, 25 W Cineol R, 10 mg Borneol R und 10 Wl Bornylacetat R in 10 ml Toluol R
hergestellt. Die Konzentrationen der Referenzsubstanzen wurden einem ,,durchschnittlichen®

Salbeidl entsprechend gewahit.

Abb. 23 DC verschiedener Salbeidle des Handels (Untersuchungsldsung: 20 Wl Salbeidl in 1ml Toluol
gelost, Referenzlésung: 80 pl Thujon, 25 W Cineol, 10 mg Borneol und 10 pl Bor nylacetat gelost in 10
ml Toluol; Auftragungsmenge 10 p; Sprihreagenz: Anisaldehyd-Reagenz)
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S3, S6, S14: Handelsdl von Salvia officinalis; interne Chargen-Bezeichnung.
SL5: Handelsdl von Salvia lavandulifolia; interne Chargen-Bezeichnung.

$85: Handelsdl von Salvia sclarea; interne Chargen-Bezeichnung.

Die ldentitétsprifung von Salbeidl ist mittels DC einwandfrei moglich (Abb. 23). Borneol
ergibt eine braungraue Zone im unteren Bereich, dariber erscheint die rotgraue Zone des

Cineols. Knapp unterhalb der Hélfte ist die intensive rotviolette Zone des Thujons zu erkennen,
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unmittelbar dartiber die braungraue Zone des Bornylacetats. Im oberen Drittel erscheint die
rotviolette Zone der Terpenkohlenwasserstoffe. Welitere rotviolette und blauviolette Zonen
konnen in der N&he von Borneol und Bornylacetat sowie zwischen Cineol und Thujon
vorhanden sein (Abb. 24).

Abb. 24 Schematische Darstellung eines typischen Salbeidl-DCs auf Kieselgel.

Oberer Plattenrand

Eine violettrote Zone
(Terpenkohlenwasserstoffe)

Bornylacetat: eine braungraue Zone Eine braungraue Zone (Bornylacetat)

Thujon: eine rotviolette Zone Eine intensive rotviolette Zone
(Thujon)
Cineol: eine rotgraue Zone eine rotgraue Zone (Cineol)
Borneol: eine violette Zone Eine violette Zone (Borneol)
Referenzlésung Untersuchungslésung

1.4.2.2 Achirale GC-Untersuchung von Salbeidl

Zusétzlich zu den Monographien , Salbeiblatter* und , Drellappiger Salbei* der Ph. Eur. NT
2001 gibt es derzeit eine Monographie ,, Dalmatinisches Salbeidl“ im DAC 1999 und eine
Monographie ,, Salviae aetheroleum” der Ph. Helv.

Die DAC-Monographie enthélt als einzige ein chromatographisches Profil als Beleg Uber die
Inhaltsstoffe des &therischen Ols. Dazu wird eine Fused-Silica-Kapillarsiule von 30 m Lange,
0,32 mm ID und 0,25 um df von chem. gebundenem Macrogol vorgeschrieben, as Tragergas
gereinigter Stickstoff mit einer Durchflurate von 1 ml/min und ein Splitverhdtnis von etwa
1:50. Die Temperatur des Injektors wird bei 210 °C, die des Detektors bei 220 °C gehalten.
Die Temperatur der Saule wird 5 min lang bei 60 °C gehaten, dann um 3 °C je Minute auf 165
°C erhoht, danach um 10 °C je Minute auf 200 °C erhdht. Mittels Normalisierung wird der
Gehalt an Cineol, a- und b-Thujon, Campher, Bornylacetat und Borneol berechnet. Es muf3
gewdhrleistet sein, dal3 die Auflésung der Peaks des a-Terpineols und des Borneols grof3er as
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1,0 ist. Unter diesen Bedingungen wird b-Caryophyllen gleichzeitig mit Bornylacetat eluiert
(Abb. 25). Da der Anteil an b-Caryophyllen bis zu 10 % betragen kann, fuhrt dies zu einer
erheblichen Verfélschung des Ergebnisses fur Bornylacetat. Die vorliegende Methode ist

jedoch unzureichend fur das vorliegende Trennproblem und wurde daher Uberarbeitet.

Abb. 25 Typisches Gaschromatogramm eines Salvia-officinalis-Ols (S3), aufgezeichnet nach der DAC
Methode
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Peak Nr.: 1: a-Pinen, 2: b-Pinen, 3: Limonen, 4: Cineol, 5: a-Thujon, 6: b-Thujon, 7: Campher, 8: Bornylacetat, 9: b-
Caryophyllen, 10: Borneol.

Um die Trennung zu verbessern, wurde fir den neu zu erstellenden Salbeidl-
Monographievorschlag eine Fused-Silica-Kapillarsdule von 60 m Lénge, 0,25 mm ID und 0,25
pm df von chem. gebundenem Macrogol verwendet. Durch die langere Saule mit geringerem
Innendurchmesser erhélt man eine sehr gute Auflésung von Bornylacetat und b-Caryophyllen
(Abb. 26) und die Bestandteile konnen somit einzeln quantifiziert werden. Als Tragergas dient
Helium mit einer Durchflul¥ate von 1,5 ml/min bei einem Splitverhdtnis von 1:100. Die
Temperatur des Injektors und des Detektors liegt jeweils bei 220 °C. Die Temperatur der Saule
wird 5 min lang bei 60 °C gehalten, dann um 4 °C je Minute auf 220 °C erhoht, 220 °C werden
10 min lang gehalten.
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Abb. 26 Typisches Gaschromatogramm eines Salvia-officinalis-Ols (S3), aufgezeichnet auf einer
Macrogol-Saule 60 m (Saule B)
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Peak Nr.: 1: a-Pinen, 2: b-Pinen, 3: Limonen, 4: Cineol, 5: a-Thujon, 6: b-Thujon, 7: Campher, 8: Bornylacetat, 9: b-

Caryophyllen, 10: Borneol, 11: Salven, 12: Tricyclen, 13; Viridiflorol.
Tabelle 30 zeigt die Ergebnisse der Untersuchung von Sabeidlen des Handels an 14
ausgewahiten Inhaltsstoffen. Bel den Proben S1 bis S8 handelt es sich um dalmatinische
Salbeidle aus dem Gebiet des ehemaligen Jugosawien. Das Herkunftsland von S9 ist Albanien,
S10 und S11 stammen aus Frankreich, S12 aus Italien. Zur geographischen Herkunft der
Proben S13 und S14 wurden keine Angaben gemacht. Auffélig sind die hohen Werte fir b-
Pinen bel den Proben S11 und S12. S11 weist zudem einen hohen Gehalt an Cineol und in
Korrelation dazu einen niedrigen Antell an a-Thujon auf, wdhrend der Campher-Gehalt der
Probe S12 mit 10,75 % sehr niedrig ist. Die Zusammensetzung des abanischen Salbeidls S9
grenzt sich durch seinen auf3ergewohnlich hohen Limonen-Anteil von den Ubrigen Salbeidlen
ab. Zusétzlich félt es durch die niedrigen Werte fir Camphen sowie a- und b-Thujon und den
hohen Cineol-Gehalt auf. Ein weiteres Indiz fur die Andersartigkeit dieser Probe ist der
Linaylacetat-Anteil von 1,6 %, wadhrend die Ubrigen Salbeidle praktisch kein Linaylacetat
enthalten.
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Tabelle 30: Zusammensetzung von Salvia-officinalis-Olen des Handels
GC-Untersuchung auf Macrogol-Saule 60 m (Gehalte der Komponenten as relative Flachenprozente)

