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Meiner GroRmutter

Upon the hills are Myrtles blooming —

Dark tea—tree glades

Toss their light foam like banners triumphing,
White Burgan wades

Knee-deep in summer grass, a mounth ago
Heath-myrtle sweet

Laughed and turned rosy — crimsoning her snow
On flying feet.

Of scent she brought dear memories. The gums
Star-crowned and tall

Baring their limbs as every zephyr comes,
Sing over all.

N.N.
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A. Einleitung

A Einleitung

1 Zielsetzung dieser Arbeit

Als ,Teebaum“ werden verschiedene Baume und Straucher der Gattungen Baeckea,
Kunzea, Leptospermum und Melaleuca (Myrtaceae) bezeichnet, deren Bléatter im 18.
Jahrhundert zur Bereitung von Tee im australasiatischen Raum verwendet wurden. Der
Begriff ,Teebaumol* wird somit im weiteren Sinne fur die Beschreibung der atherischen Ole

von verschiedenen Arten dieser Gattungen verwendet.

Das wirtschaftliche Interesse an Teebaumdlen s.. ist eng verknUpft mit deren
antimikrobiellen Eigenschaften. In diesem Sinne ist das Australische Teebaumdl, gewonnen
aus Melaleuca alternifolia, von hdchster Prioritat. In jungerer Zeit verstarkte sich das
Interesse an dem neuseelandischen Teebaumdl, dem Manukadl, gewonnen aus
Leptospermum scoparium. Dessen moglicher Einsatz als nattrlicher Stoff in kosmetischen
Produkten war wiederholt Gegenstand von Diskussionen. Mit ihm hoffte man eine
geruchsneutrale Alternative zur Verfiigung zu haben. Neben diesen beiden Olen haben
weitere Teebaumole pharmazeutische Bedeutung: Cajuputél, gewonnen aus Melaleuca
cajuputi, und Niaouliél, gewonnen aus Melaleuca quinquenervia oder M. viridiflora. Beide Ole
werden von der Kommission E des BfArM fir therapeutische Anwendung beschrieben.
Kanukadl, gewonnen aus Kunzea ericoides, gehort definitionsgemall auch zu den
Teebaumdlen des Handels, wenn auch mit geringerer Bedeutung.

Die Arbeit hat folgende Zielsetzung:

Aufklarung der Inhaltsstoffspektren der finf Teebauméle s.l. des Handels
Die Teebaumoéle der Melaleuca-Arten sind gut untersucht. Folglich missen sich

chemisch-analytische Untersuchungen auf Manuka- und Kanukadle fokussieren.

Die Formulierung von Grenzwerten fiur die charakteristischen Komponenten der
Teebaumodle s.l. des Handels
Damit soll in Anlehnung an die Arzneibuchmethode ,,Chromatographisches Profil* dem

Handel eine Qualitdtsnorm an die Hand gegeben werden.
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Vergleichende Untersuchung zur Qualitdt und Quantitat der antimikrobiellen
Wirkung der finf Teebauméle s.I.
Heutzutage wird als Antiseptikum und Desinfiziens in groBem Mal3e Australisches
Teebaumol genutzt. Es soll durch in vitro Testung eine Grundlage erarbeitet werden,
mit Hilfe derer die antimikrobielle Wirksamkeit der anderen Teebaumodle

pharmazeutisch nutzbar gemacht werden kann. Dabei verdient der b-Triketon-Komplex

des Manukadls besonderes Interesse.

Der Einsatz von Mischungen wirksamkeitsrelevanter Substanzen ist von Vorteil, wenn deren
Beitrag zur Wirkung additiv oder tiberadditiv ist. In diesem Sinne ist ein atherisches Ol zu
verstehen. Trotzdem wird dabei immer von ,wirksamkeitsbestimmenden“ Olkomponenten
gesprochen. Vor diesem Hintergrund sollen einzelne Olkomponenten, Mischungen von
Olkomponenten sowie Mischungen von Olen und Olfraktionen der Teebaumdle vergleichend
in vitro getestet werden. Es sollen damit Alternativen aufgezeigt werden, zu denen im Handel
befindlichen terpenreichen Mischungen aus Myrtaceen-Ole, die breiten Einsatz bei der
Behandlung von Infektionen der Atemwege haben.

In bezug auf Manukadl soll ein weiterer Aspekt bearbeitet werden. Dieser ergab sich aus der
bekannten Tatsache, daf? in Neuseeland Leptospermum scoparium in verschiedenen
Chemotypen vorkommt. Diese Art von Polychemismus ist bei den Myrtaceae weit verbreitet.
Durch chemisch-analytische Untersuchungen an Wildpflanzen und Kulturvarietaten soll
dieser chemo-systematische Aspekt naher beleuchtet werden.
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2 Die Familie der Myrtaceae

2.1 Systematik und Verbreitung

Die Familie der Myrtaceae gehort zur Ordnung der Myrtales und umfal3t heute etwa 150
verschiedene Gattungen und ca. 3000 Arten. Davon entfallen allein auf den Kontinent
Australien ca. 75 Gattungen (55 endemisch) und Uber 1500 Arten. In der nordlichen
Hemisphéare ist die Familie recht schwach vertreten, mit Ausnahme weniger Vorkommen in
Sldostasien. Auf dem afrikanischen Kontinent ist sie auch eher bedeutungslos. Letzteres
erklart sich durch die Tatsache, dal die drei Kontinente Australien, Antarktis und
Sudamerika bis vor ca. 49 Mio. Jahren uber Landbriicken miteinander verbunden waren,
wohingegen Afrika und Indien sich bereits vor ca. 65 Mio. Jahren vom Urkontinent
Gondwana abgetrennt hatten. So dhneln sich ganz allgemein die Flora von Australien und
Studamerika - sie teilen sich beispielsweise einige bekannte Gattungen, wie Lomatia und
Nothofagus —nicht jedoch die Flora von Australien und Afrika, auf Grund der langeren

Periode der Trennung voneinander im letzten Fall.

Die Familie der Myrtaceae wird in zwei, bezlglich der Gattungszahl etwa gleich grol3e
Unterfamilien eingeteilt. Die Myrtoideae umfassen die fleischig fruchtenden Gattungen, die
Leptospermoideae umfassen die trocken fruchtenden Gattungen (WILSON, 1999).

2.1.1 Unterfamilie Myrtoideae

Die Unterfamilie Myrtoideae (etwa 75 Gattungen) ist in Mittel- und Sidamerika mit 46
Gattungen vertreten, von denen 45 endemisch sind. In Afrika findet man zwei Gattungen
(nicht endemisch). In Australasien, Asien und dem indischen Subkontinent kommen 26
Gattungen vor, von denen zwei nicht endemisch sind, ndmlich die beiden auch in Afrika
verbreiteten Gattungen Eugenia und Syzygium. Der einzige europaische Vertreter der
Myrtengewachse, die mediterrane Myrte (Myrtus communis L.), von der sich der

Familienname ableitet, gehort ebenfalls in diese Unterfamilie.

2.1.2 Unterfamilie Leptospermoideae

Die Unterfamilie Leptospermoideae umfaldt ebenfalls etwa 75 Gattungen, wovon Uber 70
Gattungen in Australasien, Ozeanien und Ostasien vorkommen. In Sudamerika gibt es nur
eine einzige Art (in Chile). Auch in Afrika ist diese Unterfamilie mit 2 Gattungen nur schwach
reprasentiert. Betrachtet man die Anzahl an Arten, so ist diese Unterfamilie die artenreichere,
wobei Eucalyptus die artenreichste Gattung darstellt. Die meisten der Uber 500

verschiedenen Arten sind in Australien endemisch. Die Gattung Melaleuca, mit etwa 230
3
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Arten nach Eucalyptus die zweitgro3te Gattung, hat ein gréReres Verbreitungsgebiet,
namlich von Australien bis Neu Guinea, Neukaledonien und Sudostasien. Eine weitere
wichtige Gattung ist Leptospermum. Sie umfafit 86 Arten, 81 endemisch in Australien. Eine
Art dehnt sich bis nach Sidostasien aus (L. amboinense), drei Arten sind dort endemisch (L.
javanicum, L. parviflorum, und L. recurvum); eine Art, L. scoparium, ist weit verbreitet in
Neuseeland. Sie gilt dort zur Zeit noch als haufigste, weitverbreitete Pflanze, mit weiterem
nattrlichen Vorkommen in Tasmanien. Auch die Gattung Kunzea, die etwa 40 Arten umfaldt,
gehort zu dieser Unterfamilie.

Eine Gliederung dieser Unterfamilie in Triben ist zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht erfolgt.
Ebensowenig sind die einzelnen Gattungen, mit Ausnahme von Eucalyptus, in
Untergattungen bzw. Sektionen eingeteilt. Fir eine genaue taxonomische Beschreibung sei
auf die ,Flora of Australia, Vol. 20, Myrtaceae, Melaleuca” verwiesen, die sich in Bearbeitung
befindet und in Kirze erscheinen wird (CRAVEN & LEPSCHI, 1999). Entsprechend der
Klassifikation von BRIGGS & JOHNSON (1979) lassen sich einzelne Gattungen zu Gruppen
zusammenfassen. Dabei findet sich die Gattung Melaleuca in einer anderen Gruppe als die
beiden Gattungen Kunzea und Leptospermum, die eng verwandt sind. CRAVEN (1999)
unterteilt auch die Gattung Melaleuca in Gruppen. Die M. linariifolia-Gruppe umfaf3t funf
Arten, die sich morphologisch und anatomisch stark &hneln, u.a. M. alternifolia, M. dissitiflora
und M. linariifolia s.str. Eine zweite Gruppe, die M. leucadendra-Gruppe, umfaf3t mit 15 Arten
die tropischen und subtropischen Melaleuca-Arten, die sogenannten ,broad leaved
paperbarks®. Letztere Gruppe gestaltet sich fiur Botaniker schwierig, da anatomische
Ahnlichkeiten sowie eine starke Tendenz zur Hybridisierung innerhalb dieser Gruppe in der
Vergangenheit immer wieder zu Verwechslungen fuhrten. Zu den ,broad leaved paperbarks*
z&hlen u.a. M. cajuputi, M. quinquenervia, M. leucadendra s.str., und M. viridiflora. BLAKE
(1968) publizierte eine grundlegende systematische Bearbeitung, die von BYRNES (1984,
1985, 1986) weitgehend Ubernommen wurde, jedoch vereinigte jener wiederum M.
quinquenervia mit M. viridiflora auf Grund von Uberschneidungen beim anatomischen
Bestimmungsschlissel. Auch lassen sich éltere Literaturangaben zu Inhaltsstoffen nicht
immer den oben genannten Arten zuordnen. Im weiteren Verlauf der Arbeit richtet sich die
Nomenklatur nach der systematischen Bearbeitung von CRAVEN & LEPSCHI (1999).

2.2 Morphologie und Anatomie

Die Myrtengewachse sind Holzpflanzen (Baume und Straucher) mit meist immergrinen,
gegenstandigen, ganzrandigen, ledrigen Blattern. Die heterochlamydeischen, stets
cyclischen Bliten sind pentamer oder tetramer. Der Fruchtknoten ist coenocarp-syncarp,
meist unterstandig, und haufig von einer rohrenférmig verlangerten Blitenachse

umwachsen. Das Androeceum weist eine sekundar, zentripetale Vermehrung an Stamina
4
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auf (Polyandrie). Die zahlreichen Staubblatter stehen frei (Kunzea) oder in Bundeln
(Melaleuca). Ihre intensive Farbung erhoht die Schauwirkung der Bliten. An Fruchtformen
sind Kapsel-, Beeren-, oder Steinfriichte anzutreffen. Die in dieser Arbeit besprochenen
Gattungen bilden ausschlieR3lich Kapselfriichte aus, unterschiedlicher Gréf3e und Form. Die
zahlreichen Samen enthalten nur wenig oder kein Endosperm.

Als anatomische Besonderheit sind bikollaterale Leitbindel (nicht bei Leptospermum
scoparium) und die in verschiedenen Pflanzenteilen vorkommenden schizolysigenen

Olbehélter, die atherisches Ol enthalten, erwahnenswert.

2.3 Chemische Merkmale

2.3.1 Nicht flichtige Inhaltsstoffe

An nicht flichtigen Inhaltsstoffen sind Polyphenole und Gerbstoffe bei den Myrtaceae
allgemein verbreitet. Bei den Gerbstoffen handelt es sich meist um Gallo- und Ellagtannine;
an phenolischen Verbindungen kommen auch Anthocyanidine vor (LOWRY, 1976).
Methylierte Ellagsduren werden als Familien- bzw. Ordnungsmerkmal aufgefaldt. Das
Flavonoidspektrum umfal3t lipophile O- und C-methylierte Flavanone und Flavone. C-
methylierte Flavone sind auch in den Cuticular- und Korkwachsen zu finden ebenso wie auch
die Ursolsaure, die in Eucalyptus-, Leptospermum-, und Melaleuca-Arten auftritt
(COURTNEY et al., 1983). Pentacyclische Triterpene wurden fur Leptospermum scoparium
beschrieben (HABERLEIN & TSCHIERSCH, 1994b). Phloroglucinol-Derivate, acyliert
und/oder alkyliert, sowie mehrkernige Phloroglucide vom Myrtucommulon-Typ sind weit
verbreitet. Chemotaxonomische Studien werden auch gefiihrt anhand von Untersuchungen
an Prolin-Derivaten in Melaleuca-Arten (JONES et al., 1987; NAIDU et al., 1987), sowie mit
Hilfe des Nachweises von Polyhydroxyalkaloiden (PORTER et al., 1999).

2.3.2 Fluchtige Inhaltsstoffe

Wegen der reichen Produktion an atherischen Olen haben viele Myrtaceen als Gewiirz- und
Heilpflanzen seit Jahrhunderten wirtschaftliche Bedeutung. Zu den bekannten Atherisch-Ol-
Gewachsen gehoren Eucalyptus, Gewlrznelke, Piment, Myrte und Teebaum. Wahrend die
Bezeichnungen Eucalyptusél und Nelkendl eindeutig sind, da ausschliel3lich Arten einer
Gattung (Eucalyptus respektive Syzygium) zu deren Gewinnung Verwendung finden, so ist
die Bezeichnung Teebaumdl diffus. Der Name Teebaum wurde im Jahre 1770 vom
Naturkundler Joseph Banks gepragt, der an der ersten Entdeckungsreise (1768-1771) von
James Cook auf der ,Endeavour” teilnahm. In Ermangelung an echtem Tee (Camellia

sinensis) braute sich die Mannschaft aus den Blattern der vorhandenen Strducher ein

5
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Ersatzgetrank. In der Folge wurden die daflir verwendeten Pflanzen Teebdume genannt. Zur
Herstellung des Tees dienten die Blatter von Arten der Gattungen Baeckea, Kunzea,
Leptospermum und Melaleuca. Der Begriff Teebaumaol wird somit im weiteren Sinne fir die
Beschreibung der &therischen Ole von verschiedenen Arten dieser vier Gattungen der
Myrtengewéchse mit ganzlich unterschiedlicher Zusammensetzung verwendet. Teebaumol
im engeren Sinne definiert sich nach dem DAC, der unter Teebaumél die an Terpinen-4-ol
reichen Ole verschiedener Arten der Gattung Melaleuca versteht.

In den Blattdlen der Myrtaceae dominieren Mono- und Sesquiterpene; Phenylpropan-
Derivate sind eher selten. Die Ausbildung chemischer Rassen ist stark ausgepragt. Weniger
Beachtung fand bis vor wenigen Jahren die Tatsache, daR in den &atherischen Olen dieser
Familie eine Reihe von cyclischen Polyketonen, sogenannte b-Triketone, vorkommen. Diese
wurden u.a. fir die Gattungen Eucalyptus, Leptospermum, und Melaleuca beschrieben
(GHISALBERTI, 1996; BROPHY et al., 1996).

3 Pflanzenarten, deren atherische Ole unter dem Namen
Teebaumodle s.l. bekannt sind

3.1 Leptospermum scoparium J. R. et G. Forst.

Leptospermum scoparium J. R. et G. Forst.
liefert Manukadl. Der Gattungsname setzt
sich aus den beiden griechischen Worten
Jeptos” (= schmal) und ,,sperma“ ( = Samen)
zusammen und nimmt Bezug auf die
zahlreichen schmalen Samen, die nach der
Fruchtreife  ausgestreut werden. Das
Epitheton  scoparium beschreibt  das
besenartige Aussehen der Zweige. Sonstige
Bezeichnungen fur diese Pflanze sind ,red
tea tree” (ESLER & ASTRIDGE, 1974) und
die bei den Maori gebrauchlichen
Bezeichnungen ,Manuka“ und ,Kahikatoa“.
Cave: Der letzte Name st nicht zu
verwechseln mit ,Kahikatea“, dem Maori-
Namen fur Dacrycarpus dacrydioides (A.
Rich.) De Laubenf. (BROOKER et al., 1987).
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3.1.1 Morphologie und Anatomie

Eine botanische Beschreibung von L. scoparium kann wie folgt zusammengefal3t werden:
Die GroRRe der ausdauernden, immergrinen Holzpflanze variiert von niederliegenden
Bischen bis zu 12 m hohen Baumen mit hohem Verzweigungsgrad. Die Rinde ist braun
gefarbt und schélt sich in langen faserigen Streifen. Artcharakteristisch sind die in der Regel
weil3en, 8-15 mm grofRen Einzelbliiten, die sowohl achselstandig als auch direkt an grof3eren
Zweigen sitzend vorkommen. Die Blite ist durch je einen Kreis aus je 5 freien, alternierend
zueinander stehenden Sepalen (ca. 2 mm) und Petalen (4-7 mm) charakterisiert. Die
sekundar-polyandrischen Stamina stehen in 5 Gruppen zu jeweils (5)-7-(9) Filamenten auf
einem Kreis, superponiert zu den Kronblattern. Nach innen folgt ein funfblattriges
unterstandiges Gynoeceum, das nach der Fruchtreife viele schmale, teilweise sterile, Samen
aus einer funffachrigen holzigen Kapsel freigibt. Entscheidend fur die Abgrenzung der Art
von anderen Leptospermum-Arten ist die stechende Spitze der ganzrandigen
lineallanzettlichen bis eirunden Blatter. Letztere, wechselstandig und sitzend, weisen eine
GrolBe von 518 mm Lange und 2-4 mm Breite auf. Folgende anatomische Merkmale der
Blatter lassen sich zur Unterscheidung von Kunzea ericoides heranziehen: Eine stark
ausgepréagte Cuticula, ca. 10 um dick, anomocytische Spaltdffnungen, kollaterale Leitbindel,
altersabhéngig eine stark ausgepragte Sklerenchymkappe im Leitbindelbereich (JOHNSON,
1980).

3.1.2 Verbreitung

Das Verbreitungsgebiet von Leptospermum scoparium ist in Abb.1 dargestellt. Die
formenreiche At kommt ubiquitar in Neuseeland vor und ist dort zugleich einziger Vertreter
ihrer Gattung. Weitere natilrliche Standorte liegen in Tasmanien, sowie vereinzelt in
Sudostaustralien. Auf der Nordinsel und in weiten Teilen der Sudinsel Neuseelands ist L.
scoparium die dominierende Pflanzenart. Dies steht in engem Zusammenhang mit der
Feuerrodung der Polynesier in den vergangenen Jahrhunderten und der Abholzung der
verbliebenen Primarwalder in den letzten 200 Jahren. Insbesondere nach Waldbranden ist
die Ausbreitung des Pyrophyten L. scoparium beglnstigt. Auf den nahrstoffarmen Boden
besiedelt L. scoparium zusammen mit Kunzea ericoides weite Buschlandflachen.

Das Verbreitungsgebiet von L. scoparium umfaf3t klimatisch unterschiedliche Standorte von
den Kisten, d.h. Meeresspiegelhthe bis hin in alpine Regionen in Héhenbereichen von ca.
1600 m U.NN (ESLER & ASTRIDGE, 1974). Als Anpassung an diese unterschiedlichen
Lebensraume haben sich verschiedene Okotypen herausgebildet, die auf die jeweiligen
Standorte spezialisiert sind und somit morphologisch und anatomisch unterschiedliche
Merkmale aufweisen (RONGHUA et al., 1984; JOHNSON, 1980; PORTER et al., 1998).
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Bemerkenswert ist die Anpassungsfahigkeit der Art, die ein Uberleben an extremen
Standorten, wie beispielsweise dem thermisch aktiven Gebiet von Rotorua ermdglicht.

Abbildung 1: Verbreitung von L. scoparium (Manuka) im australasiatischen Raum

3.1.3 Chemische Merkmale

Chemischer Polymorphismus, das Phanomen, dal Pflanzen einer Art unterschiedliche
chemische Inhaltsstoffmuster aufweisen, ist im Pflanzenreich weit verbreitet. Die Gattung
Leptospermum st in bezug auf Polychemismus in jlingster Zeit gut untersucht worden,
insbesondere durch BROPHY et al. (1998a,b, 1999a,b,c, 2000a,b), die ca. 70 Arten der
australischen Ostkiste untersuchten. Eine hohe Variabilitdt konnte fur die gesamte Gattung
festgestellt werden. In Neuseeland sind vier verschiedene Chemotypen fur die Art L.
scoparium von PORTER & WILKINS (1998) beschrieben worden. Sie unterscheiden in einen
1. Triketon-reichen-, 2. Linalool/Eudesmol-reichen, 3. Pinen-reichen, und 4.
Triketon/Linalool/Eudesmol-armen Chemotyp (Tab.1).

Tabelle 1: Chemotypen von L. scoparium nach PORTER & WILKINS (1998), prozentuale
Angaben

Chemotyp a-Pinen Linalool Calamenen d-Cadinen a Triketone a Eudesmol
1 "Manex" 0.5 0.1 11.9 6.1 24.5

2 "Kaiteriteri" 1.2 4.3 8.0 3.2 nd
3 "Woodstock™ 63.0 3.0 1.9 0.6 nd
4 "Takaka Hill" 2.3 nd 4.3 1.9 nd
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3.2 Kunzeaericoides (A. Rich.) J. Thompson

Kunzea ericoides (A. Rich.) J. Thompson
liefert Kanukaél. Traditionell wurden Manuka
und Kanuka als Leptospermum-Arten
gesehen, bis THOMPSON (1983) Kanuka auf
Grund androeceischer Merkmale der Gattung
Kunzea zuordnete (CONNOR & EDGAR,
1987). Letztere ist nach dem Leipziger
Botaniker Gustav Kunze benannt. Das
Epitheton ericoides beschreibt das
Glockenheide-ahnliche Aussehen der Pflanze.
Cave: Nicht zu verwechseln mit der
Myrtenheide, einem Synonym fiir die Gattung
Melaleuca. Sonstige Bezeichnungen fir diese
Pflanze sind ,white tea tree" (ESLER &
ASTRIDGE, 1974) und die bei den Maori
Ubliche Bezeichnung ,Kanuka“.

3.21 Morphologie und Anatomie

Eine botanische Beschreibung von K. ericoides kann wie folgt zusammengefaldt werden:

Die GroRe der ausdauernden, immergrinen Holzpflanze variiert von niederliegenden
Bilschen bis zu 16 m hohen Baumen mit hohem Verzweigungsgrad. Die Rinde ist rotbraun
gefarbt und schalt sich in langen faserigen Streifen. Artcharakteristisch sind die in der Regel
weilen, 3-7 mm grofRen Einzelbliten, die zu mehreren oder einzeln an den Spitzen der
Zweige sitzend vorkommen. Die Bliite ist durch je einen Kreis aus je 5 freien, alternierend
zueinander stehenden Sepalen und Petalen charakterisiert. Die sekundar-polyandrischen
Stamina stehen in 5 Gruppen zu jeweils (5)-7-(9) Filamenten auf einem Kreis, superponiert
zu den Kronblattern. Nach innen folgt ein drei- oder vierblattriges untersténdiges
Gynoeceum, das nach der Fruchtreife viele schmale, teilweise sterile, Samen aus einer drei-
oder vierfachrigen holzigen Kapsel freigibt. Entscheidend fir die Abgrenzung der Art von L.
scoparium sind die weichen, nicht so stark punktierten Blatter. Diese sind wechselsténdig
und sitzend angeordnet (BURROWS, 1996; STEWART, 1984). Weitere folgende
anatomische Merkmale der Blatter lassen sich zur Unterscheidung von L. scoparium
heranziehen: Eine weniger stark ausgepragte Cuticula, ca. 4 pum dick, paracytische

Spaltéffnungen, bikollaterale Leitbtindel. (JOHNSON, 1980). Ein Blutenmerkmal erlaubt die
9
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Abgrenzung von Kunzea gegeniber Leptospermum: In der Gattung Kunzea sind die
Filamente der Stamina bedeutend l&nger als die Petalen (HARRIS et al., 1992).

3.2.2 Verbreitung

Die Art K. ericoides ist in Neuseeland weit verbreitet. Sie besiedelt als Pionierpflanze weite
Landstriche und bildet scheinbar monospezifische Standorte. Haufig ist K. ericoides in
Gesellschaft mit L. scoparium und Ulex europaeus anzutreffen, die es jedoch nach etwa 30
Jahren unterdrickt (ALLEN et al., 1992). Kanuka ist anspruchsvoller als Manuka. Sie wachst
von Meereshéhe bis ca. 1000 m G.NN, ist jedoch auf sehr feuchten oder sehr unfruchtbaren
Bdden nicht anzutreffen. Sie weist weiterhin eine geringere Salztoleranz auf (ESLER &
ASTRIDGE, 1974). Diese Griinde fuihren zur Abwesenheit von Kanuka in Tasmanien und in
den neuseelandischen Regionen South Westland, Fiordland, Southland und Stewart Island
(PERRY et al., 1997b) (Abb.2).

o

Abbildung 2: Verbreitung von K. ericoides (Kanuka) im australasiatischen Raum

3.2.3 Chemische Merkmale

Es gibt nur wenige Arbeiten tber die Chemie der Inhaltsstoffe der Gattung Kunzea. Antivirale
Acylphloroglucinol-Derivate wurden von BLOOR (1992) aus den Arten K. ericoides und K.
sinclairii isoliert. Fur die atherischen Ole der Art K. ericoides werden zwei Chemotypen
postuliert. Man unterscheidet einen weit verbreiteten pCymen-armen Typ K 5%), sowie

einen seltener anzutreffenden p-Cymen-reichen (5-30%). Beide Typen enthalten a-Pinen als

Hauptkomponente, mit einem Gehalt von 40-80% (PERRY et al., 1997b) (Tab.2).

Tabelle 2: Chemotypen von K. ericoides nach PERRY et al. (1997b), prozentuale Angaben

Chemotyp a-Pinen p-Cymen

1 "low p-Cymen" 50-80 <5
2 "high p-Cymen" 40-80 5-30

10
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3.3 Melaleuca alternifolia Cheel

Melaleuca alternifolia Cheel liefert
' Australisches Teebaumdl. Der Gattungsname

setzt sich aus den beiden griechischen Worten
:-‘ .melas“ ( = schwarz) und ,leucos” ( = weil3)
- zusammen und nimmt damit Bezug auf den
schwarzen Stamm, mdglicherweise auch
. verkohlt durch Feuer, und die weil3e Rinde der
jungeren Zweige. Das Epitheton alternifolia
beschreibt die wechselstandige Stellung der
Blatter.

3.3.1 Morphologie und Anatomie

Eine botanische Beschreibung von M. alternifolia findet sich in Hagers Handbuch der
Pharmazeutischen Praxis (HARNISCHFEGER & REICHLING, 1998):

,BiS 7 m grof3er Baum mit buschiger Krone und papierahnlicher, weil3licher Rinde. Jungtriebe
und Blutenstande gewdhnlich seidig behaart, altere Zweige kahl. Blatter gegenstandig, spitz-
lanzettlich, gerade bis leicht sichelférmig, 1.0-2.5 cm lang, mit deutlich erkennbaren
Oldriisen. Die Bluten geben die Erscheinung flauschiger weiRer Massen. Sie stehen in
Ahren, 3-5 cm lang, Kelchréhre rundlich bis eiférmig, 3-4 mm lang; kurze, breite Kelchzipfel;
Blltenblatter etwa doppelt so grof3. Die Staubblatterbiindel um 2 cm lang, jedes mit vielen
Filamenten und kleinen Antheren, klauenférmig auslaufend. Zahlreiche Samenanlagen in
den Fruchtknoten; dicker Stempel mit kopfférmiger Narbe. Kapselfrucht zylindrisch, 3-4 mm
im Durchmesser.*

3.3.2 Verbreitung

Das Verbreitungszentrum der Wildbestande von M. alternifolia befindet sich im
subtropischen Bereich Australiens zwischen dem 32. und 27. Breitengrad. Der kommerzielle

Plantagenanbau erfolgt grof3tenteils im Norden von New South Wales im Bereich um das
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Bungawalbin Bassin, in den Regionen Casino, Grafton, Lismore, und erstreckt sich bis in den
Suden von Queensland, dargestellt in Abb.3. M. alternifolia bevorzugt feuchte Standorte an

Wasserlaufen oder sumpfige Gebiete.

Abbildung 3: Verbreitung von M. alternifoliaim australasiatischen Raum

Im Jahre 1989 wurde im Zusammenhang mit Teebaumélproduktion und —handel die ATTIA
gegriindet. Dabei handelt es sich um einen Zusammenschluf? von Anbauern, Olproduzenten,
Anbietern, Einkaufern und Exporteuren. Die Aktivitaten der ATTIA haben dazu gefiihrt, daf3
in Australien die Art M. alternifolia zum dominierenden Teebaum und die
Teebaumdlproduktion zu einem wichtigen Wirtschaftsfaktor avancierte. Inzwischen sind
Plantagen von M. alternifolia auch in Indien, Simbabwe und Siuidafrika entstanden.

3.3.3 Chemische Merkmale

In einer detaillierten Beschreibung von SOUTHWELL et al. (1992) werden drei chemische
Rassen unterschieden (, Type“, ,Var A“, ,Var B"). BUTCHER et al. (1994) schlug zwei weitere
Chemotypen vor, basierend auf unterschiedlichem Gehalt an Terpinolen (,vVar C*, ,Var D").
Neueste Untersuchungen liefern Beweise fur das Vorkommen von sechs Chemotypen von
M. alternifolia (HOMER et al., 2000). Chemotyp 1 (,Type“) mit einem hohen Gehalt an
Terpinen-4-ol bei gleichzeitig niedrigem Gehalt an 1,8-Cineol ist der nach dem DAC, der
ISO-Norm 4730 und dem Australischen Standard 2782 geforderte Chemotyp®. Er ist im und
um das Bungawalbin Bassin und in der Region Casino zu finden. Der 1,8-Cineol-reiche
Chemotyp (,Var B*) ist gré3tenteils sudlich von Grafton verbreitet, wahrend der Terpinolen-
reiche Chemotyp (,Var D“) hauptsachlich im stidlichen Queensland anzutreffen ist (Tab.3).

Yim folgenden Text ist mit Teebaumdl immer Australisches Teebaumél, Terpinen-4-ol — Typ gemeint.
Teebaumdle im weiteren Sinne werden entsprechend mit s.I. gekennzeichnet.
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Tabelle 3: Chemotypen von M. alternifolianach HOMER et al. (2000), prozentuale Angaben

1,8-Cineol Terpinolen Terpinen-4-ol
0-8
10-26

18-28
24-44
5 ,Var B" 55-72
6 47-64

3.34 Monographien

DAC, ISO-Norm und Australischer Standard lassen jeweils zwei weitere Melaleuca-Arten zur
Teebaumdl-Gewinnung zu. Es handelt sich dabei um die ebenfalls Terpinen-4-ol-reiche Ole
produzierenden Arten M. linariifolia und M. dissitiflora. Die frostharte Art M. linariifolia wachst
wie M. alternifolia an der australischen Ostkiste, wahrend das Verbreitungsgebiet von M.
dissitiflora im Landesinneren um Davenport und Alice Springs liegt.

3.4  Melaleuca cajuputi subsp. cajuputi Powell

Melaleuca cajuputi subsp. cajuputi Powell
liefert Cajuputdl. Das Epitheton cajuputi setzt
sich aus den beiden indonesischen Worten
Kayu* (= Holz) und ,putih® ( = weil)
zusammen. Sonstige Bezeichnungen fur
diese Pflanze sind ,cajeput tree”, ,swamp tea
tree”, sowie die malaiischen Bezeichnungen
.Gelam“ und ,kajoe poeti*.

13
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341 Morphologie und Anatomie

Eine botanische Beschreibung von M. cajuputi findet sich in Hagers Handbuch der
Pharmazeutischen Praxis (HARNISCHFEGER & REICHLING, 1998):

,Bis 35 m hoher Baum mit breiter, oftmals silbrig erscheinender Krone; kleinere Zweige und
Aste von schlanker Form, jedoch nicht hangend; Blatter pergamentartig, kahl bis seidig
behaart, elliptisch-lanzettlich, 510 cm lang, 14 cm breit, 57 fein gepunktete Blattnerven.
Blutenstand ist eine terminal stehende Ahre, von denen bis zu 3 zusammengefaRt sein
konnen. Die Ahre ist 3.5-9.0 cm lang, 2.0-2.5 cm breit, dicht mit Bliiten besetzt. Die
Blutenfarbe ist weild, cremig oder griinlichweil3; der Kelch ist 2.5-3.0 mm lang, als Tubus
ausgebildet mit rund 1 mm grofR3en, halbkreisférmig genoppten Kelchblattern. Blitenblatter
eiformig bis spatelférmig, in der Spitze klauenférmig geformt, Lange 2.0-2.7 mm, Breite 1.8-
2.3 mm. Staubblatter in Bundeln angeordnet, 7-9 pro Bindel, 7-10 mm lang, mit elliptischen
Antheren. Kapselfriichte becherférmig oder kugelférmig, ca. 4 mm im Durchmesser.*

3.4.2 Verbreitung und chemische Merkmale der drei Subspecies

Eine hohe chemische Variabilitdt ist bei M. cajuputi zu beobachten. In ihrer ACIAR
Monographie schlagen BROPHY & DORAN (1996) vor, diese Art in weitere drei Subspecies
zu unterteilen. Die Subspecies ,cajuputi* dient der Cajuputdl-Produktion in Indonesien, dort
hauptsachlich auf den Molukkeninseln Ambon, Buru und Ceram. Man kann beobachten, daf3
dort, wo diese Baume wachsen, nur noch Alang-Alang-Gras (Imperata arundinacea Cyrill.
var. koenigii Benth., Poaceae) gedeiht; alle anderen Pflanzen gehen ein (GILDEMEISTER &
HOFFMANN, 1961). Das Verbreitungsgebiet der Subspecies ,cajuputi“ schlief3t, wie in
Abb.4 dargestellt, noch weitere Bereiche Indonesiens, sowie Nordaustraliens mit d@n. Die
Subspecies ,cumingiana“ kommt in mehreren Staaten Sudostasiens vor und stellt damit die
einzige Art innerhalb der Gattung Melaleuca dar, die aufRerhalb der australasiatischen
geophysikalischen Grenze, der Wallace’s Linie, vorkommt (BARLOW, 1988). Diese
Subspecies weist eine chemische Variabilitiat auf, die thailandische und vietnamesiche Ole
von indonesischen abgrenzen laf3t. Fur die dritte Subspecies ,platyphylla“ sind bereits zwei
Chemotypen formuliert. Chemotyp 1, der ausschlie3lich in einem kleinen definierten Gebiet
auf Papua Neu Guinea vertreten ist, enthalt als Hauptkomponente das b-Triketon
Platyphyllol, auf dessen Verwendung die Firma Robertet S. A. ein Patent anmeldete
(JOULAIN & RACINE, 1994). Der weit verbreitete Chemotyp 2 enthélt als Hauptkomponente

a-Pinen. Eine prozentuale Auflistung der wichtigen, zur Unterscheidung der Chemotypen

beitragenden Olkomponenten zeigt Tab.4.
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Abbildung 4: Verbreitung von M. cajuputi subsp. cajuputi (Cajuput) im australasiatischen Raum

Tabelle 4. Subspecies und Chemotypen von M. cajuputi nach BROPHY & DORAN (1996),
prozentuale Angaben

a-Pinen 1,8-Cineol g-Terpinen Terpinole
. cajuputi 1.0 48.8 0.2
. cumingiana, Indonesien 10.3 1.7 0.1
. cumingiana, Vietnam 3.4 nd 194
. platyphylla, Chemotyp 1 kA kA kA
. platyphylla, Chemotyp 2 67.9 0.3 0.4

b-Caryophyllen Humulen Spathulenol Platyphyllol
. cajuputi 1.1 0.4 8.3 nd
. cumingiana, Indonesien 43.6 135 0.7 nd
. cumingiana, Vietnam 18.6 9.2 kA nd
. platyphylla, Chemotyp 1 0.6 0.6 9.0
. platyphylla, Chemotyp 2 1.9 0.9 2.1 nd

3.4.3 Monographien

In Deutschland erstellte die Kommission E am BfArM 1993 eine Stoffcharakteristik fur
Cajuputdl. Als Stammpflanze wird félschlicherweise M. leucadendra angegeben. Dem
Cajuputol werden hier folgende pharmakologischen Eigenschaften zugesprochen: in vitro
antibakteriell und hyperamisierend.
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3.5 Melaleucaquinquenervia (Cav.) S. T. Blake

Melaleuca quinquenervia (Cav.) S. T. Blake
liefert Niaoulitl. Das Epitheton quinquenervia
beschreibt die funf deutlich sichtbaren
Longitudinalnerven der Blatter.  Sonstige
Bezeichnungen fur diese Pflanze sind
.Belbowrie®,  broad leaved tea tree“, ,paper
bark tree* und der in Frankreich verbreitete
Name ,Gomeénol“. Auf der Insel Madagaskar
sind vier weitere Namen lokal gebauchlich: Oli,
Ahambo, Kinindrano und Kinimbonaka.

3.5.1 Morphologie und Anatomie

Eine botanische Beschreibung von M. quinquenervia findet sich in Hagers Handbuch der
Pharmazeutischen Praxis (HARNISCHFEGER & REICHLING, 1998):

~Strauch oder bis 25 m hoher Baum mit stumpfgriner bis gelblichgriiner Krone aus sich
spreitenden nur wenig hangenden Zweigen. Die jungen Sprosse sind seidig behaart. Die
Blatter sind glatt, die Blattstiele zusammengedriickt. 4-10 mm lang, die Blattspreite
pergamentartig, steif, lanzettlich bis eiférmig auslaufend, sich von der Mitte zum Stiel hin
langsam verengend, 5-9 mm lang, 0.6-2.4 cm breit, mit in der Regel 5 Blattnerven, 0.30-0.45
mm breit, und nicht immer gut erkennbaren Drisenflecken. Die Blutenéhren stehen terminal,
manchmal 23 zusammen, 4.0-8.5 cm lang, 2.5-3.5 cm im Durchmesser, dicht mit Bliten
besetzt. Die Bliten selbst sind fast immer weild bis cremefarben, manchmal grunlich, selten
rot oder rétlich. Der Kelch ist 3-4 mm lang, die Kelchréhre zylinderférmig, faltig im trockenen
Zustand, mit kurzen Haaren besetzt, manchmal auch kahl. Kelchblatter 1-2 mm lang und
etwas breiter, dick und im unteren Teil mit Drusen besetzt, mit breitem, narbigen und
wimpernbesetztem Blattrand. Die Blutenblatter sind spatel- bis eiférmig mit kurzer breiter
Klaue, 3.0-3.5 mm lang, 2.0-2.5 mm breit, wimpernbesetzt mit 5 diinnen Nerven und linear
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bis elliptisch angeordneten Driisen. 6-9 Staubblatter je Staubblattbiindel, das Buindel 1.1-2.0
cm lang, die Antheren elliptisch, 0.6-0.8 mm. Kapselfrucht breit-zylindrisch, 4-5 mm breit.”

3.5.2 Verbreitung

M. quinquenervia ist auf Neukaledonien verbreitet, und dort hauptsachlich in der Region von
Goméne. Aullerdem findet man sie in der Kistenregion von Ostaustralien sowie von Neu
Guinea. Das Verbreitungsgebiet von M. quinquenervia im australasiatischen Raum ist in
Abb.5 dargestellt. In Benin, Madagaskar und Florida ist M. quinquenervia eingefuihrt worden.
In Benin und Madagaskar wird die Pflanze zur Atherisch-Ol-Gewinnung verwendet, in Florida
breitet sie sich unkontrolliert aus.