Peak Nr. (Zuordnung siehe unten)
Handelss Int. Ch. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 11 12 13 14
S1 472 474 139 451 10,61 20,34 3,83 2696 067 n.n. 187 1155 197 298
S2 643 575 0,99 412 11,42 20,21 4,91 23,05 0,66 n.n. 2,056 928 346 251
S3 462 6,61 223 386 931 2288 577 21,30 025 nn. 251 625 3,74 445
S4 445 465 142 3,07 851 3394 6,17 23,70 0,36 n.n. 159 3,05 191 327
S5 299 575 1,73 1,94 1041 33,49 504 2065 0,26 nn. 145 2,08 353 144
S6 287 746 159 6,98 9,98 2423 353 26,31 0,26 n.n. 144 193 324 1,38
S7 450 685 226 345 9,15 22,53 598 21,55 0,32 nn. 244 565 431 4,39
S8 540 7,09 229 429 989 21,82 566 19,84 0,09 n.n. 265 560 4,00 4,39
S9 256 090 0,38 18,46 2584 4,78 093 23,01 1,04 159 4,09 276 058 6,37
$10 3,18 3,68 181 126 8,57 3438 579 1599 055 004 095 483 7,39 328
S11 366 49 6,18 3,97 19,90 12,08 587 14,92 0,52 nn. 222 457 553 315
$12 500 510 6,30 1,64 11,32 27,67 533 10,75 0,34 n.n. 1,54 7,10 6,57 3,39
$13 6,36 8,72 1,87 341 10,79 2548 4,04 2261 045 nn. 172 3,01 2,70 230
S14 436 585 1,65 284 12,24 2300 6,61 21,49 042 nn. 216 6,90 3,66 3,56
Mw 420 530 238 4,80 12,08 23,20 490 20,67 044 0,14 2,07 539 3,85 342

Peak Nr.: 1: a-Pinen, 2: Camphen, 3: b-Pinen, 4: Limonen, 5: Cineol, 6: a-Thujon, 7: b-Thujon, 8: Campher, 9: Linalool,
10: Linalylacetat, 11: Bornylacetat, 12: b-Caryophyllen, 13: a-Humulen, 14: Borneol; n.n. nicht nachweisbar.

Die sdbst dedtillieten Ole S15 und S16 weisen trotz der albanischen Herkunft des
Drogenmaterials eine fur damatinische Ware typische Zusammensetzung auf (Tab. 31).
Hingegen enthalt das Ol der Probe S17 mit unbekannter Herkunft der Blétter sehr wenig a-

Thujon, jedoch sehr viel Campher. Vermutlich handelt es sich hierbei um einen Verschnitt von

S officinalis mit anderen Arten wie z. B. S. lavandulifolia.
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Tabelle 31: Zusammensetzung von selbst destillierten Salbeidlen
GC-Untersuchung auf Macrogol-Séule 60 m (Gehalte der Komponenten als relative Flachenprozente)

Peak Nr. (Zuordnung siehe unten)
Dest. Ol Int. Ch.: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 11 12 13 14
$15 3,73 6,15 047 222 10,74 24,39 583 24,98 046 nn. 201 113 126 259
$16 353 532 054 2,08 10,74 2420 556 23,26 046 n.n. 193 156 1,78 2,39
S17 243 6,39 014 1,63 7,24 11,09 354 4230 044 nn. 15 045 0,87 552
MW 323 59 038 198 957 1989 498 30,18 045 nn. 1,83 105 130 3,50

Peak Nr.: 1: a-Pinen, 2: Camphen, 3: b-Pinen, 4: Limonen, 5: Cineol, 6: a-Thujon, 7: b-Thujon, 8: Campher, 9: Linalool,
10: Linalylacetat, 11: Bornylacetat, 12: b-Caryophyllen, 13: a-Humulen, 14: Borneol; n.n. nicht nachweisbar.

Die Zusammensetzung der Lavendelsalbeitle unterscheidet sich vor alem durch das fast
vollstéandige Fehlen von a- und b-Thujon von Salvia-officinalis-Olen, dagegen sind die Anteile
an Cineol und Campher erhéht (Tab. 32). Zusétzlich sind hthere Gehalte an a- und b-Pinen,
Linalool und Linaylacetat, gleichzeitig weniger Bornylacetat, b-Caryophyllen und a-Humulen
zu beobachten. Die Probe SL5 weicht in ihrer Zusammensetzung von den tbrigen Proben ab.
Das Ol enthélt 2 % Thujon, der DAC 1999 |43t in seiner Monographie fiir Spanisches Salbeidl

nur 0,5 % zu. Weiter sind der niedrige Campher-Anteil und die ungewdohnlich hohen Anteile an

Sesquiterpenen anzufthren.

Tabelle 32: Zusammensetzung von Lavendelsalbeitlen des Handels
GC-Untersuchung auf Macrogol-Saule 60 m (Gehalte der Komponenten ds relative Flachenprozente)

Peak Nr. (Zuordnung siehe unten)
Handelss Int. Ch. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 11 12 13 14
SL1 823 5,07 508 65 2637 nn. nn 2723 1,88 163 087 124 0,07 1,60
SL2 9,35 1,57 6,35 3,94 2929 nn. nn. 31,89 421 0,67 026 198 016 0,82
SL3 10,25 160 6,29 443 2980 nn. nn. 3190 421 068 024 192 0,16 0,83
SL4 6,96 717 533 456 22,79 nn. nn. 2412 242 397 126 092 0,21 2,29
SL5 488 6,78 6,30 696 27,86 1,68 0,31 13,00 1,01 035 1,77 394 528 3,77
MW 793 444 587 529 2722 034 0,06 2563 2,75 146 088 200 1,18 1,86

Peak Nr.: 1: a-Pinen, 2: Camphen, 3: b-Pinen, 4: Limonen, 5: Cineol, 6: a-Thujon, 7: b-Thujon, 8: Campher, 9: Linalool,
10: Linalylacetat, 11: Bornylacetat, 12: b-Caryophyllen, 13: a-Humulen, 14: Borneol; n.n. nicht nachweisbar.
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Tabelle 33: Zusammensetzung von Muskateller-Salbeitlen des Handels
GC-Untersuchung auf Macrogol-Saule 60 m (Gehalte der Komponenten as relative
Flachenprozente)

Peak Nr. (Zuordnung siehe unten)

Handelsdl Int. Ch.: 1 3 4 8 9 10 11 12 14

SS1 nn. nn 038 nn 1665 6845 027 214 0,09
SS2 nn. nn 018 014 2113 6369 009 055 0,09
SS3 nn. nn 024 nn 1862 71,73 007 083 nn
S84 nn. nn 022 nn 1627 7315 033 1,73 0,08
SS5 021 015 039 nn. 2127 6084 003 129 0,03
SS6 008 009 032 nn 1638 7305 020 144 nn.
Mw 005 004 029 002 1839 6849 017 133 0,05

Peak Nr.: 1: a-Pinen, 2: Camphen, 3: b-Pinen, 4: Limonen, 5: Cineol, 6: a-Thujon, 7: b-Thujon, 8:
Campher, 9: Linalool, 10: Linalylacetat, 11: Bornylacetat, 12: b-Caryophyllen, 13: a-Humulen, 14:
Borneol; n.n. nicht nachweisbar.

Muskateller-Salbeidl (Tab. 33) ist vollig anders zusammengesetzt als dalmatinisches und
gpanisches Salbei6l. Die Hauptbestandteile sind Linaylacetat und Linalool, die zusammen 80-
90 % des gesamten &therischen Ols ausmachen. Dies zeigt, daR eine Verfaschung oder
Verwechsung von offizinellem Salbeidl durch Muskateller-Salbeidl praktisch nicht in Frage

kommen kann.

1.4.2.3 Chirale GC-Untersuchung von Salvia-officinalis-Ol

In der Folge wurde die Enantiomerenverteilung der Inhatsstoffe Campher und Borneol in
Salbei6l untersucht. Dazu wurde eine b-Cyclodextrin-Saule (Saule G) von 50 m Lange und
0,25 mm ID verwendet. Als Tragergas dient Helium mit einer Durchflulrate von 1,5 mi/min
bei einem Splitverhdltnis von 1:100. Die Temperatur des Injektors und des Detektors liegt
jeweils bel 220 °C. Die Temperatur der Sule wird um 2 °C je Minute von anfangs 60 °C auf
180 °C erhdht und 10 min lang bel 180 °C gehalten.

Die Campher-Enantiomere werden sehr gut getrennt (Abb. 27), fir Borneol wird keine

optimale Auflésung der Enantiomere erreicht, die Quantifizierung ist dennoch moglich.
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Abb. 27 Typisches Gaschromatogramm eines Salvia-officinalis-Ols (S3), aufgezeichnet auf einer
modifizierten b-Cyclodextrin-Saule 50 m (Saule G).
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Peak Nr.: 1: a-Pinen, 2: b-Pinen, 3: Cineol, 4: Limonen, 5: (-)-Campher, 6: (+)-Campher, 7: a-Thujon, 8: (+)-Borneol, 9: (-)-
Borneol, 10: b-Thujon, 11: Bornylacetat, 12: b-Caryophyllen.

In Tabelle 34 sind die Ergebnisse der chiralen Untersuchung von Salvia-officinalis-Olen fir
Campher und Borneol dargestellt. Fir beide Inhdtsstoffe ist kein Schema bei der
Enantiomerenverteilung erkennbar. Die Proben weisen jeweils das Racemat mit wechselndem
UberschuR auf. Diese Beobachtungen decken sich mit den Ergebnissen aus der Literatur, die
jeweils das Vorkommen der beiden Sterecisomeren von Campher und Borneol beschreiben
[63,111,112]. Bisher fehlt eine Erkldrung fir diese Tatsache, da der biosynthetische
Oxidationsweg fur die beiden Bestandteile des Salbeis noch nicht geklért ist.
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Tabelle 34: Enantiomerenverteilung von Campher und Borneol in Salbeidlen des Handels,
GC-Untersuchung auf einer modifizierten b-Cyclodextrin-Saule (Sdule E)

Handelsdl Int. Ch. (-)-Campher : (+)-Campher (+)-Borneol : (-)-Borneol
$1 23,6 : 76,4 12,1 : 87,9
S2 33,5 : 66,5 31,4 : 68,6
S3 46 :954 19,7 : 80,3
S5 34,2 : 65,8 65,7 : 343
S6 17,8 : 82,2 72,0 : 28,0
S7 72928 17,7 : 82,3
S8 6,5 : 935 23,7 : 76,3
S9 41,2 : 58,8 0: 100
S11 23,0 : 77,0 48,7 : 51,3
$13 20,7 : 79,3 56,7 : 433
$14 11,1 : 88,9 46,7 : 53,3

1.4.2.4 GC-MS-Untersuchungen von Salbei 6l

Zur Aufkldrung einiger unbekannter Pesks in Salbei-Handelsdlen und im Thujon-Standard
wurden GC-M S-Untersuchungen durchgefiihrt. Dabei 1ag das Hauptaugenmerk auf den in der
Literatur beschriebenen Substanzen Salven, Tricyclen und Viridiflorol, die fur Salvia-
officinalis-Ol charakteristisch sind. Daneben war €ine unbekannte Substanz von Interesse, die
mit 10-12 % in der Thujon-Standardsubstanz enthalten ist und die auch in zwei der Handelsole

detektiert werden konnte.

Fur die Kohlenwasserstoffe Salven und Tricyclen ergaben sich erwartungsgemald sehr kurze
Retentionszeiten; das Sesquiterpen Viridiflorol wurde hingegen sehr spét eluiert. Die
unbekannte Substanz erwies sich as Fenchon. Durch Bestimmung der Kovats-Indices auf zwel

Saulen unterschiedlicher Polaritét wurden die Ergebnisse der Massenspektren bestétigt.

Die C9-Verbindung Salven entstent durch Decarbonylierung des Thujons und kommt somit
nur im thujonreichen Ol von Salvia officinalis vor. Bei den Proben S1, S4 und S9 kann kein
Salven nachgewiesen werden (Tab. 35). bel SO fehlen zusétzlich Tricyclen und Viridifloral.
Die Proben S5 und S6 enthalten Fenchon. Eventuell stammit dieses aus zugesetztem Thujon. In
der Literatur konnten keinerlel Hinwelse auf das VVorkommen von Fenchon in genuinem Salbei
gefunden werden. Die selbst destillierten Salbeidle enthalten Salven, Tricyclen und
verhdtnism&dig viel Viridiflorol. S15 und S16 weisen zudem Spuren von Fenchon auf. Die
Salbeitle aus Salvia lavandulifolia (Tab. 36) enthalten Tricyclen, aber kein Salven und
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Viridiflorol. Eine Ausnahme bildet SL5, das neben den oben erwdhnten 2 % Thujon auch
Spuren von Salven aufweist. Fenchon kann nicht nachgewiesen werden.

Tabelle 35: Anteile charakteristischer Komponenten in Salvia-officinalis-Olen
GC/MS-Untersuchung auf Macrogol-Saule 60 m und auf Methylsilicon Saule 50 m
(Gehalte der Komponenten ass relative Flachenprozente)

Salven Tricyclen Viridiflorol Fenchon

Handelsdl Int. Ch.

$1 n.n. 0,25 0,10 0
S2 0,34 0,28 0,60 0
S3 0,10 0,40 0,43 0
S4 n.n. 0,28 0,18 0
S5 0,39 0,16 0,76 0,45
S6 0,33 0,31 0,63 0,73
S7 0,09 0,41 0,29 0
S8 0,09 0,41 0,64 0
S9 n.n. n.n. n.n. 0
$10 0,63 0,07 2,59 0
S11 0,34 0,15 1,52 0
$12 0,92 0,13 2,20 0
$13 0,38 0,28 0,88 0
$14 0,15 0,24 0,56 0
$15 0,22 0,16 6,70 0,03
$16 0,25 0,14 7,28 0,02
S17 0,11 0,18 4,75 0

n.n. nicht nachweisbar
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Tabelle 36: Anteile charakteristischer Salbeiol-Komponenten in Salvia-lavandulifolia-Olen
GC/MS-Untersuchung auf Macrogol-Saule 60 m und auf Methylsilicon Saule 50 m
(Gehalte der Komponenten as relative Fléchenprozente)

Salven Tricyclen Viridiflorol Fenchon
Handelsdl Int. Ch.
SL1 n.n 0,31 n.n. 0
SL2 n.n n.n. n.n. 0
SL3 n.n 0,04 n.n. 0
SL4 n.n 0,16 n.n. 0
SL5 0,05 0,27 n.n. 0

n.n. nicht nachweisbar

1.4.2.5 Physikalische Reinheitsprifungen nach Arzneibuch

Als physikalische Reinheitsprifungen nach Arzneibuch wurde die relative Dichte sowie der

Brechungsindex der Salbeidle fiir eine Reihe von atherisch-Ol-Mustern bestimmt.

Die Ergebnisse fur Salbeidl sind fur beide Prifungen homogen. Es ergaben sich fir die relative
Dichte Werte zwischen 0,910 und 0,920. Der DAC 1999 erlaubt Werte im Bereich von 0,905
bis 0,925. Die Bestimmung des Brechungsindex ergab Werte zwischen 1,462 und 1,468. Auch
hier liegen die vom DAC 1999 vorgeschriebenen Werte im Bereich von 1,457 bis 1,473.

1.4.2.6 Diskussion des neuen Monographie-Entwurfs

Fur die DC-Prifung wurde die Methode in den Monographie-Vorschlag Ubernommen, bei der
mit einer Mischung von 95 VT Toluol und 5 VT Ethylacetat as Fliefdmittel gearbeitet wird. Es
werden gut auswertbare DCs erhalten. Mit Hilfe der vier genannten Referenzsubstanzen ist die

| dentitétsbestimmung von Salbei 6l einfach und mit signifikanten Daten durchfiihrbar.