3.5.3 Chemische Merkmale

Bei wirtschaftlich interessanten Arten, so auch bei Melaleuca, ist das Phanomen des
Polychemismus gut untersucht. Man erhadlt den Eindruck, daf} gerade die Art M.
quinquenervia stark chemisch polymorph ist, und somit die Zusammensetzung des

atherischen Oles nicht nur von Land zu Land oder von Region zu Region, sondern auch von

Standort zu Standort, sogar von Baum zu Baum stark variiert. So werden in Madagaskar vier
Chemotypen beschrieben (RAMANOELINA et al.,, 1994), in Australien zwei (BROPHY &
DORAN, 1996) und in Neukaledonien funf (TRILLES et al., 1999) (Tab.5a-5c).

Abbildung 5: Verbreitung von M. quinquenervia (Niaouli) im australasiatischen Raum
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Tabelle 5a: Chemotypen von M. quinquenervia in Madagaskar nach RAMANOELINA et al.
(1994), prozentuale Angaben

Chemotyp D°-Caren 1,8-Cineol Terpinolen a-Terpineol (E)-Nerolidol Viridifloro
+ Viridifloren

nd . 9.3

; 6.3
nd . . 4.7
0.2

Tabelle 5b: Chemotypen von M. quinquenervia in Australien nach BROPHY & DORAN (1996),
prozentuale Angaben
1,8-Cineol a-Terpineol (E)-Nerolidol Viridiflorol
0.2 kA 95.0 kA
64.9 9.9 Sp 0.2

Tabelle 5¢c: Chemotypen von M. quinquenervia in Neukaledonien nach TRILLES et al. (1999),
prozentuale Angaben

3.5.4 Monographien

In Deutschland erstellte die Kommission E am BfArM 1992 eine Monographie fur Niaouliol.
Als Stammpflanze wird falschlicherweise ausschlie3lich M. viridiflora angegeben. Dem

Niaouliél werden hier folgende pharmakologische Eigenschaften zugesprochen: in vitro
antibakteriell und hyperamisierend.
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3.6 Melaleuca viridiflora Sol. ex Gaertn.

Unter dem Namen Niaouliél wird noch ein
weiteres Ol gehandelt. Auch Melaleuca
viridiflora Sol. ex Gaertn. liefert Niaoulidl. Das
Epitheton viridiflora beschreibt die
grunlichweie bis grinlichgelbe Farbung der
Bliten. Andere Bezeichnungen fur diese
Pflanze sind, wie auch bei M. quinquenervia,

.oroad leaved tea tree* und ,paper bark tree®.

3.6.1 Morphologie und Anatomie

Eine botanische Beschreibung von M. viridiflora findet sich in Hagers Handbuch der
Pharmazeutischen Praxis (HARNISCHFEGER & REICHLING, 1998):

.Meist verkrippelt wachsender, 3-7 m hoher Baum mit stumpfgriner bis silbriger Krone und
steifen, kurzen Zweigen. Junge Sprosse seidig behaart. Blatter, mit Ausnahme der Stiele,
glatt und unbehaart. Blattspreite dick und steif, langgezogen elliptisch oder eiférmig,
lanzettlich auslaufend, in Richtung Stiel sich einengend, 510 cm lang oder léanger, 2.5-6.0
cm breit, symmetrisch, 5-7 Blattnerven, 0.3-0.5 mm dick. Infloreszenz aus 1-3 endsténdigen
Ahren, 7-10 cm lang, 46 cm im Durchmesser, dicht mit Bliiten besetzt. Die Bliiten selbst
sind im allgemeinen von grinlichweifl3er, weier oder grinlichgelber Farbe, haufig jedoch
auch rot bis purpurfarben. Der Kelch ist 4.5-5.5 mm lang, seidig behaart, seltener glatt. Die
Kelchrohre weitet sich nach oben, z. T. wird sie weiter als lang. Die Kelchblatter sind
halbkreisformig, mit Drisen besetzt und in der Mitte innerviert mit breitem durchscheinenden
Randstreifen, der in Wimpern an der Kante auslauft. Die Blutenblatter sind ei- bis
spatelférmig, mit kurzer breiter Klaue und 59 mehrfach verzweigten Blattnerven, linearen
und elliptisch angeordneten Drisenflecken, 4-5 mm lang, 3.0-4.5 mm breit. 8-10
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Staubgefal3e pro Staubblattbiindel, dieses 18-23 mm lang. Kapselfrlichte tonnenférmig, 4-6
mm breit.”

3.6.2 Verbreitung

Das Verbreitungsgebiet von M. viridiflora umfaldt weite Teile Nordaustraliens sowie den
Siden Neu Guineas (Abb.6). Bevorzugt werden wasserreiche, sumpfige Boden. Unter guten

Bedingungen kénnen auf Sumpfstandorten Baumformen von bis zu 25 m Hohe entstehen.
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Abbildung 6: Verbreitung von M. viridiflora im australasiatischen Raum

3.6.3 Chemische Merkmale

BROPHY & DORAN (1996) berichten von zwei Chemotypen (Tab.6). Chemotyp 1 erscheint
stark variabel, so daf3 drei chemische Varietaten unterschieden werden kdnnen. Die Varietat
2 ahnelt in ihrer OFZusammensetzung dem aus M. quinquenervia gewonnenen Niaouliol.
Das Ol des Chemotyps 2 basiert hauptsachlich auf zwei Komponenten, (E)-Methylcinnamat
und (E)-b-Ocimen. Dieser Typ ist insofern interessant, als ein Phenylpropan in hoher
Konzentration die Hauptkomponente stellt. Als natirliche Quelle fir Methylcinnamat bietet
jedoch Eucalyptus olida die besseren Perspektiven (CURTIS et al., 1990).

Tabelle 6: Chemotypen von M. viridiflora nach BROPHY & DORAN (1996), prozentuale Angaben

Chemotyp a-Pinen 1,8-Cineol g-Terpinen Terpinolen Spathulenol (E)-Methylcinnamat
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B Ergebnisse

1 Chemieder Teebaumoble s.l.

Zum besseren Verstandnis der Kapitel B.2 und B.3 soll hier die chemische Struktur der
Komponenten besprochen werden, die in den 102 Handelsdlen und 54 Pflanzenmustern
detektiert wurden. Die Identifizierung der Olkomponenten erfolgte gaschromatographisch auf
unterschiedlich polaren S&ulen, wobei die quantitative GC-Analyse auf einer polaren
stationaren Phase (J&W DB-WaxEtr) durchgefuhrt wurde. Zur weiteren Identifizierung
wurden einzelne Fraktionen oder Ole massenspektroskopisch mittels einer GC-MS-Kopplung
analysiert. Die erhaltenen Daten wurden mit authentischen Spektren aus verschiedenen
Datenbanken verglichen. AuRerdem wurden die Retentionsindices mit denen authentischer
Substanzen, soweit verfiigbar, verglichen. Im Ergebnis wurden 107 Komponenten detektiert,
von denen 100 identifiziert werden konnten, die in der Summe meist zwischen 90% und 95%
der Ole erklaren. In Tab.7 sind die Komponenten entsprechend ihrer Elutionsreihenfolge auf
der polaren stationdren Phase (J&W DB-WaxEtr) aufgelistet. Auf die dort gewahlte
Peaknummerierung wird in allen folgenden Kapiteln Bezug genommen. Die Massenspektren
sind im Anhang (F.1) abgebildet, soweit es sich um ausgefallenere oder unbekannte
Komponenten handelt. Auf die quantitative Verteilung in den Einzel6len wird in Kapitel B.2

und B.3 detailliert eingegangen.

Die Besprechung der einzelnen Olkomponenten erfolgt anhand ihrer Zugehorigkeit zu vier
verschiedenen Stoffklassen, Monoterpene, Sesquiterpene, Ester und Triketone, die in den
nachfolgenden Kapiteln getrennt behandelt werden.

Als richt terpenoide aliphatische Verbindung konnte lediglich
eine Komponente mit geringem Prozentgehalt (0.4%) im
atherischen Ol von Leptospermum petersonii F. M. Bailey
identifiziert werden. Es handelt sich hierbei um 6Methyl-5-
hepten-2-on, dargestellt in Abb.7, ein wichtiges Intermediat in
der Terpenbiosynthese, welches in der Natur auch als

B'Methy"?ég;’pten'z'o” Zerfallsprodukt von Terpenen vorkommt.

Abbildung 7: Aliphatische Verbindungen
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Tabelle 7: Komponentenliste der Teebaumadle s.l.

Nr Komponente RI Nr. Komponente RI
1 a- Pinen 1021 68 Viridifloren 1694
2 a-Thujen 1025 69 a-Terpineol 1698
3 a-Fenchen 1056 71 (-)-Bicyclosesquiphellandren 1706
4 Camphen 1066 72 Germacren D 1709
5 b-Pinen 1109 73 a-Muurolen 1716
6 Sabinen 1121 74 b-Selinen 1724
7 Myrcen 1164 75 a-Selinen 1728
8 a-Phellandren 1164 76 Geranial 1730

10 a-Terpinen 1184 78 Bicyclogermacren 1732

11 Limonen 1201 80 (2)-Piperitol 1744

12 b-Phellandren 1209 82 (E,E)-a-Farnesen 1750

13 1,8-Cineol 1209 83 dCadinen 1756

14 (2)-b-Ocimen 1238 84 Geranylacetat 1756

15 gTerpinen 1251 85 gCadinen 1763

16 (E)-b-Ocimen 1255 86 Citronellol 1766

17 p-Cymen 1275 88 Cadina-1,4-dien 1782

18 Terpinolen 1287 89 Myrtenol 1787

19 Isoamylisovalerat 1296 90 (E)-p-Mentha-1(7),8-dien-2-ol 1793

20 unbekannte Komponente 1319 91 Nerol 1797

21 6-Methyl-5-hepten-2-on 1336 93 Benzylvalerat 1822

22 3-Methyl-3-buten-1-yl-isovalerat 1372 94 (-)-trans-Calamenen 1835

23 unbekannte Komponente 1418 95 Geraniol 1845

24 a-Cubeben 1460 100 Benzylisovalerat 1894

27 Isoamyltiglat 1471 102 a-Calacoren 1904

28 a-Ylangen 1482 104 gCalacoren 1918

29 Citronellal 1487 105 Isoamylbenzoat 1928

32 a-Copaen 1494 106 Palustrol 1938

35 Campher 1518 108 Caryophyllenoxid 1981

37 a-Gurjunen 1529 109 Flaveson 1986

38 b-Cubeben 1538 110 3-Methyl-3-buten-1-yl-benzoat 1993

39 3-Methyl-3-buten-1-yl-tiglat 1545 116 Ledol 2026

40 Linalool 1548 117 (E)-Nerolidol 2042

41 Linalylacetat 1559 118 Isoleptospermon 2049

42 (E)-p-Menth-2-en-1-ol 1562 119 Cubenol 2059

43 Isopulegol 1570 120 epi-Cubenol 2062

45 b-Elemen 1592 122 Globulol 2065

46 b-Caryophyllen 1600 123 (E)-Methylcinnamat 2074

47 Terpinen-4-ol 1603 124 Leptospermon 2078

48 Aromadendren 1608 125 Elemol / Hedycaryol 2083

49 unbekannte Komponente 1612 126 Viridiflorol 2085

50 unbekannte Komponente 1615 128 Benzyltiglat 2104

52 a-Bulnesen 1634 131 Spathulenol 2121

53 (-)-Cadina-3,5-dien 1635 132 unbekannte Komponente (ox. ST) 2143

54 (2)-p-Menth-2-en-1-ol 1641 133 T-Cadinol 2169

55 allo-Aromadendren 1644 134 gEudesmol 2176

56 (E)-Pinocarveol 1656 136 T-Muurolol 2184

57 (+)- dAmorphen 1662 138 d-Cadinol 2196

58 unbekannte Komponente 1665 139 a-Eudesmol 2220

59 Citronellylacetat 1665 140 a-Cadinol 2227

60 a-Humulen 1670 141 b-Eudesmol 2230

63 Selina-4,11-dien 1676 142 Selin-11-en-4a-ol 2251

64 Neral 1688 143 unbekannte Komponente (ox. ST) 2338

66 g-Muurolen 1689 146 (2E,6E)-Farnesol 2353

67 Nerylacetat 1693
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11 Monoterpene

Monoterpene reprasentieren in den meisten der untersuchten Teebaumole s.l. die wichtigste
Stoftklasse. Zahlreiche MTKW (Abb.9) sowie oxygenierte Monoterpene (Abb.10) konnten
detektiert werden. Meist handelt es sich um in vielen Olen ubiquitar vorkommende
Monoterpene. Betrachtet man die einzelnen Ole, so sind durchaus typische Muster in bezug
auf die Monoterpenfraktion zu erkennen. Auch konnten zwischen den einzelnen Gattungen
Unterschiede im Monoterpenmuster festgestellt werden. Die Ole der Gattung Melaleuca
werden vor allem durch monocyclische Monoterpene mit p-Menthan-Grundgerist
charakterisiert. Dieser Typus stellt mit 15 Komponenten den gréf3ten Anteil der enthaltenen
Monoterpene dar. Dabei kommt Terpinen-4-ol (47) als Hauptkomponente im atherischen Ol
von M. alternifolia vor. 1,8-Cineol (13) stellt die Hauptkomponente in den Handelsdlen der

Arten M. cajuputi und M. quinquenervia dar.

Das Grundgerist der Pinane (bicyclische
Geranyl-PP Monoterpene, Abb.9, 10) wird im Kanukaél
1.6-Cyclisierung von dessen Hauptkomponente a-Pinen (1)
reprasentiert. Drei weitere Pinane konnten
gefunden werden, namlich b-Pinen (5) und
a-Pinen (1)
—> b-Pinen (5) die beiden sauerstoffhaltigen Monoterpene
——> Limonen (11) (E)-Pinocarveol (56) und Myrtenol (89).
——» 1,8-Cineol (13) Komponente Nr. 56 konnte ausschlieRlich
S —> a-Terpineol (69) fur Kanukaol beschrieben werden, jedoch
a-Terpiny! Kation lediglich  mit geringem  Prozentgehalt
(£0.8%). Manukadl ist ein monoterpenarmes
Ol mit schwankendem Gehalt an a-Pinen
1,2-Hydrid-Shift
(1).
a-Thujen (2) Die Anforderungen von DAC und ISO-Norm
Sabinen (6) in Hinblick auf die qualitatsbestimmenden
3 a-Terpinen (10) _
g-Terpinen (15) Merkmale von Australischem Teebaumol
p-Cymen (17) stutzen sich auf das charakteristische
——» Terpinen-4-ol (47) . ..
Monoterpenmuster. Hierauf kann wahrend
Terpinin-4-yl Kation der Anzucht von jungen Pflanzen der Art M.
alternifolia  Einflud genommen werden.

Abbildung 8: Biosynthese der Abb.8 zeigt einen  Ausschnitt der
Monoterpene (Ausschnitt) Biosynthese von Monoterpenen. Eine

Kontrolle tber den 1,2-Hydrid-Shift vom a-
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a-Pinen a-Thujen a-Fenchen Camphen
@) ) ®) (4)
b-Pinen Sabinen Myrcen a-Phellandren
®) (6) @) (p-Mentha-1,5-dien)
)
X
:
a-Terpinen Limonen b-Phellandren (2)-b-Ocimen
(p-Mentha-1,3-dien) (p-Mentha-1,8-dien) (p-Mentha-1(7),2-dien) (14)
(10) (11) (12)
=z
g-Terpinen (E)-b-Ocimen p-Cymen Terpinolen
(p-Mentha-1,4-dien) (16) (17) (p-Mentha-1,4(8)-dien)
(15) (18)

Abbildung 9: Monoterpen-Kohlenwasserstoffe (MTKW)

Terpinyl Kation zum Terpinin-4-yl Kation bietet eine geeignete Moglichkeit fur die Gewinnung
von qualitativ hochwertigen Olen mit einem hohen Gehalt an Terpinen-4-ol (47) bei
gleichzeitg niedrigem Gehalt an 1,8-Cineol (13) (KAWAKAMI et al., 1990).
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@fo a ) $
o
1,8-Cineol Campher (E)-Pinocarveol Myrtenol
(13) (35) (56) (89)

OH

Linalool Isopulegol (E)-p-Menth-2-en-1-ol (2-p-Menth-2-en-1o0l
(40) (p-Menth-8-en-3-ol) 42) (54)
(43)

HO,,.

OH

Terpinen-4-ol a-Terpineol (2-Piperitol (E)-p-Mentha-1(7),8-dien-2-ol
(p-Menth-1-en-4-ol) (p-Menth-1-en-8-ol) (p-Menth-1-en-3-ol) (90)
47) (69) (80)

Abbildung 10: Oxygenierte Monoterpene (ox. MT)

Neben den in Abb.10 gezeigten ox. MT konnte auf3erdem Linalylacetat (41) im Niaoulidl
nachgewiesen werden, das in Kap. B.1.3 abgebildet ist. Neun weitere acyclische
sauerstoffhaltige Komponenten wurden ausschlief3lich im Handelsél von Leptospermum
petersonii (,lemon scented tea tree*) detektiert und sind Gegenstand der Besprechung in
Kap. B.2.6.2.
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1.2  Sesquiterpene

Sesquiterpene sind in den Teebaumélen s.l. durch eine hohe Anzahl von Komponenten
vertreten. Eine systematische Gliederung kann gemafi einer Zuordnung nach a-, mono-, bi-
und tricyclischer Grundstruktur erfolgen, aus der sich spezielle Sesquiterpengrundgeriste
ergeben. Ebenso ist eine Unterteilung nach Anzahl der Doppelbindungen moglich sowie eine
Unterscheidung von STKW von sauerstoffhaltigen Sesquiterpenen.

Eine starke Akkumulation von STKW ist insbesondere bei Manukadl zu beobachten. Fir
deren Identifizierung wurde, neben der GC und GC-MS-Kopplung (JOULAIN & KONIG,
1998), die Methode der semipraparativen DC auf Kieselgel bei tiefen Temperaturen (-20°C)
angewendet (Kap. D.3.2.2). Bei dieser Temperatur erniedrigt sich die Dielektrizitdtskonstante
des FlieBmittels n-Hexan bei gleichzeitiger Erhohung der Viskositat. Als Folge dessen ist die
Desorptionskraft des nHexans soweit erniedrigt, dal3 sie STKW aufgetrennt werden nach
der Anzahl ihrer Doppelbindungen im Molekil. Je mehr Doppelbindungen das Molekdl
aufweist, desto kleiner ist dessen Rf-Wert. Fir die semipraparative Vortrennung wurde 75 pL
der 10 %igen Fraktion 1 der TSC aufgetragen. Ein Lauf Uber eine Strecke von 7 cm dauerte
ca. 20 min. Anschliel3end wurden finf Banden ausgekratzt, die Komponenten vom Kieselgel
mit n-Hexan eluiert und daraufhin GC und GC-MS untersucht. Im Ergebnis wurden auf diese
Weise im Manukadl 22 STKW identifiziert. Tab.8 gibt eine Ubersicht Uber die
Bandennummer, den Rf-Wert, die Entfernung der Bande zur Startlinie und die Nummern der
identifizierten Komponenten. Die dazugehotrigen Strukturen sind in den Abb.12, 13

dargestellt.

Tabelle 8: Diinnschichtchromatographie bei —20°C, Rf-Werte identifizierter STKW

Bande| Rf-Wert Entf. z. Startl. Komponente Nr.

0.69-0-63 5.5-5.0cm |24 32 48 53 55(57)
0.63-0.55 5.0-4.4cm 57 66 68 73 74 75 83 88

0.55-0.50 4.4-4.0cm 46 63 7475 83 88
0.44-0.34 3.5-2.7cm 45 72 94 102 104
0.23-0.19 1.8-1.5cm 60 82

a b W N P

Im unteren Bereich des Dinnschichtchromatogramms finden sich zwei STKW. (E,E)-a-

Farnesen (82) gehdrt zu den acyclischen Sesquiterpenen und weist vier Doppelbindungen
auf, a-Humulen (60) ist eine monocyclische Verbindung mit drei Doppelbindungen. Bande

Nr. 4 bilden funf Sesquiterpene: b-Elemen (45), Germacren D (72) und trans-Calamenen

(94) stellen mono- bzw. bicyclische Verbindungen mit jeweils drei Doppelbindungen dar, die
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beiden Calacorene (102, 104) sind bicyclische Verbindungen mit vier Doppelbindungen. Mit
einigem Abstand nach oben folgen die bicyclischen Verbindungen mit zwei
Doppelbindungen. Die meisten dieser STKW gehéren dem Cadinan-Typ an. Sie verteilen
sich Uber zwei, direkt aneinanderschlieliende Banden und weisen Rf-Werte zwischen 0.50
und 0.63 auf. Einige Komponenten (74, 75, 83, 88) sind in beiden Banden zu detektieren.
Bande 1 wird von den tricylischen Sesquiterpenen gebildet, die Uber eine Doppelbindung
verfugen (Rf-Werte: 0.63-0.69). Mdglicherweise bedingt durch das konjugierte System, ist
Cadina-3,5-dien (53), ein bicyclischer STKW vom Cadinan-Typ mit zwei Doppelbindungen

wider Erwarten in Bande 1 zu finden.

Der STKW trans-Calamenen (94) erwies sich neben dem b-Triketon Leptospermon (124) als

Hauptkomponente im Manukadl. Aus diesem Grund war es von Interesse, diese
Komponente zu isolieren und eine Isomerenbestimmung durchzufuhren. Zunéachst wurde
mittels TSC eine Trennung des Manukaéls in apolare (Kohlenwasserstoffe) und polare
Komponenten vorgenommen. Die dabei anfallende Fraktion 1 wurde direkt der praparativen
GC zugefuhrt. Da trans-Calamenen im Gaschromatogramm von den anderen Komponenten
sehr isoliert ist, reicht die schlechte Trennqualitat der praparativen GC-Saule aus, um es
damit rein zu gewinnen. Auf die préparative GC-Saule wurden sechs Einspritzungen mit
einem Einspritzvolumen von ca. 70 puL aufgegeben und der aus der GC-S&aule austretende
N,-Strom samt eluierten Komponenten fraktioniert in Hexan aufgefangen. Der parallel
angeschlossene FID dokumentierte die Auftrennung der Kohlenwasserstoff-Fraktion
(Ausschnitt: Abb.11). Die Temperatur der Saule
betrug dabei 120°C isotherm. Nach 30 min.
eluierte trans-Calamenen. Zwischen den beiden
Markierungen 30 und 35 min. wurde die
Fraktion aufgefangen. Die entsprechenden
Fraktionen der sechs Einspritzungen wurden
vereinigt und unter N, eingeengt. Die
gaschromatographische Analyse ergab im
Ergebnis eine Reinheit von 93%. Die
Isomerenbestimmung, durchgefihrt von Herrn
Prof. W. A. Konig am Institut fur Organische
Chemie der Universitdt Hamburg, fuhrte im

Ergebnis zu (-)-trans-Calamenen (94).

Abbildung 11: Isolierung von trans-Calamenen
mittels préaparativer GC
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a-Cubeben a-Ylangen a-Copaen b-Cubeben
(24) (28) (32) (38)

H H :
(-)-Cadina-3,5-dien (+)- d-Amorphen g-Muurolen (-)-Bicyclosesquiphellandren
(53) (57) (66) (71)
H
~
H H
Germacren D a-Muurolen d-Cadinen g-Cadinen
(72) (73) (83) (85)
Cadina-1,4-dien (-)-trans-Calamenen a-Calacoren g-Calacoren
(88) 94) (102) (104)

b-Elemen Selina-4,11-dien b-Selinen a-Selinen
(45) (63) (Selina-4(15),11-dien) (Selina-3,11-dien)
(74) (75)

Abbildung 12: Sesquiterpenkohlenwasserstoffe (STKW), Teil |
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a-Gurjunen Aromadendren allo-Aromadendren
(37) (48) (55)

H
Viridifloren a-Bulnesen Bicyclogermacren
(68) (52) (78)
H
| 7 | /j
N\
H | |
P
b-Caryophyllen a-Humulen (E,E)-a-Farnesen
(46) (60) (82)

Abbildung 13: Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffe (STKW), Teil Il

Neben den STKW konnte auch eine grof3e Anzahl oxygenierter Sesquiterpene, meist
Sesquiterpenalkohole, detektiert werden. Die dazugehdrigen Strukturen sind in der Abb.14
dargestellt. Die Massenspektren der meisten dieser Verbindungen zeigen &hnliche
Fragmentierungen wie die der Kohlenwasserstoffe. Bei der Massenspektrometrie spaltet die
alkoholische Hydroxygruppe sofort in Form von H,O ab (m/z=M"-18). Das Grundgerust
fragmentiert dann wie die entsprechenden Kohlenwasserstoffe. Die Fragmentierungen
zeigten, dal3 ein Teil der in der Alkoholfraktion enthaltenen Sesquiterpene ebenfalls ein
Cadinan-Grundgertst aufweisen. Dies wird durch die Biogenese der Sesquiterpene gestutzt.
So wurde sowohl der STKW Bicyclogermacren (78), eine Komponente, die als ein
gemeinsamer Precursor von Cadinanen und Aromadendranen, wie beispielsweise Ledol
(116), Globulol (122), Spathulenol (131) und verwandten KW gilt (NISHIMURA et al., 1969),
gefunden, wie auch Germacren D (72), Schliusselverbindung bei der Biogenese von
Sesquiterpenen des Cadinan-Typs (YOSHIHARA et al., 1969).
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Cubenol Elemol Palustrol Caryophyllenoxid
(119) (125) (106) (108)

OH:

Epi-Cubenol g-Eudesmol (E)-Nerolidol
(120) (134) (117)

OH

T-Cadinol a-Eudesmol Globulol (2E,6E)-Farnesol
(133) (139) (122) (146)

H H 3O

T-Muurolol b-Eudesmol Viridiflorol d-Cadinol
(136) (141) (126) (138)

';\

a-Cadinol Selin-11-en-4a-ol Spathulenol
(140) (142) (131)

Abbildung 14: Oxygenierte Sesquiterpene (0x. ST)
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Das 10-Hydroxy-Derivat des Cadinan-Grundgeruistes existiert in vier stereoisomeren
Formen. So bestehen ein trans- und ein cis-verknlpftes Paar (bei einer cis-Verkipfung der
Cyclohexanringe spricht man auch vom Muurolan-Grundgerist, welches jedoch zur
Cadinan-Gruppe s.l. gerechnet wird), die sich jeweils innerhalb des Paares durch die
Konfiguration der Hydroxy-Gruppe am C-10 unterscheiden. Alle vier Stereocisomere konnten
detektiert werden: T-Cadinol (133, = 10-b-Hydroxy-4-Cadinen), T-Muurolol (136, = 10-b-
Hydroxy-4-Muurolen), d-Cadinol (138, = 10-a-Hydroxy-4-Muurolen) und a-Cadinol (140, =
10-a-Hydroxy-4-Cadinen). Die Massenspektren dieser Epimere unterscheiden sich marginal,
jedoch ausreichend unter Zuhilfenahme der Retentionsindices und vorhandener
Vergleichsspektren (BORG-KARLSON et al., 1981; CHALCHAT et al., 1985).

In Kap. B.3.1.1 konnte bei drei Proben von der Coromandel Peninsula Elemol (125)
detektiert werden. In den entsprechenden Gaschromatogrammen ist jeweils ein breiter
.Umlagerungsberg" erkennbar. Dabei handelt es sich um die sigmatrope Cope-Umlagerung
von Sesquiterpenalkoholen mit Cyclodeca-1,5-dien-Grundgerist zu den entsprechenden
Elemenderivaten. Das Umlagerungsprodukt Elemol zeigt sich im Gaschromatogramm als
schmaler Peak vor dem entsprechenden Edukt, dem Hedycaryol. Die Umlagerung des
thermolabilen Hedycaryols in Elemol erfolgt im Injektor und wurde bereits mehrfach
beschrieben (SOUTHWELL, 1970; STAHL, 1982; HOLTHUIJZEN, 1994; BISCHOF-
DEICHNIK, 1997; EGGERS, 2000).

Die Komponente 142 erwies sich zunachst als unbekannt. Das Massenspektrum (Abbildung
s. Anhang, Kap. F.2.1) mit einem Molekulpeak bei m/z 222 ergab die Information, dal? es
sich bei der Komponente um ein Molektl der Summenformel C;sH,sO, dso mit hoher
Wahrscheinlichkeit um ein sauerstoffhaltiges Sesquiterpen handeln muf3te. Gezielte Suche
in den Gruppen der oxygenierten Cadinane und Eudesmane, deren nicht oxygenierte
Formen den gréf3ten Anteil der Grundgertste bei den STKW stellte, fihrte zur Verbindung
Eudesm-11-en-4-ol. KESSELMANS et al. (1992) synthetisierten alle acht mdglichen
Stereoisomere. Ein Vergleich der Massenspektren und der Retentionsindices ergab, daf} es
sich bei der Komponente 142 um Selin-11-en-4a-ol handelt. Selin-11-en-4a-ol wurde in den
flichtigen Fraktionen einiger Friichte detektiert und wurde fur wenigstens 15 atherische Ole
beschrieben, darunter auch fir das Blattél von Eugenia uniflora L. (Myrtaceae)
(WEYERSTAHL et al., 1988).

Selin-11-en-4a-ol (142) stellt eines von vier trans-verknupften Stereoisomeren dar. Im
Unterschied zu zwei der trans-verknupften Isomeren (Neointermedeol und Paradisiol) besitzt
es keine aquatoriale Methylgruppe am C-4, deren Verlust zu einem signifikanten Fragment
bei m/z 207 fuhren wirde. Vom korrespondierenden C-7 Epimer (Intermedeol) kann es durch
eine Verhaltnisbildung zwischen den Peaks bei m/z 135 und 125 bzw. m/z 135 und 151
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unterschieden werden. Fir Intermedeol betragen sie 0.6 und 3.7, und fir Selin-11-en-4a-ol
(142) 9.9 und 18.2. Gleichwohl ist das Massenspektrum von Selin-11-en-4a-ol (142) nahezu
identisch mit dem von 5epi-Neointermedeol, einem cis-verknipften Isomer mit aquatorial-
stéandiger Methylgruppe am C-4. Der einzige signifikante Unterschied liegt im Verhaltnis von
m/z 123 zu 125: Dieses ist bei Selin-11-en-4a-ol (142) mindestens doppelt so grol3 (>4) wie
bei 5-epi-Neointermedeol (ca.2) (KESSELMANS et al., 1992).

1.3 Ester-Verbindungen

In den Teebaumolen s.I. konnten zahlreiche Ester-Verbindungen gefunden werden. Dabei
zeigten sich die Ole der Gattung Melaleuca als eher esterarm (nur Linalylacetat (41) in
Niaoulidl) bzw. esterfrei. In Kanukadl konnten zwei Ester, Isoamylisovalerat (19) und
Isoamyltiglat (27) identifiziert werden, wohingegen Manukadl Uber ein breites Spektrum an
Estern verfuigte. Insgesamt wurden im Manukadl zwolf Ester detektiert, von denen zehn
identifiziert werden konnten. Obwohl ihr Anteil am Gesamtdl lediglich hdchstens 1.5%
betragt, ist ihr Beitrag zum Aroma relativ hoch einzuschatzen. Eine Ubersicht Uber die
identifizierten Ester gibt Abb. 16°.

Eine Isolierung der Ester aus dem Gesamtdl war auf Grund des geringen Prozentanteils
nicht moglich. Eine Bestatigung der Strukturen erfolgte im wesentlichen durch Aufnahme der
Massenspektren. Dazu mussten zunachst die Ester des Manukaéls angereichert werden,
indem das Manukaél einer TSC unterworfen wurde. Die dabei anfallende Fraktion 2 wurde
dann vom b-Triketon-Komplex befreit. Dafir wurde die Methode zur Isolierung der b-
Triketone nach FLYNN et al. (1979) in modifizierter Form verwendet. Die b-Triketon freie
Fraktion 2 bestand daraufhin aus oxygenierten Terpenen und den Estern. Fir einen
Vergleich der Massenspektren und der Retentionsindices wurden die Ester-Komponenten
synthetisiert durch Veresterung der entsprechenden Alkohole mit den jeweiligen
Saurechloriden. Die Retentionsindices und Massenspektren der chemisch synthetisierten
Verbindungen entsprachen denen der im Manukadl detektierten Ester.

Als Alkoholkomponenten wurden sowohl Benzylalkohol als auch die kurzkettigen
aliphatischen Alkohole Isoamylalkohol und 3-Methyl-3-buten-1-ol gefunden,
Saurekomponenten bildeten Isovaleriansaure, Tiglinsdure und Benzoeséure. Diese
Komponenten sind auf Grund ihrer sensorischen Eigenschaften als Duftstoffe von

Bedeutung. Einige von ihnen, lsoamylisovalerat (19), Benzylisovalerat (100), Isoamylbenzoat

2 Auf die Darstellung von drei weiteren Monoterpenessigsaureestern wird in Abb.16 verzichtet, da diese nur in
dem atherischen Ol von Leptospermum petersonii gefunden werden konnten und somit Gegenstand des Kap.
B.2.6.2 sind.
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(105) und Benzyltiglat (128) sind mit Hilfe von Headspace-Adsorption fur die
Nachtkakteenart  ,Queen of the night* (Selenicereus grandiflorus Britton & Rose)
beschrieben worden (KAISER & TOLLSTEN, 1995). Die Bliten dieser Kaktee produzieren
ein sehr warmes und reich aromatisch-blumiges Parfum. Benzyltiglat (128) ist auRerdem
beteiligt am Aroma von Jamrosa-Frichten (Syzygium jambos L. Alston, Myrtaceae) und von
Bulgarischem Rosendl (Rosa damascena Mill.) (VERNIN et al., 1991). Isoamylisovalerat (19)
und Isoamylbenzoat (105) wurden auch im Blattdl von Pistacia lentiscus L. gefunden
(FERNANDEZ et al, 2000). Isoamylisovalerat (19) ist ein international zugelassener
Aromastoff, der frisch, reif und fruchtig riecht, und haufigen Einsatz in der Lebensmittel- und
Tabakindustrie findet. Diese Komponente ist in hohen Konzentrationen im Blattél einer
weiteren Myrtaceae, Micromyrtus striata J. W. Green, zu finden (SOUTHWELL & BROPHY,
1991).

Bei der Identifizierung der vier Ester Nr. 19, 22, 27 und 39 galt es zwei Punkte abzusichern:

Liegt die Saurekomponente, eine a,b-ungesattigte 2-Methyl-2-butenséure, als (Z)-lsomer

(Angelikasaure) oder als (E)-Isomer (Tiglinsaure) vor?
Liegt die isoprenahnliche Alkoholkomponente in der Isopentenylform (3-Methyl-3-buten-

1-ol) oder in der Dimethylallylform (3-Methyl-2-buten-1-ol) vor?

Das Verhaltnis der Massenfragmente bei m/z 83 und m/z 82 ist bei Estern der Tiglinsaure in
den meisten Fallen groRer (10-100) als bei Estern der Angelikasaure (2-7), jeweils zu
Gunsten des Massenpeaks bei m/z 83. Diese Regel gilt jedoch nicht fur die Methyl- und
Ethylester und ist daher nur von beschrankter Aussagekraft. Ein verlassliches Indiz ist die
Bildung der lonen an freier Saure
(m/z 100) und protonierter Saure
(m/z 101). Die Fragmentierung
der (2)-lsomer-Ester fuhrt zu
einem Uberschuf? an freier Saure,
wahrend (E)-lsomer-Ester einen
Uberschuf an protonierter Saure
verursachen (THOMAS &

|O WILLHALM,  1976).  Dieses

(E)-Ester m/z 101 Fragmentierungsschema ist in

Abb.15 dargestellt.

Abbildung 15: Fragmentierungsschema fir
2-Methyl-2-butensaureester
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CHs O  CH, CH, Us
Hsc)\/\o)k)\CHs H3c)k/\0 CHg

Isoamylisovalerat 3-Methyl-3-buten-1-yl-isovalerat
19) (22)

CH, o H CH, o H
=

HSC)\/\OMCHB H3C/[k/\o/uﬁ)\ CH
CHs3 CHs

Isoamyltiglat 3-Methyl-3-buten-1-yl-tiglat
27) (39)

CHs o) CH, o)

Isoamylbenzoat 3-Methyl-3-buten-1-yl-benzoat
(105) (110)

O

©Aok/v

Benzylvalerat Benzylisovalerat
(93) (100)

0] H
O)J\)\CHQ,
CHsy

Benzyltiglat (E)-Methylcinnamat Linalylacetat
(128) (123) (41)

Abbildung 16: Ester-Verbindungen

Der Versuch einer Synthese der Dimethylallylester war nicht erfolgreich. Die
Retentionsindices und Massenspektren der chemisch synthetisierten Verbindungen unter
Verwendung von 3-Methyl-3-buten-1-ol entsprachen hingegen denen im Ol enthaltenen
Komponenten. Analog dazu scheint wohl auch in der Biosynthese die Veresterung mit
Isopentenylalkoholen leichter mdoglich zu sein, denn offensichtlich verestern die
Isopentenylalkohole schneller bevor sie zu Dimethylallylalkoholen isomerisieren (VAHIRUA-
LECHAT et al., 1996).
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14 b-Triketone

Teebaumdle s.l. sind nahezu reine Terpendle. Des weiteren werden sie durch eine Reihe
von cyclischen Polyketonen, sogenannten b-Triketonen, charakterisiert, welche sich in der
Struktur ihrer Seitenkette, der Anzahl der ringstandigen Methylgruppen und dem Grad der
Oxidation unterscheiden. Diese Substanzklasse ist von gewissem historischen, strukturellen
und chemotaxonomischen Interesse. Die erste Substanz dieser Klasse, Tasmanon, wurde
bereits im Jahre 1914 aus Eucalyptus delegatensis subsp. tasmaniensis Boland (syn. E.
tasmanica Blakely, syn. E. risdonii var. elata Benth.) isoliert. In den 60er Jahren des
vergangenen Jahrhunderts wurde dessen Struktur vollstandig aufgeklart und das
Vorhandensein zweier tautomerer Formen bewiesen. Tasmanon ist von historischer
Bedeutung, da eine Betrachtung der Struktur zu der Annahme und dem spéateren Beweis der
biologischen C-Methylierung von Naturstoffen fiihrte.

In Manukadl wurden drei b-Triketone detektiert, Flaveson (109), Isoleptospermon (118) und
Leptospermon (124) (Abb.17). Alle drei Komponenten weisen in Losung Keto-Enol-
Tautomerie auf, wobei die Enol-Form dominiert. Die Stereochemie des C-2 von
Isoleptospermon konnte nicht aufgeklart werden, da die Extraktionsbedingungen zur
Razemisierung fuhren und es somit bisher nicht gelungen ist, die enantio-reine Form aus der
Pflanze zu isolieren (VAN KLINK et al., 1999).

Flaveson Isoleptospermon Leptospermon
(109) (118) (124)

Abbildung 17: b-Triketone

Diese und andere b-Triketone werden gewoéhnlich in Eucalyptus- und Leptospermum-Arten

gefunden und sind auRerdem charakteristisch fir Arten der Unterfamilie Leptospermoideae,

wie beispielsweise Baeckea, Callistemon, Darwinia und Melaleuca.

Die Bedeutung der b-Triketone fur die Pflanze ist nicht abschlieRend geklart.
Isoleptospermon und Leptospermon gelten als Precursor in der Biosynthese von sog. G

Regulatoren. ,G" steht hierbei fir ,grandis, da die entsprechenden Untersuchungen an

Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden durchgefilhrt wurden. Das é&therische Ol von
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Eucalyptus grandis verflgt tber einen Gehalt von 40% b-Triketonen (BOLAND et al., 1991).
G-Regulatoren sind Keimungs- oder Wachstumsregulatoren, die in alteren Geweben,
hauptsachlich im Blatt und an Schnittstellen akkumulieren. Aus alten Blattern von E. grandis
konnten 7500 pg ¢g', aus jungen Blattern lediglich 18.6 pg g™ isoliert werden. Ein erneutes
Auskeimen von Wurzelgewebe konnte bei Eucalyptus-Stecklingen, die aus alterem
Pflanzenmaterial gewonnen wurden, nur aul3erst selten beobachtet werden; jungen Pflanzen
waren deutlich keimungsfreundlicher (GHISALBERTI, 1996).

b-Triketone weisen einen spezifischen massenspektroskopischen Zerfall auf. Die typischen
Fragmente sind in Abb.18 dargestellt. Der Verlust von Dimethylketen aus dem
carbocyclischen Ring fuihrt bei b-Triketonen mit Tetramethyldion-Grundgerist zu dem
charakteristischem Fragment m/z=M-70. Die Massenspektren von Flaveson (109),
Isoleptospermon (118) und Leptospermon (124) sind im Anhang (F.1) abgebildet. Das
gleiche Fragmentierungsmuster ist fir Grandifloron (aus Leptospermum morrisonii) und
Papuanon (aus Eucalyptus papuana) zu beobachten (BROPHY et al., 1996).