Fur das ,, Chromatographische Profil* wurde eine 60 m lange achirdle Macrogol-Saule mit
einem inneren Durchmesser von 0,25 mm gewdhlt. Die oben genannte achirale Methode wurde
in den Monographie-Entwurf aufgenommen. Die Konzentrationen der Referenzsubstanzen in
der Referenzlosung wurden einem durchschnittlichen Salbeidl nachempfunden. Fir die
Festlegung der Grenzwerte der Einzelsubstanzen wurden Literaturdaten berticksichtigt, da zum
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einen nicht von der Authentizitdt der Handel sproben ausgegangen werden kann, zum anderen
bei Salbeidl groRRere natiirliche Schwankungen méglich sind, die bei einer relativ geringen
Probenzahl von 14 Handelsdlen und 3 selbst destillierten Olen nicht erfalt werden kénnen. Die
Auflsung wird anhand der Peaks von Limonen und Cineol berechnet und soll mindestens 3,0
betragen. Fir a-Pinen wurde ein Grenzbereich von 2,0 bis 7,0 %, fur b-Pinen héchstens 4 %
vorgeschlagen. Die Ole von S lavandulifolia und S fruticosa enthalten durchschnittlich
hohere Antelle an diesen beiden Komponenten. Der Anteil an Cineol sollte zwischen 6,0 und
18,0 % betragen. Hohere Werte kénnen durch Verunreinigung des Ausgangs-Drogenmaterials
mit S. fruticosa verursacht sein. Thujon bildet den Hauptbestandteil von Salbeiél. a-Thujon
Uberwiegt mit 20,0 bis 42,0 % etwa um den Faktor vier bis acht im Vergleich zu b-Thujon, das
mit 2,5 bis 10,0 % vertreten sein sollte. Der zweitwichtigste Inhaltsstoff von Salbeidl ist
Campher mit 14,0 bis 28,0 %. Fur Bornylacetat und Borneol wurden die Grenzwerte des DAC
1999 von jewells hochstens 5,0 % Ubernommen, da die Untersuchungen entsprechende Werte
lieferten. b-Caryophyllen wird as charakteristisches Sesquiterpen beschrieben, das sich in
hoheren Antellen qualitdtsmindernd auswirkt. Sein Gehalt sollte den Wert von 10,0 % nicht

Uberschreiten.

Die Bestimmung der Salbei6l-Komponenten auf einer chiralen Saule bringt keine Vorteile mit
sich. Da Campher und Borneol als Racemate mit wechselndem Uberschul? auftreten, fiihrt die

Untersuchung der Enantiomerenverhaltnisse zu keiner verbesserten Authentizitétskontrolle.

Die Probenzahl fur die Prifung der relativen Dichte und der Brechungsindices war zu gering,
um verlddiche Aussagen zu Maximal- und Minimawerten zu treffen. Daher wurden die
Grenzwerte fir die Reinheitsprifungen sdmtlich aus dem DAC Ubernommen. Fir die relative
Dichte ist dies ein Bereich von 0,905 bis 0,925. Der Wert des Brechungsindex darf im Bereich
von 1,457 bis 1,473 liegen, die optische Drehung variiert von -3 bis +15°.
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2. Diskussion

Gaschromatographische Methoden im Rahmen von Arzneibuch-Untersuchungen &therischer
Ole sind zur Charakterisierung und Identifizierung dieser Vielstoffgemische unbedingt
erforderlich. Ein gut dokumentierter GC-Fingerprint erlaubt die rasche Zuordnung und

Qualitatsbeurteilung von atherisch-Ol-Mustern und ist der DC an Genauigkeit tiberlegen.

Hohe Stereospezifitaét wahrend der Biosynthese von Monoterpenen kann in der Regel die
Quialitatsbeurteilung von &therischen Olen mittels chiraler GC-Analytik wesentlich verbessern.
Voraussetzung fur die Bestimmung der Enantiomerenverteilung ist, dal3 der zu analysierende
Inhaltsstoff wahrend der Gewinnung und Untersuchung des &therischen Ols nicht racemisiert.
Limitierende Faktoren sind zum enen der hohe Preis der chirden Saulen sowie die
enantiomerenreinen Referenzsubstanzen, die fur die Zuordnung der Peaks notwendig sind,
jedoch nicht immer im Handel erhdltlich sind. Notfalls missen in den Monographien der
entsprechenden  &herischen Ole die Peak-Zuordnungen per definitionem vorgenommen

werden.

Liegen die Hauptinhaltsstoffe eines &therischen Ols as natiirliche Racemate vor, da sie auf
nichtenzymatischem Weg bzw. durch Autoxidation gebildet wurden oder wéhrend der
Verarbeitung racemisierten, so versagt die enantioselektive GC-Anayse. Zudem kann die
chirale GC-Untersuchung nicht eingesetzt werden, wenn die Hauptinhaltsstoffe des fraglichen

atherischen Ols optisch nicht aktive Verbindungen sind.

Der Einsatz der chiralen GC-Saulen ist bei sehr preisgiinstigen dtherischen Olen (weniger as
ca 10 €/kg) nicht erforderlich, da diese in aller Regel nicht verfascht werden. Darliber hinaus
versagt die enantioselektive Analyse, wenn reine Enantiomere zugesetzt werden, die entweder
auf synthetischem Wege hergestellt oder durch Isolation aus billigeren &herischen Olen

gewonnen wurden.

Nicht immer kann die stereoselektive GC-Untersuchung bei &dherischen Olen eingesetzt
werden, sie sollte jedoch das Mittel der Wahl sein, wenn Uber die Enantiomerenreinheit

Aussagen zur Qualitét der Probe mdglich sind.
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Der praktische Nutzen traditioneller physikalischer Reinheitsprifungen hinsichtlich der
relativen Dichte, des Brechungsindex und der optischen Drehung, ist nicht langer begrindbar.
Sie sind leicht manipulierbar und liegen firr die meisten &herischen Ole ohnehin in sehr
ahnlichen Bereichen. Dies trifft besonders auf die optische Drehung, aber auch auf den
Brechungsindex zu. Eine etwas hohere Aussagekraft besitzt die relative Dichte.
K onsegquenterweise sollte eine Streichung der optischen Drehung und des Brechungsindex aus
den &therisch-Ol-Monographien erfolgen. Nicht verzichtet werden kann auf die Bestimmung
der Peroxidzahl. Auch die Prifung auf Identitét eines dherischen Ols mittels DC besitzt
durchaus ihre Berechtigung. Sie stellt vor allem fur den Offizin-Apotheker eine schnelle,

einfach durchzufiihrende und kostenglinstige Methode dar.
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I11. Zusammenfassung der Ergebnisse

Die DAB-Monographien , Kiefernnadeldl“ und ,,Fencheldl® wurden um eine achirale GC-
Methode erweitert. Zudem wurde die DC-Methode von Kiefernnadeldl abgeéndert und die
»Prafungen auf Reinheit* durch die Bestimmung der Peroxidzahl ergénzt. Das bestehende
» Chromatographische Profil“ der Ph.-Eur.-Monographien ,Lavendeldl“ und ,, Bitter orangen-
blitendl“ wurde durch eine chirale GC-Methode ersetzt. VVollig neue Monographien wurden

fur siiRes Fencheldl, Koriander 6l und Salbeidl erstellt.

Durch die Entwicklung eines chiralen chromatographischen Profils fir Lavendeldl,
Bitterorangenbliutendl und Korianderdl kann eine deutliche Verbesserung der

Authentizitétsbeurteilung erreicht werden.