Abbildung 18: Fragmentierungsschema fir b-Triketone (nach CROW et al., 1971)

Tabelle 9: *C-NMR-Daten (CDCls, 75 MHz) fiir b-Triketone

(VAN KLINK et al., 1999) _
Die von VAN KLINK et al.

Position Flaveson Isoleptospermon Leptospermon
(109) (118) (124) (1999) ermittelten  **C-NMR-

v 108.2 109.0 1095 Daten werden in Tab.9 zur
2 199.3 199.6 199.5 .

Vervollstandigung der analy-
3 52.3 52.6 52.4 _ _

tischen Daten der b-Triketone
3"-CHs (x2) 24.3 24.6/24.2 24.3
& 209.9 209.9 210.0 aufgelistet und verdeutlichen
5 57.0 57.0 56.9 sogleich, dal das Chiralitats-
5-CH3 (x2) 23.9 23.8/23.6 23.9 zentrum am C-2 des Isolepto-
6 196.8 197.1 196.9 spermons zu jeweils zwei
1 208.6 207.8 203.6 unterschiedlichen Signalen der
2 35.2 aLs ar.2 beiden Methylgruppen am C-3°
3 19.1 26.9 26.1 . o

und C-5" fuhrt.
4 19.1 11.9 22.7
5 16.9 22.7

w
(o3}
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2 Zusammensetzung der einzelnen Handelsdle

2.1 Manukaol®

Die GC- und GC-MS-Analysen der 18 Handelstle zeigten ein Muster von etwa 100
verschiedenen Komponenten. 63 von ihnen konnten identifiziert werden, was zu einer
Aufklarung der Ole von durchschnittlich 96% fiihrte. Die quantitative Zusammensetzung der
Ole ist in unkorrigierten Peakflachenprozenten angegeben und in Tab.10 aufgelistet. Das

Chromatogramm eines reprasentativen Ols (010/M) zeigt Abb.19.

Die Ergebnisse zeigen deutlich, da’ die fur Manukaotle typischen b-Triketone Flaveson

(209), Isoleptospermon (118) und Leptospermon (124) bei hohen Retentionszeiten auftreten.
Von GC-Séaulen mit polarer stationarer Phase eluieren sie typischerweise mit
charakteristischen Tailing-Peaks. Zu Zwecken der Qualitétskontrolle gelingt der Nachweis
der b-Triketone mittels "*C-NMR-Spektoskopie des Gesamtdls. Die Signale der
Ketokohlenstoffe zeigen ganz typische Signale im Bereich von 210-195 ppm. Der Anteil der
drei b-Triketone am Gesamtdl betrug durchschnittlich 22.3% ohne Beriicksichtigung des
Musters 018/M. Bei diesem Muster handelt es sich um ein Ol, aus dem die

Monoterpenfraktion groéRtenteils entfernt wurde, um die b-Triketone anzureichern, vom

Produzenten deklariert als ,Manukadl Fraktion 1“.

Obwohl den b-Triketonen eine hohe Bedeutung sowohl in Hinblick auf biologische

Wirksamkeit, als auch in Hinblick auf chemotaxonomische Fragestellungen zugemessen
werden muf3, so stellt jedoch die Gruppe der Sesquiterpenkohlenwasserstoffe (STKW) mit
60-70% den grofdten Anteil am Gesamtdl. (-)-trans-Calamenen (Nr. 94, x=12.5%), d-Cadinen
(83, 6.3%), Cadina-3,5-dien (53, 6.3%), a-Copaen (32, 5.3%), Cadina-1,4-dien (88, 4.7%)
und d-Amorphen (57, 3.0%) sind die wichtigsten STKW mit Cadinan-Grundgerist. d-

Amorphen (57) liegt als (+)-Enantiomer vor (MELCHING et al., 1997). Wichtige Vertreter mit
Selinan(®° Eudesman)-Grundgerust sind b-Selinen (74, 3.9%) und a-Selinen (75, 4.1%).

Monoterpenkohlenwasserstoffe (MTKW) sind im Manukadl nur in geringen Konzentrationen
nachweisbar, ein verlassliches Kriterium zur Unterscheidung von Kanukadlen mit hohem
MTKW-Gehalt. Dies ist wichtig, weil beide Ole vorwiegend aus Wildpfliickung gewonnen
werden, und in Gebieten, in denen beide Arten vergesellschaftet anzutreffen sind, mit
Verwechslungen oder Vermischungen zu rechnen ist. Die sauerstoffhaltigen Monoterpene

Terpinen-4-ol (47) und 1,8-Cineol (13), die beiden qualitatsbestimmenden Komponenten des

% Teile dieses Kapitels wurden bereits publiziert (CHRISTOPH et al., 1999), wobei die Peaknummerierungen der
Publikation nicht mit vorliegender Dissertation Ubereinstimmen.
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Australischen Teebaumdls sind jeweils nur in Konzentrationen £1% nachweisbar. Neben den
in Tab.10 aufgefihrten Komponenten konnten des weiteren Camphen (4), Sabinen (6) und
(©)-b-Ocimen (14) in Spuren detektiert werden. Die Komponenten 19, 22, 27 und 39
erwiesen sich als Ester von kurzkettigen aliphatischen Alkoholen (Isoamylalkohol und 3
Methyl-3-buten-1-ol) mit Tiglinsdure bzw. Isovaleriansdure. Ein Vergleich der
Zusammensetzung der untersuchten  Handelsmuster erlaubt die folgenden

SchluR¥folgerungen:
17 der 18 untersuchten Muster lassen sich in zwei Kategorien einteilen.

13 Muster weisen eine hohe Konformitat auf und verfigen tber einen hohen Gehalt
an b-Triketonen. (x=25.0%, Xmin=21.9%, Xmax=28.3%)

Vier Muster (002, 004, 007, 011/M) unterscheiden sich von den Ubrigen auf Grund
eines geringeren b-Triketon-Gehalts (x=14.2%, X%nn=11.6%, Xnax=15.6%). Umgekehrt

weisen diese Muster mit Ausnahme von 011/M einen hoheren Gehalt an a-Pinen (1)

auf (8-11% gegenlber 1.8%).

Vermutlich widerspiegeln sich in diesen Unterschieden regionale Variationen zwischen
den beiden hauptséachlichen Produktionsorten East Cape (hoherer Triketongehalt) und
Coromandel Peninsula (niedrigerer Triketongehalt). Diese Tatsache stellt einen
interessanten Aspekt der Qualitatskontrolle von Manukadl dar.

Muster 018/M ist separat zu betrachten, da es sich wie oben beschrieben um eine
angereicherte Fraktion des natirlichen Manukaéls handelt. Die Anreicherung bezlglich
der b-Triketone ist jedoch marginal, sodal? dieses Muster keine besonderen Vorzige im

Vergleich zum natiirlichen Ol aufweist und keinen héheren Einstandspreis rechtfertigt.
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Abbildung 19:
Peakzuordnung Tab.10

Gaschromatogramm von Probe 010/M (Manukaél), J&W DB-WaxEtr,
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Tabelle 10: Manukadl: Zusammensetzung der Handelsdle

Nr. Komponente Rl |001/M 002/M 003/M 004/M 005/M 006/M 007/M 008/M 009/M
lla- Pinen 1021 20 11.0 13 8.0 3.7 1.6 8.3 1.0 2.2
2|a-Thujen 1025 Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp
5(b-Pinen 1109 02 02 0.3 0.2 02 02 0.2 0.1 0.2
7(Myrcen 1164 04 04 05 0.5 04 03 0.5 0.4 0.3

11|Limonen 1201 0.1 0.3 0.1 0.2 0.2 Sp 0.2 0.1 0.1
13|1,8-Cineol 1209 0.2 1.0 0.4 0.8 0.2 0.2 0.8 0.2 0.2
15|gTerpinen 1251 0.2 0.4 0.1 0.4 0.3 Sp 0.3 0.1 0.2
16|(E)-b-Ocimen 1255 Sp 0.1 Sp 0.1 Sp Sp 0.1 Sp Sp
17|p-Cymen 1275 02 07 0.2 0.5 03 0.2 0.6 0.2 0.2
18|Terpinolen 1287 0.1 0.1 Sp 0.1 Sp Sp 0.1 Sp 0.1
19|Isoamylisovalerat 1296 0.2 0.1 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.1
20|unbekannte Komponente 1319 Sp 0.1 Sp Sp Sp Sp 0.1 Sp Sp
22|3-Methyl-3-buten-1-yl-isovalerat | 1372 0.3 0.2 0.3 0.2 0.3 0.3 0.2 0.3 0.3
23|unbekannte Komponente 1418 Sp 0.1 Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp
24|a-Cubeben 1460 35 38 3.7 3.7 32 35 3.7 3.2 3.2
27|1soamyltiglat 1471 0.1 0.1 0.1 0.1 Sp Sp 0.1 0.1 0.1
28|a-Ylangen 1482 03 03 0.2 0.3 03 03 0.3 0.3 0.3
32|a-Copaen 1494 54 55 4.8 5.6 51 65 5.6 5.6 5.0
37|a-Gurjunen 1529 0.9 11 0.8 11 0.9 11 11 1.0 0.9
38|b-Cubeben 1538 0.2 0.1 0.2 0.1 0.2 Sp 0.1 0.1 0.2
39|3-Methyl-3-buten-1-yi-tiglat 1545 01 01 0.1 0.1 Sp Sp 01 0.1 0.1
40(Linalool 1548 0.1 0.4 0.1 0.3 Sp Sp 0.3 0.1 0.1
45(b-Elemen 1592 11 11 0.8 1.0 12 13 1.0 0.6 1.2
46(b-Caryophyllen 1600 21 2.7 21 2.7 2.1 2.0 2.6 21 21
47(Terpinen-4-ol 1603 0.2 0.2 0.2 0.2 Sp Sp 0.2 0.2 0.2
48(Aromadendren 1608 18 18 1.9 18 18 21 18 21 17
49(Ester 1 1612 0.1 Sp 01 0.1 Sp Sp 01 0.1 0.1
50|unbekannte Komponente 1615 0.1 0.1 Sp Sp Sp Sp 0.1 0.1 0.1
53|(-)-Cadina-3,5-dien 1635 8.1 4.2 7.2 55 7.2 3.0 3.9 4.4 7.1
55|allo-Aromadendren 1644 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.9 0.8 0.8 0.8
57((+)- d-Amorphen 1662 2.6 3.6 2.0 4.2 2.6 2.2 34 3.2 25
58|unbekannte Komponente 1665 0.1 0.2 0.1 0.2 Sp Sp 0.2 0.1 0.1
60la-Humulen 1670 03 04 03 04 04 03 0.4 0.3 0.3
63|Selina-4,11-dien 1676 04 08 04 07 05 08 0.8 0.5 0.5
66|g-Muurolen 1689 12 13 11 13 12 14 1.3 1.3 1.2
68| Viridifloren 1694 0.7 11 0.7 1.0 0.7 0.8 1.0 0.7 0.7
72(Germacren D 1709 0.5 0.5 0.4 0.4 0.5 Sp 0.5 0.2 0.4
73|a-Muurolen 1716 15 1.6 15 15 13 0.8 1.6 0.7 12
74|b-Selinen 1724 34 41 2.8 4.3 38 47 3.9 43 39
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Fortsetzung: Tabelle 10

Nr. Komponente Rl |001/M 002/M 003/M 004/M 005/M 006/M 007/M 008/M 009/M
75|a-Selinen 1728 3.3 49 2.7 5.0 3.8 4.6 49 4.0 3.7
78|Bicyclogermacren 1732 0.7 0.2 0.6 0.2 0.6 Sp 0.1 0.2 0.6
82|(E,E)-a-Farnesen 1750 1.0 11 0.8 11 1.0 0.7 1.0 0.9 1.0
83|d-Cadinen 1756 60 6.7 4.8 7.1 6.1 6.5 6.7 6.3 6.0
85|g-Cadinen 1763 0.1 0.1 Sp 0.1 Sp Sp 0.1 0.1 0.1
88|Cadina-1,4-dien 1782 4.4 4.5 4.0 5.3 4.6 4.0 4.7 51 4.5
89|Myrtenol 1787 0.1 0.1 0.1 0.1 Sp Sp 0.1 0.1 0.1
90|trans-p-Mentha-1(7),8-dien-2-ol | 1793 0.1 0.1 0.1 0.1 Sp Sp 0.1 0.1 0.1
93|Benzylvalerat 1822 0.2 Sp 0.1 Sp Sp Sp Sp 0.1 0.1
94|(-)-trans-Calamenen 1835( 125 11.0 126 96 131 185 115 133 129

100|Benzylisovalerat 1894 03 0.2 0.2 0.2 02 02 0.2 0.2 0.2

102|a-Calacoren 1905 04 03 04 0.3 04 05 0.3 0.4 04

104|g-Calacoren 1918 0.7 0.5 0.6 0.6 0.7 0.9 0.6 0.8 0.7

105|Isoamylbenzoat 1928 0.2 0.2 0.2 0.1 0.2 Sp 0.2 0.2 0.2

106|Palustrol 1938 Sp Sp Sp Sp Sp Sp 0.1 0.1 Sp

108| Caryophyllenoxid 1981 03 0.2 0.5 0.2 04 06 0.3 0.4 0.4

109|Flaveson 1986 36 28 4.6 25 39 35 1.3 4.8 4.7

110|3-Methyl-3-buten-1-yl-benzoat | 1993 Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp

118|lIsoleptospermon 2049 35 23 43 2.6 4.4 33 14 3.8 3.2
119|Cubenol 2059 0.9 0.7 15 0.7 0.1 0.9 0.8 13 13
122|Globulol 2065 11 09 15 0.8 Sp 10 15 14 1.3
123|(E)-Methylcinnamat 2074 Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp
124|Leptospermon 2078 | 15.0 92 194 105 156 151 87 175 16.7
126|Viridiflorol 2085 0.1 0.4 0.2 0.3 0.2 0.2 0.3 0.1 0.2
128|Benzyltiglat 2104 Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp
131|Spathulenol 2121 0.5 0.4 0.9 0.3 0.5 0.7 0.4 0.6 0.5
133|T-Cadinol 2169 01 01 0.1 0.1 Sp 01 Sp 01 0.1
136|T-Muurolol 2184 01 01 0.2 0.1 Sp 02 Sp 02 0.1
138|d-Cadinol 2196 01 01 0.2 0.1 Sp 02 Sp 02 0.1

Summe: 948 97.8 964 966 954 964 919 971 0971
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Fortsetzung: Tabelle 10

Nr.]Komponente RI [ 010/M 011/M 012/M 013/M 014/M 015/M 016/M 017/M 018/M
lla- Pinen 1021 13 1.6 2.0 17 1.6 2.6 1.6 1.0 -
2|a-Thujen 1025 Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp -
5[b-Pinen 1109 0.1 0.1 02 01 0.2 03 02 0.2 -
7(Myrcen 1164 0.3 0.3 03 03 0.6 03 04 0.3 -

11{Limonen 1201 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 -

13|1,8-Cineol 1209 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.1 -
15|gTerpinen 1251 0.1 0.2 0.2 0.3 0.2 0.2 0.2 0.1 -
16((E)-b-Ocimen 1255 Sp Sp 0.1 Sp Sp Sp Sp Sp -
17|p-Cymen 1275 0.2 0.2 02 02 0.2 02 02 0.1 -
18|Terpinolen 1287 Sp Sp 0.1 Sp Sp 0.1 0.1 Sp -
19|Isoamylisovalerat 1296 0.2 0.2 0.1 0.2 0.2 0.1 0.1 0.1 -
20junbekannte Komponente 1319 0.1 Sp Sp Sp 0.1 Sp 0.1 0.1 -
22|3-Methyl-3-buten-1-yl-isovalerat | 1372 0.3 0.3 0.2 0.2 0.3 0.2 0.2 0.2 -
23|unbekannte Komponente 1418 Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp -

24|a-Cubeben 1460 3.0 4.2 3.7 35 3.8 41 44 35 22

27|1soamyltiglat 1471 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.2 Sp

28|a-Ylangen 1482 0.2 0.3 02 02 0.2 02 02 0.2 0.1

32|a-Copaen 1494 5.3 6.4 4.3 49 4.7 5.0 4.9 4.8 34

37|a-Gurjunen 1529 0.9 1.2 0.8 11 0.9 0.9 1.0 0.8 0.7

38|b-Cubeben 1538 0.1 0.2 0.3 Sp 0.2 0.3 0.2 0.2 0.2

39|3-Methyl-3-buten-1-yi-tiglat 1545 0.1 0.1 0.1 Sp 01 01 01 0.1 Sp

40(Linalool 1548 0.1 0.1 0.1 Sp 0.1 0.1 0.1 0.1 Sp

45(b-Elemen 1592 0.5 1.6 10 06 0.7 1.0 06 0.8 0.8

46|b-Caryophyllen 1600 20 25 27 29 27 27 32 27 22

47(Terpinen-4-ol 1603 0.2 0.2 Sp Sp Sp Sp Sp 0.2 0.1

48(Aromadendren 1608 2.2 18 1.6 2.2 21 17 1.6 1.2 14

49(Ester 1 1612 0.1 0.1 Sp Sp Sp Sp 0.1 0.2 0.1

50|unbekannte Komponente 1615 0.1 0.1 Sp Sp Sp Sp 0.1 0.2 0.1

53|(-)-Cadina-3,5-dien 1635 35 83 100 44 7.5 98 6.9 6.7 5.6

55|allo-Aromadendren 1644 0.8 0.8 0.7 0.7 0.7 0.8 0.7 0.7 0.6

57((+)- d-Amorphen 1662 2.7 35 25 39 3.2 2.8 39 3.0 2.8

58|unbekannte Komponente 1665 0.1 0.1 Sp 0.2 Sp Sp Sp 0.1 Sp

60la-Humulen 1670 0.3 0.3 03 04 0.3 04 04 0.4 0.4

63|Selina-4,11-dien 1676 04 0.6 05 06 0.5 05 06 0.6 0.6

66|g-Muurolen 1689 13 13 0.9 14 11 11 13 13 11

68|Viridifloren 1694 0.6 0.8 08 09 0.8 08 09 0.6 0.7

72(Germacren D 1709 0.4 0.2 0.4 0.2 0.3 0.4 0.2 0.4 0.6

73|a-Muurolen 1716 1.2 1.0 13 0.6 1.0 12 0.7 0.8 1.2

74|b-Selinen 1724 34 5.1 35 4.1 3.6 34 3.2 4.4 4.1
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Fortsetzung: Tabelle 10

Nr.]Komponente RI [ 010/M 011/M 012/M 013/M 014/M 015/M 016/M 017/M 018/M

75|a-Selinen 1728 4.0 4.5 3.1 4.0 33 35 4.8 4.9 4.0

78|Bicyclogermacren 1732 0.2 0.5 10 0.2 0.6 0.7 04 0.5 04

82|(E,E)-a-Farnesen 1750 0.7 0.9 15 0.9 1.0 1.3 1.3 1.0 1.0

83|d-Cadinen 1756 6.0 6.9 55 7.2 5.6 59 69 5.9 6.0

85|g-Cadinen 1763 0.1 0.1 Sp Sp Sp Sp Sp 0.1 0.1

88|Cadina-1,4-dien 1782 4.7 4.7 4.4 5.3 4.8 4.7 53 4.7 4.8

89|Myrtenol 1787 0.1 0.1 0.1 0.2 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1

90|trans-p-Mentha-1(7),8-dien-2-ol | 1793 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1

93|Benzylvalerat 1822 0.1 Sp 0.1 Sp Sp Sp Sp Sp Sp

94|(-)-trans-Calamenen 1835| 145 141 104 123 108 113 113 111 121

100|Benzylisovalerat 1894 0.3 0.2 02 02 0.2 02 02 0.3 0.2
102|a-Calacoren 1904 0.4 0.4 0.3 0.4 0.3 0.3 0.3 0.4 0.4
104|g-Calacoren 1918 0.8 0.7 0.6 0.7 0.6 0.6 0.6 0.7 0.7
105|Isoamylbenzoat 1928 0.3 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.3
106|Palustrol 1938 0.1 Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp
108| Caryophyllenoxid 1981 0.5 0.3 04 03 0.5 03 03 0.4 0.5
109|Flaveson 1986 5.8 2.0 42 37 3.2 32 31 43 44
110|3-Methyl-3-buten-1-yl-benzoat | 1993 Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp
118|lIsoleptospermon 2049 4.4 2.6 4.7 4.2 4.6 4.2 4.4 5.2 59
119|Cubenol 2059 1.2 0.5 0.9 12 12 0.9 1.0 1.2 1.6
122|Globulol 2065 1.2 0.9 09 13 11 09 10 0.7 0.8
123|(E)-Methylcinnamat 2074 Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp
124|Leptospermon 2078| 176 108 174 174 184 159 155 16.2 19.0
126|Viridiflorol 2085 0.1 0.1 0.2 0.2 0.2 0.2 0.1 0.2 0.1
128|Benzyltiglat 2104 Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp
131|Spathulenol 2121 0.6 0.5 0.5 0.6 0.7 0.5 0.6 0.6 0.8
133|T-Cadinol 2169 0.1 0.1 01 01 0.1 01 01 0.2 0.3
136|T-Muurolol 2184 0.1 0.1 02 02 0.2 01 01 0.2 0.3
138|d-Cadinol 2196 0.1 0.1 02 02 0.2 01 01 0.2 0.3
Summe: 966 955 96.7 973 963 970 966 959 932

43



B. Ergebnisse

2.2 Kanukaol

Die GC- und GC-MS-Analysen der 11 Handelstle zeigten ein Muster von etwa 50
verschiedenen Komponenten. 38 von ihnen konnten identifiziert werden, was zu einer
Aufklarung der Ole von durchschnittlich 97% fiihrte. Die quantitative Zusammensetzung der
Ole ist in unkorrigierten Peakflachenprozenten angegeben und in Tab.11 aufgelistet. Das

Chromatogramm eines reprasentativen Ols (028/K) zeigt Abb.20.

Die Ergebnisse belegen eine hohe Konformitéat der untersuchten Kanukadle. Der Anteil der
Hauptkomponente a-Pinen (1) am Gesamtdl betrdgt durchschnittlich  73.7%.
Dementsprechend fallen Variationen im Gbrigen Komponentensprektrum nur wenig ins
Gewicht. 13 weitere MTKW konnten detektiert werden. Unter diesen sind 1,8-Cineol (13,
4.0%) und p-Cymen (17, 3.5%) quantitativ die wichtigsten. Qualitativ kommt dem ox. MT (E)-
Pinocarveol (56) eine charakterisierende Bedeutung zu, da diese Komponente, wenn auch
mit einem geringen Prozentgehalt von durchschnittlich nur 0.4%, ausschlief3lich im Kanukadl
gefunden werden konnte.

Betrachtet man allein die Prasenz der Komponenten in den beiden Handelsdlen
neuseelandischer Herkunft, Manuka- und Kanukadl, so ist eine gute Ubereinstimmung
feststellbar. Eine Vielzahl an Komponenten, speziell im Bereich der STKW, sind beiden Olen
gemeinsam. Das Cadinan-Grundgerust ist die vorherrschende Struktur der identifizierten
STKW. Diese Komponenten sind im Kanukaél jedoch nur in geringen Konzentrationen
nachweisbar. Unter ihnen gellt (-)-trans-Calamenen (94, 1.3%) die wichtigste dar. Ebenso
konnten die Ester Isoamylisovalerat (19) und Isoamyltiglat (27) in beiden Olen gefunden

werden.

Charakteristisch fir Kanukadle ist das Muster der Sesquiterpenalkohole. Jeweils
ausschlie3lich vier Komponenten, Ledol (116), (E)-Nerolidol (117), Viridiflorol (126) und
Spathulenol (131) konnten mit einem Prozentgehalt von 3 0.3% identifiziert werden.

AbschlieRend lalRt sich feststellen, daR Kanukadl, welches ausnahmslos von aus
Wildpflickung stammendem Pflanzenmaterial gewonnen wird, anhand der Konzentration
seiner Hauptkomponente a-Pinen (1) klassifiziert werden kann. So unterschieden sich vier
Muster (021, 023, 025, 027/K) von den Ubrigen auf Grund eines geringeren a-Pinen-Gehalts
(x=68.0%, Xnin=61.6%, Xmax=71.0%) gegenlber der anderen Gruppe mit durchschnittlich
76.9%. Parallel dazu wiesen erstere Muster eine hohere Konzentration an ox. ST auf. Sie
betrug 6% im Vergleich zu 3% bei den Ubrigen Mustern. Auch hier stellt sich die Frage, ob
eine Korrelation zu regionalen Variationen in Neuseeland gegeben ist.
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Abbildung 20:

Gaschromatogramm von Probe 028/K (Kanukaél), J&W DB-WaxEtr,

Peakzuordnung Tab.11
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Tabelle 11: Kanukadl: Zusammensetzung der Handelsdle

Nr.[Komponente Rl | 019/K 020/K 021/K 022/K 023/K 024/K 025/K 026/K 027/K
lla-Pinen 1021 758 837 706 760 710 76.2 688 727 616
5|b-Pinen 1109 0.5 0.6 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
7|Myrcen 1164 Sp Sp Sp 0.1 Sp 0.1 Sp 0.1 Sp

10|a-Terpinen 1184 Sp Sp Sp 0.1 Sp 0.1 Sp 0.1 Sp

11{Limonen 1201 14 10 12 13 12 11 13 1.2 1.4

13|1,8-Cineol 1209 5.8 33 4.3 35 4.3 3.1 4.2 34 6.0

15|gTerpinen 1251 0.9 1.0 18 2.7 1.6 2.6 13 2.6 14

16((E)-b-Ocimen 1255 Sp Sp 0.1 0.3 0.1 0.2 0.1 0.3 0.1

17|p-Cymen 1275 4.4 25 4.6 24 4.5 23 4.3 2.3 4.8

18|Terpinolen 1287 0.2 0.3 04 07 0.3 06 03 0.7 0.3

19|Isoamylisovalerat 1296 0.1 Sp 0.1 0.1 0.1 Sp 0.1 0.1 0.1

24|a-Cubeben 1460 Sp Sp Sp 01 Sp Sp 01 0.1 0.3

27|1soamyltiglat 1471 Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp 0.1

32|a-Copaen 1494 0.6 Sp 0.6 0.3 0.5 0.3 1.0 0.3 11

37|a-Gurjunen 1529 0.1 0.2 02 03 0.2 04 02 0.4 0.3

40|Linalool 1548 11 0.9 13 13 13 11 13 13 1.8

46(b-Caryophyllen 1600 0.1 Sp 01 02 0.1 03 01 0.3 0.2

47|Terpinen-4-ol 1603 0.2 Sp 0.3 0.2 0.2 0.2 0.3 0.3 0.3

48(Aromadendren 1608 0.2 Sp 0.2 0.2 0.2 0.3 0.2 0.3 0.3

53|Cadina-3,5-dien 1635 0.1 Sp 0.2 0.3 0.2 0.3 0.2 0.5 0.3

55|allo-Aromadendren 1644 0.3 0.2 0.3 0.3 0.3 04 04 0.5 04

56|(E)-Pinocarveol 1656 0.6 0.3 05 03 0.6 02 07 0.4 0.8

57|(+)- dAmorphen 1662 Sp Sp Sp 0.2 Sp 0.2 0.1 0.3 0.2

66|g-Muurolen 1689 0.1 Sp 02 01 0.2 02 02 0.2 0.3

68| Viridifloren 1694 0.3 0.5 0.5 0.6 0.5 0.8 0.7 0.7 0.5

69|a-Terpineol 1698 0.5 0.3 0.8 0.5 0.8 0.4 0.8 0.5 11

73|a-Muurolen 1716 Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp 0.1 0.3

74|b-Selinen 1724 0.1 Sp 0.1 0.1 Sp Sp 0.1 0.2 0.3

75|a-Selinen 1728 Sp Sp Sp Sp Sp Sp 0.1 0.1 0.1

78|Bicyclogermacren 1732 Sp Sp 0.3 04 0.3 04 0.2 0.7 0.1

83|d-Cadinen 1756 0.2 0.3 0.4 0.5 0.4 0.6 0.4 0.8 0.8

85|g-Cadinen 1763 Sp Sp Sp Sp Sp Sp 0.1 0.1 0.1

88|Cadina-1,4-dien 1782 0.1 0.3 03 05 0.3 06 04 0.7 0.5

94|(-)-trans-Calamenen 1835 11 0.8 16 0.9 16 1.0 2.0 1.0 25

116|Ledol 2026 04 03 08 04 0.8 05 09 0.5 1.0
117|(E)-Nerolidol 2042 0.3 0.5 11 0.7 11 0.8 1.0 0.8 11
126|Viridiflorol 2085 1.2 11 29 15 3.0 17 3.2 1.6 3.2
131|Spathulenol 2121 0.5 0.3 0.8 0.3 0.9 0.3 0.9 0.4 1.0

Summe: 972 984 971 979 97.1 978 965 971 952
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Fortsetzung: Tabelle 11

Nr.|Komponente RI | 028/K 029/K
lla-Pinen 1021 74,8 79,0
5|b-Pinen 1109 0,5 0,5
7|Myrcen 1164 0,1 0,1

10|a-Terpinen 1184 0,1 0,1

11|Limonen 1201 13 1,2

13|1,8-Cineol 1209 3.2 3,3

15|gTerpinen 1251 34 2,1

16((E)-b-Ocimen 1255 0,3 0,2

17|p-Cymen 1275 2,9 3,1

18|Terpinolen 1287 0,8 0,5

19|Isoamylisovalerat 1296 Sp Sp

24|a-Cubeben 1460 01 01

27|1soamyltiglat 1471 Sp Sp

32|a-Copaen 1494 0,4 0,2

37|a-Gurjunen 1529 04 03

40|Linalool 1548 1,6 11

46|b-Caryophyllen 1600 0,2 0,2

47(Terpinen-4-ol 1603 0,3 0,2

48(Aromadendren 1608 0,3 0,2

53|Cadina-3,5-dien 1635 0,3 0,2

55]|allo-Aromadendren 1644 0,3 0,3

56|(E)-Pinocarveol 1656 0,2 0,2

57|(+)- dAmorphen 1662 02 01

66|g-Muurolen 1689 0,2 0.1

68| Viridifloren 1694 0,6 0,5

69|a-Terpineol 1698 0,4 0,4

73|a-Muurolen 1716 0,1 Sp

74|b-Selinen 1724 0,1 Sp
75]a-Selinen 1728 Sp Sp

78|Bicyclogermacren 1732 0,5 0,2

83|d-Cadinen 1756 0,6 0,4

85|g-Cadinen 1763 Sp Sp

88|Cadina-1,4-dien 1782 0,5 0,4

94|(-)-trans-Calamenen 1835 0,9 0,9

116|Ledol 2026 04 04
117|(E)-Nerolidol 2042 0,7 0,6
126|Viridiflorol 2085 15 1,2
131|Spathulenol 2121 0,4 0,4

Summe: 98,6 98,7
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2.3 Teebaumol

Die GC- und GC-MS-Analysen der 39 Handelstle zeigten ein Muster von etwa 50
verschiedenen Komponenten. 39 von ihnen konnten identifiziert werden, was zu einer
Aufklarung der Ole von durchschnittlich 98% fiihrte. Die quantitative Zusammensetzung der
Ole ist in unkorrigierten Peakflachenprozenten angegeben und in Tab.12 aufgelistet. Das

Chromatogramm eines reprasentativen Ols (045/T) zeigt Abb.21.

Die Gewinnung von Australischem Teebaumél, dem wirtschaftlich bedeutendsten der hier
untersuchten Teebaumole s.l., erfolgt nahezu ausnahmslos durch kommerziellen
Plantagenanbau. So reprasentierte lediglich das Muster 037/T ein Ol, welches aus
Wildwuchs gewonnen wurde. Internationale Standards fordern ein Hoéchstgehalt an 1,8-
Cineol (13) von maximal 15% und ein Mindestgehalt an Terpinen-4-ol (47) von mindestens
30%. Die DAC-Monographie fordert zusatzlich prozentuale Spannbreiten fir zwolf weitere
Terpene. Diese regulativen Voraussetzungen fuhren zu einer hohen Konformitat der

Handelsmuster, was sich auch in diesen Untersuchungen widerspiegelt.

36 von 39 untersuchten Olen erfiiliten die Anforderungen der DAC-Monographie und der
ISO-Norm 4730, darunter auch Muster 037/T (Wildwuchs). Dabei betrug der hochste
gefundene Wert fur 1,8-Cineol 5.5% (036/T), der Durchschnittswert war 3.4%. Der
Durchschnittswert fur Terpinen-4-ol konnte mit 37.0% ermittelt werden, der niedrigste Wert
fur Terpinen-4-ol lag bei 32.0% (039/T). Von den ibrigen Olen erfiillte das Muster 054/T die
Qualitatsanforderungen nicht. Dessen hohe Konzentration an pCymen (17, 19.4%) laft
vermuten, dafd es sich hierbei entweder um eine schlecht gelagerte oder eine bereits
mindestens drei Jahre alte Charge handelt (vgl. Kap. B.2.3.1). Auch das
Untersuchungsmuster 034/T, das die Qualitatsanforderungen zwar erfillte, wies bereits
einen leicht erhdhten Wert an pCymen auf (7.5% gegeniber 3.0% im Durchschnitt), und

zeigte auf diese Weise, dal3 es aus einer alteren Ernte als die Gbrigen Muster stammte.

Die Muster 040/T und 041/T sind gesondert zu betrachten, da sie als ,high cineole”
spezifiziert waren. Sie zeigten deutliche Konzentrationsunterschiede bezlglich der
Monoterpene. Die Konzentration an 1,8-Cineol (13) betrug 18.3% bzw. 16.2%, gleichzeitig
enthielten sie deutlich niedrigere Gehalte an Terpinen-4-ol (47) mit Werten von 6.2% bzw.
6.4%. Diese Verhdltnisse entsprechen der bekannten Tatsache, dal3 sich die
Konzentrationen dieser beiden Monoterpene umgekehrt proportional verhalten. In den
genannten Mustern waren ebenfalls niedrigere Werte im Vergleich zum Teebaumol
(Terpinen-4-ol Typ) fur a-Pinen (1), b-Pinen (5), Sabinen (6), a-Terpinen (10), gTerpinen
(15), pCymen (17) und (Z)-p-Menth-2-en-1-ol (54) feststellbar. In vergleichsweise héheren
Konzentrationen konnten Myrcen (7), Limonen (11), a-Phellandren (12) und Linalool (40)
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gefunden werden. AuRRerdem lag der Gehalt an Terpinolen (18) in den ,high cineole*-Olen im
Vergleich zu den anderen Olen um das zehnfache hoéher (41.7% bzw. 45.7%) und bildete die
Hauptkomponente. Auf Grund der charakteristischen Zusammensetzung der Muster 040/T
und 041/T entsprechen diese dem Chemotyp 2 (,Var D) der Definition nach HOMER et al.
(2000) (Kap. A.3.3.3). Trotz eines deutlich héheren Gehalts an 1,8-Cineol (13) im Vergleich
zum Teebaumdl, Terpinen-4-ol Typ, sind diese Muster als Terpinolen-Chemotypen

anzusprechen und mussen als solche deklariert werden.

Kulturversuche lassen erkennen, dald die Zusammensetzung des Teebaumdls eher einer
genetischen Kontrolle unterliegt, als da sie von Umweltfaktoren abhangig wére. Die
Zusammensetzung des Ols einzelner Individuen an verschiedenen Standorten ist praktisch
konstant (MURTAGH & SMITH, 1996), nur der Olgehalt an sich schwankt auf Grund von
saisonalen Wetterbedingungen (MURTAGH & ETHERINGTON, 1990). In diesem
Zusammenhang sind die vier Muster aus Plantagenanbau in Simbabwe interessant. Drei
dieser Muster gehoérten dem Terpinen-4-ol-Typ an (038, 039, 042/T), wahrend ein Muster
(041/T) als ,high cineole* deklariert war, also den Terpinolen-Typ représentierte. Es konnte
eine gute Ubereinstimmung der Muster aus Simbabwe mit den australischen Olen
festgestellt werden. Dies gilt fir beide Chemotypen gleichermalRen. Dennoch lieRen sich
zwei Auffalligkeiten am Terpinen-4-ol-Typ aus Simbabwe beobachten: Zum einen lagen die
Konzentrationen an Terpinen-4-ol (47) am unteren Ende des Spektrums aller gemessenen
Werte dieses Chemotyps (32.6%, 32.0% und 35.6%), und zum anderen enthielten diese drei
Muster Konzentrationen an Terpinolen (18) tiber 4.0%.

49



B. Ergebnisse

Abbildung 21:

Gaschromatogramm von Probe 045/T (Teebaumaél), J&W DB-WaxEtr,

Peakzuordnung Tab.12
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Tabelle 12: Teebaumél: Zusammensetzung der Handelsdle

Nr.[Komponente Rl | 030/T 031/T 032/T 033/T 034/T 035/T 036/T 037/T 038/T|
1lla-Pinen 1021 2.9 3.0 3.1 2.8 3.2 3.1 29 2.8 2.8
2|a-Thujen 1025 11 11 1.0 1.0 11 12 1.0 1.0 11
5(b-Pinen 1109 0.9 0.8 09 08 0.9 1.0 038 0.8 0.8
6[Sabinen 1121 0.7 04 04 02 1.2 05 03 0.4 13

7/8Myrcen (zus. m. a-Phellandren) | 1164 1.2 14 11 13 11 1.3 12 11 1.2

10ja-Terpinen 1184| 108 10.5 85 105 84 114 95 102 111

11|Limonen 1201 11 13 14 1.0 1.2 1.2 15 1.0 0.9

12|b-Phellandren 1209 0.6 13 13 0.5 11 1.0 15 0.9 0.8

13|1,8-Cineol 1209 3.6 4.6 47 32 35 36 55 25 29

15|g-Terpinen 1251 215 212 194 218 188 225 200 218 20.6

17|p-Cymen 1275 29 29 55 23 7.5 23 38 43 14

18| Terpinolen 1287 3.6 3.6 3.4 3.7 3.3 3.7 3.8 3.7 4.6

37|a-Gurjunen 1529 0.3 0.4 0.4 0.3 0.4 0.3 0.4 0.4 0.6

40(Linalool 1548 0.4 0.2 0.3 0.2 0.4 0.3 0.2 0.2 0.4

42|(E)-p-Menth-2-en-1-ol 1562 04 0.2 02 03 0.4 04 02 0.3 0.4

46|b-Caryophyllen 1600 0.3 0.3 03 0.2 0.3 03 03 0.3 0.4

47|Terpinen-4-ol 1603| 36.7 354 368 394 342 348 347 380 326

48|Aromadendren 1608 1.0 1.2 1.2 0.8 13 11 1.2 11 2.0

52|a-Bulnesen 1634 0.1 0.1 0.1 0.1 0.2 0.1 0.1 0.1 0.2

54|(2)-p-Menth-2-en-1-ol 1641 0.3 0.2 0.2 0.2 0.3 0.3 0.2 0.2 0.3

55|allo-Aromadendren 1644 0.5 0.6 0.6 04 0.7 0.6 0.7 0.7 1.0

57|d-Amorphen 1662 0.2 0.2 02 01 0.2 02 03 0.1 0.4

60la-Humulen 1670 0.1 0.1 0.1 Sp 01 01 01 Sp 02

66|g-Muurolen 1689 0.2 0.2 03 02 0.2 02 02 0.2 0.3

68| Viridifloren 1694 0.9 1.0 0.9 0.8 0.8 1.0 0.7 11 1.6

69|a-Terpineol 1698 25 2.6 25 2.8 29 2.3 2.8 2.6 2.1

73|a-Muurolen 1716 Sp Sp Sp Sp Sp Sp 0.1 Sp 0.1

78|Bicyclogermacren 1732 0.7 0.4 0.3 0.3 0.3 0.6 0.5 0.2 0.9

80|(2)-Piperitol 1744 02 Sp 01 01 01 01 01 01 01

83|d-Cadinen 1756 11 13 1.2 11 13 1.2 15 1.2 1.9

88|Cadina-1,4-dien 1782 0.2 0.2 0.2 0.1 0.2 0.2 0.2 0.1 0.3

94|Calamenen 1835 0.2 0.2 0.3 0.2 0.3 0.2 0.3 0.3 0.3

119|Cubenol 2059 0.1 0.1 0.1 Sp 01 01 01 0.1 0.1
120|epi-Cubenol 2062 0.2 0.2 02 02 0.3 02 03 0.3 0.3
122|Globulol 2065 0.3 0.3 03 03 0.5 04 04 0.5 0.5
126|Viridiflorol 2085 0.7 0.6 05 07 0.7 06 06 0.6 0.7
131|Spathulenol 2121 0.2 0.1 0.2 0.1 0.3 0.1 0.2 0.2 0.3
133|T-Cadinol 2169 0.3 0.2 0.3 0.3 0.4 0.3 0.2 0.5 0.4

Summe: 99.0 984 985 983 982 0988 984 999 979
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Fortsetzung: Tabelle 12

Nr.]Komponente RI | 039/T 040/T 041/T 042/T 043/T 044/T 045/T 046/T 047/T|
1lla-Pinen 1021 2.9 18 1.6 2.7 2.9 2.6 2.8 2.7 2.7
2|a-Thujen 1025 1.2 0.9 1.0 11 1.0 1.0 0.9 0.9 0.8
5(b-Pinen 1109 0.9 0.5 04 08 0.8 08 08 0.8 0.7
6[Sabinen 1121 1.2 0.1 01 08 0.6 04 03 0.5 0.2

7/8Myrcen (zus. m. a-Phellandren) | 1164 13 41 41 15 16 13 1.2 14 1.2

10|a-Terpinen 1184 11.3 2.3 25 111 112 9.6 8.8 9.5 9.4

11|Limonen 1201 1.0 3.2 3.0 1.0 1.0 1.0 11 1.2 1.0

12{b-Phellandren 1209 0.8 6.0 49 1.0 0.9 0.7 1.0 0.6 0.5

13|1,8-Cineol 1209 30 183 162 31 29 30 33 43 3.0

15|g-Terpinen 1251 211 4.9 52 207 223 208 205 210 212

17|p-Cymen 1275 15 0.6 03 12 3.0 28 35 35 35

18|Terpinolen 1287 40 417 457 51 3.7 3.4 3.2 35 3.4

37|a-Gurjunen 1529 0.7 0.3 0.3 0.5 0.5 0.4 0.4 0.4 0.3

40(Linalool 1548 0.3 0.7 0.8 0.2 0.1 0.2 0.3 0.2 0.2

42|(E)-p-Menth-2-en-1-ol 1562 04 Sp Sp 04 0.2 03 02 0.3 0.2

46(b-Caryophyllen 1600 04 04 04 04 0.4 03 03 0.3 0.3

47|Terpinen-4-ol 1603| 32.0 6.2 64 356 357 396 382 366 414

48(Aromadendren 1608 17 0.1 0.1 17 17 13 1.2 1.3 1.0

52|a-Bulnesen 1634 0.2 - - 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.1

54/(2)-p-Menth-2-en-1-ol 1641 03 Sp Sp 03 02 03 02 02 02

55|allo-Aromadendren 1644 1.0 0.3 0.3 0.8 0.8 0.6 0.5 0.6 0.5

57|dAmorphen 1662 04 0.2 02 03 0.4 03 03 0.3 0.3

60|a-Humulen 1670 0.2 Sp Sp 0.1 0.1 Sp 0.1 0.1 0.1

66|g-Muurolen 1689 0.3 0.3 03 02 0.3 02 03 0.3 0.2

68| Viridifloren 1694 15 0.7 0.7 0.8 11 12 11 13 0.9

69|a-Terpineol 1698 21 3.0 3.2 2.2 25 2.7 2.8 2.6 2.8

73|a-Muurolen 1716 Sp Sp Sp 0.1 Sp Sp Sp Sp Sp)

78|Bicyclogermacren 1732 11 0.3 0.4 12 04 0.8 0.4 0.4 0.4

80|(2)-Piperitol 1744 0.1 - - 0.1 Sp 0.1 0.1 0.1 Sp

83|d-Cadinen 1756 1.9 0.8 0.7 17 1.6 17 1.6 1.7 1.3

88|Cadina-1,4-dien 1782 0.3 0.1 Sp 0.2 0.3 0.2 0.2 0.2 0.2

94|Calamenen 1835 0.3 0.3 0.2 0.2 0.2 0.1 0.2 0.2 0.2

119|Cubenol 2059 Sp Sp Sp 0.1 0.1 Sp 0.1 0.1 Sp)
120|epi-Cubenol 2062 0.3 0.1 Sp 02 0.3 03 04 0.3 0.2
122|Globulol 2065 04 02 03 04 0.4 04 06 0.4 0.3
126|Viridiflorol 2085 0.7 Sp Sp 038 0.2 Sp Sp 01 Sp
131|Spathulenol 2121 0.2 Sp Sp 0.1 0.1 Sp 0.2 0.1 Sp
133|T-Cadinol 2169 03 Sp Sp 02 01 Sp 01 01 Sp

Summe: 973 984 993 991 998 0986 974 983 98.7

52



B. Ergebnisse

Fortsetzung: Tabelle 12

Nr.]Komponente RI | 048/T 049/T 050/T 051/T 052/T 053/T 054/T 055/T 056/T|
1lla-Pinen 1021 3.1 3.1 34 2.6 21 2.7 33 2.8 2.6
2|a-Thujen 1025 1.0 11 13 0.9 0.7 1.0 1.0 11 1.0
5[b-Pinen 1109 0.8 0.9 09 07 0.6 08 09 0.8 0.8
6[Sabinen 1121 Sp 05 05 07 0.6 06 06 0.1 0.4

7/8Myrcen (zus. m. a-Phellandren) | 1164 14 15 17 13 2.0 14 0.9 1.3 1.3

10ja-Terpinen 1184 ( 103 111 114 9.7 117 10.2 1.9 9.8 9.2

11|Limonen 1201 1.2 1.2 13 11 2.6 1.0 1.0 0.9 11

12{b-Phellandren 1209 0.6 0.8 0.7 0.6 0.5 0.6 0.3 0.6 0.5

13|1,8-Cineol 1209 3.7 3.3 44 40 3.2 32 26 2.3 3.3

15|g-Terpinen 1251 228 224 225 201 179 208 106 21.6 20.3

17|p-Cymen 1275 3.2 21 28 23 4.6 1.8 194 2.6 35

18|Terpinolen 1287 3.6 3.7 3.7 3.4 3.7 35 1.9 34 3.4

37|a-Gurjunen 1529 0.4 0.5 0.4 0.5 0.3 0.4 0.4 0.3 0.4

40|Linalool 1548 Sp Sp Sp 04 04 04 03 Sp 02

42|(E)-p-Menth-2-en-1-ol 1562 Sp 02 02 03 0.3 04 03 0.4 0.3

46(b-Caryophyllen 1600 0.3 0.3 02 04 0.3 03 04 0.3 0.3

47|Terpinen-4-ol 1603| 371 351 352 364 361 382 36.7 402 408

48(Aromadendren 1608 14 15 11 14 1.0 11 14 0.9 11

52|a-Bulnesen 1634 0.2 0.2 0.1 0.2 0.1 0.1 0.2 0.1 0.1

54|(2)-p-Menth-2-en-1-ol 1641 Sp 0.2 0.2 0.3 0.2 0.3 0.2 0.3 0.3

55|allo-Aromadendren 1644 0.6 0.7 0.3 0.6 0.5 0.5 0.8 0.5 0.5

57|d-Amorphen 1662 0.3 04 Sp 04 0.3 04 01 0.2 0.3

60|a-Humulen 1670 Sp 0.2 Sp 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 Sp

66|g-Muurolen 1689 0.3 0.2 02 03 0.2 02 02 0.2 0.2

68| Viridifloren 1694 13 15 11 21 12 1.6 1.2 1.0 1.0

69|a-Terpineol 1698 2.6 24 24 19 3.0 2.3 2.3 2.8 3.0

73|a-Muurolen 1716 Sp Sp Sp 0.2 0.1 0.1 Sp Sp Sp)

78|Bicyclogermacren 1732 0.2 0.6 0.5 1.0 0.7 0.9 - 0.6 0.6

80|(2)-Piperitol 1744 Sp Sp Sp 0.1 0.1 0.2 0.1 0.1 0.1

83|d-Cadinen 1756 14 1.7 13 2.0 14 17 1.6 1.3 14

88|Cadina-1,4-dien 1782 0.2 0.2 0.2 0.3 0.2 0.2 0.1 0.2 0.2

94|Calamenen 1835 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.3 0.1 0.1

119|Cubenol 2059 Sp Sp Sp 02 0.1 01 01 0.1 Sp
120|epi-Cubenol 2062 0.2 0.2 02 03 0.2 03 03 0.3 0.2
122|Globulol 2065 0.2 0.5 03 05 0.3 04 05 0.5 0.3
126|Viridiflorol 2085 Sp Sp Sp Sp Sp Sp 05 Sp 01
131|Spathulenol 2121 Sp Sp Sp 0.1 Sp 0.1 0.4 0.2 0.1
133|T-Cadinol 2169 Sp Sp Sp Sp Sp Sp 0.7 Sp 0.1

Summe: 985 984 986 975 974 98.0 936 98.0 99.1
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Fortsetzung: Tabelle 12

Nr.[Komponente Rl | 057/T 058/T 059/T 060/T 061/T 062/T 063/T 064/T 065/T
1lla-Pinen 1021 25 2.9 2.9 3.1 2.7 2.8 2.6 39 2.8
2|a-Thujen 1025 1.0 1.0 1.0 11 1.0 0.8 1.0 14 11
5[b-Pinen 1109 0.7 0.8 08 08 0.8 07 08 1.0 0.8
6[Sabinen 1121 0.7 0.9 04 05 Sp 02 10 0.4 1.2

7/8Myrcen (zus. m. a-Phellandren) | 1164 14 14 15 14 13 14 14 1.6 1.3

10ja-Terpinen 1184| 108 105 100 10.6 94 10.6 109 113 9.2

11|Limonen 1201 0.9 1.2 13 1.2 11 1.0 0.9 14 0.9

12{b-Phellandren 1209 0.8 0.8 0.7 0.7 0.5 0.8 0.8 13 0.9

13|1,8-Cineol 1209 2.6 44 43 36 34 27 28 4.6 2.0

15|g-Terpinen 1251 210 212 214 219 213 224 213 228 195

17|p-Cymen 1275 1.6 2.6 40 31 3.3 29 17 3.6 5.7

18| Terpinolen 1287 3.6 3.8 3.6 3.6 34 3.6 3.7 3.9 35

37|a-Gurjunen 1529 0.3 0.4 0.5 0.5 0.3 0.5 0.4 0.3 0.3

40(Linalool 1548 0.4 0.4 0.2 0.2 Sp Sp 0.4 Sp 0.4

42|(E)-p-Menth-2-en-1-ol 1562 04 04 02 02 0.2 02 04 0.3 0.5

46(b-Caryophyllen 1600 0.2 0.2 04 03 0.3 03 03 0.2 0.2

47|Terpinen-4-ol 1603| 402 362 352 364 403 373 387 352 383

48|Aromadendren 1608 0.9 11 14 13 10 15 1.0 0.3 1.0

52|a-Bulnesen 1634 0.1 0.1 0.2 0.2 0.1 0.2 0.1 Sp 0.1

54|(2)-p-Menth-2-en-1-ol 1641 0.3 0.3 0.2 0.2 0.2 0.2 0.3 0.2 0.3

55|allo-Aromadendren 1644 04 0.5 0.6 0.6 04 0.6 0.5 04 0.5

57|d-Amorphen 1662 0.3 0.3 03 03 0.2 04 03 Sp 02

60la-Humulen 1670 0.1 Sp 0.1 Sp 0.1 Sp 0.1 Sp Sp)

66|g-Muurolen 1689 0.2 0.2 03 03 0.2 03 0.2 Sp 02

68| Viridifloren 1694 0.9 1.0 1.6 12 0.9 14 1.0 0.7 0.9

69|a-Terpineol 1698 3.0 2.7 21 2.6 29 2.6 29 2.7 2.5

73|a-Muurolen 1716 Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp)

78|Bicyclogermacren 1732 0.8 0.7 0.4 0.6 0.3 04 0.9 0.5 1.0

80|(2)-Piperitol 1744 0.1 0.1 0.1 Sp 0.1 Sp 0.1 Sp 0.2

83|d-Cadinen 1756 14 1.6 15 1.6 1.2 1.6 15 1.0 1.3

88|Cadina-1,4-dien 1782 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 Sp 0.2

94|Calamenen 1835 0.1 0.1 0.2 0.2 0.1 0.2 0.1 Sp 0.1

119|Cubenol 2059 0.1 0.2 0.1 Sp 0.1 Sp Sp Sp Sp)
120|epi-Cubenol 2062 0.2 0.3 02 02 0.3 02 02 Sp 03
122|Globulol 2065 0.3 04 04 04 0.5 05 02 0.3 0.4
126|Viridiflorol 2085 Sp Sp 01 Sp 01 Sp Sp Sp 01
131|Spathulenol 2121 Sp Sp 0.1 Sp 0.1 Sp Sp Sp Sp
133|T-Cadinol 2169 Sp Sp 0.1 Sp 0.1 Sp Sp Sp 0.3

Summe: 985 989 986 99.1 984 985 987 99.3 98.2
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Fortsetzung: Tabelle 12

Nr.|Komponente RI | 066/T 067/T 068/T|
1lla-Pinen 1021 2.6 2.6 2.8
2|a-Thujen 1025 1.0 0.9 1.0
5|b-Pinen 1109 0.7 0.7 0.8
6|Sabinen 1121 0.4 0.5 0.3
7|Myrcen (zus. m. a-Phellandren) | 1164 14 1.3 1.3

10ja-Terpinen 1184| 103 10.0 9.4

11|Limonen 1201 1.0 0.9 1.2

12|b-Phellandren 1209 0.7 0.8 0.7

13|1,8-Cineol 1209 2.8 2.0 4.4

15|g-Terpinen 1251| 209 20.7 209

17|p-Cymen 1275 1.7 2.6 35

18| Terpinolen 1287 35 35 3.6

37|a-Gurjunen 1529 0.5 0.5 0.3

40(Linalool 1548 0.2 0.3 0.2

42|(E)-p-Menth-2-en-1-ol 1562 0.5 0.3 0.3

46(b-Caryophyllen 1600 0.3 0.4 0.2

47(Terpinen-4-ol 1603| 371 39.1 38.6

48|Aromadendren 1608 1.3 1.3 1.0

52|a-Bulnesen 1634 0.2 0.2 0.1

54/(2)-p-Menth-2-en-1-ol 1641| 04 02 02

55|allo-Aromadendren 1644 0.7 0.6 0.5

57|d-Amorphen 1662 0.5 0.4 0.2

60[(a-Humulen 1670 0.2 0.1 Sp

66|g-Muurolen 1689 0.3 0.3 0.2

68| Viridifloren 1694 14 15 0.8

69|a-Terpineol 1698 2.7 25 3.0

73|a-Muurolen 1716 0.1 0.1 Sp

78|Bicyclogermacren 1732 0.8 0.6 0.5

80|(2)-Piperitol 1744 0.2 0.1 0.1

83|d-Cadinen 1756 1.9 1.9 1.2

88|Cadina-1,4-dien 1782 0.3 0.3 0.2

94|Calamenen 1835 0.1 0.2 0.2

119|Cubenol 2059 0.1 0.1 Sp
120|epi-Cubenol 2062 0.3 0.3 0.2
122|Globulol 2065 04 04 04
126|Viridiflorol 2085 Sp Sp Sp
131|Spathulenol 2121 Sp 0.1 0.1
133|T-Cadinol 2169 Sp 0.1 Sp

Summe: 975 984 984
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2.3.1 Stabilitdtsuntersuchung von Teebaumol

Aus der Literatur ist bekannt, dal Teebaumél und andere terpenreiche atherische Ole eine
hautreizende und Kontaktallergie induzierende Wirkung haben kénnen (BASSETT et al.,
1990; BUCK et al., 1994; SOUTHWELL et al., 1997). Nach HAUSEN & VIELUF (1998) sind
daftir nicht nur die Terpene selbst, sondern auch oxidierte oder veranderte Folgeprodukte
verantwortlich. Aus der Literatur ist zudem bekannt, dal MTKW mit p-Menthadien-
Grundgerust durch den EinfluB von Licht und Sauerstoff mittels Autoxidation oder
Dehydrierung in die Folgeprodukte 1,2,4-Trihydroxymenthan bzw. p-Cymen (17)
umgewandelt werden koénnen (BROPHY et al., 1989). Diese Umwandlungen in
Zusammenhang mit der Alterung des Teebaumodls sind in Abb.22 dargestellt.

0,
—>
OH
Terpinen-4-ol Terpinen-4-ol +2H 1,2,4-Trihydroxymenthan
47 Peroxid
-2H
i
a-Terpinen (10) p-Cymen
g-Terpinen (15) 7

Terpinolen (18)

Abbildung 22: Oxidation von Terpinen-4-ol und Dehydrierung der p-Menthadiene
im Teebaumadl (BROPHY et al., 1989)

Das Triol, welches wegen seiner geringen Fluchtigkeit nur schwer gaschromatographisch
zuganglich ist, ist jedoch gut zu isolieren, da es in gealterten, gelb verfarbten Teebaumélen
als unldsliche kristalline Plattchen ausfallt. Analytische Daten fir diese Komponente wurden
kirzlich publiziert (HARKENTHAL et al.,, 2000a). Wahrend das Oxidationsprodukt 1,2,4-
Trihydroxymenthan somit ein  sichtbares  Alterungsprodukt darstellt, ist das
Dehydrierungsprodukt p-Cymen (17) organoleptisch nicht wahrnehmbar. BROPHY et al.
(1989) konnten zeigen, dafR ein Ol, das sieben Monate lang Licht und Sauerstoff ausgesetzt
war, deutliche quantitative Unterschiede bezlglich der p-Menthadiene und p-Cymen aufwies.

56



B. Ergebnisse

Um dieser Fragestellung weiter nachzugehen, wurden in einer Langzeit-Stabilitatsprifung
neun Handelsmuster Uber 42 Monate in Braunglasflaschen bei +6°C im Kuihlschrank
gelagert. Diese wurden zu Beginn der Untersuchung und daraufhin alle sechs Monate einmal
geodffnet und kamen dabei mit Luftsauerstoff in Berihrung. Zu Beginn der Untersuchung und
daraufhin alle sechs Monate (Ausnahme: Der 18-Monatswert, Feb. 99, wurde nicht
aufgenommen auf Grund einer Forschungsreise nach Neuseeland) wurden die Ole
gaschromatographisch untersucht, die Konzentrationen von a-Terpinen (10), gTerpinen
(15), Terpinolen (18) und p-Cymen (17) bestimmt und als unkorrigierte Peakflachenprozente
registriert. Tab.13 gibt eine Ubersicht der so ermittelten Werte.

Tabelle 13: Stabilitatspriufung von Teebaumdol

Nr. [Komponente | Datum | 030/T 031/T 032/T 033/T 034/T 035/T 036/T 037/T 038/T| x Cv

10 | a-Terpinen |Aug 97| 10.8 10.5 85 105 84 114 95 102 111 10.1| 1.08
Feb 98 6.4 6.8 5.2 7.1 4.6 7.6 5.8 3.7 6.0 59 1.25
Aug 98 5.9 5.7 4.6 54 4.3 6.9 5.2 3.2 54 5.2 1.05
Aug 99 4.2 4.2 4.0 43 3.7 5.0 4.3 2.6 41 40| 0.64
Feb 00 35 3.3 3.6 3.4 3.3 3.7 3.6 24 3.3 3.3 0.38
Aug 00 29 2.7 3.2 29 31 29 3.2 23 31 29| 0.29
Feb 01 2.6 24 3.0 2.6 2.8 25 3.0 2.3 3.0 2.7 0.27

15| gTerpinen |Aug97( 215 212 194 218 188 225 200 218 20.6| 20.8| 1.23
Feb98| 155 16.0 141 172 126 174 142 11.0 135 146 2.12
Aug 98| 143 138 127 142 118 16.0 129 9.8 125 13.1| 1.76
Aug 99| 112 10.7 114 117 103 128 111 8.2 9.8 10.8] 1.30
Feb 00 9.5 85 104 9.7 9.3 9.8 9.3 7.6 8.1 9.1 0.89
Aug 00 8.1 7.2 9.3 8.5 8.7 7.9 8.6 7.2 7.7 8.1 0.71
Feb 01 7.3 6.5 8.8 7.6 8.2 6.8 7.9 7.1 7.3 75 0.71

18 | Terpinolen |Aug 97 3.6 3.6 3.4 37 33 37 3.8 37 4.6 3.7 0.37
Feb 98 29 3.1 2.8 3.2 2.6 3.2 3.0 2.4 3.5 3.0 0.34

Aug 98 2.8 2.8 2.6 2.8 25 3.0 29 22 3.4 28| 0.33
Aug 99 24 24 24 25 23 2.6 2.6 19 29 24 0.27
Feb 00 2.2 21 2.3 2.2 2.2 2.2 2.3 19 25 22 0.16
Aug 00 2.0 19 2.2 2.0 21 19 2.2 1.8 25 21 0.21
Feb 01 19 18 21 19 2.0 18 21 18 24 2.0( 0.20

17| p-Cymen |Aug 97 2.9 2.9 55 2.3 7.5 2.3 3.8 4.3 14 3.7 1.89
Feb 98 98 101 110 109 142 7.8 9.7 177 9.6 11.2| 2.98
Aug 98| 127 118 117 121 156 103 112 179 120 128 2.40
Aug99( 158 159 140 158 174 156 141 188 14.6/ 15.8] 1.55
Feb0OO| 181 178 159 179 184 183 153 199 1554 175 1.55
Aug 00 204 197 173 206 202 211 175 215 181 19.6] 1.57
Feb01| 220 214 188 21.7 209 226 186 229 19.8 21.0( 1.58
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Abbildung 23: Stabilitatsprifung von Teebaumol

Die Ergebnisse der Stabilitatsprifung machen deutlich, dal3 selbst unter guten
Lagerbedingungen eine Umwandlung der p-Menthadiene in p-Cymen unvermeidbar ist. Der
p-Cymen-Gehalt stieg wahrend des Untersuchungszeitraums um das sechsfache, wahrend
sich die Konzentrationen an Terpinolen halbierten bzw. die Konzentrationen an a- und g
Terpinen mehr als halbierten. Alle anderen Olkomponenten blieben konstant. Abb.23 zeigt
deutlich, da3 diese Umwandlungen bereits frihzeitig einsetzen und innerhalb der ersten
sechs Monate sehr schnell vonstatten gehen. Denn alle vier Kurven lassen einen deutlichen

Knick bei sechs Monaten erkennen.

Aus diesem Versuch lassen sich folgende Formeln ableiten, mit deren Hilfe ndherungsweise
eine Voraussage getroffen werden kann, wie hoch die Konzentration x (in unkorrigierten
Flachenprozenten) dieser vier MTKW nach y Monaten im Teebaumdl sein wird. Dabei ist der
schnelleren Umwandlung zu Beginn der Lagerung Rechnung zu tragen, woraus sich jeweils
zwei Formeln pro Komponente ergeben. Eine fur den Zeitraum 0-6 Monate, sowie eine fir

den Zeitraum 6-42 Monate.

0-6 Monate: 6-42 Monate:
a-Terpinen (10) x=-0.700y +10.1 Xx=-0.092y+6.3
gTerpinen (15) x=-1.033y + 20.8 Xx=-0.203y + 15.6
Terpinolen (18) x=-0.117y + 3.7 x=-0.029y +3.1
p-Cymen (17) x=+125y+3.7 X=+0.275y+94
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24  Cajuputol

Die GC- und GC-MS-Analysen der 13 Handelsdle zeigten ein Muster von etwa 40
verschiedenen Komponenten. 34 von ihnen konnten identifiziert werden, was zu einer
Aufklarung der Ole von durchschnittlich 97% fuihrte. Die quantitative Zusammensetzung der
Ole ist in unkorrigierten Peakflachenprozenten angegeben und in Tab.14 aufgelistet. Wie
dieser zu entnehmen ist, unterscheiden sich die 13 Muster in ihrer Olzusammensetzung
stark, was auch durch die vergleichende Darstellung der Gaschromatogramme
verschiedener Olmuster (073/C, 074/C, 079/C) in Abb.24 dokumentiert werden soll.

1,8-Cineol (13) war allen Olen als Hauptkomponente gemeinsam. Der Gehalt schwankte
dabei zwischen 52.9% (074/C) und 67.2% (076/C). Anhand der Nebenkomponenten lassen

sich die Cajuputole subjektiv in drei Gruppen einteilen:

Die erste Gruppe wird durch sechs Musterdle reprasentiert. Es handelt sich dabei um 071,
072, 073, 077, 078 und 081/C. Deren Inhaltsstoffspektrum war gleich, die quantitative
Zusammensetzung wies geringe Schwankungen auf. Folgende Mittelwerte konnten fir
einige charakteristische Nebenkomponenten gefunden werden: Linalool (40, 0.4%), b-
Caryophyllen (46, 3.7%), Terpinen-4-ol (47, 0.6%), a-Humulen (60, 1.8%), a-Terpineol (69,
8.2%), b-Selinen (74, 1.3%), a-Selinen (75, 1.2%), d-Cadinen (83, 0.3%) und Cadina-1,4-
dien (88, 0.2%). Wichtigste Komponente zur Abgrenzung gegeniber den anderen beiden
Gruppen stellt das ox. ST Viridiflorol (126) dar, welches in den Olen dieser Gruppe in relativ
konstanter Konzentration von ca. 0.6% nachweisbar war, in den Olen der anderen Gruppen
nicht bzw. nur in Spuren enthalten war. Von vier der sechs Ole war die Herkunft bekannt. So
stammte Muster 073/C aus Indien, 077/C und 078/C stammten aus Indonesien, 081/C aus
Spanien. Letzteres wies als Besonderheit einen erhdhten Gehalt an Sabinen (6, 3.1%) auf.
Trotzdem kann man sagen, daf3, eine verla3liche Herkunftsdeklaration auf den untersuchten
Mustern vorausgesetzt, auch bei Cajuputdlen wie bei Teebaumélen die chemische
Zusammensetzung genetisch fixiert ist und nicht von Standortfaktoren, wie Temperatur,
Niederschlagsmenge und Bodenvariabilitdt abhangig ist.

Die zweite Gruppe bilden die Ole 070, 074, 075, 076 und 080/C. Diese Gruppe weist die
hochste Schwankungsbreite bei der Hauptkomponente 1,8-Cineol (13) auf. Minimal- und
Maximalwert entstammen zwei Olen dieser Gruppe. Die gefundenen Mittelwerte fiir einige
charakteristische Komponenten weichen stark von denen der vorherigen Gruppe ab. Sie
betragen im einzelnen: b-Caryophyllen (46, 0.7%), Terpinen-4-ol (47, Spuren), a-Humulen
(60, 0.1%), a-Terpineol (69, 5.0%), b-Selinen (74, 0.1%) und a-Selinen (75, Spuren bis
0.1%). d-Cadinen (83) und Cadina-1,4-dien (88) sind nicht oder nur in Spuren nachweisbar.

Wichtigste Komponente zur Abgrenzung gegenuber der vorherigen Gruppe stellt Linalool
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(40) dar, welches in den Olen dieser Gruppe in Konzentrationen von 1.5% bis 2.5%, bei
anderen Cajuputdlen immer unter 0.5% nachweisbar war. In zwei der untersuchten Muster
(070/C und 080/C) waren drei weitere Peaks im Chromatogramm bei sehr hohen
Retentionszeiten (Rl pol. >2600) erkennbar. Eine Isolierung und Aufklarung dieser
Komponenten gelang nicht.

Die dritte Gruppe wird im Rahmen dieser Untersuchungen lediglich von zwei Proben
reprasentiert (069/C und 079/C). Sie ist gekennzeichnet durch einen hohen Gehalt an a-
Pinen (1, 9.6 und 9.7%). Des weiteren konnte ausschlie3lich in dieser Gruppe der
Sesquiterpenalkohol Elemol (125) detektiert werden.

Die Variationen in den Olen der Art M. cajuputi selbst erklaren nur zum Teil die Variationen
der chemischen Zusammensetzung von kommerziellen Cajuputdlen. Eine grol3ere Rolle
spielen die taxonomischen Unklarheiten in der M. leucadendra-Gruppe, verbunden mit deren
starker Tendenz zur Hybridisierung und deren grofRes Verbreitungsgebiet innerhalb der
Tropen und Subtropen. Ole dhnlicher Zusammensetzung, wie beispielsweise das &therische
Ol von Asteromyrtus symphyocarpa koénnen auf diesem Wege ebenso in den Handel
gelangen, wie Mischungen verschiedener Melaleuca-Ole. Eine Monographie in Anlehnung
an die des DACs fir Teebaumol ware ebenso wiinschenswert, wie eine Uberarbeitung der
Stoffcharakteristik der Kommission E. Die sechs Ole der ersten Gruppe besitzen eine groRRe
Ubereinstimmung mit den Olen der Art M. cajuputi subsp. cajuputi, die von BROPHY &
DORAN (1996) beschrieben wurde, sowie mit Cajuputdlen viethamesischer Herkunft (MOTL
et al., 1990). Lediglich Spathulenol (131) war nicht vorhanden.
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Abbildung 24: Gaschromatogramme der Proben 073, 074, 079/C (Cajuputdl),
J&W DB-WaxEtr, Peakzuordnung Tab.14
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Tabelle 14: Cajuputdl: Zusammensetzung der Handelsdle

Nr.[Komponente Rl | 069/C 070/C 071/C 072/C 073/C 074/C 075/C 076/C 077/C
lla-Pinen 1021 9.6 4.8 4.2 55 4.7 3.8 4.6 4.1 4.5
2|a-Thujen 1025 0.3 0.2 0.5 0.7 0.4 21 2.6 0.4 0.8
4|Camphen 1066 0.1 0.6 Sp Sp Sp Sp Sp 0.1 Sp
5|b-Pinen 1109 2.7 14 24 3.2 2.0 15 1.7 2.6 1.9
6|Sabinen 1121 14 0.7 Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp
| Myreen® 1164 14 13 10 11 12 18 1.6 1.6 11
8|a-Phellandren* 1164

10(a-Terpinen 1184 0.6 0.5 0.4 0.4 0.4 0.4 0.6 0.3 0.4

11{Limonen 1201 4.0 29 1.7 7.0 7.3 5.6 5.6 8.5 7.2

12|b-Phellandren* 1209

63.6 59.7 56.7 535 56.7 529 545 672 555

13(1,8-Cineol* 1209

14((2)-b-Ocimen 1238 Sp 0.1 Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp

15|gTerpinen 1251 2.7 0.7 17 1.9 2.6 53 4.8 2.1 2.6

16((E)-b-Ocimen 1255 Sp 0.1 Sp Sp Sp Sp Sp 0.1 Sp

17|p-Cymen 1275 2.6 8.9 22 22 1.3 9.3 10.0 14 13

18|Terpinolen 1287 12 0.7 11 11 13 6.1 5.4 1.2 1.2

28|a-Ylangen 1482 0.1 - 0.2 0.2 0.2 Sp Sp Sp 0.2

37|a-Gurjunen 1529 Sp 0.9 0.1 0.2 0.1 0.1 Sp 0.3 0.1

40(Linalool 1548 0.4 21 0.4 0.4 0.4 25 2.1 2.3 0.3

46|b-Caryophyllen 1600 15 0.3 35 39 34 0.9 0.7 0.3 3.8

47|Terpinen-4-ol 1603 0.5 - 0.7 0.7 0.7 - - - 0.6

48(Aromadendren 1608 Sp - 0.2 0.2 0.1 - - - 0.2

55|allo-Aromadendren 1644 Sp 0.1 0.3 0.3 0.1 Sp Sp Sp 0.2

60|a-Humulen 1670 0.7 0.1 18 18 18 0.2 Sp 0.2 1.9

69|a -Terpineol 1698 4.4 5.9 9.9 8.5 8.1 39 33 3.1 8.2

74|b-Selinen 1724 0.5 - 1.2 1.6 12 0.2 Sp 0.2 1.2

75]a-Selinen 1728 0.4 - 11 13 11 0.2 Sp 0.1 1.2

83|d-Cadinen 1756 Sp - 03 03 0.2 - - Sp 02

88|Cadina-1,4-dien 1782 Sp - 0.2 0.2 0.2 - - Sp 0.2

95|Geraniol 1852 - Sp - - - 04 04 - -

108|Caryophyllenoxid 1981 Sp - 0.3 0.3 0.2 Sp Sp Sp 0.3
116|Ledol 2026 Sp - 0.1 Sp 0.1 - - - 0.1
125|Elemol 2083 0.9 - - - - - - - -
126|Viridiflorol 2085 Sp - 06 06 0.5 - - - 06

Summe: 99.6 920 988 971 963 972 979 961 958
*koeluiert
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Fortsetzung: Tabelle 14

Nr.|Komponente RI | 078/C 079/C 080/C 081/C
lla-Pinen 1021 4.3 9.7 4.0 21
2|a-Thujen 1025 0.7 0.6 Sp 06
4|Camphen 1066 Sp 0.1 0.1 Sp
5[b-Pinen 1109 2.6 1.7 18 1.8
6|Sabinen 1121 0.1 0.9 Sp 3.1
7| Myroen® 1164 1.0 21 08 12
8|a-Phellandren* 1164

10|a-Terpinen 1184 0.2 0.6 Sp 04

11|{Limonen 1201 31 4.3 74 59

12|b-Phellandren* 1209

572 624 66.2 60.7

13(1,8-Cineol* 1209

14|(2)-b-Ocimen 1238 Sp Sp 01 Sp

15|g-Terpinen 1251 15 4.5 04 32

16((E)-b-Ocimen 1255 Sp 0.1 0.1 Sp

17|p-Cymen 1275 20 29 18 18

18|Terpinolen 1287 0.9 24 0.1 15

28|a-Ylangen 1482 0.2 Sp - 0.2

37|a-Gurjunen 1529 0.2 0.1 - 01

40(Linalool 1548 0.4 0.4 15 0.2

46|b-Caryophyllen 1600 4.4 0.9 1.3 3.1

47|Terpinen-4-ol 1603 0.5 0.3 0.1 0.6

48(Aromadendren 1608 0.2 Sp - 0.1

55|allo-Aromadendren 1644 0.3 Sp - Sp

60la-Humulen 1670 1.9 04 0.1 1.6

69|a-Terpineol 1698 9.0 29 88 55

74(b-Selinen 1724 17 0.4 - 11

75|a-Selinen 1728 14 0.3 - 1.0

83|d-Cadinen 1756 0.3 Sp - 0.2

88|Cadina-1,4-dien 1782 0.2 Sp - 0.2

95|Geraniol 1852 0.1 - - -

108|Caryophyllenoxid 1981 0.4 Sp Sp 0.1
116|Ledol 2026 0.1 - - Sp
125|Elemol 2083 - 0.5 - -
126|Viridiflorol 2085 0.7 - - 03

Summe: 95.6 985 946 96.6
*koeluiert
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25 Niaouliol

Die GC- und GC-MS-Analysen der 16 Handelstle zeigten ein Muster von etwa 40
verschiedenen Komponenten. 32 von ihnen konnten identifiziert werden, was zu einer
Aufklarung der Ole von durchschnittlich 98% fiihrte. Die quantitative Zusammensetzung der
Ole ist in unkorrigierten Peakflachenprozenten angegeben und in Tab.15 aufgelistet. Wie
dieser zu entnehmen ist, unterscheiden sich die 16 Muster in ihrer Olzusammensetzung sehr
stark, was ebenfalls durch die vergleichende Darstellung der Gaschromatogramme
verschiedener Olmuster (093/N, 095/N, 087/N) in Abb.25 dokumentiert werden soll.

Niaouli6l ist durch einen hohen Gehalt an 1,8-Cineol (13) definiert. Die Monographie der
Kommission E am BfArM fordert einen Gehalt von 35 - 60%. Unter diesen Voraussetzungen
ist ein Handelsmuster gesondert zu betrachten, namlich das Muster 086/N. Es ist mit der
Kennzeichnung ,Paperbark” deklariert, stammt aus australischer Ernte und weist lediglich
eine Konzentration von 1.1% an 1,8-Cineol (13) auf. Charakterisiert ist dieses Ol durch zwei
oxygenierte Verbindungen. Hauptkomponente ist mit 70.2% (E)-Nerolidol (117), begleitet von
Linalool (40, 20.0%). Linalool (40) ist fiir den ,suRlichen* Geruch des Ols verantwortlich, so
dald es schon sensorisch erkannt werden kann. (E)-Nerolidol ist in den Ubrigen finfzehn
Handelsmustern in Konzentrationen von 0 - 5.7% enthalten, die Werte fir Linalool betragen
0.1-4.1%.

1,8-Cineol (13) ist den ubrigen Olen als Hauptkomponente gemeinsam. Der Gehalt schwankt
dabei zwischen 41.3% (088/N) und 61.2% (092/N). Anhand der Nebenkomponenten lassen
sich die Niaoulitle subjektiv in drei Gruppen einteilen:

Die erste Gruppe wird durch acht Mustertle reprasentiert. Es handelt sich dabei um 083,
088, 089, 090, 092, 093, 094 und 096/N. Deren Inhaltsstoffspektrum war gleich, die
guantitative Zusammensetzung wies geringe Schwankungen auf. Folgende Mittelwerte
konnten fir einige charakteristische Nebenkomponenten gefunden werden: b-Pinen (5,
2.8%), Linalool (40, 0.3%), Terpinen-4-ol (47, 1.0%), allo-Aromadendren (55, 0.4%), a-
Terpineol (69, 6.0%), b-Selinen (74, 0.2%), a-Selinen (75, 0.3%). Die beiden wichtigsten
Komponenten zur Abgrenzung gegeniber den anderen beiden Gruppen stellen neben dem
ox. MT a-Terpineol (69) die ox. ST (E)-Nerolidol (117) und Viridiflorol (126) dar, welche in
allen Olen dieser Gruppe in folgenden Konzentrationen nachweisbar waren: Xi;,=2.1%,
X126=4.9%. Von vier der acht Ole war die Herkunft bekannt. So stammte Muster 092/N aus
Neukaledonien, die Niaoulidle 088, 093 und 096/N aus Madagaskar. Zur Gewinnung der Ole
dieser Gruppe dienten gemald Deklaration Pflanzen der Arten quinquenervia und viridiflora,

was auf Grund der groRen Ahnlichkeit in der Olzusammensetzung bezweifelt werden muR.
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Die untersuchten Handelsole dieser Gruppe zeigten gute Ubereinstimmung mit dem
cineolreichen Chemotyp 2 der Art M. quinquenervia in Australien (BROPHY & DORAN,
1996) und eine bedingt gute Ubereinstimmung mit dem cineolreichen Chemotyp 1 der Art M.
quinquenervia in Neukaledonien (TRILLES et al., 1999). In letzterem wurde allerdings statt
Viridiflorol (126) Globulol (122) gefunden. Wie bereits in Kap. A.3.6.3 erwéahnt, dhnelt die
Varietat 2 des Chemotyps 1 von M. viridiflora in ihrer Ol-Zusammensetzung dem aus M.
quinquenervia gewonnenen Niaoulidl. Eine Unterscheidung kann jedoch Uber den Vergleich
der Konzentrationen an b-Caryophyllen (46) erfolgen, die in M. viridiflora-Olen im Mittelwert
9.8% betragen, in M. quinquenervia-Olen 1.3% (BROPHY & DORAN, 1996). Die
durchschnittliche Konzentration an b-Caryophyllen (46) in den acht Olen dieser

Untersuchungsgruppe betrug 1.4%.

Der mittlere Gehalt an 1,8-Cineol (13) betrug 51.7%. Dieser Wert laf3t keine Ruckschlisse
auf die Herkunft der Ole zu. Untersuchungen zeigten, dal? die Konzentration an 1,8-Cineol
(13) in M. quinquenervia-Olen aus Neukaledonien und Australien vergleichbar hoch ist (ca.
60%) (BROPHY & DORAN, 1996; TRILLES et al.,, 1999) und zugleich hoher als in M.
quinquenervia-Olen, gewonnen aus Wildwuchs in Madagaskar (ca. 40%) (RAMANOELINA
et al., 1994). Da jedoch drei Ole dieser Gruppe gemaR Deklaration aus Madagaskar
stammten, ist bei denen von Kulturpflanzen auszugehen, die aus Australien und/oder
Neukaledonien importiert worden sind. Nicht auszuschlie3en ist aber auch, daf’ eine
nachtragliche Zugabe von 1,8-Cineol zu den madagassischen Olen im Sinne eines
Verschnitts erfolgte.