Zur Bestimmung der Enantiomerenvertellung von Linalool und/oder Linalylacetat in
Lavendeldl und Korianderdl wird die gleiche Quarzkapillarsaule, belegt mit einem b-
Cyclodextrinderivat, das an Position 2 und 3 einen Diacetylrest und an Position 6 einen tert-
Butyldimethylsilylrest tragt, eingesetzt. Die Untersuchungen von Korianderdl konnten das
charakteristische und konstante Verhdltnis von R(-)-Linalool zu S(+)-Linalool von 13:87
bestdtigen. Abweichungen davon konnen als Verfaschung gewertet werden. Im Gegensatz
dazu liegt in genuinem Lavendeldl fast ausschliefdich das R(-)-Enantiomer vor. Dieses neigt
jedoch wahrend der Wasserdampfdestillation zur Racemisierung, so dal3 nur mindestens 90 %
an R-Linalool (bezogen auf Gesamt-Linalool) as Authentizitdtskriterium gefordert werden
koénnen. Anders verhdlt es sich mit Linaylacetat, das ebenfalls fast ausschliefdlich in der R(-)-
Form vorliegt, aber kaum zur Racemisierung neigt. Es bietet eine wesentlich genauere
Beurteilungsgrundlage fur echtes Lavendelol, da nur bis zu 4 % des S(+)-Enantiomers

vorhanden sain diirfen.
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Um die relevanten optisch aktiven Bestandteile des Bitterorangenblitendls, Linaool und
trans-Nerolidol, zu untersuchen, wird eine mit einem b-Cyclodextrinderivat belegte
Quarzkapillarsaule eingesetzt, bei dem die OH-Gruppen an Position 2 und 6 mit Methylresten
und die OH-Gruppen an Position 3 mit einem Pentylrest verethert sind. Die
Enantiomerenverteilung von Linaool ist im Falle des Nerolidls nur bedingt fir eine Aussage
zur Authentizitét tauglich. Obwohl es in der Pflanze fast ausschliefdlich in der R(-)-Form
vorliegt, werden bei der Dedtillation, beginstigt durch den sauren pH-Wert im
Destillationssumpf, bis zu 30 % S(+)-Linalool gebildet. In hoher Enantiomerenreinheit und
Stabilitét tritt hingegen trans-Nerolidol auf. Bereits mehr als 2 % der R(-)-Form (bezogen auf

Gesamt-trans-Nerolidol) kénnen als Verfalschung des &therischen Ols gewertet werden.

Im Fale von Kiefernnadel6l und Salbeiél wird zur GC-Prifung auf Identitét, Reinheit und
Gehalt eine achirale Macrogol-Saule verwendet, da die relevanten chiralen Inhaltsstoffe dieser
atherischen Ole als Racemate bzw. in nicht definierbaren Enantiomerenverhatnissen vorliegen.
Die Unterscheidung von Kiefernnadel- und Latschenkieferndl ist auf diese Weise nicht
maoglich, deshalb mul3 Latschenkieferndl wie bisher in die Kiefernnadel6l-Monographie
implementiert bleilben. Auch die chirde GC-Untersuchung von Kiefernnadeldl und
L atschenkieferndl auf  ener  modifizieten  b-Cyclodextrin-Sdule  hat  keine
Unterscheidungsmaglichkeiten ergeben. Das étherische Ol von Salvia officinalis kann dagegen
mittels achiraler GC-Untersuchung gut von anderen &therischen Olen aus Salvia-Arten

unterschieden werden.

Da die Fenchel 6I-K omponenten Anethol und Estragol optisch nicht aktive Verbindungen sind,
wird auch hier zur Erstellung des chromatographischen Profils eine achirale Macrogol-Saule
verwendet. Dadurch wird die Charakterisierung und Unterscheidung der &therischen Ole der

beiden Varietdten vulgare und dulce ermdglicht.
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Eine DC-Methode zur Prifung auf Identitét wurde fur siiles Fencheldl, Korianderdl und
Salbeiol entwickelt. Die Verwendung des hepatotoxischen Dichlormethans zur Herstellung des
Kiefernnadel61-DC wurde durch das ,, Standard-Flielmittel* fir dtherische Ole, bestehend aus
Toluol und Ethylacetat, ersetzt. Wahrend die DC-Untersuchung von siifem Fenchelél und
Korianderdl relativ unspezifische Ergebnisse liefert, bietet sie eine gute Mdoglichkeit zur
| dentit&tsprifung von Salbei 6l und Kiefernnadel 6l.

Die physkalischen Reinheitsprifungen auf relative Dichte, Brechungsindex und optische
Drehung wurden bei stiRem Fencheldl, Koriander 6l und Salbeidl durchgefihrt. Verféschte
Handel stle kdnnen damit nur in den seltensten Fallen erkannt werden. Dagegen konnte gezeigt
werden, da? die Bestimmung der Peroxidzahl wertvolle Hinweise auf Uberlagerte
Kiefernnadeldle liefert.
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V. Experimenteller Tell

1. Materialien

1.1 Handelsproben atherischer Ole

Die Angaben beziehen sich auf die Deklaration der Hersteller bzw. Vertreiber der jeweiligen

dtherischen Ole,

Kiefernnadel-/L atschenkieferndl:

Latschenkieferntl Allgau LK10 Ch.B.:119911 AllgaPharma
L atschenkieferndl Allgéu, ohne Tocopherol LK1l Ch.B.:119911 AllgaPharma
L atschenkieferndl Fa. Fuchter, Leinfelden LK8 Allga Pharma
Latschenkieferndl Ost, Fa. Dulllberg Konzentra LK19 AllgaPharma
Oleum pini sylvestris, DAB 10 K1 Ch.: 90141039 Cadlo

Oleum pini pumilionis, Ph.Helv. 8 LK20 Ch.: 83859019 Caelo

Oleum pini pumilionis " Tirol. Spitzenqualitét”, Ph.Helv. 8 LK9 Ch.: 83334378  Cadlo
Kiefernnadel 6l naturidentisch K12 Ch.: 527738 Cosnaderm

L atschenkieferndl naturidentisch Lk22 Ch. 600559  Cosnaderm
Kiefernnade ol K6 740-050 Dllb. Konz.
Latschenkieferndl, Deutschland LK15  740-520 Diillb. Konz.
Kiefernnadel6l DAB 1998, GUS K9 PO114730 Frey + Lau
Latschenkieferndl, Ph.Helv. VII, Kanada LK16 PO113675 Frey + Lau
Kiefernnade 6l K8 Ref.: 910575 P. Kaders

L atschenkieferndl LK6 Ref.: 910574 P. Kaders
Meereskieferndl K18 Art. Nr. 801248 K. Kitzing

L atschenkieferndl, Tir. gar. echt LK1  Art.Nr.801509 K. Kitzing
Kiefernnadeldl, P. silvestris, Europa K7 Morgentau
Meerkieferdl, rekt., P. pinaster, Portugal K19 Morgentau
Zirbelkieferdl, P. cembra, Balkan K15 Morgentau
Latschenkieferndl, P. mugo, Frankreich LK2 Morgentau
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Kiefernnadel, P. silvestris, kontr. biol. A., Frankr.
Lariciokiefer, P. laricio, Wildsammlung, Frankr.
Zirbelkiefer, P. cembra, Wildsammlung, Osterr.

L atschenkiefer, P. mugo, Zweig, Wildsammilung, Osterr.
Kiefernnadel ol

Latschenkieferndl

Kiefernnadel 6l natlirlich und naturident, Fa. Lichtenheldt
Oleum pini sylvestris, Russisch

Kiefernnadel 6l naturrein, Fa. Schwarzkopf, Jugoslawien
Tiroler Kiefernnadel 6l naturrein, Osttirol, Fa. Unterweger
Pinus mugo naturrein, Eigendestillation, Brecherspitze
Allgéuer Latschenkieferndl, Fa. Allga Pharma
Latschenkieferndl DAB 10, Polen, Fa. Diillerg. Konzentra
Latschenkieferndl naturrein, Fa. Eschgfeller
Latschenkieferndl, Kanada, Fa. Frey + Lau
Latschenkieferndl nat. u. naturid., Fa. Haarmann & Reimer
Latschenkieferndl, P. mugo, Sibirien, Fa. Osswald
Latschenkieferndl naturr., P. mugo, Osttirol, Fa. Unterweger

Fencheldl

Oleum Foeniculi rectific. DAB 1997

Fencheldl, stiss

Fenchel6l, DAB 1998, Spanien

Fencheldl, bitter

Fencheldl, bitter

Fencheldl, bitter

Fencheldl, sliss, F. vulgare var. dulce, Frankr.
Fenchel, siiss, F. vulgare dulce, biol. dyn. A., Italien

Fenchddl, natiirlich
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K3
K17
K16
LK12
K5
LK14
K11
K4
K10
K2
LK18
LK5
LK7
LK17
LK4
LK21
LK3
LK13

F3
F1
F4
F7
F2
F8
F5
F9
F6

Ch.: 07683-1
Ch.:06860-2
Ch..07846-4
Ch.:07855-1

Art. 6505.1

Ch.: 854342518
738-000
PO114381
S0O100040
Ref.: 910563
Art. Nr. 802285

Ch.: 07001-2
Art. 5343.1

Primavera
Primavera
Primavera

Primavera

Roth
Roth

Sixtus
Sixtus
Sixtus
Sixtus
Sixtus
Sixtus
Sixtus
Sixtus
Sixtus
Sixtus
Sixtus

Sixtus

Caelo
Dullb. Konz.
Frey + Lau
Frey + Lau
P. Kaders
K. Kitzing
Morgentau
Primavera

Roth
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Korianderdl

Korianderdl

Coriander, Coriandrum sativum, GUS
Koriander, Coriandrum sativum

K oriandersamendl, Oleum Coriandri e Semine
Corianderdl

Corianderdl russisch

Corianderdl

Coriandrum sativum, GUS

Koriander, Coriandrum sativum, Ruf3and
Koriander kbA, Coriandrum sativum, Frankr.
Koriandersamen, Coriandrum sativum, Rufand
Korianderblatt, Coriandrum sativum, Agypten
Korianderdl natdrlich

Corianderdl russisch

Corianderdl russisch

Bitterorangenbl Utendl

Neroli extra, Citrus bigaradia, Marokko

Oleum Aurantii Floris

Oleum Aurantii Floris artific.