Die zweite Gruppe wird durch drei Mustertle reprasentiert. Es handelt sich dabei um 082,
095 und 097/N. Die beiden letztgenannten Ole weisen marginale Unterschiede auf, so dal
die Vermutung nahe liegt, daR es sich hierbei um Ole des gleichen Produzenten handelt.
Allen drei Olen ist ein etwa dreifach hoherer mittlerer Gehalt an a-Terpineol (69) von 18.9%
und Linalool (40) von 0.9% gemeinsam. Die mittleren Konzentrationen der brigen
charakteristischen Nebenkomponenten sind abweichend von den Niaouliblen der ersten

Gruppe deutlich niedriger, insbesondere im Bereich der ox. ST.
Die dritte Gruppe bilden die Ole 084, 085 und 087/N. Diese Gruppe wies die hochste
Konzentration an a-Terpineol (69) auf (28.5%). AuBerdem sind diese Ole dadurch

gekennzeichnet, dalR sie das inhaltsstoffarmste Spektrum aufweisen. Dies zeigt die
Abwesenheit von vielen Komponenten, wie Dbeispielsweise a-Terpinen (10), allo-

Aromadendren (55), g-Muurolen (66), b- und a-Selinen (74, 75) und d-Cadinen (83). Die

Stoffklasse der sauerstoffhaltigen Sesquiterpene ist in diesen Olen gar nicht nachweisbar.
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Abbildung 25: Gaschromatogramme der Proben 093, 095, 087/N (Niaouliél),
J&W DB-WaxEtr, Peakzuordnung Tab.15
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Tabelle 15: Niaouliol

: Zusammensetzung der Handelsdle

Nr.[Komponente Rl | 082/N 083/N 084/N 085/N 086/N 087/N 088/N 089/N 090/N
lla-Pinen 1021 51 137 8.6 0.6 0.9 9.2 65 129 141
2|a-Thujen 1025 0.3 - - - - - 05 - -
3|a-Fenchen 1056 Sp Sp Sp Sp - Sp Sp Sp Sp)
4[Camphen 1066 0.4 0.2 0.1 0.1 Sp 0.1 0.1 0.1 0.2
5[b-Pinen 1109 1.9 3.8 03 07 0.2 03 17 3.7 3.9
6|Sabinen 1121 33 - 0.1 0.1 - 0.1 Sp - -
7|Myrcen 1164 07 07 Sp 02 Sp Sp 08 09 08

10(a-Terpinen 1184 0.8 Sp - - Sp - 13 04 Sp

11|Limonen 1201 56 10.2 27 06 0.7 26 38 9.2 10.0

13|1,8-Cineol 1209| 514 488 564 57.1 11 563 413 50.7 491

15|gTerpinen 1251 0.8 0.5 Sp Sp Sp Sp 49 11 0.8

16| (E)-b-Ocimen 1255 Sp 01 Sp Sp Sp Sp 02 0.2 0.1

17|p-Cymen 1275 13 1.6 0.1 0.2 0.1 0.1 3.8 0.7 1.2

18| Terpinolen 1287 0.8 0.2 Sp Sp Sp Sp 2.0 04 0.3

35|Campher 1518 0.5 - - 02 - - - - -

37|a-Gurjunen 1529 0.6 04 - - 02 - 04 0.4 0.4

40(Linalool 1548 1.6 04 03 41 200 03 02 0.4 0.4

41(Linalylacetat 1559 0.1 - Sp 0.4 - Sp - - -

46(b-Caryophyllen 1600 Sp 18 0.2 17 1.9 0.1 2.2 1.8 1.8

47(Terpinen-4-ol 1603 0.3 1.0 0.4 0.4 Sp 0.3 2.2 11 1.0

55|allo-Aromadendren 1644 - 04 - - - - 09 04 04

60la-Humulen 1670 - 03 02 03 0.4 02 05 0.3 0.3

66|g-Muurolen 1689 - 0.2 - - - - 0.7 0.2 0.2

68|Viridifloren 1694 - 09 - - 02 - 32 0.8 0.9

69|a -Terpineol 1698 | 21.2 52 298 26.2 04 295 6.7 5.6 5.0

74(b-Selinen 1724 - 0.2 - - - - 0.5 0.2 0.2

75|a-Selinen 1728 - 03 - - 02 - 05 0.2 0.3

83|d-Cadinen 1756 - 04 - - - - 08 0.3 0.4

108|Caryophyllenoxid 1981 - 0.3 Sp 0.1 11 Sp 0.1 0.2 0.2
116|Ledol 2026 - 03 - - - - 10 0.3 0.3
117|(E)-Nerolidol 2042 - 2.7 - - 70.2 - 0.8 2.4 2.5
126|Viridiflorol 2085 - 4.6 - - 0.4 - 9.8 39 4.4

Summe: 96.7 99.2 99.2 93.0 980 991 974 988 99.2
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Fortsetzung: Tabelle 15

Nr.|Komponente Rl [ 091/N 092/N 093/N 094/N 095/N 096/N 097/N
lla-Pinen 1021 3.8 9.5 9.6 105 8.4 9.6 8.4
2|a-Thujen 1025 21 - - - 0.1 0.3 -
3|a-Fenchen 1056 Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp
4[Camphen 1066 Sp 0.1 0.1 0.1 0.1 Sp 0.1
5(b-Pinen 1109 15 2.2 23 22 1.2 22 11
6|Sabinen 1121 Sp - - - Sp - Sp
7[Myrcen 1164 18 0.8 0.3 0.5 0.6 0.7 0.3

10|a-Terpinen 1184 12 0.5 Sp Sp Sp Sp Sp

11|Limonen 1201 8.8 64 82 102 7.2 94 7.0

13|1,8-Cineol 1209| 498 612 603 516 586 505 585

15|g-Terpinen 1251 56 20 07 04 07 14 06

16((E)-b-Ocimen 1255 Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp

17|p-Cymen 1275 9.3 2.0 1.0 0.7 11 4.6 1.6

18| Terpinolen 1287 6.5 1.0 0.2 0.1 0.5 0.8 0.5

35|Campher 1518 - - - - 0.2 - 01

37|a-Gurjunen 1529 0.1 0.5 03 04 0.1 03 01

40(Linalool 1548 24 01 01 0.2 0.5 02 06

41(Linalylacetat 1559 - - - - Sp - 0.1

46|b-Caryophyllen 1600 04 08 06 08 04 13 04

47(Terpinen-4-ol 1603 0.8 0.7 0.6 0.7 0.5 1.0 0.5

55|allo-Aromadendren 1644 - 0.3 0.2 0.3 Sp 04 Sp

60la-Humulen 1670 0.2 0.2 01 0.2 0.1 02 01

66|g-Muurolen 1689 0.2 0.3 02 01 - 03 -

68| Viridifloren 1694 - Sp 0.9 0.8 - 12 -

69|a -Terpineol 1698 3.7 5.7 6.7 6.5 179 6.8 17.7

74(b-Selinen 1724 0.2 0.1 0.1 0.1 Sp 0.2 0.1

75|a-Selinen 1728 0.2 0.2 01 0.2 Sp 02 01

83|d-Cadinen 1756 - 02 01 0.2 Sp 03 Sp

108|Caryophyllenoxid 1981 Sp 0.1 0.2 0.3 Sp 04 0.1
116(Ledol 2026 - 03 06 06 0.1 06 01
117|(E)-Nerolidol 2042 - 0.1 17 5.7 0.4 1.0 0.5
126|Viridiflorol 2085 - 3.2 3.6 5.2 0.9 4.8 0.9

Summe: 986 985 988 986 99.6 98.7 995
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Das Handelsmuster 091/N lie3 sich keiner Gruppe zuordnen. Obwohl es ein &hnliches
Inhaltsstoffspektrum aufwies, zeigte die quantitative Zusammensetzung des &therischen Ols
groRe Abweichungen zu allen anderen Mustern. Es zeichnete sich durch einen hohen Anteil
an p-Menthadienen (10, 15, 18) und deren Dehydrierungsprodukt p-Cymen (17) aus.

2.6 Weitere Teebaumole s.l. des Handels

Gemal3 der Definition in Kap. A.2.3.2 |al3t sich der Begriff Teebaumal s.I. auf beliebig viele
atherischne Ole der Myrtaceae ausdehnen. Gegenstand dieses Kapitels ist die
Charakterisierung von vier weiteren Teebaumolen s.l. des Handels, die momentan (noch)
keine Marktbedeutung haben. Untersucht wurden einerseits zwei Muster Lema®-Ol, welches
eine kinstliche Mischung aus einer speziellen Fraktion von Australischem Teebaumdl und
der polaren Fraktion von Manukadl darstellt, und andererseits je ein Muster der atherischen
Ole von Leptospermum petersonii, Melaleuca linariifolia und Melaleuca uncinata. Die
quantitative Zusammensetzung der Ole ist in unkorrigierten Peakflachenprozenten
angegeben und in Tab.16 aufgelistet.
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Tabelle 16: Weitere Teebaumoéle s.l.: Zusammensetzung der Handelsdle

Nr.[Komponente Rl |098/W 099/W 100/W 101/W 102/W
1lla-Pinen 1021 0.4 0.3 0.6 3.0 4.8
2|a-Thujen 1025 0.1 0.1 0.1 13 25
5(b-Pinen 1109 0.2 0.2 02 11 0.9
6|Sabinen 1121 0.2 0.1 Sp 0.1 04
7[Myrcen 1164 0.4 0.4 1.2 1.2 0.5
8|a-Phellandren 1164 - - - 06 0.3

10(a-Terpinen 1184 3.7 35 0.2 1.6 0.2

11|Limonen 1201 0.5 0.5 0.2 74 12

12|b-Phellandren 1209 - - -

54.3* 78.0*

13|1,8-Cineol 1209 2.0 2.0 0.1

14((2)-b-Ocimen 1238 - - Sp - -

15(gTerpinen 1251 111 114 06 4.0 0.3

16((E)-b-Ocimen 1255 - - 0.2 0.3 Sp

17|p-Cymen 1275 1.2 15 0.3 17 0.6

18|Terpinolen 1287 2.2 2.3 0.2 1.0 0.1

21|6-Methyl-5-hepten-2-on 1336 - - 0.4 - -

24|a-Cubeben 1460 0.2 Sp - - -
28|a-Ylangen 1482 Sp Sp - - -
29|Citronellal 1487 - - 196 - -
32|a-Copaen 1494 0.3 0.3 - - -
37|a-Gurjunen 1529 0.6 0.6 - 03 Sp
40|Linalool 1548 0.2 0.2 2.2 - -
42|(E)-p-Menth-2-en-1-ol 1562 0.4 0.4 - - -
43(lsopulegol 1570 - - 25 - -

46|b-Caryophyllen 1600 08 04 1.3 02 02

47(Terpinen-4-ol 1603 | 48.8 50.7 0.3 8.4 12

48|Aromadendren 1608 1.9 1.8 - - -

52|a-Bulnesen 1634 02 02 - - -
53|Cadina-3,5-dien 1635 0.6 0.5 - - -
54|(2)-p-Menth-2-en-1-ol 1641 0.4 0.4 - - -

55]|allo-Aromadendren 1644 0.9 0.9 - 04 0.3

57(d-Amorphen 1662 0.7 0.6 - - -

59|Citronellylacetat 1665 - - 0.5 - -

60|a-Humulen 1670 0.2 0.2 0.3 0.2

64|Neral 1688 - - 212 - -

66|g-Muurolen 1689 0.3 0.3 - 01 0.2

67|Nerylacetat 1693 - - 0.3 - -

68| Viridifloren 1694 3.2 - - -

69|a-Terpineol 1698 > 2.6 - 67 10
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Fortsetzung: Tabelle 16

Nr.|Komponente RI [098/W 099/W 100/W 101/W 102/W
72|Germacren D 1709 0.1 0.1 - - -
73|a-Muurolen 1716 0.3 0.2 - - -
74(b-Selinen 1724 0.5 0.5 - - -
75|a-Selinen 1728 0.8 0.7 - - -
76|Geranial 1730 - - 288 - -
78|Bicyclogermacren 1732 14 13 - 0.1 0.9
80|(2)-Piperitol 1744| 02 02 - - -
82|(E,E)-a-Farnesen 1750 0.1 0.1 - - -
83|d-Cadinen 1756 3.1 29 - 10 0.1
84|Geranylacetat 1756 - - 0.5 - -
85|g-Cadinen 1763 Sp Sp - - -
86|Citronellol 1766 - - 5.0 - -
88|Cadina-1,4-dien 1782 0.8 0.7 - - -
91|Nerol 1797 - - 0.7 - -
94|(-)-trans-Calamenen 1835 1.3 1.3 - 02 Sp
95|Geraniol 1845 - - 2.6 - -
108|Caryophyllenoxid 1981 0.1 0.1 - - -
109|Flaveson 1986 0.1 0.1 - - -
118|Isoleptospermon 2049 0.4 0.4 - - -
124(Leptospermon 2078 11 11 - - -
126|Viridiflorol 2085 0.5 04 - 02 0.1
131|Spathulenol 2121 0.2 0.2 - 0.2 0.2
133|T-Cadinol 2169 0.1 0.1 - - -
136|T-Muurolol 2184 Sp Sp - - -
138|d-Cadinol 2196 0.1 0.1 - - -
Summe: 956 96.1 898 957 94.2
*koeluiert
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26.1 Lema®-Ol

Die beiden untersuchten Chargen des Lema®-Ols (098, 099/W) zeigten gute
Ubereinstimmung. Das Inhaltsstoffspektrum ist eine Kombination der bekannten Spektren
des Teebaum- und des Manukadls. Hauptkomponente ist, wie auch beim Teebaumdl,
Terpinen-4-ol (47) mit einer durchschnittlichen Konzentration von 50%. Im vorderen Bereich
des Gaschromatogramms, in dem die MTKW und 1,8-Cineol (13) eluieren, zeigte Lema®-Ol
ein mit Teebaumdl identisches Komponentenmuster. Die quantitative Zusammensetzung
zeigte jedoch deutliche Unterschiede. So war der Gehalt 1,8-Cineol (13), der zweiten
gualitatsbestimmenden Komponente im Teebaumol ebenso niedrig, wie die Konzentrationen
an p-Menthadienen (10, 15, 18) und p-Cymen (17). Die durchschnittlichen Konzentrationen
betrugen: 1,8-Cineol (13, 2.0%), a-Terpinen (10, 3.6%), gTerpinen (15, 11.3%), Terpinolen
(18, 2.3%) und p-Cymen (17, 1.4%). Diese Tatsache ist als positiv zu betrachten in Hinblick
auf die Lagerfahigkeit des Ols (vgl. Kap. B.2.3.1).

Der mittlere Retentionsbereich des Chromatogramms war gepragt durch viele bekannte
STKW der beiden Ausgangsdle in geringen Konzentrationen. Des weiteren konnte in diesem
Bereich a-Terpineol (69) in gleicher Konzentration wie im Teebaumdl detektiert werden. Der
hintere Bereich des Gaschromatogramms zeigte das bekannte Muster des Manukadls,
wobei die qualitatsbestimmenden b-Triketone nur in geringen Konzentrationen nachweisbar

waren: X109=0.1%, X115=0.4%, X12,=1.1%.

Aus den prozentualen Verhéltnissen der einzelnen Komponenten zueinander lassen sich
leider keine Riickschliisse auf die Mischungsverhéltnisse im Lema®-Ol ziehen. Der Gehalt an
Terpinen-4-ol (47) ist hoher als im Teebaumél. Dennoch ist das gesamte
Inhaltsstoffspektrum von Teebaumdél erkennbar, so dal3 eine spezielle Fraktion Verwendung
finden muf3, die eventuell durch veranderte Destillationsdauer bei der Teebaumélgewinnung

erhalten wird.
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2.6.2 Leptospermum petersonii

Das atherische Ol von Leptospermum petersonii (L00/W), einem Teebaum s.l., der in seiner
Heimat Australien als ,lemon scented tea tree* bekannt ist, zeigte eine chemische
Zusammensetzung, die von allen anderen untersuchten Olen stark abwich.
Hauptkomponenten sind die beiden Citral-lIsomere, Neral (64, 21.2%) und Geranial (76,
28.8%), die zusammen 50% des Ols ausmachen. Weitere 20% des Ols werden durch
Citronellal (29, 19.6%) repréasentiert. Diese drei Aldehyde charakterisieren somit Uber zwei
Drittel des Ols. Weitere charakteristische Komponenten sind die entsprechenden Alkohole
und deren Essigsaureester. Eine Ubersicht (iber die Komponenten gibt Abb.26.

o]
CHO )k CH,OH
| ] ° |
Citronellal Citronellylacetat Citronellol
(29) (59) (86)
X X e} X
CHO )k CH,OH
| ] ° |
Neral Nerylacetat Nerol
(64) (67) (91)
@)
CHO )k CH,OH
X X e} X
Geranial Geranylacetat Geraniol
(76) (84) (95)

Abbildung 26: Oxygenierte Monoterpene in Leptospermum petersonii
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Zwei weitere Komponenten wurden ausschlieRRlich im Ol dieser Art detektiert. Dabei handelte
es sich um das ox. MT Isopulegol (43, 2.5%) und um die aliphatische Verbindung 6-Methyl-
5-hepten-2-on (21, 0.4%). Letztere stellt ein Intermediat in der Terpenbiosynthese dar und
kommt in der Natur als Zerfallsprodukt von Terpenen vor. Fir die chemotaxonomische
Beurteilung der Gattung Leptospermum ist interessant, dafl L. petersonii auch im

Flavonoidspektrum kaum Ubereinstimmungen zu L. scoparium zeigte (TSCHIERSCH, 1995).

Das Chromatogramm des L. petersonii Ols zeigt Abb.27. Chemisch den Olen wie Melisse,
Petitgrain oder Lemongras nahestehend, stellt L. petersonii Ol unter sensorischen
Gesichtspunkten eine Alternative im Bereich der Teebaumdle s.l. dar. Die geruchliche
Akzeptanz von Teebaumdl war immer schon problematisch. Wie man einst hoffte, mit
Manukadl eine geruchsneutrale Alternative zur Verfugung zu haben, so stellt die Lemon-
Note des L. petersonii Ols eine sensorisch bekannte und vielfach geschatzte Alternative dar.
Unter handelspolitischen Aspekten ist interessant, daR L. petersonii Ol bereits im EINECS
unter der Nummer #285-372-4 registriert ist (FERGEUS, 2000).

2.6.3 Melaleucalinariifolia und Melaleuca uncinata

Die atherischen Ole von M. linariifolia (101/W) und M. uncinata (102/W) waren insofern
interessant, als dal3 diese Arten wie auch die Art M. dissitiflora daftir bekannt sind, Terpinen-
4-ol reiche chemische Varietdaten hervorzubringen (BROPHY et al, 1989; BROPHY &
LASSAK, 1992). Taxonomische Schwierigkeiten (vgl. Kap. A.2.1.2) und ausgepragter
Polychemismus lassen diese Arten jedoch problematisch erscheinen. Mehrere Chemotypen
und Varietaten sind beschrieben (SOUTHWELL et al., 1992). Die DAC-Monographie a3t nur
die Terpinen-4-ol reichen Varietaten der Arten linariifolia und dissitiflora als Stammpflanzen
neben M. alternifolia zur Gewinnung von Teebaumdl zu.

Die beiden hier zur Untersuchung gelangten Muster erfiliten die Anforderungen des DAC

nicht. Beide Ole stellten einen 1,8-Cineol Chemotyp dar. Das atherische Ol von M. linariifolia
enthielt 54.3% 1,8-Cineol (13), zusammen mit geringem Anteil an b-Phellandren (12).

Weitere Komponenten in einer Konzentration >3.0% waren Limonen (11, 7.4%), gTerpinen
(15, 4.0%), Terpinen-4-ol (47, 8.4%) und a-Terpineol (69, 6.7%). Noch eindrucksvoller

stellten sich die Ergebnisse fiir das atherische Ol von M. uncinata dar. Die Konzentration an
1,8-Cineol (13) betrug 78.0%. Daneben war lediglich eine weitere Komponente in einer
Konzentration >3.0% detektierbar: a-Pinen (1, 4.8%). Dieses Muster entspricht somit dem

Chemotyp 2 nach BROPHY (1999).
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Abbildung 27:
Peakzuordnung Tab.16

Gaschromatogramm von Probe 100/W (L. petersonii Ol), J&W DB-WaxEtr,
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3 Zusammensetzung der atherischen Ole gewonnen aus
Pflanzenmaterial

3.1 Wildpfluickung aus Neuseeland (L. scoparium, K. ericoides)

Das Pflanzenmaterial, welches aus Wildpflickung aus Neuseeland stammt, wurde an zweli
verschiedenen Standorten gesammelt. Sammelgebiet A befindet sich auf der Coromandel
Peninsula (12 Pflanzen), Sammelgebiet B befindet sich am East Cape (8 Pflanzen). Von
jedem Strauch wurden zwei Proben genommen, einmal Jungtriebe (Kennzeichnung ,a“) und

Zweige von alteren Teilen der Pflanze (Kennzeichnung ,b").

3.1.1 Coromandel Peninsula

Die GC- und GC-MS-Analysen der 24 atherischen Ole zeigten ein Muster von etwa 80
verschiedenen Komponenten. 58 von ihnen konnten identifiziert werden, was zu einer
Aufklarung der Ole von durchschnittlich 87% fiihrte. Die quantitative Zusammensetzung der
Ole ist in unkorrigierten Peakflachenprozenten angegeben und in Tab.17 aufgelistet.

Das Inhaltsstoffspektrum erwies sich als homogen, wobei die quantitative Zusammensetzung
der Ole geringe Schwankungen aufwies. Die Gruppe der Sesquiterpenkohlenwasserstoffe
stellte wie in den Handelsdlen mit 60-70% den grof3ten Anteil am Gesamtél. Folgende
Mittelwerte konnten fir die wichtigsten STKW gefunden werden: Cadina-3,5-dien (53, 4.0%),
d-Cadinen (83, 3.1%), Cadina-1,4-dien (88, 1.7%), (-)-trans-Calamenen (94, 3.4%), b-
Selinen (74, 8.3%) und a-Selinen (75, 7.2%). Die prozentuale Verteilung der STKW weist
einen charakteristischen Unterschied zu den Minukatlen des Handels auf. Wahrend die
STKW mit Cadinan-Grundgerist einen hohen Anteil in der Zusammensetzung der
Handelsole haben, herrschen bei den Wilpflickungen von der Coromandel Peninsula die
STKW mit Selinan(®° Eudesman)-Grundgerust vor. Monoterpenkohlenwasserstoffe sind in

beiden nur in geringen Konzentrationen nachweisbar.

In den Manukaélen von der Coromandel Peninsula waren die fir Manukadle des Handels
typischen b-Triketone nicht enthalten. Jedoch enthielten sie g, a- und b-Eudesmol
(Komponenten-Nr. 134, 139 und 141), die in den Handelsolen fehlten. Eudesmole wurden in

einer durchschnittlichen Gesamtkonzentration von 4.2% gefunden. Daneben gelang es,
Komponente 142 als Selin-11-en-4a-ol (x14,=3.0%) zu identifizieren (vgl. Kap. B.1.2).

AuRerdem wurden zwei nicht identifiziete ox. ST in allen Olen detektiert. Die

durchschnittlichen Konzentrationen betrugen fir Komponente 132 4.3% und fur Komponente
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143 0.8%. Zahlreiche weitere, bisher nicht identifizierte Komponenten befinden sich im
hinteren Retentionsbereich, die letztlich die nicht identifizierten Anteile der Ole erklaren.

Funf Ole zeigten eine abweichende Zusammensetzung. Sie waren charakterisiert durch
einen hohen Anteil an gEudesmol (134), a-Eudesmol (139) und b-Eudesmol (141). Der
Gesamt-Eudesmolgehalt betrug bei diesen Olen ca. 35% bzw. 17%. In den
Gaschromatogrammen der Ole 05b, 08a und 08b war auRerdem jeweils ein breiter
,Umlagerungsberg" erkennbar. Dabei handelt es sich um die sigmatrope Cope-Umlagerung
von Hedycaryol zu Elemol wahrend der GC. Das Umlagerungsprodukt Elemol zeigt sich im
Gaschromatogramm als schmaler Peak vor dem entsprechenden Edukt. Die quantitativen
Werte enthalten die Summe aus den Peakflachenprozenten von Elemol und dem
~-JUmlagerungsberg®. Irritierend ist die Abweichung von Probe 05b zu 05a derselben Pflanze.
Letztere enthielt weder Elemol noch einen ,Umlagerungsberg®, Eudesmole waren
vorhanden. Die Ole, in denen Elemol / Hedycaryol (125) gefunden werden konnte, verfiigten
immer Uber einen deutlich erhdhten Anteil an Eudesmolen. Dieser hohe Anteil war auch in
den Proben 06a und 06b erkennbar, hier jedoch in Abwesenheit von Elemol. Die vier
genannten ox. ST stellen allesamt Umlagerungs- bzw. Hydrolyseprodukte des Hedycaryols
in den Blattdlen der Myrtaceae dar (CORNWELL et al., 2000b), was in Abb.28 dargestellt
wird. Die teilweise Umlagerung des thermolabilen Hedycaryols in Elemol erfolgt im Injektor
und wurde bereits mehrfach beschrieben (SOUTHWELL, 1970; STAHL, 1982). Die
hydrolytische Umlagerung in die drei Eudesmol-lsomere wird wahrend der Blattalterung oder

wahrend des Destillationsprozesses angenommen.

H+
H+
- —> —>
——
@
OH OH OH

Hedycaryol Eudesmyl Carbokation

Dt H* “H* -H*

Elemol g-Eudesmol a-Eudesmol b-Eudesmol
(125) (134) (139) (141)

Abbildung 28: Umlagerungs- und Hydrolyseprodukte des Hedycaryols (hach CORNWELL et al, 2000)
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Tabelle 17: Wildpflickung (Coromandel Peninsula), Zusammensetzung der &dtherischen Ole

Nr.|Komponente Rl |CP0la CP01b CP02a CP02b CP03a CP03b CP04a CP04b
lla- Pinen 1021 75 6.3 2.3 3.7 24 2.8 5.1 2.3
2|a-Thujen 1025 - - - - - - 0.1 0.1
5|b-Pinen 1109 0.5 04 0.1 Sp 0.9 10 19 14
6|Sabinen 1121 Sp Sp Sp Sp - - Sp Sp)
7[Myrcen 1164 0.4 0.3 Sp Sp 0.2 0.2 2.6 6.7

11|Limonen 1201 0.2 0.2 Sp Sp Sp Sp 0.3 0.3

13(1,8-Cineol 1209 03 03 Sp Sp Sp  Sp 09 02

15|gTerpinen 1251 Sp Sp Sp Sp - - 0.4 0.5

16|(E)-b-Ocimen 1255 Sp Sp - - - - Sp Sp|

17|p-Cymen 1275 Sp Sp - - - - 0.2 0.2

18| Terpinolen 1287 Sp Sp - - Sp Sp Sp 0.2

19|Isoamylisovalerat 1296 Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp

24|a-Cubeben 1460 1.6 1.8 1.0 1.0 0.6 0.6 1.0 13

27|1soamyltiglat 1471 Sp 0.2 Sp Sp Sp Sp Sp Sp)

28|a-Ylangen 1482 0.9 0.9 13 1.0 1.0 0.9 0.9 0.6

32|a-Copaen 1494 0.5 0.5 0.4 Sp 0.3 0.3 0.4 0.3

37|a-Gurjunen 1529 0.7 0.7 0.4 Sp 0.6 04 0.7 0.7

38[b-Cubeben 1538 Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp

40(Linalool 1548 6.4 5.0 Sp Sp 0.5 0.4 0.2 0.4

45|b-Elemen 1592 2.0 2.3 1.8 2.4 18 2.2 25 2.2

46(b-Caryophyllen 1600 35 3.6 24 25 2.2 21 3.7 3.0

47|Terpinen-4-ol 1603 Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp 0.1

48|Aromadendren 1608 20 18 25 23 1.6 1.6 2.7 25

53|Cadina-3,5-dien 1635 4.0 4.7 2.6 2.8 14 15 35 5.0

55|allo-Aromadendren 1644 0.5 0.5 0.2 Sp Sp Sp 0.6 0.5

57((+)- Amorphen 1662 1.9 2.0 1.9 15 1.6 14 0.8 11

60la-Humulen 1670 1.0 1.0 0.3 0.5 0.3 0.3 0.4 0.3

63|Selina-4,11-dien 1676 15 15 2.0 18 25 25 1.8 0.8

66|g-Muurolen 1689 2.7 28 4.0 3.7 3.0 29 24 2.7

68|Viridifloren 1694 0.2 0.2 0.1 Sp 0.2 0.2 0.3 0.3

69|a-Terpineol 1698 0.5 0.4 0.4 Sp 0.2 0.2 0.6 0.6

72(Germacren D 1709 15 1.6 2.8 15 11 1.2 1.2 0.8

73|a-Muurolen 1716 2.8 2.9 4.6 4.3 4.2 4.2 3.7 12

74|b-Selinen 1724 1.7 77 110 105 134 136 9.5 6.0

75(a-Selinen 1728 7.3 75 103 101 131 132 9.2 3.9

78|Bicyclogermacren 1732 11 0.8 0.5 0.8 0.2 0.3 2.6 6.0

83|d-Cadinen 1756 3.2 35 3.2 13 34 29 3.9 1.8

85|g-Cadinen 1763 0.8 0.7 0.3 11 0.8 1.0 0.9 0.9

88|Cadina-1,4-dien 1782 21 21 15 1.3 10 10 19 15
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Fortsetzung: Tabelle 17

Nr.|Komponente Rl |CP0la CP01b CP02a CP02b CP03a CP03b CP04a CP04b
93|Benzylvalerat 1822 0.5 0.5 1.0 11 14 14 0.6 13
94|(-)-trans-Calamenen 1835 55 45 31 2.6 2.2 23 28 35
100(Benzylisovalerat 1894 0.3 0.3 0.2 Sp Sp 0.3 0.3 0.8
102|a-Calacoren 1904 0.4 0.4 Sp Sp 0.5 0.5 0.3 0.6
104|g-Calacoren 1918 Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp)
105|Isoamylbenzoat 1928 0.8 0.6 1.0 1.0 0.9 0.8 0.6 0.5
108|Caryophyllenoxid 1981 0.7 05 0.3 04 0.4 0.4 0.3 04
119|Cubenol 2059 1.2 1.2 0.9 11 0.9 0.8 0.9 11
122|Globulol 2065 14 14 13 14 16 14 12 11
125|Elemol / Hedycaryol 2083 - - - - - - - -
131|Spathulenol 2121 0.9 0.8 0.5 0.6 04 0.6 11 3.7
132|unbekannte Komponente (0x.ST) | 2143 44 3.9 95 123 7.7 7.3 4.4 3.9
133|T-Cadinol 2169 0.4 0.4 0.5 Sp 0.6 0.5 0.5 Sp
134|gEudesmol 2176 11 0.9 15 25 0.7 0.9 0.8 3.5
136|T-Muurolol 2184 04 0.4 0.4 Sp 0.7 04 0.3 0.4
138|d-Cadinol 2196 18 1.8 24 3.2 2.0 1.9 1.2 2.0
139|a-Eudesmol 2220 0.3 0.2 0.6 0.8 0.6 0.5 0.4 0.2
141|b-Eudesmol 2230 0.3 0.2 0.8 11 0.4 0.4 0.2 11
142|Selin-11-en-4a-ol 2251 2.8 2.8 3.6 4.4 6.2 6.1 3.0 1.9

143|unbekannte Komponente (0x.ST) | 2338 11 11 0.6 0.8 0.4 0.4 05 11
146|(2E,6E)-Farnesol 2353 15 14 0.5 0.7 0.8 0.7 0.7 14

Summe: 911 875 866 881 869 865 870 849
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Fortsetzung: Tabelle 17

Nr.|Komponente RI |CP05a CP05b CP06a CP06b CP07a CPO7b CP08a CP08b
lla- Pinen 1021 24 0.5 0.5 1.2 6.7 5.9 0.6 11
2|a-Thujen 1025 - Sp Sp Sp 0.1 0.1 Sp Sp)
5(b-Pinen 1109 0.2 Sp Sp Sp 0.6 0.6 0.1 0.2
6|Sabinen 1121 Sp Sp - - 0.1 0.1 Sp 0.1
7|Myrcen 1164 16 14 0.5 0.4 2.2 19 6.0 8.5

11|Limonen 1201 0.2 0.2 0.1 0.1 0.3 0.3 0.2 0.3

13|1,8-Cineol 1209 0.1 0.3 0.2 0.3 0.2 0.1 0.1 0.2

15|gTerpinen 1251 - 0.4 0.1 0.1 Sp Sp Sp Sp)

16|(E)-b-Ocimen 1255 Sp Sp - - Sp Sp Sp Sp|
17|p-Cymen 1275 Sp Sp 0.1 0.1 Sp Sp Sp Sp
18| Terpinolen 1287 Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp)

19|Isoamylisovalerat 1296 Sp Sp Sp Sp 0.1 0.1 0.3 04

24|a-Cubeben 1460 2.2 0.7 0.2 0.4 2.7 29 2.0 11

27|1soamyltiglat 1471 0.4 Sp Sp Sp 0.3 0.3 04 05

28|a-Ylangen 1482 1.0 Sp 0.3 0.2 0.6 0.5 0.5 0.2

32|a-Copaen 1494 04 Sp 0.3 0.3 0.5 0.5 0.4 0.2

37|a-Gurjunen 1529 1.6 0.4 0.3 0.3 11 0.9 0.6 0.4

38|b-Cubeben 1538 0.3 Sp Sp Sp 0.5 05 0.3 0.2

40(Linalool 1548 49 1.2 2.0 15 24 2.0 0.2 0.3

45|b-Elemen 1592 23 11 0.2 0.4 55 5.7 5.7 4.5

46(b-Caryophyllen 1600 3.8 23 4.2 3.8 4.0 4.2 34 2.6

47|Terpinen-4-ol 1603 Sp Sp 0.1 Sp Sp Sp Sp Sp)

48|Aromadendren 1608 21 0.2 0.6 0.5 15 13 13 0.7

53|Cadina-3,5-dien 1635 8.0 22 0.2 1.0 7.4 8.0 5.9 35

55|allo-Aromadendren 1644 0.3 Sp Sp Sp 0.2 0.2 0.2 Sp

57((+)- Amorphen 1662 13 0.4 1.9 14 13 13 1.2 0.5

60la-Humulen 1670 04 0.4 2.7 21 04 0.6 0.6 0.5

63|Selina-4,11-dien 1676 1.0 Sp 1.2 11 1.0 1.0 13 0.7

66|g-Muurolen 1689 3.2 0.6 0.8 0.8 29 25 18 13

68| Viridifloren 1694 0.1 Sp 0.1 0.1 0.2 0.2 0.2 0.2

69|a-Terpineol 1698 0.4 0.3 0.2 0.2 0.3 0.3 0.4 0.3

72(Germacren D 1709 0.9 0.5 0.4 0.5 1.6 15 15 0.6

73|a-Muurolen 1716 1.2 0.7 13 13 1.8 1.8 1.3 1.8

74|b-Selinen 1724 7.6 11 7.8 7.8 6.4 6.5 6.3 2.3

75]a-Selinen 1728 34 11 7.5 7.4 3.7 4.0 4.4 29

78|Bicyclogermacren 1732 10 0.5 Sp Sp 0.4 0.4 1.0 0.9

83|d-Cadinen 1756 21 1.0 2.6 2.4 33 3.3 2.4 13

85|g-Cadinen 1763 11 0.5 0.2 0.2 0.8 0.9 0.8 1.7

88|Cadina-1,4-dien 1782 21 0.7 11 1.0 21 21 15 0.9
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Fortsetzung: Tabelle 17

Nr.|Komponente RI |CP05a CP05b CP06a CP06b CP07a CPO7b CP08a CP08b
93|Benzylvalerat 1822 19 Sp 0.1 0.2 0.9 0.8 0.5 0.5
94|(-)-trans-Calamenen 1835 41 23 35 3.6 4.6 41 18 15
100(Benzylisovalerat 1894 1.2 0.7 Sp Sp 0.7 11 0.8 0.9
102|a-Calacoren 1904 04 0.3 0.2 0.2 0.2 0.2 0.4 0.5
104|g-Calacoren 1918 Sp Sp 0.2 0.2 Sp Sp Sp Sp)
105|Isoamylbenzoat 1928 0.6 Sp 0.9 0.6 0.4 0.3 0.3 0.2
108|Caryophyllenoxid 1981 0.4 0.8 0.8 0.7 0.4 0.4 0.3 04
119|Cubenol 2059 1.0 14 0.6 0.7 1.2 1.2 0.7 0.9
122|Globulol 2065 0.9 14 11 11 1.2 12 0.7 0.8
125|Elemol / Hedycaryol 2083 - 106 - - - - 86 109
131|Spathulenaol 2121 0.5 2.7 0.3 0.3 Sp 0.1 0.9 11
132|unbekannte Komponente (0x.ST) | 2143 3.9 3.0 15 1.3 24 23 1.9 2.6
133|T-Cadinol 2169 0.4 55 4.9 4.6 0.5 0.6 2.0 2.7
134|gEudesmol 2176 5.9 4.4 3.0 3.0 3.4 4.0 3.9 5.6
136|T-Muurolol 2184 04 25 2.8 2.8 04 04 1.0 13
138|d-Cadinol 2196 23 1.7 0.7 0.6 21 18 0.9 14
139|a-Eudesmol 2220 03 153 171 17.0 0.3 04 5.3 6.8
141|b-Eudesmol 2230 04 153 150 158 0.8 0.6 5.4 7.2
142|Selin-11-en-4a-ol 2251 17 1.8 2.8 3.0 17 1.6 1.6 2.1

143|unbekannte Komponente (0x.ST) | 2338 12 1.0 0.3 0.3 0.9 11 04 0.6
146|(2E,6E)-Farnesol 2353 0.5 0.3 0.2 04 0.8 0.7 0.2 0.4

Summe: 856 89.7 937 933 861 854 905 893
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Fortsetzung: Tabelle 17

Nr.|Komponente RI |CP09a CP09b CP10a CP10b CP11la CP11b CP12a CP12b
lla- Pinen 1021 0.1 0.1 25 1.6 3.8 7.2 0.7 0.6
2|a-Thujen 1025 Sp Sp Sp Sp 0.1 0.2 Sp Sp)
5(b-Pinen 1109 0.3 0.2 0.3 0.2 0.2 0.5 Sp 0.4
6|Sabinen 1121 0.1 0.1 Sp Sp 0.1 0.1 - Sp)
7[Myrcen 1164 11 1.0 Sp Sp 0.1 0.2 Sp 1.8

11|Limonen 1201 0.3 0.3 Sp Sp 0.1 0.2 Sp 0.1

13|1,8-Cineol 1209 0.5 0.4 Sp Sp 0.2 0.4 Sp 0.3

15|g-Terpinen 1251 01 01 Sp Sp 04 07 Sp 02

16|(E)-b-Ocimen 1255 Sp Sp - - 0.1 0.1 Sp Sp|

17|p-Cymen 1275 Sp Sp Sp Sp 0.2 0.4 Sp 0.2

18| Terpinolen 1287 Sp Sp Sp Sp 0.1 0.2 Sp Sp)

19|Isoamylisovalerat 1296 0.1 0.1 Sp Sp Sp Sp Sp Sp)

24|a-Cubeben 1460 1.9 1.7 15 15 2.6 14 1.6 14

27|1soamyltiglat 1471 0.1 0.1 Sp Sp 0.5 0.4 Sp 0.2

28|a-Ylangen 1482 0.7 0.7 0.6 0.5 0.7 04 0.6 17

32|a-Copaen 1494 0.5 0.6 1.2 1.2 04 0.2 0.6 0.5

37|a-Gurjunen 1529 0.7 0.6 0.6 0.7 04 04 0.7 0.7

38|b-Cubeben 1538 0.2 0.2 0.2 0.1 0.6 0.3 Sp Sp|

40(Linalool 1548 0.3 0.2 Sp Sp 1.0 22 0.2 1.9

45|b-Elemen 1592 21 25 2.2 25 3.1 1.6 21 2.4

46(b-Caryophyllen 1600 4.3 4.0 31 29 3.0 2.0 4.3 3.6

47|Terpinen-4-ol 1603 0.2 Sp 0.2 0.1 Sp 0.1 Sp 0.1

48|Aromadendren 1608 1.9 1.9 2.8 2.6 20 1.2 11 3.0

53|Cadina-3,5-dien 1635 5.3 5.2 34 33 3.6 3.2 4.1 51

55|allo-Aromadendren 1644 0.3 0.2 0.6 0.5 0.3 0.3 0.2 0.3

57((+)- Amorphen 1662 2.8 1.7 35 33 11 0.6 25 2.6

60la-Humulen 1670 04 0.5 1.2 11 0.3 0.2 0.6 0.3

63|Selina-4,11-dien 1676 18 1.2 2.6 31 0.9 0.5 14 18

66|g-Muurolen 1689 2.6 28 16 19 29 2.0 1.6 3.9

68| Viridifloren 1694 0.2 0.2 0.3 0.3 0.2 0.1 0.2 0.2

69|a-Terpineol 1698 0.4 0.3 0.5 0.5 0.4 0.5 0.3 0.4

72(Germacren D 1709 17 1.8 1.6 2.2 0.9 1.0 13 1.7

73|a-Muurolen 1716 4.4 4.6 4.2 4.6 13 10 33 4.4

74|b-Selinen 1724 98 111 122 145 6.6 35 6.5 8.8

75]a-Selinen 1728 91 104 120 139 2.3 1.7 7.1 7.6

78|Bicyclogermacren 1732 1.7 15 2.0 1.7 1.7 1.2 0.4 0.6

83|d-Cadinen 1756 4.7 5.0 55 55 3.0 1.6 4.2 3.3

85|g-Cadinen 1763 0.5 0.4 0.5 0.7 0.4 0.6 0.6 0.5

88|Cadina-1,4-dien 1782 23 25 2.6 25 1.8 1.0 2.2 2.3
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Fortsetzung: Tabelle 17

Nr.|Komponente RI |CP09a CP09b CP10a CP10b CP11la CP11b CP12a CP12b
93|Benzylvalerat 1822 0.9 0.8 0.2 0.2 0.7 0.5 0.2 0.6
94|(-)-trans-Calamenen 1835 3.6 33 3.2 2.7 4.3 3.3 5.0 4.3
100|Benzylisovalerat 1894 0.5 0.5 0.4 0.3 0.9 1.0 0.3 0.2
102|a-Calacoren 1904 0.6 0.4 0.5 0.4 0.2 04 0.5 0.3
104|g-Calacoren 1918 Sp 0.1 Sp Sp Sp Sp Sp Sp)
105|Isoamylbenzoat 1928 0.8 0.7 04 0.3 0.5 04 0.5 0.8
108|Caryophyllenoxid 1981 0.4 0.3 0.3 0.3 0.5 0.4 05 0.3
119|Cubenol 2059 13 11 11 1.0 14 18 1.2 1.0
122|Globulol 2065 15 14 15 1.3 15 19 2.0 1.2
125|Elemol / Hedycaryol 2083 - - - - - - - -
131|Spathulenol 2121 15 12 11 1.0 10 1.7 0.6 0.5
132|unbekannte Komponente (0x.ST) | 2143 4.3 35 2.4 1.9 3.9 5.9 2.2 5.7
133|T-Cadinol 2169 0.5 0.4 0.4 0.3 0.4 0.7 3.0 0.4
134|gEudesmol 2176 0.6 0.5 0.3 0.3 6.8 7.9 2.2 1.6
136|T-Muurolol 2184 04 0.4 0.4 0.3 04 0.6 18 0.4
138|d-Cadinol 2196 13 11 0.8 0.6 2.8 4.6 1.0 2.3
139|a-Eudesmol 2220 04 0.3 0.2 0.3 0.3 0.5 8.3 0.4
141|b-Eudesmol 2230 04 0.4 0.3 0.3 0.7 1.0 8.4 0.4
142|Selin-11-en-4a-ol 2251 3.1 3.4 3.6 4.0 17 2.6 3.0 2.6

143|unbekannte Komponente (0x.ST) | 2338 0.8 0.8 05 0.5 12 17 0.9 0.9
146|(2E,6E)-Farnesol 2353 0.4 0.3 0.7 0.5 1.0 14 0.8 0.9

Summe: 86.8 851 878 900 776 777 908 87.7
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3.1.2 East Cape

Die GC- und GC-MS-Analysen der 17 &atherischen Ole zeigten ein Muster von etwa 80
verschiedenen Komponenten. 67 von ihnen konnten identifiziert werden, was zu einer
Aufklarung der Ole von durchschnittlich 91% fiihrte. Die quantitative Zusammensetzung der
Ole ist in unkorrigierten Peakflachenprozenten angegeben und in Tab.18 aufgelistet. Bei
dem Pflanzenmaterial TPLO1 handelt es sich um Pflanzenmaterial, das einem
neuseeléandischen Produzenten flur die Gewinnung von Manukadl dient. Es stammt ebenfalls

vom East Cape und wurde deshalb als Vergleichsprobe hier aufgenommen?®.

Die am East Cape an einem Standort gesammelten Proben lassen sich in drei Gruppen
einteilen. Die erste Gruppe, deren Ole untereinander ein gleiches Inhaltsstoffspektrum
aufwiesen, umfaldt acht Proben (0la — 04b). Die Ergebnisse zeigen wie bei den Manukadlen
des Handels, dal} die Gruppe der STKW den grofdten Anteil am Gesamtdl stellen. Der
prozentuale Anteil der STKW ist bei diesen Olen noch ein wenig erhoht im Vergleich zu den
Handelsdlen, da hier keine b-Triketone vorhanden waren, und im Vergleich zu den Proben
von der Coromandel Peninsula, da die ox. ST vorwiegend in geringeren Konzentrationen
vorlagen. Eine Ausnahme bildete die unbekannte Komponente 143, deren mittlere
Konzentration mit 1.7% festgestellt wurde. Folgende Mittelwerte konnten fur die wichtigsten
STKW gefunden werden: Cadina-3,5-dien (53, 8.4%), d-Cadinen (83, 6.2%), Cadina-1,4-dien
(88, 5.2%), (-)-trans-Calamenen (94, 9.4%), b-Selinen (74, 7.1%) und a-Selinen (75, 6.9%).
Die prozentuale Verteilung der STKW weist einen Unterschied zu den Manukaélen der
Coromandel Peninsula auf. Wahrend die STKW mit Selinan(®° Eudesman)-Grundgerust einen
hohen Anteil in der Zusammensetzung der Ole von der Coromandel Peninsula haben,
herrschen bei den East Cape Olen, wie bei den Handelsélen, die STKW mit Cadinan-
Grundgerist vor. Monoterpenkohlenwasserstoffe sind charakteristischerweise wieder nur in

geringen Konzentrationen nachweisbar.

Die zweite Gruppe wird durch sechs Ole reprasentiert. Es handelt sich dabei um die Proben
05a bis 07b. Diese Proben stellten sich nach gaschromatographischer Untersuchung als
Kanukadle heraus, so daf3 festgestellt werden kann, dal an diesem Standort Leptospermum
scoparium mit Kunzea ericoides vergesellschaftet ist. Die Ergebnisse belegen eine hohe
Konformitat der untersuchten Kanukaéle. Der Anteil der Hauptkomponente a-Pinen (1) am
Gesamtdl betrug durchschnittlich 56.1%. 15 weitere MTKW konnten detektiert werden. Unter
diesen stellten 1,8-Cineol (13, 3.1%) und p-Cymen (17, 7.2%) quantitativ die wichtigsten dar.

* Herrn J.-A. Protzen sei an dieser Stelle herzlich fiir die Bereitstellung gedankt.
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Das ,Markerterpen” fir Kanukadle (E)-Pinocarveol (56) konnte in allen Proben mit einem
geringen Prozentgehalt von durchschnittlich 0.2% gefunden werden.

Charakteristisch fur Kanukadle ist das Muster der Sesquiterpenalkohole. Jeweils
ausschlielich vier Komponenten, Ledol (116), (E)-Nerolidol (117), Viridiflorol (126) und
Spathulenol (131) konnten mit einem Prozentgehalt von >1.0% identifiziert werden.

Es wurde bereits darauf hingewiesen, daf} Kanukaél, welches ausnahmslos von aus
Wildpflickung stammendem Pflanzenmaterial gewonnen wird, anhand der Konzentration
seiner Hauptkomponente a-Pinen (1) in zwei Gruppen eingeteilt werden kann. So wiesen
diese sechs Ole einen geringeren a-Pinen-Gehalt auf §=56.1%, Xnin=43.6%0, Xnax=69.0%0)
und entsprechen damit eher den a-Pinen armeren Handelsmustern (021, 023, 025, 027/K).

Parallel dazu wiesen diese Proben eine hdhere Konzentration an ox. ST auf. Sie betrug in
diesen Fallen 11% im Vergleich zu 6% bei den a-Pinen armeren Handelsmustern.

Die dritte Gruppe, reprasentiert lediglich durch eine Pflanze, entsprach in bezug auf die
chemische Zusammensetzung den Handelsélen, wenngleich die Konzentration an b-
Triketonen in der Addition nur bei 11.1% lag. Daraus lassen sich zwei Dinge ableiten: Der
East Cape-Chemotyp ist nicht als alleiniger Vertreter in der Region anzutreffen und weist
selbst groRe Schwankungen beziglich der b-Triketon-Konzentrationen auf. Des weiteren
erschien es verwunderlich, daR die Probe 08b, bei sonst guter Ubereinstimmung zu 08a,
triketonfrei war.

Das Pflanzenmaterial TPLO1, welches zur Gewinnung von kommerziellem Manukaél dient,
ergab unter den hier verwendeten Destillationsbedingungen einen sehr hohen Anteil an

Gesamttriketonen von 32.5%.

Die ox. ST 132, 143 und Selin-11-en-4a-ol, die in allen Proben von der Coromandel
Peninsula gefunden werden konnten, konnten ebenfalls in allen Manukadélen des East Capes
detektiert werden. Da diese Komponenten in den Manukaélen des Handels ebenso fehlen,
wie in den atherischen Olen anderer Leptospermum Arten (Kap. B.3.2.), handelt es sich
hierbei vermutlich um Destillationsartefakte, die im atherischen Ol von einigen

Leptospermum Arten (L. scoparium und L. squarrosum, vgl. Kap. B.3.3) zu finden sind.
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Tabelle 18: Wildpfliickung (East Cape), Zusammensetzung der &therischen Ole

Nr.|Komponente RI |EC0la EC01b EC02a EC02b EC03a EC03b EC0O4a EC04b
lla- Pinen 1021 11 1.0 1.9 1.6 13 16 0.3 0.3
2|a-Thujen 1025 Sp 0.1 Sp Sp Sp Sp 0.1 0.1
5(b-Pinen 1109 0.3 0.2 0.1 0.1 Sp Sp 0.1 0.1
6|Sabinen 1121 Sp 0.1 Sp Sp Sp Sp 0.1 0.1
7[Myrcen 1164 5.6 6.0 Sp Sp Sp Sp 0.1 0.1

11|Limonen 1201 Sp 0.1 Sp Sp Sp Sp 0.2 0.2

13|1,8-Cineol 1209 0.6 0.5 0.5 0.3 0.2 0.2 1.2 14

15|gTerpinen 1251 0.3 0.2 0.2 0.1 0.2 0.2 0.3 0.3

16| (E)-b-Ocimen 1255 0.2 0.2 0.2 0.1 Sp Sp Sp Sp)

17|p-Cymen 1275 Sp 0.1 0.2 Sp 0.2 0.3 0.4 0.4

18| Terpinolen 1287 Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp)

19|Isoamylisovalerat 1296 0.6 05 05 0.5 0.3 0.4 Sp Sp)

24|a-Cubeben 1460 5.7 5.6 4.8 4.8 29 24 3.0 2.7

27|1soamyltiglat 1471 0.5 04 05 0.6 0.4 0.4 Sp Sp)

28|a-Ylangen 1482 Sp 0.2 0.2 0.2 Sp Sp Sp 0.2

32|a-Copaen 1494 0.9 1.0 3.9 3.3 1.0 0.9 4.4 45

37|a-Gurjunen 1529 1.0 0.9 11 11 11 1.0 0.6 0.6

38|b-Cubeben 1538 0.6 0.4 0.3 0.3 Sp Sp 0.2 Sp|

40(Linalool 1548 0.4 0.3 Sp Sp 0.3 0.3 0.2 0.2

45|b-Elemen 1592 3.1 2.7 0.8 0.8 17 13 1.0 0.8

46|b-Caryophyllen 1600 53 49 45 48 55 56 19 23

47|Terpinen-4-ol 1603 Sp 0.1 Sp Sp Sp Sp 0.3 0.3

48|Aromadendren 1608 0.8 0.9 1.0 0.9 1.7 1.8 11 11

53|Cadina-3,5-dien 1635 11.7 108 103 10.7 7.6 5.7 5.4 4.8

55|allo-Aromadendren 1644 0.4 2.7 0.6 0.5 04 0.4 0.7 0.7

57((+)- Amorphen 1662 21 2.2 54 53 3.1 3.0 4.5 5.0

60la-Humulen 1670 0.5 0.4 0.6 0.6 0.5 0.5 0.5 0.4

63|Selina-4,11-dien 1676 0.7 0.8 0.5 0.5 0.9 0.9 1.6 1.7

66|g-Muurolen 1689 14 1.6 1.8 1.6 16 14 15 1.6

68|Viridifloren 1694 0.3 0.3 0.3 0.2 0.3 0.3 0.3 0.3

69|a-Terpineol 1698 0.5 0.4 0.4 0.4 0.5 0.5 0.5 0.4

72(Germacren D 1709 13 1.2 0.4 0.3 0.5 0.4 1.8 1.7

73|a-Muurolen 1716 19 2.0 2.8 31 18 15 4.6 4.4

74|b-Selinen 1724 5.9 6.3 4.1 4.0 7.6 75 111 105

75]a-Selinen 1728 5.8 6.0 4.1 4.0 7.3 72 107 9.7

78|Bicyclogermacren 1732 14 1.0 0.4 0.3 11 0.9 0.2 0.2

82|(E,E)-a-Farnesen 1750 0.8 0.8 0.8 0.7 0.7 0.6 11 0.9

83|d-Cadinen 1756 5.6 55 7.5 7.2 5.8 55 6.1 6.1

85|g-Cadinen 1763 1.0 0.9 0.8 0.6 0.5 04 0.5 0.9
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Fortsetzung: Tabelle 18

Nr.|Komponente RI |EC0la EC01b EC02a EC02b EC03a EC03b EC0O4a EC04b
88|Cadina-1,4-dien 1782 35 35 7.3 6.8 41 3.9 6.2 6.4
93|Benzylvalerat 1822 0.4 0.4 0.2 0.3 0.3 0.3 0.2 0.2
94|(-)-trans-Calamenen 1835 8.2 70 116 92 116 123 6.8 8.5
100|Benzylisovalerat 1894 0.8 0.6 05 0.6 0.5 0.5 0.4 0.3
102|a-Calacoren 1904 Sp 0.2 Sp Sp 0.3 0.4 0.3 0.3
104|g-Calacoren 1918 Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp 0.2
105|Isoamylbenzoat 1928 0.5 05 0.6 0.5 0.5 0.6 0.3 04
108|Caryophyllenoxid 1981 10 0.8 1.2 1.0 2.0 25 04 05
119|Cubenol 2059 18 1.6 2.7 31 17 19 2.7 23
122|Globulol 2065 14 14 1.9 21 14 16 13 14
131|Spathulenol 2121 1.6 1.2 0.8 0.8 21 2.7 0.7 0.6
132|unbekannte Komponente (0x.ST) | 2143 04 04 0.5 0.5 0.5 0.6 0.5 0.5
133|T-Cadinol 2169 0.5 0.5 0.4 0.5 0.5 0.5 0.4 0.3
134|gEudesmol 2176 0.4 0.4 Sp Sp Sp Sp Sp Sp)
136|T-Muurolol 2184 0.6 0.6 0.6 0.7 0.6 0.6 0.4 0.4
138|d-Cadinol 2196 0.7 0.7 0.6 0.7 0.7 0.7 0.5 0.4
139|a-Eudesmol 2220 0.2 0.3 Sp 0.2 0.3 0.3 0.3 0.2
141|b-Eudesmol 2230 04 0.5 0.2 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
142|Selin-11-en-4a-ol 2251 1.0 1.2 0.7 0.9 15 17 2.0 1.7

143|unbekannte Komponente (0x.ST) | 2338 17 1.6 1.9 2.2 16 19 13 11
146|(2E,6E)-Farnesol 2353 11 1.2 1.0 11 17 1.8 0.9 1.0

Summe: 945 939 942 910 892 882 925 920
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Fortsetzung: Tabelle 18

Nr.|Komponente RI |EC05a EC05b EC06a EC06b EC07a ECO7b EC08a EC08b TPLO1
1|la-Pinen 1021| 465 454 641 436 682 69.0 Sp 0.5 2.3
2|a-Thujen 1025 Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp
5[b-Pinen 1109 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 Sp Sp 0.1
6|Sabinen 1121 Sp Sp 0.1 Sp 0.1 Sp Sp Sp Sp
7[Myrcen 1164 0.1 0.1 Sp Sp 0.1 0.1 Sp Sp 0.7

10|a-Terpinen 1184 0.2 0.2 Sp 0.2 Sp Sp Sp Sp Sp

11|Limonen 1201 13 14 Sp 14 1.0 1.0 Sp Sp 0.2

13]1,8-Cineol 1209 3.0 3.2 55 1.7 3.2 1.9 0.1 0.2 0.5

15(gTerpinen 1251 4.3 55 0.2 6.0 0.1 0.1 Sp Sp 0.3

16|(E)-b-Ocimen 1255 04 0.6 0.3 0.2 Sp Sp 0.1 Sp Sp

17|p-Cymen 1275| 138 137 09 144 01 01 Sp 01 03

18| Terpinolen 1287 1.0 14 0.1 1.3 0.1 Sp Sp Sp Sp

19|Isoamylisovalerat 1296 - - - - - - 0.1 Sp 0.2

22|3-Methyl-3-buten-1-yl-isovalerat 1372 - - - - - - 05 0.2 0.2

24|a-Cubeben 1460 Sp Sp 0.1 0.2 0.2 0.2 0.4 22 12

27|1soamyltiglat 1471 - - - - - - 0.1 Sp 0.2

28|a-Ylangen 1482 - - - - - - 0.3 0.2 Sp

32|a-Copaen 1494 1.2 11 1.9 1.3 0.7 0.8 3.9 1.2 1.6

37|a-Gurjunen 1529 0.3 0.2 0.4 0.4 0.6 0.6 1.0 1.0 0.4

38[b-Cubeben 1538 - - - - - - Sp 0.2 Sp

39|3-Methyl-3-buten-1-yi-tiglat 1545 - - - - - - 0.2 Sp Sp

40(Linalool 1548 23 28 2.3 18 24 2.0 0.1 0.2 0.2

45(b-Elemen 1592 - - - - - - 0.4 0.6 0.3

46|b-Caryophyllen 1600 01 01 02 02 02 02 44 52 14

47(Terpinen-4-ol 1603 0.4 0.4 0.1 0.3 0.1 0.1 0.1 Sp 0.2

48(Aromadendren 1608 0.2 0.1 0.1 Sp 0.8 10 19 11 0.9

53|Cadina-3,5-dien 1635 0.2 0.2 0.8 0.7 0.8 04 0.7 4.6 18

55|allo-Aromadendren 1644 0.3 0.2 0.2 0.3 0.3 0.4 0.9 04 04

56|(E)-Pinocarveol 1656 0.3 0.2 0.4 0.2 0.1 0.2 - - -

57|(+)- dAmorphen 1662 0.1 0.1 0.2 Sp 0.1 0.1 8.2 4.6 14

60la-Humulen 1670 - - - - - - 0.6 0.4 0.2

63|Selina-4,11-dien 1676 - - - - - - 0.1 0.5 0.2

66|g-Muurolen 1689 0.2 0.1 Sp Sp 0.1 0.1 1.6 14 0.7

68|Viridifloren 1694 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.2 0.8 0.6 0.3

69|a-Terpineol 1698 0.7 0.8 10 04 1.0 04 - - -

72|Germacren D 1709 - - - - - - 0.4 0.4 0.2

73|a-Muurolen 1716 - - - - - - 0.5 0.7 0.4

74|b-Selinen 1724 0.1 0.1 0.1 Sp 0.1 0.1 0.8 5.0 2.2

75|a-Selinen 1728 Sp 0.1 0.1 Sp 0.1 0.1 13 4.2 22

88




B. Ergebnisse

Fortsetzung: Tabelle 18

Nr.|Komponente RI |EC05a EC05b EC06a EC06b EC07a ECO7b EC08a EC08b TPLO1

78|Bicyclogermacren 1732 0.8 0.7 0.7 0.6 0.8 0.7 Sp 0.2 Sp

82|(E,E)-a-Farnesen 1750 - - - - - - 17 0.4 0.4

83|d-Cadinen 1756 04 0.2 0.5 0.7 0.6 0.7 8.8 75 3.6

85|g-Cadinen 1763 - - - - - - Sp Sp Sp

88|Cadina-1,4-dien 1782 0.2 0.2 0.6 0.9 14 1.7 7.4 3.9 24

89|Myrtenol 1787 - - - - - - 0.1 Sp Sp

90|trans-p-Mentha-1(7),8-dien-2-ol 1793 - - - - - - Sp Sp Sp

93|Benzylvalerat 1822 - - - - - - Sp 0.3 0.2

94|(-)-trans-Calamenen 1835 14 1.0 2.9 2.9 2.0 29 138 147 9.7

100|Benzylisovalerat 1894 - - - - - - 0.3 0.6 0.3
102|a-Calacoren 1904 - - - - - - 0.6 0.5 0.2
104|g-Calacoren 1918 - - - - - - 0.9 0.3 0.3
105|Isoamylbenzoat 1928 - - - - - - 0.4 0.8 0.3
108|Caryophyllenoxid 1981 0.1 0.1 0.2 0.1 0.1 0.1 13 2.6 1.6
109|Flaveson 1986 - - - - - - 0.1 - 4.6
116|Ledol 2026 12 12 14 14 13 13 - - -
117|(E)-Nerolidol 2042 43 51 14 7.9 13 1.7 - - -
118|Isoleptospermon 2049 - - - - - - 2.6 - 5.7
119|Cubenol 2059 - - - - - - 14 2.1 34
122|Globulol 2065 - - - - - - 14 2.7 3.0
124|Leptospermon 2078 - - - - - - 8.4 - 222
126|Viridiflorol 2085 4.4 4.5 4.8 4.7 4.5 4.5 0.1 0.5 0.6
131|Spathulenol 2121 2.6 23 1.2 12 1.2 2.0 0.8 11 17
132|unbekannte Komponente (0x.ST) | 2143 - - - - - - 0.6 05 0.4
133|T-Cadinol 2169 - - - - - - 0.4 0.9 0.5
136|T-Muurolol 2184 - - - - - - 0.7 0.8 0.5
138|d-Cadinol 2196 - - - - - - 0.6 0.8 0.5
142|Selin-11-en-4a-ol 2251 - - - - - - 0.3 1.2 0.8
143|unbekannte Komponente (0x.ST) | 2338 - - - - - - 0.8 15 1.0
146|(2E,6E)-Farnesol 2353 - - - - - - 1.6 11 0.9
Summe: 928 937 932 954 941 950 846 80.2 86.0
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3.2  Wildpfluickung aus Australien (L. macrocarpum)

Drei Leptospermum Proben, die aus Tasmanien stammten, wurden in die Untersuchungen
mit einbezogen. Die Proben 01 und 02 waren deklariert als L. lanigerum, wahrend die Art der
Probe 03 nicht naher bestimmt worden war. Die &therischen Ol Spektren der drei Proben
zeigten eine gute Ubereinstimmung, was darauf deutet, da drei Muster der gleichen Art
vorlagen. Die GC- und GC-MS-Analysen der atherischen Ole zeigten ein Muster von etwa 40
verschiedenen Komponenten. 32 von ihnen konnten identifiziert werden, was zu einer

Aufklarung der Ole von durchschnittlich 85% fiihrte. Die quantitative Zusammensetzung der
Ole ist in unkorrigierten Peakflachenprozenten angegeben und in Tab.19 aufgelistet.

Die Ole prasentierten sich als reine Terpendle. Es konnten weder Esterverbindungen noch b-
Triketone gefunden werden. Es lagen 50:50-Mischungen von Mono- und Sesquiterpenen
vor. Hauptkomponenten im Monoterpenbereich waren a-Pinen (1, 19.9-27.9%) und 1,8-
Cineol (13, 4.5-17.0%). Daneben konnten b-Pinen (5), Limonen (11), p-Cymen (17) und a-
Terpineol (69) in Konzentrationen >1.0% gefunden werden. Sesquiterpene lagen gréi3tenteils
als oxygenierte Komponenten vor. Hauptkomponenten waren die beiden Eudesmol Isomere
a- (139, 6.6-12.1%) und b- (141, 12.0-18.7%), begleitet von geringeren Konzentrationen an
g-Eudesmol (134, 0.9-2.4%).

Die Anzahl an Proben ist zu gering, um eine abschlie3ende Beurteilung abzugeben. Die
Tatsache, dal3 die STKW b-Caryophyllen (46) und a-Humulen (60) nur in geringen
Konzentrationen (<1.0%) anwesend waren, deuten jedoch darauf hin, dal3 es sich hier nicht
um Proben der Art L. lanigerum handelte. Vielmehr dhneln sie den Olen der Art L. lanigerum
var. macrocarpum® (FLYNN et al., 1979) und L. macrocarpum (BROPHY et al., 1999a).

® Diese Varietat wurde spater taxonomisch neu definiert als Art L. macrocarpum (THOMPSON, 1989).
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Tabelle 19: Wildpflickung (Lake St. Claire), Zusammensetzung der atherischen Ole

Nr.[Komponente Rl |LSCO1 LSCO02 LSCO03
lla- Pinen 1021 199 248 279
2|a-Thujen 1025 0.2 - -
3|a-Fenchen 1056 Sp - -
4[Camphen 1066 Sp - -
5[b-Pinen 1109 8.4 13 1.6
6|Sabinen 1121 Sp Sp Sp
7[Myrcen 1164 0.6 0.2 0.4

10(a-Terpinen 1184 Sp Sp Sp

11(Limonen 1201 14 0.7 1.0

13|1,8-Cineol 1209 17.0 45 135

15|g-Terpinen 1251 Sp Sp 0.2

16((E)-b-Ocimen 1255 - - 0.2

17|p-Cymen 1275 13 0.4 0.7

18| Terpinolen 1287 Sp Sp Sp

37|a-Gurjunen 1529 Sp Sp Sp)

40|Linalool 1548 0.3 0.3 0.4

46|b-Caryophyllen 1600 0.7 0.2 0.7

47(Terpinen-4-ol 1603 0.4 0.4 0.3

48|Aromadendren 1608 1.7 0.7 0.9

68| Viridifloren 1694 - 0.5 -

69|a-Terpineol 1698 3.8 11 2.6

78|Bicyclogermacren 1732 2.2 31 0.6

106|Palustrol 1938 Sp 05 Sp
108|Caryophyllenoxid 1981 Sp Sp 0.8
116|Ledol 2026 Sp 03 Sp
126|Viridiflorol 2085 1.0 0.3 1.0
131|Spathulenol 2121 4.7 8.9 3.0
133|T-Cadinol 2169 4.0 3.8 4.3
134|g-Eudesmol 2176 0.9 12 24
136|T-Muurolol 2184 0.3 0.6 15
139|a-Eudesmol 2220 7.3 6.6 121
141{b-Eudesmol 2230 125 120 18.7

Summe: 88.6 724 948
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3.3  Kultivare, Botanischer Garten in Marburg (L. scoparium, L. squarrosum)

Im Zusammenhang einer Arbeit tber die Flavonoide in L. scoparium (TSCHIERSCH, 1995)
wurden Kulturen dieser Art im Botanischen Garten in Marburg angelegt. Aus diesen Kulturen
wurden hier zehn Pflanzen untersucht. Die GC- und GC-MS-Analysen dieser zehn
atherischen Ole (neun Proben L. scoparium, eine Probe L. squarrosum) zeigten ein Muster
von etwa 100 verschiedenen Komponenten. 73 von ihnen konnten identifiziert werden, was
zu einer Aufklarung der Ole von durchschnittich 87% filhrte. Die quantitative
Zusammensetzung der Ole ist in unkorrigierten Peakflachenprozenten angegeben und in
Tab.20 (L. scoparium) respektive Tab.21 (L. squarrosum) aufgelistet.

Bei den neun Proben von L. scoparium handelte es sch um sechs Zuchtformen aus
Deutschland (BGO01-BG06) und drei Wildtypen aus Neuseeland (BGO07-BG09). Allen
Kultivaren gemeinsam ist die Abwesenheit von b-Triketonen. Abgesehen davon zeigten sie
ein fir Manukadle typisches Inhaltsstoffspektrum. Unter Beriicksichtigung quantitativer Daten

sind auffallige Abweichungen fur zwei Komponenten zu verzeichnen. Funf Proben enthalten
relativ hohe Konzentrationen an a-Pinen (1) (x=21.6%, Xnin=12.7%, Xnax=38.0%). Die Probe

BGO3, deren a-Pinen Konzentration nur 5.3% betrug, ist hingegen durch eine ungewoéhnlich

hohe Konzentration an Viridiflorol (126, 12.9%) gekennzeichnet.

Die atherischen Ole der drei Wildtypen aus Neuseeland (BG07-BG09) zeigten quantitativ

eine abweichende Zusammensetzung. Die Probe BGO07 (Wildtyp ,Coromandel®) ist
charakterisiert durch einen hohen Anteil an Elemol / Hedycaryol (125, 7.5%), g-Eudesmol

(134, 1.2%), a-Eudesmol (139, 7.7%) und b-Eudesmol (141, 6.8%). Im Gaschromatogramm
dieses Ols war erneut der breite ,Umlagerungsberg” der Cope-Umlagerung von Hedycaryol
zu Elemol erkennbar. Diese Probe zeigte in ihrer gesamten chemischen Zusammensetzung

eine gute Ubereinstimmung mit den entsprechenden fiinf Proben von der Coromandel
Peninsula.

Obwohl die Probe BGO08 (Wildtyp ,Manuka“) ein fir Manukadle charakteristisches
Inhaltsstoffspektrum aufwies, war sie gekennzeichnet durch eine starke quantitative
Abweichung der Konzentration an a-Pinen (1, 13.2%). Dieses Ol zeigte gute

Ubereinstimmung mit den finf a-Pinen reichen Zuchtformen. Der dritte Wildtyp (BGO9,

,Keatley") zeigte sehr starke Abweichungen in der Olzusammensetzung zu allen anderen
Olen, gewonnen aus der Art L. scoparium. Hauptkomponente war darin a-Pinen (1, 33.7%),

weitere Komponenten in einer Konzentration >5.0% waren Bicyclogermacren (78, 7.8%) und

Spathulenol (131, 6.7%). Des weiteren war in dieser Probe ein hoher Anteil nicht
identifizierter ox. ST enthalten, was zu einer Aufklarung des Ols von lediglich 82% fiihrte.
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Tabelle 20: Kultivare (Leptospermum scoparium), Zusammensetzung der atherischen Ole

Nr.[Komponente Rl | BGO1 BG02 BG03 BG04 BGO5 BG06 BG0O7 BGO08 BGO09
lla- Pinen 1021 12.7 17.2 53 380 243 159 33 132 337
2|a-Thujen 1025 0.8 - - - - 1.0 0.1 - -
5(b-Pinen 1109 1.7 11 03 22 11 20 03 0.8 13
6[Sabinen 1121 0.5 0.2 1.0 09 0.6 04 01 0.1 Sp
7(Myrcen 1164 2.0 11 35 03 0.1 19 09 0.8 0.2

10(a-Terpinen 1184 0.6 0.1 Sp 0.1 Sp 0.7 0.1 0.1 Sp

11|Limonen 1201 0.7 0.5 0.2 0.9 0.5 0.9 0.3 0.4 1.2

13|1,8-Cineol 1209 0.1 0.5 0.4 0.2 0.1 Sp 0.8 0.3 1.6

15|gTerpinen 1251 14 0.1 0.1 0.2 0.1 1.6 0.2 0.1 0.1

16|(E)-b-Ocimen 1255 0.1 0.5 1.0 Sp Sp Sp Sp 0.4 Sp

17|p-Cymen 1275 0.3 Sp Sp 0.2 0.2 0.6 0.2 Sp 0.3

18| Terpinolen 1287 0.3 Sp Sp 0.1 Sp 0.3 0.1 Sp Sp

19|Isoamylisovalerat 1296 - - - - - - 0.1 - -

24]a-Cubeben 1460 0.6 24 1.6 0.2 0.2 0.4 2.2 3.0 0.8

27|Isoamyltiglat 1471 04 0.2 Sp 02 Sp Sp 02 0.1 0.2

28|a-Ylangen 1482 1.3 0.1 02 08 13 10 02 0.2 -

32|a-Copaen 1494 0.2 0.3 04 04 0.5 03 06 0.4 0.7

37|a-Gurjunen 1529 0.5 0.5 05 02 0.3 04 06 0.6 .

38|b-Cubeben 1538 Sp 02 02 Sp Sp Sp 02 - -

40(Linalool 1548 3.6 0.1 0.1 1.0 0.5 2.6 0.3 0.1 3.9

45(b-Elemen 1592 2.7 7.0 88 23 24 09 40 7.4 0.2

46|b-Caryophyllen 1600 11 65 21 06 07 14 36 55 10

47(Terpinen-4-ol 1603 0.6 - - 0.3 0.2 15 - - 0.4

48|Aromadendren 1608 1.3 0.7 0.8 15 2.6 24 0.1 0.7 31

50|unbekannte Komponente 1615 - - - - - - 0.4 0.2 -

53|Cadina-3,5-dien 1635 17 4.3 5.3 0.5 0.4 0.7 4.2 5.2 -

55|allo-Aromadendren 1644 0.5 - - 03 04 04 0.2 0.3 1.0

57|(+)- dAmorphen 1662 0.6 - - 03 0.2 09 16 11 .

60la-Humulen 1670 0.2 0.4 0.3 Sp Sp 01 07 4.6 0.1

63|Selina-4,11-dien 1676 1.2 6.5 1.9 1.2 2.0 14 1.0 0.8 -

66|g-Muurolen 1689 3.8 13 0.5 2.5 3.2 2.5 0.6 14 0.3

68| Viridifloren 1694 13 0.9 0.6 0.5 0.5 11 0.2 11 -

69|a-Terpineol 1698 0.4 0.2 07 04 0.4 03 06 - 32

71|(-)-Bicyclosesquiphellandren 1706 - - - - - - - - 0.4

72|Germacren D 1709 0.4 14 15 0.5 0.5 0.4 11 - -

73|a-Muurolen 1716 1.6 1.2 2.8 1.8 3.0 1.8 2.2 2.0 -
74|b-Selinen 1724 49 29 7.6 5.8 9.8 59 2.7 5.9 -
75]a-Selinen 1728 4.7 2.6 6.9 53 8.5 5.4 1.8 4.5 -

78|Bicyclogermacren 1732 15 0.8 15 0.8 1.0 0.7 0.8 0.9 7.8

93



B. Ergebnisse

Fortsetzung: Tabelle 20

Nr.[Komponente Rl | BGO1 BG02 BG03 BG04 BGO5 BG06 BG0O7 BGO08 BGO09

82|(E,E)-a-Farnesen 1750 0.1 0.6 0.4 0.2 0.2 Sp 0.4 0.8 -

83|d-Cadinen 1756 19 21 3.1 0.8 1.2 2.0 3.6 34 -

84|Geranylacetat 1756 - - - - - - - - 1.7

85|g-Cadinen 1763 0.2 1.3 16 03 1.0 0.3 - - -

88|Cadina-1,4-dien 1782 0.7 11 15 0.3 0.4 0.7 1.7 14 -

89|Myrtenol 1787 0.1 Sp - 0.1 Sp Sp - - -

90|trans-p-Mentha-1(7),8-dien-2-ol 1793 0.2 0.1 - 0.1 0.1 Sp - - -

93|Benzylvalerat 1822 0.6 0.2 0.2 0.3 0.2 0.3 0.1 0.2 -

94|(-)-trans-Calamenen 1835 1.4 3.6 1.9 11 24 2.6 43 3.9 0.4

100|Benzylisovalerat 1894 0.1 0.5 0.5 Sp Sp 0.2 0.4 05 Sp)
102|a-Calacoren 1904 - - - - - - 01 - -
104|g-Calacoren 1918 - - - - 01 Sp 01 Sp .
105|Isoamylbenzoat 1928 11 0.1 0.2 0.7 14 11 0.2 0.3 0.7
106|Palustrol 1938 0.8 0.3 0.2 0.6 0.4 0.5 0.1 0.3 0.5
108|Caryophyllenoxid 1981 0.5 0.1 01 0.2 0.3 04 07 0.5 0.6
116|Ledol 2026 0.2 0.1 02 02 0.2 04 05 0.1 .
117|(E)-Nerolidol 2042 1.0 0.2 - 03 0.2 0.2 - 04 .
119|Cubenol 2059 0.4 0.7 09 03 0.3 06 13 0.8 .
120|epi-Cubenol 2062 - - - - - - - 0.3 -
122|Globulol 2065 0.7 0.7 19 0.5 0.6 1.0 14 0.9 5.6
123|(E)-Methylcinnamat 2074 - - - - - - 20 14 -
125|Elemol / Hedycaryol 2083 - - - - - - 7.5 - -
126|Viridiflorol 2085 31 24 129 04 04 41 - 06 3.3
131|Spathulenol 2121 0.8 0.5 0.6 0.8 0.5 1.7 0.9 0.3 6.7
132|unbekannte Komponente (0x.ST) | 2143 54 0.7 - 4.3 4.5 51 - 0.8 -
133|T-Cadinol 2169 0.3 13 0.3 0.2 0.3 0.4 3.6 15 -
134|g-Eudesmol 2176 0.7 2.0 05 0.1 0.6 05 12 0.9 -
136|T-Muurolol 2184 0.2 0.5 03 0.2 0.2 02 12 0.5 0.3
138|d-Cadinol 2196 2.0 1.3 07 14 13 14 - 12 -
139|a-Eudesmol 2220 0.4 17 0.1 0.2 0.3 0.4 7.7 1.9 -
140|a-Cadinol 2227 0.3 - 0.4 0.2 0.2 0.3 - - 0.3
141{b-Eudesmol 2230 0.5 2.2 0.1 0.2 0.2 0.4 6.8 2.7 -
142|Selin-11-en-4a -ol 2251 17 18 3.8 29 34 2.7 15 2.0 -
143|unbekannte Komponente (0x.ST) | 2338 0.3 0.5 0.5 Sp 0.3 0.4 05 05 -
146|(2E,6E)-Farnesol 2353 0.3 0.4 04 02 0.4 02 01 0.4 0.4
Summe: 823 888 894 87.6 872 859 855 90.7 820
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Tabelle 21: Kultivare (Leptospermum squarrosum),
Zusammensetzung des atherischen Ols

Nr.[Komponente Rl | BG10
1l|{a- Pinen 1021 9.7
2|a-Thujen 1025 0.1
3|a-Fenchen 1056 0.1
4[Camphen 1066 0.4
5(b-Pinen 1109| 221
6|Sabinen 1121 Sp
7[Myrcen 1164 14

10(a-Terpinen 1184 0.1

11(Limonen 1201 2.7

13|1,8-Cineol 1209 6.5

15|g-Terpinen 1251 0.3

16((E)-b-Ocimen 1255 0.7

17|p-Cymen 1275 0.5

18| Terpinolen 1287 0.4

37|a-Gurjunen 1529 0.2

40(Linalool 1548 Sp

46(b-Caryophyllen 1600| 17.0

48|Aromadendren 1608 0.3

55|allo-Aromadendren 1644 0.6

60(a-Humulen 1670 10

68|Viridifloren 1694 8.2

74|b-Selinen 1724 0.2

75|a-Selinen 1728 0.2

78|Bicyclogermacren 1732 4.8

83|d-Cadinen 1756 0.7

106|Palustrol 1938 0.4
108|Caryophyllenoxid 1981 0.8
116|Ledol 2026 04
122|Globulol 2065 1.9
126|Viridiflorol 2085 3.6
131|Spathulenol 2121 25
133|T-Cadinol 2169 0.7
136|T-Muurolol 2184 0.2
142|Selin-11-en-4a-ol 2251 04

Summe: 89.1

Das atherische Ol der Art L. squarrosum
prasentiert sich als reines Terpendl. Es
konnten weder Ester-Verbindungen noch
b-Triketone detektiert werden. Es lagen

50:50-Mischungen  von  Mono-  und
Sesquiterpenen vor. Hauptkomponenten
im Monoterpenbereich waren b-Pinen (5,
22.1%) und a-Pinen (1, 9.7%). Daneben
konnten Myrcen (7), Limonen (11) und

1,8-Cineol (13) in Konzentrationen >1.0%
gefunden werden. Sesquiterpene lagen
grofldtenteils als Kohlenwasserstoffe vor.
Hauptkomponenten waren b-Caryophyllen
(46, 17.0%) und Viridifloren (68, 8.2%),
begleitet von geringeren Konzentrationen
an Bicyclogermacren (78, 4.8%). Das Ol
Probe

Ubereinstimmung mit einem Ol der

dieser zeigte gute

gleichen Art aus New South Wales,
Australien (BROPHY et al., 1999c).
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4  Mikrobiologische Untersuchungen von Teebaumdlen s.I.
4.1  Invitro Testung atherischer Ole - Einleitung

Zur Bestimmung der antimikrobiellen Eigenschaften von &therischen Olen und deren
Komponenten existiert kein universelles Testsystem. Untersuchung und Evaluation der
antimikrobiellen Aktivitat von &therischen Olen gestaltet sich schwierig, weil es sich hierbei
um komplexe Substanzgemische handelt. Bei der Wahl der Untersuchungsmethode miissen
drei Probleme in Zusammenhang mit den physikalischen und chemischen Eigenschaften von
atherischen Olen beriicksichtigt werden: 1. Die Komplexitat der Zusammensetzung erfordert
genaue Angaben iiber das zu untersuchende Ol. 2. Die schlechte Wasserloslichkeit der
einzelnen Komponenten erfordert die Verwendung eines Tensids. 3. Die Flichtigkeit der
atherischen Ol-Komponenten ist bei einer Inkubationstemperatur von 37°C, respektive 30°C

erheblich verstéarkt. Diesem Prozel3 ist entgegenzuwirken.