Nerolidl, Citrus aurantium ssp. amara

Nerolidl, Citrus bigaradia, Tunesien

Neroli agypt. kbA, Citrus aurantium ssp. aur., Agypten
Neroli marokk., Citrus aurantium ssp. aur., Marokko
Neroli sizil., Citrus aurantium ssp. aur., Italien
Orangenbliite Absolue Agypten

Neralidl natirlich

Neroliél kiinstlich

Neroli Bigarade Petales, 1995, Calabrian Citrus Center
Nerolidl spanisch, Fa. Charabot, 1995
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C3
C9
C4
C13
c1
c2
C6
cs
Ccs5
Cl4
C10
CB1
c11
c7
C12

N7
N3
N12
N1
N9
N5
N2
N8
N11
N6
N13
N10
N4

Ch.:
Ch.:

Q904069
95301060

736-235/5248

S0100235

Ref.: 111266

Ch.:
Ch.:
Ch.:
Ch.:

Ch.:
Ch.:

Ch.:
Ch.:
Ch.:
Ch.:

09140-1
09070-2
09241-2
08841-1

91319020
95834020

08979-1
09007-1
08481-2
08194-1

Aldrich
Amyris
Bergland
Caelo
Dullb. Konz.
Frey + Lau
P. Kaders
K. Kitzing
Primavera
Primavera

Primavera

Primavera

Roth
Schierholz
Vogele

Amyris
Caelo
Caelo

K. Kitzing
Morgentau

Primavera
Primavera
Primavera

Primavera

Roth
Roth

Sixtus

Sixtus
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Petitgrainol

Petitgrain, Citrus aurantium PG2
Oleum Petitgrain, Paraguay PG1
Petitgraindl, Citrus bigaradia, Paraguay PG3
Petit Grain kbA, Citrus aurantium ssp. aur., Agypten PG4
Lavendel 6l

Oleum Lavandulae "Mont Blanc” 38-48%, DAB 1997 L7
Oleum Lavandulae "Bareme” 50-58%, DAB 1997 L1
Lavendeldl, kunstlich L24
Lavendeldl L8
Lavendel 6l Frankr., L. angustifolia L9
Lavendeldl Maillette, L. angusifolia L10
Lavendeldl Slowenien, L. angusitfolia L20
Lavendd synthetisch L25
Lavendel 6l Mt. BI. 38/40%, DAB 1998, Frankr. L11
Lavendel6l Mont Blanc, Haute Provence L12
Lavendel 6l 40/42%, Haute Provence L13
Lavendelol commercielle, Haute Provence L14
Lavendeldl kroatisch L21
Lavendel6l chinesisch L23
Lavendeldl Barreme L2
Lavendeldl Barreme Clonade L3
Lavendel0l Barreme extra, L. offic., Frankr. L4
Lavendd fein, L. offic., konv. A., Frankr. L15
Lavendd fein, L. offic., biol. dyn. A., Italien L16
Lavendel extra, L. offic. Wildsammlung, Frankr. L5
Lavendeldl natrlich L17
Berglavendel dalmatinisch, 6/97 L22
Lavendel6l Mont Blanc, 4/95 L18
Lavendel 6l extrafein, Frankr., Fa. Schwarzkopf L6
Lavendeldl, Population aus Stecklingen, Fa. Adrian L19
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Ch.:
Ch.:

Ch.:

Ch.:
Ch.:

Ch.:

Q904035
84126478

08840-2

85217019
83548378

616253

740-590

Lot Nr. 951221/2
Lot Nr. 951123/3

Lot
Lot

Nr. 960118
Nr. 951101

PO118922

Ref

Ref .
Ref .
Ref .
Ref .

Art.
Art.

Ch.:
Ch.:
Ch.:

Art.

.- 910553
910554
910555
910556
910557

Nr. 800484
Nr. 801845

07762-1
07529-3
06548-5

5443.1

Bergland
Cadlo
Morgentau

Primavera

Cado
Cadlo

Cosnaderm
Dullb. Konz.
Essencia
Essencia
Essencia

Essencia

Frey + Lau
P. Kaders
P. Kaders
P. Kaders
P. Kaders
P. Kaders

K. Kitzing
K. Kitzing
Morgentau
Primavera

Primavera

Primavera

Roth

Sixtus
Sixtus
Sixtus

Sixtus
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Lavandindl

Lavandindl abrialis

Lavandindl abrialis, Frankr.
Lavandindl grosso, Haute Provence
Lavandindl sumian, Haute Provence
Lavandindl super, Haute Provence
Lavandindl abrialis, Haute Provence
Lavandindl grosso

Lavandingl 30/32 abrialis

Lavandindl super, L. hybrida, Frankr.
Lavandin, L. hybrida, biol. dyn. A., Italien

Lavandindl, franzosisch, 22/24%

Spikél

Oleum Spicae, EB6

Spikal

Spikedl, EB6, Spanien

Spikal

Spikdl, span. naturrein

Spikdl, L. latifolia, Spanien

Speiklavendd, L. latifolia, kontr. biol. A., Frankr.
Spikdl purum

Salbeidl

Sabei kbA, Salvia officinalislatif., Frankr.

Salbei, Salvia officinalis

Damatin. Salbeidl, Oleum Salviae DAC 1986 3. Erg. 1991
Sabeidl, Salvia officinalis

Salbeiol dalmatinisch, ca. 40%

Salvia officinalis, ca. 30% Thujon, Croatien

Salbei, Salvia officinalis, Kroatien

Salbeidl -extra- 45/50%, Salvia officinale, Damatien
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LH4
LH5
LH8
LH1
LH10
LH6
LH9
LH7
LH11
LH2
LH3

LL1
LL2
LL3
LL4
LLS
LL6
LL7
LL8

740-560
PO104415
Ref.: 910558
Ref.: 910559
Ref.: 910560
Ref.: 910561

Art. Nr. 800483
Art. Nr. 800481

Ch.: 07492-2
Art. 6603.1

Ch.: 90905099

743-595
PO104944
Ref.: 910562

Art. Nr. 357250

Ch.: 07537-1
Art. 7079.1

Ch.: Q000491
Ch.: 92030020
743-515/91375

S0402241

89117991022

Dullb. Konz.
Frey + Lau
P. Kaders

P. Kaders

P. Kaders

P. Kaders

K. Kitzing
K. Kitzing
Morgentau
Primavera

Roth

Caelo
Dullb. Konz.
Frey + Lau
P. Kaders
K. Kitzing
Morgentau
Primavera

Roth

Amyris
Bergland
Caelo
Dullb. Konz.
Frey + Lau
K. Kitzing
Medicon

Morgentau
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Salbei, kbA, Salvia officinalis, Frankr.