Die Methoden zur Bestimmung der antimikrobiellen Aktivitat lassen sich in zwei Kategorien
einteilen. In solche zur Bestimmung, ob eine Testsubstanz das Wachstum eines Keimes
hemmt, d. h. ob mikrobiostatische Eigenschaften vorliegen, und in solche, die bestimmen, ob
die getesteten Keime abgetotet werden, d.h. ob mikrobiozide Eigenschaften vorliegen. Die
Hemmung der Mikroorganismen kann mit Hilfe von Diffusions- oder Dilutions-Tests bestimmt

werden. Dabei kann Agar oder Bouillon eingesetzt werden.
Agardiffusionstest

Agardiffusionstests sind einfach durchzufiihren und wurden daher in der Vergangenheit
vielfach eingesetzt. Ein Reservoir, das die zu testende Substanz bzw. Lésung enthalt, wird in
Kontakt mit einem keimbeladenen Néhragar gebracht. Als Reservoir dienen Testplattichen,
Filterpapier oder Vorratszylinder. Nachteilig ist, daf’3 grof3e Variationsmoglichkeiten beziiglich
der verwendeten Menge an Testsubstanz oder des Durchmessers des Reservoirs zu einer
schlechten Vergleichbarkeit fuhren. Auch hangen die Ergebnisse letztlich von der
Diffusionsrate der Testsubstanz(en) im N&hragar ab. Die geringe Wasserloslichkeit der
atherischen Ol-Komponenten limitiert deren Diffusion durch den Agar und filhrt damit zu
nicht reproduzierbaren Ergebnissen. Dies erklart die schlechte Korrelation mit den MHK-
Werten, die mit Hilfe eines Dilutionsverfahrens gewonnen werden. Olkomponenten, die
relativ gut wasserloslich sind, wie beispielsweise 1,8-Cineol, a-Terpineol und Terpinen-4-ol,
sind davon weniger betroffen als Kohlenwasserstoffe, die auf bzw. in dem Reservoir
verbleiben oder sich wahrend des Tests verflichtigen (SOUTHWELL et al., 1993). Bei der
Untersuchung von hydrophilen Antibiotika stellen Agardiffusionstests eine komfortable, gut

standardisierbare Methode dar, fir die Testung von &therischen Olen sind sie schlecht

96



B. Ergebnisse

geeignet. Fir Vorversuche (Screening) ist der Agardiffusionstest auch bei Olen bedingt
geeignet, fir quantitative Aussagen jedoch ganzlich ungeeignet.

Agardilutionsmethode

Die Agardilutionsmethode ist ein Verfahren, bei dem verschiedene Konzentrationen der
Testsubstanz dem Agarmedium vor Einimpfung des Testkeimes zugesetzt werden. Dieses
Verfahren hat zwei entscheidende Nachteile. Zum einen sind lipophile Verbindungen nur
unzureichend mit dem Agar mischbar, so dal der Einsatz eines Tensids zwingend
erforderlich ist, und zum anderen werden hohe Substanzmengen bendétigt. Zur Herstellung
einer einzigen Platte aus ca. 20 mL warmem, flissigem Agar mit einem Gehalt von 0.5%
(v/v) atherischem Ol werden somit ca. 100 puL Substanz benétigt, pro Testkeim also mehrere
mL. Deshalb eignet sich dieses Verfahren nur, wenn groRe Mengen einer

Untersuchungssubstanz zur Verfligung stehen.
Bouillonverdiinnungsmethode

Diese Testmethode ist auch als Reihenverdiinnungstest bekannt. Auch hierfir mufd bei der
Untersuchung lipophiler Substanzen ein geeignetes Tensid gefunden werden. Die
atherischen Ole werden im Nahrmedium emulgiert und eine Verdiinnungsreihe bekannter
Konzentrationen hergestellt. Diese werden anschlieBend mit einer Suspension einer
definierten Anzahl von Keimen beimpft. Nach Bebriten |ai3t sich das Wachstum der Keime
an einer Tribung erkennen; vice versa zeigt ein Ausbleiben der Tribung die
wachstumshemmende Wirkung bei der entsprechenden Konzentration an. Diese Methodik
kann variiert werden. Sie kann im Mikromal3stab unter Verwendung von sogenannten
Mikrotiterplatten aus klarem Polypropylen ebenso durchgefiihrt werden, wie im
Makromalf3stab unter Verwendung sterilisierter Reagenzglaser der Grof3e 13 x 100 mm. Bei
Ermittlung des Testergebnisses mit bloRem Auge koénnen Tribungen der Okin-Wasser-
Emulsion das Ablesen des Endpunktes erschweren. Hier kdnnen hilfsweise Farbindikatoren
Verwendung finden, wie Fluoresceindiacetat (DELLAR et al, 1994) oder
Triphenyltetrazoliumchlorid (CARSON et al., 1995b). Die auf diese Weise ermittelten MHK-
Werte konnen jedoch leicht abweichen (CARSON & RILEY, 1994a).

Die beiden Dilutionsmethoden eignen sich sowohl zur Bestimmung der minimalen
Hemmkonzentration (MHK-Wert), als auch zur Bestimmung der minimalen mikrobiziden
Konzentration (MMK-Wert). Sie erfordern jedoch einen Kontakt von Keim und zu
untersuchender Substanz von wenigstens 18 h und geben keine Aussage bezuglich der
Abtotungsrate pro Zeiteinheit. So miissen fiir atherische Ole, die zur Verwendung als
Desinfektionsmittel und Antiseptika vorgesehen sind, weitere Testverfahren angewendet
werden, da gute Desinfektionsmittel maoglichst viele Arten von Mikroorganismen rasch,
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vollstandig und dauerhaft inaktivieren sollten. Lethale Effekte werden bestimmt mit Hilfe des
Rideal-Walker-Tests oder durch Bestimmung der log;o-Reduktionsstufen. Durch solche
Untersuchungen der Absterbekinetiken kdnnen dann vergleichende Aussagen getroffen
werden zur mikrobioziden Aktivitat dhnlich wirksamer Substanzen (COATES, 1988) oder
atherischer Ole mit vergleichbaren MHK-/MMK-Werten (LATTAOUI & TANTAOUI-ELARAKI,
1994).

4.2  Invitro Testung von Teebaumdlen s.l. — Literaturtbersicht

Das wirtschaftliche Interesse an Teebaumélen s.I. ist eng verknupft mit deren
antimikrobiellen Eigenschaften. Zur Bestimmung der keimhemmenden Eigenschaften von
Teebaumdlen s.. wurden im letzten Jahrzehnt eine grof3e Anzahl an Untersuchungen
durchgefuihrt. In Tab.22 sind die mikrobiostatischen Eigenschaften anhand von
HemmhofgroRen oder MHK-Werten zusammengestellt. Dabei sind die eingesetzten
Methoden, durchgefihrten Untersuchungen und eingesetzten Tenside aufgelistet, sowie die
untersuchten Objekte aus dem Bereich Teebaumole s.l. des letzten Jahrzehnts. Die jeweils
erzielten Ergebnisse sind schlecht vergleichbar, da die Methoden zum Teil erheblich
variierten, was an den unterschiedlichen Mengen an Testsubstanz bei den
Agardiffusionstests besonders deutlich wird. Einige Versuche sind nicht reproduzierbar, da
genaue Angaben zum verwendeten Ol oder zu den verwendeten Keimen fehlen. Deshalb
wird dabei auf eine Aufstellung der erzielten Hemmhofdurchmesser und MHK-/MMK-Werte
verzichtet. Die am haufigsten eingesetzten Tenside sind die nichtionischen Tween® 80
(Polyoxyethylen-20-Sorbitanmonooleat, Polysorbat 80) bei der Durchfihrung einer
Bouillonverdiinnungsmethode und Tween® 20 (Polyoxyethylen-20-Sorbitanmonolaurat,
Polysorbat 20) bei der Durchfihrung einer Agardilutionsmethode. Des weiteren finden
Verwendung: Ethanol, Methanol, DMF (Dimethylformamid), DMSO (Dimethylsulfoxid) und
Triton X 100 (Iso-octylphenoxypolyethoxyethanol). Zur Stabilisierung der Emulsion kann
auch Agar zugesetzt werden (MANN & MARKHAM, 1998). Das am haufigsten zum Einsatz
gebrachte Testodl ist das Australische Teebaumdl, gewonnen aus M. alternifolia. Dessen
hochste Prioritdt wird zum einen an der Anzahl an wissenschaftlichen Publikationen zu
diesem Thema deutlich, als auch an der Jahresproduktion, welche im Erntezeitraum
1997/1998 350 t betrug.

In der Tab.23 sind die bei den in Tab.22 genannten Untersuchungen zum Einsatz gelangten
Mikroorganismen aufgefihrt. Betrachtet man die verwendeten Mikroorganismen, so wird
deutlich, dal3 sowohl unter humanpathogenen als auch unter morphologischen
Gesichtspunkten ein grof3es Spektrum abgedeckt ist. Es fallt allerdings auf, dal3 nur wenige

Taxa der Dermatophyten und Schimmelpilze untersucht wurden.
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Tabelle 22: In vitro Testung von Teebaum®élen s.I. - Literaturiibersicht (1990-2001)

BASSETT et al., 1990
WILLIAMS et al., 1990
SOUTHWELL et al., 1993

WILLIAMS et al., 1993
CARSON & RILEY, 1994a
CARSON & RILEY, 1994b
COOKE & COOKE, 1994
NGUYEN et al., 1994

WILLIAMS et al., 1994
CARSON et al., 1995a

CARSON et al., 1995b
CARSON & RILEY, 1995

RAMAN et al., 1995
CARSON et al., 1996
HAMMER et al., 1996
LIS-BALCHIN et al., 1996
NENOFF et al., 1996
NELSON, 1997

RHEE et al., 1997

GONZ. DE COLMENARES et al., 1998
HAMMER et al., 1998

MANN & MARKHAM, 1998

PORTER & WILKINS, 1998
ELSOM & HIDE, 1999
GRIFFIN et al., 1999b
HAMMER et al., 1999a

HAMMER et al., 1999b

HAMMER et al. 1999c
HARKENTHAL et al. 1999
KIM & RHEE, 1999

CHRISTOPH et al., 2000
DORMAN & DEANS 2000
GRIFFIN et al., 2000
HAMMER et al., 2000

MANN et al., 2000
NELSON, 2000
D' AURIA et al., 2001

Tween 80

Tween 80/EtOH

Tween 20

Tween 80
Tween 80
Tween 80
kA
Tween 80
Tween 80
EtOH
Tween 80

Tween 80
Tween 20
Tween 80
Tween 20
Agar 0.15%
Tween 80/EtOH
Tween 80
Tween 20
Tween 20
Tween 80
Tween 20
Tween 80
Tween 20
Tween 80
HCO 40 / EtOH
Tween 80
Tween 20
Tween 20
Tween 80
PMBN
Tween 20
kA

Nr. Autor Tensid Testobjekt

Teebaum

Teebaum

Teebaum, Substanzen
Teebaum, Substanzen
Teebaum, Substanzen
Teebaum

Teebaum

Teebaum, Kanuka, Manuka

Cajuput, Substanzen

Cajuput, Substanzen
Teebaum

Teebaum

Teebaum

Teebaum

Substanzen

Substanzen

Teebaum, Substanzen
Teebaum

Teebaum

Teebaum, Kanuka, Manuka
Teebaum

Teebaum

Manuka

Manuka

M. leucadendron
Teebaum

Teebaum

Teebaum

Teebaum

Manuka

Teebaum

Substanzen

Teebaum

Teebaum

Teebaum

Teebaum

Teebaum, Cajuput, Niaouli
Tee., Caj., Nia., Kan., Man.
Manuka

Manuka

Tee., Caj., Nia., Kan., Man.
Substanzen

Teebaum

Teebaum

Teebaum

Teebaum

Teebaum

Teebaum

® ADF = Agardiffusionsmethode; ADL = Agardilutionsmethode; BVM = Bouillonverdiinnungsmethode

99



B. Ergebnisse

Tabelle 23: Verwendete Mikroorganismen zur Bestimmung der antimikrobiellen Aktivitat von
Teebaumdlen s.l. (1990-2001)

100

Gattung
Acinetobacter
Actinomyces
Aeromonas
Alcaligenes
Aspergillus
Bacillus
Bacteroides

Beneckea
Brevibacterium
Brocothrix
Candida

Chaetomium
Citrobacter
Clostridium
Corynebacterium

Debariomyces
Enterobacter
Enterococcus

Epidermophyton
Erwinia
Escherichia
Flavobacterium
Fusarium

Fusobacterium
Gardnerella
Klebsiella
Lactobacillus
Legionella
Leuconostoc
Listeria
Malassezia

Micrococcus
Microsporum
Mobiluncus
Moraxella
Penicillium
Peptostreptococcus
Pityrosporum
Prevotella
Propionibacterium
Proteus

Species
1:baumanii
1:viscosus
1:hydrophila
1:faecalis
1:flavus
1:cereus
1.distasonis
4:thetaiotaomicron
1:natriegens
1:linens
1:thermosphacta
1:albicans
4:intermedia
7:lusitaniae
10:steatolytica
1:globosum
1:freundii
1:sporogenes
1:diphtheriae
4:pseudodiphtheriae
1:hansenii
1:aerogenes
1:durans
4:faecium (VRE)
1:floccosum
1:carotovora
1:coli
1:suaveolens
1:culmorum
1:spec.
l:vaginalis
1l:aerogenes
1:plantarum
1:pneumophila
1:cremoris
1:monocytogenes
1:furfur
4:slooffiae
1:luteus

l:canis

1:spec.
1:catarrhalis
1:notatum
1l:anaerobius
1:ovales

1:spec.

l:acnes
1:mirabilis

2:calcoacetica

2:sobria

2:niger
2:subtilis
2:fragilis
5:vulgatus

2:glabrata
5:kefyr
8:parapsilosis
11:stellatoidea

2:minutissimus

2:cloacae
2:faecalis

2:0xytoca

2:globosa
5:sympodialis
2:spec.
2:gypseum

2:spec.
2:spec.

2:vulgaris

3:ochraceus

3:ovatus
6:spec.

3:guilliermondii
6:krusei
9:pseudotropicalis
12:tropicalis

3:faecium

3:pneumoniae

3:0btusa

3:varians
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Fortsetzung: Tabelle 23

Pseudomonas
Salmonella

Sarcina
Schizosaccharomyces
Serratia

Shigella
Staphylococcus

Streptococcus

Trichophyton
Trichosporon
Yersinia

Erlauterungen zu Tab.23:

4.3

(G+)
G)
(H)
(D)
()

Eigenes Testsystem

1l:aeruginosa
1:choleraesuis
1:lutea

1:pombe
1:marcescens
1:flexneri
1l:aureus
4:epidermidis
7:saprophyticus
l:agalactiae
4:equisimilis
7:mutans
10:zooepidemicus
1:mentagrophytes
1:cutaneum
1:enterocolitica

Gram-(+)-Bakterien
Gram-(-)-Bakterien
Hefen
Dermatophyten

Schimmelpilze

2:fluorescens
2:pullorum

2:aureus(MRSA)
5:haemolyticus
8:warneri
2:dysgalactiae
5:faecalis
8:pyogenes

2:rubrum

n(Species) = 43
n(Species) = 38
n(Species) = 21
n(Species) = 05

n(Species) = 07

3:putida
3:typhimurium

3:capitis
6:hominis
9:xylosus
3:equi
6:faecium
9:spec.

Bei der antimikrobiellen Untersuchung von é&therischen Olen sind drei Faktoren von
Bedeutung, auf die in diesem Kapitel ausfiihrlich eingegangen werden soll.

43.1 Methodik / Verfahren

Die Auswahl der Methodik richtete sich nach der Zielsetzung der Untersuchung und
orientierte sich dabei an bestehende Vorschriften. Ein Agardiffusionstest ist wie in Kap. B.4.1
beschrieben fiir atherische Ole nicht geeignet, weswegen eine Dilutionsmethode eingesetzt
wurde. Aus Griunden der Substanzokonomie wurde hier dem Bouillonverdiinnungsverfahren
der Vorzug gegeben. Die Methode wurde durchgefiihrt in Anlehnung an die Empfehlungen
des NCCLS im Makromalfistab, d.h. unter Verwendung sterilisierter Reagenzglaser der
GroRe 13 x 100 mm, die mit einer Metallkappe verschlossen wurden, um der Verfliichtigung
der &therischen OFKomponenten entgegenzuwirken. Bei den  vergleichenden
mikrobiostatischen Untersuchungen (Kap. B.4.5) wurde allerdings von den empfohlenen
Zweifach-Verdunnungsstufen abgesehen und kleinere Verdinnungsschritte gewahlt, um

prazisere MHK-Werte zu erhalten.
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4.3.2 Materialien

Das Nahrmedium, Agar oder Bouillon, stellt die unmittelbare Umgebung des Testkeimes dar
und ist somit ein besonders wichtiger Faktor bei der Bestimmung der antimikrobiellen
Aktivitat. Die Bestandteile des Nahrmediums kénnen mit OlBestandteilen reagieren und

diese aktivieren oder inaktivieren. So ist es wahrscheinlich, daf die b-Triketone wie einige

Aldehyde mit den Sulfhydrylgruppen in Proteinen reagieren. Die Nahrmedien dirfen des
weiteren keine Anteile an zweiwertigen Metallkationen aufweisen, da letztere zu einer
Komplexbildung mit den b-Triketonen und mit Tetracyclinen fiilhren wiirden. Dieser Tatsache

war Rechnung zu tragen.

Mueller-Hinton Bouillon ist das empfohlene Medium fur MHK-Wert-Bestimmungen von
schnell wachsenden aeroben Mikroorganismen und wurde auch hier verwendet. Fir die
Untersuchung von Corynebakterien wurde Hirn-Herz-Bouillon (BHIB) verwendet.
Abweichend von den Empfehlungen des NCCLS wurde bei der Untersuchung von Hefen,
Dermatophyten und Schimmelpilzen Sabouraud-Dextrose-Bouillon verwendet. In jedem Fall
betrug das Volumen an Bouillon fur jede untersuchte Konzentration 5.0 mL. Der pH-Wert des
hier verwendeten Mueller-Hinton-Mediums betrug 7.2 —7.4.

Der Wahl eines geeigneten Tensids kommt besondere Bedeutung zu, da es gilt, aus einer
Reihe ungeeigneter Substanzen die am wenigsten ungeeigneten herauszufinden und
einzusetzen gemalR des Leitsatzes: ,Soviel wie nétig, sowenig wie mdglich“. Tenside
verandern die physiko-chemischen Eigenschaften des Testsystems. Sie konnen MHK-Werte
erhéhen durch die Bildung von Mizellen und daraus resultierendem Einschlufd von aktiven
Komponenten, oder sie koénnen MHK-Werte erniedrigen durch Veranderungen der
Permeabilitat der Zellwand der Mikroorganismen und daraus resultierender Erhéhung der
Aktivitat der aktiven Komponenten. Die am haufigsten zum Einsatz gebrachten Tenside sind
die nichtionischen Tween® 80 und Tween® 20 (vgl. Tab.22). In der hier vorliegenden Arbeit

wurde Tween® 80 in einer Konzentration von 0.5% (v/v) verwendet.

43.3 Keime

Die Auswahl der Testkeime muf3 sich an einem mdglichen Einsatzgebiet der Testsubstanz
ausrichten, also innere oder &ufRere Anwendung, Einsatz als Antiseptikum oder als
Desinfektionsmittel. Hilfestellung geben dabei auch bestehende Testvorschriften, wie
beispielsweise der ,preservative efficiency tests* nach USP oder nach BP, der ,TGA
disinfectant test* (GRAHAM, 1978) oder ganz allgemein die Empfehlungen der WHO oder
des NCCLS. Die Angabe der Ausgangskeimzahl ist jeweils als obligat anzusehen, ebenso
wie die Angabe der Stamm-Nummer, soweit ein definierter Stamm Verwendung findet.
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Die Auswahl der zu verwendenden Mikroorganismen erfolgte unter humanpathogenen als
auch unter morphologischen Gesichtspunkten, wobei ein moglichst groRes Spektrum
abgedeckt werden sollte. Dabei wurden funf verschiedene Taxa von Mikroorganismen
berticksichtigt. Zur Untersuchung gelangten vier Gram-negative und acht Gram-postive
Bakterien, des weiteren eine Hefe, zwei Dermatophyten und zwei Schimmelpilze. Die 17
Mikroorganismen stellen groR3tenteils humanpathogene Keime dar, die Erkrankungen
auslosen, fur deren Behandlung &therische Ole in der Vergangenheit eingesetzt worden
sind.

Unter den Gram-negativen Keimen findet sich Proteus vulgaris, fir den
Harnwegsinfektionen, septische Erkrankungen, Otitis und Abzesse beschrieben werden.
Pseudomonas aeruginosa ist ein NalRRkeim, der insbesondere bei immunsupprimierten
Patienten in Krankenh&usern Pneumonien und weiterhin chronische Entziindungen des
Mittelohrs und des Urogenitaltraktes auslost. Escherichia coli verursacht sowohl intestinale
Erkrankungen, wie Dyspepsie, Diarrhoe-Erkrankungen und ruhréhnliche Erkrankungen, als
auch extraintestinale Infektionen, vor allem Erkrankungen von Organen mit Beziehungen
zum Verdauungstrakt, z.B. Appendicitis, Cholecystitis und Harnwegsinfektionen. Moraxella
catarrhalis stellt ein bekanntes Pathogen des Respirationstraktes dar.

Von den acht untersuchten Gram-positiven Keimen gehoéren vier der Gattung
Staphylococcus an. Staphylococcus aureus verursacht Eiterungen, Abzesse, chronische
Sinusitis, Tonsillitis, Meningitis. Ein methicillin-resistentes klinisches Isolat dieser Art wurde
ebenso ausgewahlt, wie des weiteren die beiden koagulasenegativen Arten S. epidermidis
und S. capitis. Enterococcus faecium und Bacillus subtilis vervollstandigen das Spektrum der

Gram-positiven Keime.

Candida albicans ist fur die Entstehung von Candidiasis verantwortlich. Die Dermatophyten
Epidermophyton floccosum und Trichophyton rubrum sind fur Infektionen der Haut
(Trichophytie) und Nagel (Onychomykose), seltener auch der Haare, bekannt. Des weiteren
wurden zwei Schimmelpilze in die Untersuchungen einbezogen: Ein Vertreter der Gattung
Aspergillus als Verursacher der Aspergillose bei abwehrgeschwéachten Patienten und
Penicillium notatum, der fur die Entstehung von Keratitis (Entziindung der Cornea) und

aulleren Infektionen der Ohren verantwortlich ist.

Neben dem Ubergeordneten humanpathogenen Aspekt wurde die Auswahl auch nach
morphologischen Gesichtspunkten durchgefiihrt. Neben den drei Vertretern beweglicher,
Gram-negativer Stabchenbakterien, stellt M. catarrhalis eine unbewegliche, plumpe
Kokkenart dar, die meist in Diploform vorliegt. Staphylokokken sind unbewegliche, aerobe
Kugelbakterien, die meist in Haufen vorliegen, wohingegen Enterococcus faecium eher eine
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kettenférmige Anordnung aufweist. Bacillus subtilis ist ein apathogenes, aerobes, meist
bewegliches und sporenbildendes Stabchenbakterium. Die Gattung Corynebacterium umfaf3t
unbewegliche Stabchenbakterien mit ein- oder beidseitiger keulenférmiger Anschwellung
und erganzt als fakultativ anaerober Vertreter somit sinnvoll das Spektrum der Gram-
positiven Bakterien.

4.4  Verwendete Untersuchungsmaterialien

Die antimikrobielle Aktivitat eines &therischen Ols hangt von der Chemie des Ols ab.
Deshalb missen, um die Ergebnisse reproduzierbar zu gestalten, die verwendeten
atherischen Ole als Vielkomponentengemische chemisch genau beschrieben werden, d. h.
es mul} die prozentuale Zusammensetzung angegeben werden. Ist diese nicht bekannt, so
mussen zumindest Angaben vorliegen tUber die Stammpflanze, Uber die Herkuntft, d. h. das

Anbaugebiet, Uber den Erntezeitpunkt und Uber die weitere Aufarbeitung.

4.4.1 Atherische Ole

Bei den hier zum Einsatz gebrachten Teebaumoélen s.I. handelt es sich ausschlieflich um
Handelsmuster, die ab Friihjahr 1998 auf den deutschen Markt gelangten. Folgende Ole

kamen zum Einsatz:

Manukadl: Muster-Nr. 010/M von C. Melchers
Muster-Nr. 011/M von Frey & Lau

Kanukadl: Muster-Nr. 027/K von C. Melchers
Muster-Nr. 028/K von Frey & Lau

Teebaumdal: Muster-Nr. 050/T von C. Melchers

Muster-Nr. 052/T von Frey & Lau
Muster-Nr. 043/T von Paul Kaders

Cajuputol: Muster-Nr. 077/C von C. Melchers
Muster-Nr. 072/C von Dullberg Konzentra
Niaouliol: Muster-Nr. 092/N von C. Melchers

Muster-Nr. 087/N von Diillberg Konzentra
Muster-Nr. 097/N von Roth

Die Manukaol-Muster waren chemisch in guter Ubereinstimmung mit dem Triketon-reichen
Chemotyp, der in der East Cape Region von Neuseeland wéchst. Die verwendeten
Kanukaodle entsprachen der Beschreibung von PERRY et al. (1997b). Sie wiesen einen
hohen Anteil an a-Pinen auf und waren gleichzeitig arm an pCymen. Die Australischen
Teebaumole erfillten jeweils die Anforderungen des International Standards ISO 4730.
Cajuputdle waren in Ubereinstimmung mit den Olen der Art Melaleuca cajuputi subsp.
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cajuputi, die von BROPHY & DORAN (1996) beschrieben wurden. Die Niaoulitle enthielten
1,8-Cineol als Hauptkomponente und in Spuren die charakteristischen Sesquiterpenalkohole

(E)-Nerolidol und Viridiflorol; diese waren jedoch in einem Fall (087/N) begleitet von héheren
Konzentrationen an a-Terpineol.

44.2 Db-Triketone

Die drei b-Triketone Flaveson, Isoleptospermon und Leptospermon liegen in Manukadlen im

Verhaltnis 1:1:3 zueinander vor. Leichte Variationen sind von Muster zu Muster festzustellen.

Dies wird u.a. deutlich in Tab.26. Zur Isolierung des b-Triketon-Komplexes diente bei allen

Untersuchungen das Manukadl-Muster mit der Nummer 001/M von Eduard Gerlach.

443 Lema®-0Ol

Lema®-Ol ist eine kiinstliche Mischung aus einer speziellen Fraktion von Australischem
Teebaumél und der polaren Fraktion von Manukadl. Lema®-Ol wurde aus der Uberlegung
heraus geschaffen, die positiven antimikrobiellen Eigenschaften der beiden natiirlichen Ole
zu kombinieren, um zum einen ein breiteres antimikrobielles Spektrum zu ermdéglichen und
zum anderen ein potenteres Produkt herzustellen. Lema®-Ol ist von der Firma Coast
Biologicals Ltd. im November 1998 unter dem Titel ,Improvements in and relating to
antimicrobial compositions” und der Nummer 332694 in Neuseeland zum Patent angemeldet
worden. Gleichzeitig ist jedoch keine Registrierung im EINECS / ELINCS beantragt worden,
was die Voraussetzung fur die Verkehrsfahigkeit eines é&therischen Ols in den
Mitgliedsstaaten der EU darstellt. Eine Handelsfahigkeit dieses Ols ist somit nicht gegeben.
Das hier zum Einsatz gebrachte Warenmuster tragt die interne Nummer 098/W. Die relative
Dichte von Lema®-Ol betragt 0.92-0.94 und deutet somit darauf hin, daf3 es sich hierbei nicht
um eine 1:1-Mischung der Fraktionen von beiden Olen handeln kann, denn die relative
Dichte fur Teebaumdl betragt 0.895-0.905, die fur Manukadl 0.97-0.99. Die optischen und

sensorischen Eigenschaften entsprechen eher dem Manukadél.

45 Vergleichende mikrobiostatische Untersuchungen

Die hier zur Untersuchung gelangten Ole tragen die Referenznummern 001/M (fur die
Isolierung der b-Triketone), 010/M, 027/K, 050/T, 077/C und 092/N. lhre chemische

Zusammensetzung ist den Tab.24-26 zu entnehmen.
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Tabelle 24: Zusammensetzung von Teebaum-, Cajuput- und Niaoulidl

Teebaum  Cajuput Niaouli
Nr. Komponente RI (pol.) [%0] [%0]
1 a-Pinen 1021 34 4.5
2 a-Thujen 1025 13 0.8
5 b-Pinen 1109 0.9 1.9
6 Sabinen 1121 0.5
7 Myrcen 1164 17"
8 a-Phellandren 1164
10 a-Terpinen 1184
11 Limonen 1201
12 p-Phellandren 1209
13 1,8-Cineol 1209
15 g-Terpinen 1251
17 p-Cymen 1275
18 Terpinolen 1287
37 a-Gurjunen 1529
40 Linalool 1548
46 b-Caryophyllen 1600
47 Terpinen-4-ol 1603
48 Aromadendren 1608
55 allo-Aromadendren 1644
60 a-Humulen 1670
66 g-Muurolen 1689
68 Viridifloren 1694
69 a-Terpineol 1698
74 b-Selinen 1724
75 a-Selinen 1728
78 Bicyclogermacren 1732
83 d-Cadinen 1756
126 Viridiflorol 2085
Summe:

“koeluiert

Die Ergebnisse der mikrobiostatischen Untersuchungen sind in den Tab.27, 28 vergleichend
zusammengestellt. Eine Interpretation der Zahlenwerte fihrte zu folgender Beurteilung:
Teebaumdl zeigte eine gute antimikrobielle Aktivitdt, indem 13 der 16 untersuchten
Mikroorganismen einen MHK-Wert von 0.20-0.45% zeigten. Wie die meisten &therischen
Ole (JANSSEN et al., 1987) erwies sich auch Teebaumdl als schlecht wirksam gegeniiber
Pseudomonas aeruginosa (1.00%). Es unterschied sich jedoch von den anderen
untersuchten Olen durch eine starkere Wirksamkeit gegeniiber den weiteren Gram-
negativen Keimen. Im Vergleich zu Manukadl war es schwacher wirksam gegeniber den
beiden untersuchten Dermatophyten (0.60% bzw. 0.70%). Der vergleichsweise gute Effekt
auf Candida albicans war in guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von HAMMER et
al. (1998).
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Tabelle 26: Zusammensetzung von Manukadl

Tabelle 25: Zusammensetzung von Kanukadl und des b-Triketon-Komplexes

b-

Kanuka Manuka Triketon-
Knmnlay

Nr. Komponente RI (pol.) Nr. Komponente [%]
1 a-Pinen 1021 . 1 a-Pinen 13

5 b-Pinen 1109 ; 24 a-Cubeben 3.0
11 Limonen 1201 ’ 32 a-Copaen 5.3
13 1,8-Cineol 1209 . 37 a-Gurjunen 0.9
15 gTerpinen 1251 : 46 b-Caryophyllen 2.0
17 p-Cymen 1275 g 48 Aromadendren 22
18 Terpinolen 1287 ) 53 (-)-Cadina-3,5-dien 35
32 a-Copaen 1494 . 57 (+)-d-Amorphen 2.7
40 Linalool 1548 . 66 g-Muurolen 13
55 allo-Aromadendren 1644 ) 73 a-Muurolen 12
56 (E)-Pinocarveol 1656 ) 74 b-Selinen 34
68 Viridifloren 1694 ; 75 a-Selinen 4.0
69 a-Terpineol 1698 . 83 d-Cadinen 6.0
83 d-Cadinen 1756 ] 88 Cadina-1,4-dien 4.7
88 Cadina-1,4-dien 1782 ; 94 (-)-(E)-Calamenen 14.5
94 (-)-(E)-Calamenen 1835 . 109 Flaveson 5.8
116 Ledol 2026 . 118 Isoleptospermon 4.4
117 (E)-Nerolidol 2042 . 119 Cubenol 1.2
126 Viridiflorol 2085 . 122 Globulol 1.2
131 Spathulenol 2121 . 124 Leptospermon 17.6
Summe: . Summe: 86.2

Cajuput- und Niaoulidl, die sich beide durch einen hohen Gehalt an 1,8-Cineol (13)
auszeichnen, ahnelten sich auch in ihnren MHK-Werten. Die wachstumshemmenden Effekte
auf Gram-positive Bakterien (0.20-0.40%) waren vergleichbar mit denen vom Teebaumdl.
Ebenso konnte festgestellt werden, dal3 im Bereich der Pilze nur marginale Unterschiede

zwischen den Aktivitaten der atherischen Ole der drei Melaleuca-Arten vorliegen.

Kanukaol zeigte, wie alle untersuchten Ole, gute antimikrobielle Aktivitait gegen Gram-
positive Bakterien (0.20-0.30%). Es war jedoch wenig bzw. nicht wirksam gegeniber allen

ubrigen Arten von Mikroorganismen.

Manukaol wies die héchste Selektivitat zwischen den verschiedenen mikrobiellen Taxa auf.
Besonders beachtenswert ist dessen hohe Wirksamkeit gegen Gram-positive Bakterien
(0.05-0.15%) und gegen Dermatophyten (0.30-0.40%). Es erwies sich jedoch gleichzeitig
als unwirksam gegentiber Candida albicans und den Schimmelpilzen (>2.00%). Durch den
hohen wachstumshemmenden Effekt gegentiber Gram-positiven Bakterien unterschied es
sich von allen anderen Teebaumdlen s.l., wohingegen ahnliche Ergebnisse erzielt wurden,
einerseits verglichen mit Teebaumal, was die Wirksamkeit gegentiber Proteus vulgaris
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Tabelle 27: Antibakterielle Aktivitat von Teebaumélen s.l., b-Triketon-Komplex und a-Terpineol

MHK [% (ViV)]

b-
Keim Teebaum  Cajuput Niaouli Kanuka Manuka Triketon-
Komplex

a_
Terpineol

Gram-negative Bakterien:
Proteus vulgaris >2.00 0.50 0.32 0.16
Pseudomonas aeruginosa >2.00 0.85 0.32 0.32
Escherichia coli >2.00 >2.00 0.32 0.16
Gram-positive Bakterien:

Staphylococcus aureus 0.25 0.10 0.01 0.16
Staphylococcus aureus (MRSA) 0.20 0.05 0.01 0.32
Staphylococcus capitis 0.20 0.05 0.01 0.16
Staphylococcus epidermidis 0.25 0.05 0.01 0.32
Enterococcus faecium 0.25 0.05 0.01 0.04
Bacillus subtilis 0.30 0.15 0.02 0.16
Corynebacterium diphtheriae 0.25 0.05 0.02 0.08
Corynebacterium minutissimus 0.30 0.05 0.04 0.32

Tabelle 28: Antifungale Aktivitat von Teebaumdlen s.1., b-Triketon-Komplex und a-Terpineol

MHK [% (V/Vv)]

b-
Keim Teebaum  Cajuput Niaouli Kanuka Manuka Triketon-
Komplex

a_
Terpineol

Hefen:
Candida albicans . . . >2.00 >2.00 0.04 0.16

Dermatophyten:
Epidermophyton floccosum 1.10 0.40 0.32 0.08
Trichophyton rubrum 1.10 0.30 0.32 0.08
Schimmelpilze:
Penicillium notatum >2.00 >2.00 >2.00 0.16
Aspergillus niger >2.00 >2.00 >2.00 0.16

(0.50%) und Pseudomonas aeruginosa (0.85%) betrifft, und andererseits verglichen mit
Kanukadl, was die Unwirksamkeit gegeniber Escherichia coli (>2.00%) betrifft.

Der Db-Triketon-Komplex, d. h. die Mischung aus Flaveson, Isoleptospermon und

Leptospermon, zeigte eine hohe Aktivitdt gegentber allen Mikroorganismen (0.01-0.32%)
mit Ausnahme der Schimmelpilze ©2.00%). Der wachstumshemmende Effekt auf Gram-

positive Bakterien war hoch (0.01-0.04%) und zugleich starker als der des Manukadls.

Beruicksichtigt man die Tatsache, daR atherische Ole im Allgemeinen einen guten, jedoch
unspezifischen Effekt gegenliber Gram-positiven Bakterien zeigen, so ist doch der auffallend
hohe hemmende Effekt des Manukadls beachtenswert. Wie aus unseren Ergebnissen, und
denen von anderen (PERRY et al., 1997a; PORTER & WILKINS, 1998) hergeleitet werden
kann, ist dieser Effekt hervorgerufen durch den b-Triketon-Gehalt. Das gleiche Wirkprinzip
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wurde fur die Extrakte von Helichrysum caespititium (Asteraceae) (DEKKER et al., 1983),
Humulus lupulus (Cannabaceae) (LANGEZAAL et al., 1992) und Hypericum perforatum

(Hypericaceae) (SCHEMPP et al., 1999) gefunden, die Caespitin respektive Humulon und
Lupulon respektive Hyperforin enthalten. Diese vier Substanzen sind, wie auch die b-

Triketone im Manukaél, Phloroglucinol-Derivate (vgl. Abb.29).

H._ H.
O/H\O O/ O O/ O

Flaveson Isoleptospermon Leptospermon
(109) (118) (124)
aus Leptospermum scoparium aus Leptospermum scoparium  aus Leptospermum scoparium
H.
o~ o
HO OH
Caespitin Humulon

aus Helichrysum caespititium aus Humulus lupulus

Hyperforin
aus Hypericum perforatum aus Humulus lupulus

Lupulon

Abbildung 29: Antibakterielle Phloroglucinol-Derivate
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Zusammenfassend laf3t sich sagen, dal’ die drei Teebaumdle s.l., gewonnen aus Melaleuca-
Arten, Uber ein vergleichbares Aktivitatsmuster verfigen. Dennoch ist dem Australischen
Teebaumdl den Vorzug zu geben, weil es eine starkere Aktivitat gegentber Gram-negativen
Keimen aufweist. Terpinen-4-ol (47) wird als die verantwortliche Komponente angesehen
(SOUTHWELL et al., 1993). Der Gebrauch von Kanukadl, welches sich das schwachste
Teebaumdl s.I. herausstellte, ist zu antimikrobiellen Zwecken nicht angezeigt. Fir Manukadl
muR anhand dieser Ergebnisse ein hoher b-Triketon Gehalt gefordert werden. Diese Ole
werden gebildet von dem L. scoparium Chemotyp, dessen Verbreitungsgebiet in der East
Cape Region von Neuseeland liegt.