Salbei, biol. dyn. Anbau, Salvia officinalis, Italien
Salbeidl, nattrlich, dalmatinisch

Salbeidl, dalmat. 25/30%

Salbeidl, Salvia officinalis, 30%, Dalmatien
Etherisches Ol Salbei, Salvia officinalis, Albanien

L avendelsalbei 6l
Salbei, Salvia officinalie ssp. lavandulifolia, Spanien

Salbeidl, Salvia hispanica

Salbeidl, spanisch

Salvia lavandulifolia, Spanien

Lavendelsalbel kbA, Salvia lavandulifolia, Frankr.

Muskatellersal bei 6l
Muskateller-Salbei, Salvia sclarea
Muskateller-Salbeiol

Salvia sclarea, Frankr.

Muskateller-Salbeidl, Salvia sclarea, Frankr.
Muskatellersalbei, Salvia sclarea, Frankr.
Muskatellersalbei, Salvia sclarea, Frankr.
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S11
S12

8 4

SL1
SL2
SL3
SL4
SL5

SS1

Ch.: 09320-1
Ch.: 10305-2

Ch.: 381759

743-510/5721
S0100128

Ch.: 08887-1

Ch.: Q904161

Ch.: 94024110

Ch.: 08718-2
Ch.: 378356

Primavera
Primavera
Roth
Schierholz
Sixtus

Spinnrad

Amyris
Dullb. Konz.
Frey + Lau
K. Kitzing

Primavera

Bergland
Caelo

K. Kitzing
Morgentau
Primavera

Spinnrad
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1.2 Authentisches Drogenmaterial

Das Authentische Drogenmaterial diente als Grundlage fur die Gewinnung authentischer

dherischer Ole. Die Gewinnung der é&herischen Ole erfolgte nach der Methode
, Gehaltsbestimmung des &therischen Ols in Drogen® (2.8.12) der Ph. Eur. 1997.

Kiefern-/Latschenkiefernnadeln

Frische Zweige mit Nadeln von Latschenkiefern aus Plantagen

Frische Zweige mit Nadeln von P. sylvestris
Frische Nadeln von P. sylvestris
Frische Zweige mit Nadeln von P. mugo

Frische Nadeln von P. mugo

Fenchel

Fenchelfrichte, bitter, Sorte " Bertena’, Anbau 1998
Fenchelfriichte, sii3, Sorte ”De Florend’, Saatgut 1998
Fenchel suf3, Frankr., Ernte 1998

Fenchel suf3, Frankr., Ernte 1999

Fenchel sif3, Turkel, Ernte 1998

Bitterfenchelfriichte

Fenchel Sort.-Nr. FOE 40/91 Korea

Fenchel Sort.-Nr.
Fenchel Sort.-Nr.
Fenchel Sort.-Nr.
Fenchel Sort.-Nr.
Fenchel Sort.-Nr.
Fenchel Sort.-Nr.
Fenchel Sort.-Nr.

FOE 38/89 Itdien
FOE 7/76

FOE 21/90

FOE 45/93 Kuba
FOE 31/89 Irak
49389 (USA)
50833 (BRD)
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F11
F12
F13
F15
F14
F10
F20
F17
F21
F18
F23
F22
F19
F16

LK25

Allga Pharma

K14 Bot. Garten Uni Regensb.

K13 Bot. Garten Uni Regensb.

LK24
LK23

Ch.: 58367
Ch.: 58369
Ch.: 58368

Bot. Garten Uni Regensb.
Bot. Garten Uni Regensb.

Agrimed Hessen
Agrimed Hessen

M. Bauer
M. Bauer

M. Bauer

Muggenburg

Genbank Gatersleben
Genbank Gatersleben
Genbank Gatersleben
Genbank Gatersleben
Genbank Gatersleben
Genbank Gatersleben

FAL Braunschweig
FAL Braunschweig
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Koriander
Koriander ganz, Bulgarien C16 Ch.: 64781 M. Bauer
Koriander ganz, Bulgarien, Ernte 1999 C15 Ch.: 64786 M. Bauer
Koriander ganz, Marokko Cc17 Ch.: 64832 M. Bauer
Koriander ganz, Rufdand cz21 Ch.: 64831 M. Baver
Koriander ganz, Serbien, Ernte 1998 C20 Ch- 64785 M. Bater

Ch.: 64833 M. Bauer
Koriander ganz, Ungarn C19
Korianderfriichte, Coriandrum sativum C18 Caelo
Bitterorangenbl iten
Frische Bliten von Bitterorangenbdumen C. aurantium Pharm. Biol. Uni Regensb.
ssp. aurantium
Baum 1 N14
Baum 2 N15
Authentische Bliten aus Korsika N16 Prof. Casanova, Korsika
Salbel
Salbeibl&tter conc., Albanien Si15 Ch.: 64779 M. Bauer
Salbeiblétter conc., Albanien S16 Ch.: 64830 M. Bauer
Salbeiblétter conc., Ph. Eur. NT 1999 S17 Caelo
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1.3 Standar dsubstanzen

Fluka, Buchs, Schweiz

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

trans-Anethol, Anisadehyd, (+)-Borneol, (-)-Borneol, (+)-
Bornylacetat, (-)-Bornylacetat, (-)-Camphen, (+)-Campher, (-)-
Campher, (+)-Carvon, (-)-Carvon, (-)-trans-Caryophyllen, Citral
(cisttrans), p-Cymen, Decanal, Eucayptol, (+)-Fenchon, Geraniol,
Geranylacetat, a-Humulen, (+/-)-Lavandulylacetat, (R)(+)-
Limonen, (§)(-)-Limonen,  (+/-)-Lindool, (R)(-)-Linaool,
Linalooloxid, Linalylacetat, Myrcen, Nerol, cis-Nerolidal,
Nerylacetat, Ocimen, 3-Octanon, (R)(-)-a-Phellandren, (+/-)-1-
Phenylethanol, 2-Phenylethanol, (-)-a-Pinen, (+)-b-Pinen, (-)-b-
Pinen, (+)-Sabinen, (+)-Terpinen-4-ol, (+)-a-Terpineol, (-)-a-
Terpineol, Terpinolen, (+/-)-a-Terpinylacetat, (-)-a-Thujon, Thujon
(a+b), Vanillin

(+)-Camphen, cisttrans Nerolidol, Thujon (a+b)

cisAnethol,  4-Anisadehyd, (-)-Borneol,  b-Caryophyllen,
Essigsdure-L-bornylester,  Lavandulol, Linaool, cisttrans
Linadooloxid, trans-Nerolidol, 3-Octanol, Sabinen, 4-Terpinenal, a-

Thujen, a+b-Thujon, Vaencen, Vanillin

(+)-3-Caren, Caryophyllenoxid, Citral, Isoborneol, (+/-)-trans-

Nerolidol, a-Terpinen, g-Terpinen, (+)-Terpinen-4-ol
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1.4 GC-Saulen

Saule A: Stabilwax®, quervernetztes Macrogol 20 000, 30 m, 0,32 mm ID, 0,25 pm df, Restek
Europa (Bad Soden)

Saule B: SupelcowaxO -10, gebundenes Macrogol 20 000, 60 m, 0,25 mm 1D, 0,25 pm df,
Supel co (Deisenhofen)

Saule C: ATO-WAX, gebundenes Macrogol 20 000, 25 m, 0,25 mm 1D, 0,20 um df, Alltech
(Unterhaching)

Saule D: BGB-174°, 50 % 2,3-Diacetyl-6-tert-butyldimethylsilyl-b-cyclodextrin gelGst in
BGB-1701 (14 % Cyanopropylphenyl-, 86%-methylpolysiloxan), 30 m, 0,25 mm ID, 0,25 ym
df, BGB Analytik Vertrieb (Schlof3tckel heim)

Siule E: BGB-174°, 50 % 2,3-Diacetyl-6-tert-butyldimethylsilyl-b-cyclodextrin gelost in
BGB-1701 (14 % Cyanopropylphenyl-, 86%-methylpolysiloxan), 50 m, 0,25 mm ID, 0,25 ym
df, BGB Analytik Vertrieb (Schlof3tckel heim)

Saule F: BGB-175°, 50 % 2,3-Diacetyl-6-tert-butyldimethylsilyl-g-cyclodextrin gelGst in
BGB-1701 (14 % Cyanopropylphenyl-, 86%-methylpolysiloxan), 50 m, 0,25 mm ID, 0,25 ym
df, BGB Analytik Vertrieb (Schlof3tckel heim)

Sule G: Hydrodexo b-3P, 50 % Heptakis-(2,6-di-O-methyl-3-O-pentyl)-b-cyclodextrin
verdinnt mit OV 1701 7 % Phenylsilicon, 5 % Cyanopropylsilicon, 88 % Methylsilicon), 50 m,

0,25 mm ID, Macherey-Nagel (Diren)

Sule H: Lipodexo E, Octakis-(2,6-di-O-pentyl-3-O-butyryl)-g-cyclodextrin, 50 m, 0,25
mmID, Macherey-Nagel (Duren)
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2. Methoden

2.1 Gaschromatographie

2.1.1 GC-FID-Untersuchungen

Gaschromatograph: Fisons GC 8000 mit Autosampler AS 800, Fisons
Instruments, Mailand

Aufzeichnungsgeschwindigkeit: 10 Punkte/sec (auf Softwareseite)

Brenngase fur FID: Wasserstoff 30 ml/min, Luft 614 ml/min

| njektionsvolumen: Autosampler 1 W des mit n-Heptan 1:50 verdinnten

dherischen Ols

Die Methoden firr die einzelnen dtherischen Ole sind in den jeweiligen Kapiteln beschrieben.

Zur Quantifizierung der Inhaltsstoffe wird das Verfahren der "Normalisierung”, auch 100%-
Methode genannt, angewandt. Hierbei wird die gesamte Flache unter dem Chromatogramm
integriert. In der Folge kénnen alle Haupt- und Nebenkomponenten berechnet werden. Hierbei
kénnen in Abhangigkeit von der verwendeten Sdule (stationdre Phase, Saulenlénge),
Einspritztechnik (Split, Splitless, manuell, Autosampler, etc.) und dem Detektor erhebliche
Schwankungen auftreten [27]. Die Berechnung der Inhaltsstoffe Gber einen internen Standard
stellt eine genauere Methode dar, es kann damit aber nur eine begrenzte Anzahl an
Komponenten gleichzeitig bestimmt werden. Der interne Standard sollte nahe der zu
bestimmenden Substanz eluieren, eine @nliche chemische Struktur aufweisen und in anndhernd
gleicher Konzentration zum Anayten eingesetzt werden. Aufgrund der einfacheren
Handhabung hat sich die Normalisierung in den Arzneiblichern durchgesetzt, wobel Fehler bel

der Quantifizierung der Inhaltsstoffe in Kauf genommen werden.

Die dargestellten Werte sind jeweils Mittelwerte aus drei Bestimmungen der entsprechenden

dtherischen Ole.
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2.1.2 GC-M S-Untersuchungen

Gaschromatograph: Shimidazu GC-17A, Shimidazu, Duisburg
Detektion: Massensel ektiver Detektor
Shimidazu MS-QP 5050 A
Anregungsenergie: 70eV
Temperatur Interface: 250°C
Temperatur Injektor: 220°C
Scannning range: 40-500 m/z
Scanning rate; 1 scan/s
Auswertungs-Softwear: CLASS 5000, Shimidazu, Duisburg
Injektion: 0,5 Wl einer 1:50 Verdiinnung des &herischen Ols mit
Heptan

Zur Bestétigung der Peakidentifizierung wurden zuséizlich die Kovats Indices der Substanzen

auf zwe Sdulen unterschiedlicher Polaritéat ermittelt.

Zur Bestimmung der Kovats-Indices wurde eine n-Alkan-Reihe der Kettenlangen C9 bis C18
verwendet. Die Retentionszeiten der Substanzen wurden mit  einem linearen
Temperaturprogramm ermittelt. Die Werte stimmten gut mit den Angaben von JENNINGS
[113] und ADAM [114] Uberein.

Der Kovats-Index K1 einer Verbindung x wurde nach folgender Formel berechnet [115]:

logt¢:(x) - logtd(n)

KIG) = 10000 +100(N - )X e Ny - Togte(n)

n: Anzahl der C-Atome im kleineren (vor x eluierten) n-Alkan
N: Anzahl der C-Atome im grof3eren (nach x eluierten) n-Alkan
t"(X): Nettoretentionszeit der Verbindung x

t"(n): Nettoretentionszeit des kleineren n-Alkans

t"(N): Nettoretentionszeit des grofderen n-Alkans
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Saule 1. Supelcowax 10, 60m = 0,25 mm ID, Supelco, Deisenhofen
Temperaturprogramm: 70°COmin// 2°C/min// 170 °C

Trégergas. Helium, 1 ml/min

Split: 1:20

Saule 2: SE54, 50 m” 0,25 mm ID, Macherey-Nagel, Diren
Temperaturprogramm: 60 °C O min// 3 °C/min// 240 °C

Trégergas. Helium, 1 ml/min

Split: Splitless
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2.2 Dunnschichtchromatographie

Die Dunnschichtchromatogramme wurden nach der Vorschrift (2.2.27) der Ph. Eur. 1997
angefertigt [1]. Es wurde stets mit Kammerséttigung gearbeitet. Als stationdre Phase wurden
Kieselgelplatten ,,DC-Alufolien 20 © 20 cm Kieselgel 60 Fuss“ der Fa. Merck/Darmstadt
verwendet. Als mobile Phase wurden stets 100 ml des entsprechenden L ésungsmittelgemisches
eingesetzt. Die Untersuchungsiésungen wurden mit 10 gl Mikropipetten (Blaubrand®)
aufgetragen. Nach dem Entwickeln wurde das DC unter dem Abzug getrocknet. Die
Auswertung der Banden erfolgte bei UV 254 und UV 365. Danach wurde mit einem
Sprihreagenz bespriht und die DC-Platte zum Ablauf der Reaktion in den Trockenschrank
gelegt. Die Auswertung der Banden erfolgte bel Tagedicht.

Die Spriuhreagenzien wurden nach den Vorgaben der Arzneibicher [1,4] folgendermalien

zubereitet:

Anisaldehyd-Reagenz: 0,5 ml Anisaldehyd R werden mit 10 ml Essigsaure 98 % R, 85 ml
Methanol R und 5 ml Schwefelsdure R in der angegebenen Reihenfolge gemischt.

Fur eine 20 © 20 cm DC-Platte werden ca. 10 ml Anisaldehyd-Reagenz benétigt. Nach dem
Bespriihen wird 10-15 min lang unter Beobachtung bei 100-105 °C erhitzt.

Vanillin-Reagenz: 100 ml einer Losung von Vanillin R (10g/1) in Ethanol 96 % R werden sehr
vorsichtig und tropfenweise mit 2 ml Schwefelsiure R versetzt. Nach dem Bespriihen der DC-
Patte wird etwa 10 min lang bei 100-105 °C bis zur optimalen Farbentwicklung erhitzt.

Die Losung ist innerhalb von 48 h zu verwenden.
Molybdato-Phosphor sdure-Reagenz: 20 g Molybdatophosphorsaure R werden mit Ethanol 96

% R zu 100 ml gel¢st. Nach dem Bespriihen wird die DC-Platte 15 min lang bei 150 °C erhitzt.

Die LOsung ist vor Gebrauch frisch herzustellen.
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Experimenteller Teil

2.3 Wasserdampfdestillation

Das Drogenmaterial wurde einer Wasserdampfdestillation nach Ph. Eur. 1997 (2.8.12)
unterzogen [1]. Dazu wurde das Drogenmaterial nach Zugabe von flissigem Stickstoff
gemahlen, die Bitterorangenbliten wurden unzerkleinert verwendet, getrocknete Salbeibl &tter
waren bereits geschnitten und wurden daher ebenfalls nicht vermahlen. Als
Dedtillationsflissigkeit wurde demineraisiertes Wasser, as Hilfsphase wurde anstelle von
Xylol n-Heptan verwendet, da bei Xylol die Gefahr besteht, dass relevante Peaks Uberdeckt

werden.

Abb. 28 Apparatur zur Gehaltsbestimmung des
atherischen Olesin Drogen (L &ngenangaben in mm)
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