46  Absterbekinetik von Staphylococcus aureus

Die Untersuchung der Inaktivierungskinetik von Staphylococcus aureus gegenlber
Teebaumolen s.I. sowie gegentber dem isolierten b-Triketon-Komplex soll im Detail Auskunft
geben Uber das Ausmald der Aktivitdt gegeniliber Bakterien. Es erschien sinnvoll, in diese
Untersuchungen Lema®-Ol wegen denkbarer synergistischer Effekte mit einzubeziehen.
Obwohl eine ausgezeichnete bakteriostatische Aktivitat von Teebaumdélen s.I. gegen Gram-
positive Bakterien zuvor in vitro bewiesen wurde (CHRISTOPH et al., 2000), erfordert deren
Anwendung als Antiseptika und Desinfektika das Wissen Uber deren bakterizide Aktivitat
(MARKHAM, 1999). Die Bestimmung der Absterbekinetik rechtfertigt eine Unterscheidung
zwischen mikrobiostatischen und mikrobioziden Effekten und erlaubt des weiteren einen
differenzierteren Vergleich der antimikrobiellen Aktivitdten dieser Teebaumole s.l.
(LATTAOUI & TANTAOUI-ELARAKI, 1994).

Die hier zur Untersuchung gelangten Ole tragen die Referenznummern 001/M (fur die
Isolierung der b-Triketone), 011/M, 028/K, 052/T, 072/C, 087/N und 098/W. lhre chemische

Zusammensetzung ist Tab.29 zu enthnehmen.
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Tabelle 29: Zusammensetzung der hier zur Untersuchung gelangten Olmuster

Nr. Komponente
1 a-Pinen
2 a-Thujen
5 b-Pinen
6 Sabinen
7 Myrcen
8 a-Phellandren
10 a-Terpinen
11 Limonen
12 b- Phellandren
13 1,8-Cineol
15 gTerpinen
17 p-Cymen
18 Terpinolen
24 a-Cubeben
32 a-Copaen
37 a-Gurjunen
40 Linalool
46 b-Caryophyllen
47 Terpinen-4-ol
48 Aromadendren
53 (-)-Cadina-3,5-dien
55 allo-Aromadendren
56 (E)-Pinocarveol
57 (+)-dAmorphen
60 a-Humulen
66 g-Muurolen
68 Viridifloren
69 a-Terpineol
73 a-Muurolen
74 b-Selinen
75 a-Selinen
78 Bicyclogermacren
83 d-Cadinen
88 Cadina-1,4-dien
94 (-)-trans-Calamenen
109 Flaveson
116 Ledol
117 (E)-Nerolido
118 Isoleptospermon
119 Cubenol
122 Globulol
124 Leptospermon
126 Viridiflorol
131 Spathuleno
Summe:

*koeluiert

RI (pol.)
1021
1025
1109
1121
1164
1164
1184
1201
1209
1209
1251
1275
1287
1460
1494
1529
1548
1600
1603
1608
1635
1644
1656
1662
1670
1689
1694
1698
1716
1724
1728
1732
1756
1782
1835
1986
2026
2042
2049
2059
2065
2078
2085
2121

Teebaum
[%]
21
0.7
0.6
0.6

2.0*

11.7
2.6
0.5
3.2

4.6
3.7

Cajuput
[%]
55
0.7
3.2

Niaouli
[%6]
9.2

0.3

Kanuka
[%6]
74.8

0.5

Manuka
[%6]

Lema"
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Die bakterizide Aktivitat der Ole ist in Tab.30 vergleichend dargestellt. Nach 240 min
erreichten vier Ole, namlich Teebaum-, Cajuput-, Niaouli-, und Lema®-Ol, eine komplette
Abtdtung von 6.8 log;, Reduktionsstufen bei Konzentrationen von 2% und 1%. Die
bakteriziden Effekte dieser Ole manifestierten sich deutlich durch das rasche Abtoten
wahrend der initialen Aussetzungsphase, welches deutlich in den Kurven der Absterbekinetik
sichtbar wird (Abb.30, 31). Diese zeigen einen abrupten Abfall der lebenden Zellen innerhalb

von 30 min.

Tabelle 30: logip Reduktionsstufen von sechs Teebaumdlen s.l. und einem b-Triketon-Komplex
gegen Staphylococcus aureus ATCC 6538

lnn.. Padiilitinnectiifan

5 min. 10 min. 15 min. 30 min. 60 min. 120 min. 240 min
14 3.1 4.4 4.8 5.8 6.8
0.7 2.6 3.9 4.8 4.8 5.8
35 4.6 4.8 4.8 6.8 6.8
1.9 2.8 34 4.8 6.8 6.8
0 0 0 0 0 1.6
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0

0.3 0.7 13 35 5.8 6.8
0 0 0 0.8 3.9 55
15 3.8 4.8 4.8 5.8 6.8
1.0 1.2 14 35 6.8 6.8
0 0 0.3
0 0
0 0

Die Kurven fiir die niedrigeren Olkonzentrationen (0.5% und 0.25%; Abb.32, 33) belegen,
dal? die bakteriziden Effekte streng konzentrationsabhéangig sind. Auf3erdem erlaubt ein
Vergleich der Kurven der Absterbekinetik, aufgenommen fur vier verschiedene
Konzentrationen, eine Quantifizierung der bakteriziden Effekte: Unter den Melaleuca-Olen,
Teebaum, Cajuput, und Niaouli, zeigte das letzte die hdchste Aktivitat, gefolgt von Teebaum
und Cajuput. Bei allen untersuchten Olkonzentrationen verliefen die Kurven der
Absterbekinetik dieser drei Ole parallel. Lema®-Ol verhielt sich hierzu jedoch anders: Dessen
Kurve &hnelte der von Teebaumdl mit einem vergleichbaren Abfall zu Beginn der
Untersuchungsperiode. Nach 30 min (2%, 1%) bzw. 60 min (0.5%) entwickelte es jedoch
einen starkeren bakteriziden Effekt als die drei Melaleuca-Ole. Selbst bei einer schwacheren
Konzentration von 0.5% erreichte es eine komplette Abtétung nach 120 min, welches die
anderen drei Ole nicht vermochten.

Eine Analyse der Daten fir Kanuka- und Manukadl, sowie fir den b-Triketon-Komplex,
macht deutlich, dal’ ihnen bakterizide Effekte nicht zugeschrieben werden kbnnen. Diese
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drei Proben zeigten nach 1 h keine abtétenden Effekte bei Testkonzentrationen von 2% und
1%. Manukaél und die isolierten b-Triketone nicht einmal nach 2 h. Dieses Ergebnis zeigt
sich ebenso deutlich in den vier graphischen Darstellungen der Kurven, die parallel zur x
Achse auf einem hohen Niveau verlaufen. Selbst die schwache Abnahme gegen Ende der
Untersuchungszeit kann nicht mit bakteriziden Effekten erklart werden, was durch
Langzeitversuche tber 24 h bestatigt wurde (vgl. Abb.34).

Die Ergebnisse der Absterbekinetik bewiesen, daR die Melaleuca-Ole (Teebaum, Cajuput,
Niaouli) absolut bakterizid wirksam sind, denn sie toten die untersuchten Keime auch
wahrend der stationdren Phase. Uberraschender Weise zeigten die anderen Ole, also
Kanuka- und Manukadl, und ebenso der b-Triketon-Komplex, das aktive Prinzip von
Manukadl, keinerlei bakterizide Eigenschaften, obwohl sie ebenfalls niedrige MHK-Werte
aufweisen. Diese niedrigen MHK-Werte gegen Gram-positive Bakterien kdnnen somit als
bakteriostatische Effekte gedeutet werden.

Eine Kombination antibakteriell wirksamer Substanzen kann verschiedene Konsequenzen

haben:

Addition: Die Wirkung beider Komponenten addiert sich.

Synergismus: Die Wirkung der Kombination ist signifikant héher als die Summe der
Wirkungen der Einzelkomponenten.

Indifferenz: Die Kombination ist nicht wirksamer als die wirksamste Einzelkomponente.
Antagonismus: Die Wirkung der Kombination ist geringer als die Wirkung der effektiveren
Einzelkomponente.

Zwischen der Gruppe der absolut bakterizid wirksamen Substanzen und der Gruppe der
bakteriostatisch wirksamen Substanzen besteht Synergismus oder Indifferenz (LEGLER,
1995). Tatséachlich zeigt Lema®-0l, die kiinstliche Mischung einer Fraktion aus Australischem
Teebaumol und der polaren Fraktion von Manukaél, synergistische Effekte, die sich durch
hohere bakterizide Effekte der Mischung zeigen, im Vergleich zum reinen Teebaumol.
Dieses kann von der Absterbekinetik bei allen vier untersuchten Konzentrationen hergeleitet
werden (Abb.30-33).
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log;o [KBE/mML]
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—&— Niaouli
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Abbildung 30: Absterbekinetik von Staphylococcus aureus gegeniber Teebaumdlen s.l.
und einem b-Triketon-Komplex bei Konz. = 2.0% (v/v)

logso [KBE/mL]
8 -
—+— Teebaum
—— Cajuput
—— Niaouli
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—4— Kanuka

—e— Manuka

—+— Triketon-
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0 60 120 180 240
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Abbildung 31: Absterbekinetik von Staphylococcus aureus gegeniber Teebaumdlen s.l.
und einem b-Triketon-Komplex bei Konz. = 1.0% (v/v)
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log;o [KBE/mML]
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Abbildung 32: Absterbekinetik von Staphylococcus aureus gegeniber Teebaumdlen s.l.
und einem b-Triketon-Komplex bei Konz. = 0.5% (v/v)
log;o [KBE/mML]
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Abbildung 33: Absterbekinetik von Staphylococcus aureus gegeniiber Teebaumdlen s.l.

und einem b-Triketon-Komplex bei Konz. = 0.25% (v/v)
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log,o [KBE/ML]
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Abbildung 34: Absterbekinetik von Staphylococcus aureus gegeniiber den Bakteriostatika
bei Konz. = 2.0% (v/v), im Langzeitversuch Uber 24 h

4.7  Antibakterielle Aktivitat von b-Triketon-haltigen Olmischungen

Teebaumodle s.|. werden seit dem letzten Jahrzehnt wieder verstarkt als antimikrobielle
Substanzgemische eingesetzt. Fiir die drei Ole, die aus Melaleuca-Arten gewonnen werden,
also Teebaum-, Cajuput- und Niaouli6l, konnte eine bakterizide Wirkung aufgezeigt werden
(CHRISTOPH et d., 2001a). Diese Ole stellen komplexe Substanzgemische dar. Einige
Inhaltsstoffe dieser Ole zeigen eine gewisse antimikrobielle Wirksamkeit, woraus sich
ableiten 1aR3t, dafl3 nicht nur eine einzelne Komponente fiir diese Aktivitat verantwortlich ist

(CARSON &RILEY, 1995). In dieser Hinsicht konzentriert sich das Interesse hier auf drei
oxygenierte Monoterpene:

1,8-Cineol, Hauptkomponente in Niaouli- und Cajuputdl
a-Terpineol, ein gemeinsamer Inhaltsstoff dieser Ole, dessen hoher Beitrag zur
antimikrobiellen Wirksamkeit zuvor deutlich herausgestellt wurde (GRIFFIN et al., 1999b)

Terpinen-4-ol, Hauptkomponente in Teebaumol
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Manukaél, der neuseeléndische Gegenspieler zum Australischen Teebaumdl, zeigte gute
bakteriostatische Eigenschaften, hervorgerufen durch einen hohen Anteil an b-Triketonen

(Kap. B.4.5). Unser Ziel war es, die gegenseitige Beeinflussung zwischen den b-Triketonen

und den Terpenoiden in vitro zu untersuchen.

In Deutschland ist ein sekretomukolytisch wirksames Phytotherapeutikum ,Myrtol
standardisiert* unter dem Handelsnamen Gelomyrtol® als OTC-Préaparat zur Behandlung der
akuten und chronischen Bronchitis und Sinusitis gut etabliert. Der therapeutische Nutzen ist
in wissenschaftlichen Untersuchungen dargestellt (FEDERSPIL et al., 1997; MEISTER et al.,
1999). Myrtol ist eine spezielle Fraktion des Destillats aus Myrtus communis L. und stellt eine
terpenoide Mischung aus a-Pinen, (R)-(+)-Limonen und 1,8-Cineol dar. Eine Kombination
von Myrtol mit dem Antibiotikum Oxytetracyclin-hydrochlorid ist ebenfalls im Handel und als
verschreibungspflichtiges Arzneimittel zur Behandlung von Infektionen des unteren

Respirationstraktes vorgesehen.

Die Untersuchung verschiedener Mischungen von Teebaum- bzw. Niaoulidl mit b-Triketonen
erfolgte aus der Uberlegung heraus, Myrtol gegen die Teebauméle s.l. auszutauschen,
respektive Tetracyclin durch Triketone zu ersetzen. Auf die Gemeinsamkeiten der beiden
letzten Substanzgruppen ist im vorangegangenen Kapitel ausfiihrlich eingegangen worden.
Phloroglucinol-Derivate, wie die b-Triketone, zeigen antifungale (KIM & RHEE, 1999),
antimikrobielle (PERRY et al., 1997a; PORTER & WILKINS, 1998; MATHEKGA et al., 2000;
WINKELMANN et al., 2000), anti-HIV (BOKESCH et al., 1999), herbizide (LEE et al., 1997)
und insektizide (KHAMBAY et al., 1999) Aktivitat.

Die MHK- und MBK-Werte von jeder Substanz bzw. Mischung wurden mit Hilfe einer
Makrobouillonverdiinnungsmethode bestimmt. M. catarrhalis wurde in diese Untersuchung
einbezogen, da es ein bekanntes Pathogen bei Infektionen des Respirationstraktes darstellt
und in der Regel gegen Tetracycline empfindlich ist (BROWN et al., 1989). Des weiteren
wurden die Mischungen und reinen Komponenten in Hinblick auf eine bakterizide Aktivitat
gegen S. aureus in Kurzzeit (4 h)-Abtétungsstudien untersucht.
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47.1 Getestete Mischungen

Die Empfindlichkeit von Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli
und Moraxella catarrhalis wurde gegen vier verschiedene Mischungen (Zusammensetzung s.
Tab.31, 32) und gegen die Olkomponenten b-Triketon-Komplex, 1,8-Cineol, a-Terpineol und
Terpinen-4-ol getestet. Die zur Herstellung der Mischungen A und B genutzten Ole tragen
die Referenznummern 001/M (fur die Isolierung der b-Triketone), 043/T und 097/N.

Tabelle 31: Zusammensetzung der untersuchten Mischungen

Mischung Zusammensetzung

Teebaumdél + b-Triketon-Komplex (1+1); Zusammensetzung s. Tab.17

Niaouli6l + b-Triketon-Komplex (1+1); Zusammensetzung s. Tab.17
a-Pinen + (R)-(+)-Limonen + 1,8-Cineol (1+3.75+3.75)
a-Pinen + (R)-(+)-Limonen + 1,8-Cineol + Oxytetracylin-hydrochlorid (1+3.75+3.75+12.5)

Tabelle 32: Zusammensetzung der Mischungen A und B

Mischung A Mischung B

Nr. Komponente RI (pol.) [%]

1 a-Pinen 1021 1.4

2 a-Thujen 1025 0.4

5 b-Pinen 1109 0.4

6 Sabinen 1121 0.3

7 Myrcen 1164 06"
8 a-Phellandren 1164

10 a-Terpinen 1184 2.4

11 Limonen 1201 05

12 p-Phellandren 1209 18
13 1,8-Cineol 1209

15 gTerpinen 1251 5.6

17 p-Cymen 1275 7.1

18 Terpinolen 1287 1.2
46 b-Caryophyllen 1600
47 Terpinen-4-ol 1603
48 Aromadendren 1608
68 Viridifloren 1694
69 a-Terpineol 1698
83 d-Cadinen 1756
109 Flaveson 1986
118 Isoleptospermon 2049
124 Leptospermon 2078
126 Viridiflorol 2085

Summe:

*koeluiert

! Mischung D wurde in einer Konzentration von 1% in Aqua dest. eingesetzt, um Loslichkeitsprobleme zu
umgehen und eine genaue Dosierung zu gewdhrleisten.
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47.2 Ergebnisse

Die MHK- und MBK-Werte der Mischungen A-D, des b-Triketon-Komplexes und der drei
untersuchten Terpene sind Tab.33 zu entnehmen. Mischung A und B zeigten eine hohe
antimikrobielle Aktivitdt gegen S. aureus und M. catarrhalis und eine schwachere Aktivitat
gegen P. aeruginosa und E. coli. Die beiden Mischungen Ubertrafen die Effektivitdt von
nachgestelltem Myrtol (Mischung C). Letztere erwies sich als unwirksam gegen P.
aeruginosa und E. coli. Wie erwartet werden konnte, zeigte die Mischung D, die das
Antibiotikum enthalt, die hoéchste Aktivitat. Die Hemmwirkung war zwei bis drei

Zehnerpotenzen hoher als bei den Mischungen A und B.

Zwischen den drei untersuchten Monoterpenen waren nur marginale Unterschiede
feststellbar. a-Terpineol und Terpinen-4-ol zeigten leicht starkere Aktivitéat als 1,8-Cineol.

Diese Ergebnisse waren in guter Ubereinstimmung mit denen von CARSON & RILEY
(1995). Die Empfindlichkeit der vier Keime gegeniber dem b-Triketon-Komplex war
unterschiedlich. Wahrend einerseits ausgezeichnete hemmende Effekte gegen S. aureus
und M. catarrhalis beobachtet werden konnten, so zeigten sich andererseits nur schwache
Effekte gegenuber P. aeruginosa und E. coli. Letztere wurden auch bei den hdchsten
Untersuchungskonzentrationen nicht im Wachstum gehemmt.

Aus den Ergebnissen der Tab.33 kann geschlossen werden, daf3 Zumischungen von b-
Triketonen zu Australischem Teebaumdl (Mischung A) den inhibitorischen Effekt von
Terpinen-4-ol (bis zu 40% im Originalél enthalten) von 0.16 (S. aureus) und 0.04 (M.
catarrhalis) auf 0.02 bzw. 0.01 erhdéhen. Zumischungen zu Niaouliél (Mischung B) erhéhen
den inhibitorischen Effekt von 1,8-Cineol (bis zu 60% im Original6l enthalten) von 0.16 (S.
aureus) und 0.08 (M. catarrhalis) ebenfalls auf 0.02 bzw. 0.01. Die Werte der Tab.33
belegen, dal’ es sich hier um additive Effekte handelt. Diese Verbesserungen werden
hervorgerufen durch die vergleichsweise hohen inhibitorischen Effekte des b-Triketon-
Komplexes, welche 0.01 und 0.005 betragen. Diese hier beschriebenen Effekte konnten bei
den Keimen P. aeruginosa und E. coli nicht beobachtet werden, wie nach vorangegangenen

Uberlegungen zu erwarten war.

Die Erh6hung des MBK-Wertes fir S. aureus um eine Verdinnungsstufe im Vergleich von
Mischung A mit Terpinen-4-ol ist im Hinblick auf die signifikante Erniedrigung des MHK-
Wertes als Methodenfehler zu interpretieren.
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Tabelle 33: MHK- und MBK-Werte [% (V/V)]

Staphylococcus Pseudomonas Escherichia Moraxella
aureus aeruginosa coli catarrhalis

MHK MBK MHK MBK MHK MBK MHK MBK
0.02 0.32 0.16 0.64 0.32 0.32 0.01 0.04
0.02 0.16 0.32 0.64 0.32 0.64 0.01 0.04
0.16 0.32 >2.00 >2.00 >2.00 >2.00 0.04 0.08
0.0001 0.0125 0.0002 0.05 0.0001  0.025 0.0001  0.0008
b-Triketon-Komplex ~ 0.01 1.25 0.16 >2.00 0.32 >2.00 0.005 0.02
1,8-Cineol 0.16 0.32 0.32 0.64 0.32 0.64 0.08 0.16
0.16 0.16 0.16 0.16 0.16 0.16 0.08 0.08

0.16 0.16 0.16 0.16 0.08 0.16 0.04 0.04

Tabelle 34: logip Reduktionsstufen von vier Mischungen, einem b-Triketon-Komplex und drei
Monoterpenen gegen Staphylococcus aureus ATCC 6538

lnn.. Dadiilstinnecctiifan
5 min. 10 min. 15 min. 30 min. 60 min. 120 min.
0 0.3 0.5 15 3.6 6.8
0 0 0.1 0.6 19 2.3
0 0 0 0 0 0.2
0 0 0 0 0 0.1
b-Triketone 0 0 0 0 0 0
1,8-Cineol 0.8 2.0 34 5.8 6.8 6.8
6.8 6.8 6.8 6.8 6.8 6.8
6.8 6.8 6.8 6.8 6.8 6.8

0.4 1.0 24 5.8

0 0.1 2.2 6.8

0 0 0 11

0.1 0.1 0.2 0.5

b-Triketone 0 0 0 0
1,8-Cineol ] 3 15 4.4 4.8 5.8
a -Terpineol . . 6.8 6.8 6.8 6.8
Terpinen-4-ol . . 6.8 6.8 6.8 6.8
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Die bakterizide Aktivitat ist in den Abb.35-38 dargestellt. Nach 240 min erreichen sowohl die
Mischungen A und B als auch die drei Monoterpene eine komplette Abtétung von 6.8 10910
Reduktionsstufen bei beiden untersuchten Konzentrationen. Unter den Terpenen zeigten die
beiden Alkohole a-Terpineol und Terpinen-4-ol hohe bakterizide Wirkung, die in einer
vollstdndigen Abtotung nach 5 min resultierte. Dies wird bereits durch Tab.33 offenkundig.
Sie zeigen weitgehende Ubereinstimmung zwischen den MHK- und MBK-Werten bei allen

untersuchten Bakterien.

Die Mischungen C und D als auch der b-Triketon-Komplex erreichten keine nennenswerte

Verringerung der Keimzahl. Nach 60 min konnten keine lethalen Effekte festgestellt werden
(logip Reduktion: 0-0.2; vgl. Tab.34). Die Kurve der Absterbekinetik fir den b-Triketon-
Komplex verlief parallel zur X-Achse auf einem hohen Niveau, was bakteriostatische Aktivitat
deutlich macht. Ein &ahnlicher Verlauf wurde fir die Kurven der Mischungen C und D
festgestellt mit schwachem Abknicken der Kurve von Mischung C und einem starkeren
Abknicken der Kurve von Mischung D nach 120 min, jeweils verursacht durch den

Terpenoid-Anteil in den Mischungen.

Die Kurven der Absterbekinetik verursacht durch die Mischungen A und B zeigen bei beiden
Konzentrationen eine starke Verringerung an lebenden Zellen innerhalb von 60 min an.
Mischung A zeigt dabei starkere bakterizide Effekte. Des weiteren kann den Abb.35, 36
entnommen werden, dal3 die Absterbekinetik dieser Mischungen in dem untersuchten
Bereich nicht konzentrationsabhangig ist. Dies ist ein Ergebnis der Verdinnung der
atherischen Ole mit dem bakteriostatisch wirksamen b-Triketon-Komplex, welches
naturgemal starkere Konsequenzen fur Niaoulidl hat als fur Teebaumdl, dessen
Hauptkomponente Terpinen-4-ol das starker bakterizid wirksame Monoterpen ist. AuRerdem
ist es nach den Abb.35, 38 offentsichtlich, dal3 Terpinen-4-ol in einer Konzentration von 1%
eine komplette Abtotung innerhalb von 5 min verursacht, wohingegen die Mischung A in
einer Konzentration von 2% 2 h benétigt, um die gleiche komplette Abtdtung zu erzielen.
Diese Tatsache laR3t sich dadurch erklaren, dal3 2% der Mischung A weniger als die Halfte an
Terpinen-4-ol enthélt, als die 1%ige Terpinen-4-ol-Untersuchungslsg., und ebenfalls
dadurch, dal3 Mischung A, die 50% b-Triketone enthélt, langsamer abtétet als Terpinen-4-ol.

121



B. Ergebnisse

logio[KBE/mL]
8 -

0 60 120 180 240
Zeit [min]

Absterbekinetik von
S. aureus bei Konz. =
2.0% (vIv)

Abbildung 35:

logio[KBE/mL]
8 .

7
GJM_‘\"\

0 4 T a
0 60 120 180 240
Zeit [min]

Abbildung 37: Absterbekinetik  von
S. aureus bei Konz. =

2.0% (viv)

122

logio[KBE/mL]

7 —+— Mischung A
6 4
51 —il— Mischung B
4
3 1 —A— Mischung C
2
141 —o— Mischung D
0 T T

0 60 120 180 240

Zeit [min]
Abbildung 36: Absterbekinetik von

S. aureus bei Konz. =
1.0% (viv)

logio[KBE/mL]

8 .
7 4 —+—Triketon-
M"‘l\l Komplex
6 .
5 ——1,8-Cineol
4 -
3 ——a-Terpineol
2 .
1 —o—Terpinen-4-
ol
0 H—— £x T
0 60 120 180 240
Zeit [min]
Abbildung 38: Absterbekinetik von

S. aureus bei Konz. =
1.0% (viv)



B. Ergebnisse

Im Hinblick auf die Frage, ob b-Triketone die antimikrobielle Aktivitat von terpenreichen

atherischen Olen aus der Familie der Myrtaceen erhohen, und daher vorteilshaft sind
gegendber anderen Praparaten, wie beispielsweise reinem Eukalyptus6l oder Myrtol, zeigen
diese Untersuchungen, dal? Teebaum- und Niaoulidl in Mischung mit dem b-Triketon-
Komplex sich gleichwertig sind. Neben einer vorausgesetzten sekretolytischen Aktivitat
zeigen die Mischungen eine hohe antimikrobielle Aktivitat, dokumentiert durch niedrige MHK-
und MBK-Werte, als auch vorteilhafte Absterbekinetiken.

Die b-Triketone weisen a@hnliche chemische Strukturen auf wie die Gruppe der Tetracycline.
Auf Grund des Polyketidweges in der Biosynthese kommt es jeweils zur Ausbildung eines
chromophoren Keto-Enol-Systems, welches Abb.39 verdeutlicht. Trotzdem erklart die
strukturelle Verwandschatft allein nicht den Wirkmechanismus der b-Triketone. So zeigten sie
sich dem Oxytetracyclin klar unterlegen und koénnen offenkundig die Antibiotika nicht
ersetzen. Jedoch steigern sie in vitro die antimikrobielle Aktivitdtt von Teebaum- und
Niaoulidl. In vitro Tests sind jedoch nicht ausreichend, um die Qualitit umfassend zu
beurteilen. Toxikologische Daten bezuglich der akuten oralen Toxizitat und Informationen
Uber Interaktionen mit anderen Wirkstoffen sind nétig, um bestimmen zu kdnnen, ob die b-

Triketone sicher oral aufzunehmen sind oder nicht. Fir Leptospermon konnte gezeigt

werden, dal3 es ein leistungsstarker, rein kompetitiver Inhibitor des Arzneistoff-Metabolismus
in vitro darstellt (GRAHAM et al., 1970).

7

o)
He” “on | '

OH N
HC~ CHs,

Oxytetracyclin b-Triketon

Abbildung 39: Chromophore Areale von Oxytetracyclin und b-Triketon (in Kastchen)
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5 Immunologische Untersuchungen

5.1  Transkriptionsfaktor NF-kB als molekulares Target

NF-kB ist ein zentraler Mediator in der humanen Immunantwort. Er reguliert die Transkription

von verschiedenen inflammatorisch wirkenden Zytokinen, wie beispielsweise den
Interleukinen (IL) oder dem Tumornekrosefaktor (TNF). Das NF-kB/Rel-System ist

inzwischen als der zentrale Mediator einer schnellen und koordinierten Induktion von Genen
als Antwort auf auRere, in erster Linie pathogene Stimuli erkannt worden. Die NF-kB

Proteine liegen im Zytoplasma als Komplex in einer inaktivierten Form vor. NF-kB setzt sich
zusammen durch Dimerisation der Untereinheiten p65 (RelA) und p50 oder p105 (NF-kB1).
Dabei ist es C-terminal an eine inhibitorische IkB-ahnliche, proteolytisch abspaltbare

Sequenz gebunden. Bei Stimulation wird aus diesem Zytoplasma-Komplex durch
Phosphorylierung und ubichinon-abhéngiger Abspaltung von kB das aktive NF-kB-Dimer

schnell freigesetzt, welches in den Zellkern Ubertritt, wo es sogleich an verwandte DNA-

Sequenzen bindet und die Transkription von speziellen Targetgenen aktiviert. Eine
Fehlregulation der NF-kB-vermittelten Transkription &ufl3ert sich in pathologischen

Erscheinungsformen wie akuten entzindlichen Prozessen, Atherosklerose, der viralen
Replikation (z.B. HIV), Myocardinfarkt, Krebs und diversen neuropathologischen
Erscheinungsformen (GRILLI & MEMO, 1999).

Da die Pharmakologie des NF-kB Systems interessante therapeutische Perspektiven bietet,
wurden bereits viele Arzneistoffgruppen auf NF-kB-hemmende Eigenschaften untersucht.
Glucocorticoide gelten als potente NF-kB-Inhibitoren. Fir einige nicht-steroidale
Antirheumatika konnte gezeigt werden, dal3 sie die Aktivierung von NF-kB blockieren, indem
sie die IkB-Phosphorylierung und -Abspaltung inhibieren (KOPP & GOSH, 1994). Auch

Naturstoffe waren und sind wiederholt Gegenstand der Untersuchungen (Tab.35):

Tabelle 35: Naturliche Modulatoren des NF-kB Systems

Vorgeschlagener Wirkmechanismus  Literatur
Inhibierung der IkB-Abspaltung SINGH & AGGARWAL, 1995

Epigallocatechin Physikalische Interaktion mit NF-kB LIN & LIN, 1997

Hypericin Inhibierung der Proteinkinase C BORK et al., 1999
Sesquiterpenlactone  Alkylierung der Sulfhydrylgruppen RUNGELER et al., 1998; LYSS et al., 1998
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Die NF-kB-Untereinheiten p50 und p65 enthalten Sulfhydrylgruppen in ihren

Cysteinbausteinen, die sich in deren DNA-Bindungsdomainen befinden. Diese
Sulfhydrylgruppen kdénnen durch Alkylierung oder durch Reaktion mit Ketogruppen inaktiviert
werden. Eine weitere Mdglichkeit der Verhinderung der Zytokin-vermittelten NF-kB Induktion
besteht in der Reduktion der Menge an frei verfigbarem Eisen. Eisenchelatbildung als
Wirkmechanismus wird angenommen fir die Inhibierung von NF-kB durch Tepoxalin, einem
COX/LOX-Hemmstoff, und Deferoxamin, einer aus Streptomyces pilosus gewonnenen Base,
die bei akuten Eisenvergiftungen eingesetzt wird (RITCHIE et al.,, 1995; SAPPEY et al.,
1995). Angeregt durch Ergebnisse dieser Hemmstudien wurde ein b-Triketon-Komplex aus
Manukadl isoliert und auf anti-inflammatorische Aktivitat untersucht. Die Abb.40 verdeutlicht

die potentiellen Angriffsmdglichkeiten der b-Triketone.

Abbildung 40: Reaktionen der b-Triketone mit Sulfhydrylgruppen (A) und Metallkationen (B)
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5.2  Untersuchung der anti-inflammatorischen Aktivitat der b-Triketone

Im Rahmen der Untersuchung, ob b-Triketone die Aktivitdt des Transkriptionsfaktors NF-kB

hemmen, wurden Jurkat T Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen des b-Triketon-

Komplexes (25, 50, 100 und 200 uL) versetzt und 1 h inkubiert, anschlieBend wurde mit

TNF-a fur 1 h stimuliert. Gesamtproteinextrakte wurden hergestellt; die Bestimmung der

Bindungsaktivitat von NF-kB erfolgte mittels Gel-Elektromobilitatsshift-Assay (EMSA). Die

Stimulation mit TNF-a dient der Induktion einer neuen DNA-Bindungsaktivitat in Jurkat T
Zellen (Abb.41, Bande 2). Dieser Komplex stellt ein NF-kB p50/p65 Heterodimer dar. In

nicht-stimulierten Proteinextrakten kann keine NF-kB DNA Bindung detektiert werden, da

diese durch die Gegenwart der inhibitorisch wirksamen Untereinheit kB verhindert wird.

it | -

Abbildung 41: Effekt der b-Triketone
auf NF-kB DNA Bindung
(in vivo)
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Bande 1 in Abb.4l zeigt nicht-stimulierte
Kontrollzellen. Die Zellen der Bande 2 wurden
ausschlieRlich behandelt mit 200 Units/mL TNF-
a. Die Jurkat T Zellen der Banden 3-6 wurden
mit unterschiedlichen Konzentrationen des b-
Triketon-Komplexes und TNF-a versetzt. Das
schwarze Dreieck markiert die Position des NF-
kB DNA Komplexes. Der weilRe Kreis
kennzeichnet die Position eines weiteren DNA
bindenden Proteins. Das weif3e Dreieck in der
Nahe der Startlinie zeigt ungebundenen
Oligonukleotidanteil. Abb.41 zeigt deutlich, daf3
die b-Triketone bis zur hochsten Konzentration
von 200 pL keinen hemmenden Effekt auf NF-
kB Aktivierung in TNF-a stimulierten Jurkat T
Zellen aufweisen. Diese Inaktivitat konnte auch
gezeigt werden fur ein weiteres Phloroglucinol-
Derivat, Hyperforin aus Hypericum perforatum.
Dieses erwies sich unwirksam gegeniber PMA

stimulierten HeLa Zellen und TNF-a stimulierten

TC10 Zellen (BORK et al., 1999).



C. Diskussion

C Diskussion

1 Chemisch-analytischer Teil

Chemie der Olkomponenten

Die Chemie der Olkomponenten der Teebaumoéle s.I. war weitgehend bekannt und durch
Literatur belegt. Insofern bezog sich das Ziel der Arbeit auf die Aufklarung einiger weniger
Komponenten, die in den Chromatogrammen als bisher unbekannte Peaks auftraten. Hierbei
muR insofern differenziert werden, als Manukaol das am wenigsten aufgeklarte Ol war. Auch
zur Chemie der Gattung Kunzea gab es nur wenig publizierte Arbeiten (BLOOR, 1992;
PERRY et al.,, 1997b). Insofern konzentrierte sich die analytische Arbeit auf Manuka- und
Kanukadl. Im ersteren wurden 12 Ester-Verbindungen identifiziert, die vor allem sensorische
Bedeutung haben. Mindestens zwei der Ester konnten auch fiir Kanukadl beschrieben
werden. Die Gruppe der STKW stellt zahlen- und mengenmafig den grof3ten Anteil im
Manukadl. Viele dieser Komponenten konnten erstmals fur Manukadl beschrieben werden,
wie beispielsweise b-Cubeben (38), Selina-4,11-dien (63), g-Muurolen (66), Germacren D
(72), Bicyclogermacren (78), g-Cadinen (85), a-Calacoren (102) und gCalacoren (104). Im

Kanukaol, das als monoterpenreiches Ol galt, konnte ein sehr konstantes Muster von vier
Sesquiterpenalkoholen, namlich Ledol (116), (E)-Nerolidol (117), Viridiflorol (126) und
Spathulenol (131) endeckt werden. (E)-Pinocarveol (56) wurde erstmals fir Kanukadl
beschrieben und kann als ,Markerterpen” fir letzteres dienen, da diese Komponente in
keinem weiteren Teebaumdl s.l. zu finden war. Demgegeniber konnten im Australischen
Teebaumol, Cajuputdl und Niaoulidl keine neuen Komponenten gefunden werden. Als Fazit
des chemischen Teils kann man sagen, daf3 nun auch Manuka- und Kanukaél als aufgeklart

gelten kénnen und in dieser Hinsicht den drei Melaleuca-Olen gleichrangig stehen.
Handelsdle

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag auf der Untersuchung von Handelsmustern.
Das Motiv dazu waren im Prinzip zwei Probleme, namlich 1.) daR an verschiedenen
Produktionsstéatten bzw. in verschiedenen Produktionslandern unterschiedliche Pflanzen als
Ausgangsmaterial Verwendung finden und 2.) die atherischen Ole mitunter nachtraglich

bearbeitet und damit in ihrer urspriinglichen Zusammensetzung verandert werden. Solche
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Beobachtungen konnten bereits vor zwei Jahrzehnten an den im Handel befindlichen
Pfefferminzdlen gemacht werden, die von Mentha piperita L., haufiger jedoch von Mentha
arvensis L. var. piperascens Malinv. stammten. Fir eine Qualitdtsbeurteilung eines
atherischen Ols ist daher die genaue Kenntnis der Zusammensetzung unumganglich, gerade
vor dem Hintergrund, daf Unterschiede in den Nebenkomponenten eines Ols die Ursache
fur eine abweichende physiologische Wirkung des Gesamtols sein konnen (KUBECZKA,
1979).

Dabei war ein Ziel, in Anlehnung an die DAC-Monographie fir Teebaumoél, Grenzwerte fur
die charakteristischen Komponenten der anderen vier Handelsodle zu formulieren, die einer
gleichbleibenden Quialitat dienlich sind. Diese Grenzwerte wurden erforderlich auf Grund der
starken chemischen Variabilitat, die &therische Ole der Myrtaceae zeigen, was auch durch
die Untersuchung der aus Pflanzenmaterial gewonnenen Ole bestatigt werden konnte. Im
Folgenden sollen die aus den Erkenntnissen dieser Arbeit abgeleiteten Grenzwerte jeweils
aufgelistet werden und einige Kriterien zur Grenzfindung herausgestellt werden.

Teebaumdl ist das durch Wasserdampfdestillation aus den Blattern und Zweigspitzen
von Melaleuca alternifolia, M. linariifolia, M. dissitiflora oder anderen Arten der Gattung
Melaleuca (Myrtaceae) gewonnene atherische Ol. Die Gehalte der aufgelisteten

Komponenten missen innerhalb folgender Grenzwerte liegen:

6 Sabinen 0.0 - 35 %

D’-Caren 00 - 02 %
10 a-Terpinen 50 - 130 %
11 Limonen 05 - 40 %
13 1,8-Cineol* 15 - 75 %
15 gTerpinen 100 - 28.0 %
17 p-Cymen 05 - 120 %
18 Terpinolen* 25 - 8.0 %
47 Terpinen-4-ol* 300 - 450 %
69 a-Terpineol 15 - 8.0 %

Die an dieser Stelle aufgefihrten Grenzwerte stellen die Vorgaben der DAC-
Monographie mit folgenden Anderungen (*) dar: Terpinen-4-ol (47) ist das antimikrobiell
wirksame Prinzip des Ols. Insofern ist ein hoher Gehalt wiinschenswert. Trotzdem wurde
hier mit 45% eine obere Grenze definiert, um Verschnitte mit Reinsubstanz zu limitieren.
Der Maximalwert fur 1,8-Cineol (13) wurde von urspringlich 15.0% auf 7.5% halbiert.
Dieser Wert kann von allen Terpinen-4-ol reichen Olen eingehalten werden und
verscharft die Qualitatskontrolle. Zusatzlich wurde ein unterer Grenzwert mit 1.5%

festgelegt. Die Komponente Terpinolen (18, 2.5-8.0%) wurde neu aufgenommen, um
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Abgrenzungen zu Handelsblen zu gewahrleisten, die unter dem Namen ,high cineole”
gehandelt werden, jedoch Terpinolen Chemotypen repréasentieren.

Manukadl ist das durch Wasserdampfdestillation aus den Blattern und Zweigspitzen von
Leptospermum scoparium (Myrtaceae) gewonnene é&therische Ol. Die Gehalte der

aufgelisteten Komponenten mussen innerhalb folgender Grenzwerte liegen:

32 a-Copaen 20 - 8.0 %
53 Cadina-3,5-dien 20 - 120 %
57 d-Amorphen 20 - 6.0 %
83 d-Cadinen 40 - 8.0 %
88 Cadina-1,4-dien 40 - 8.0 %
94 trans-Calamenen 100 - 20.0 %
109 Flaveson 10 - 8.0 %
118 Isoleptospermon 10 - 8.0 %
124 Leptospermon 80 - 200 %

Leitgedanke bei diesen Grenzen war in erster Linie die in Manukadl typischen STKW und
das auRergewohnliche Vorkommen an b-Triketonen zur Charakterisierung des Ols
heranzuziehen. Bezieht man Qualitatsmerkmale mit ein, sind vor allem die Grenzen fir
die Triketone wichtig, da sie das antimikrobiell wirksame Prinzip des Ols darstellen. Fir
die Komponenten Nr. 53, 57 und 94, von denen bekannt ist, welches Enantiomer im Ol
vorliegt, wird von der Forderung abgesehen, das entspechende Enantiomer zu
bestimmen, um die Qualitatskontrolle praktikabel zu halten.

Kanukadl ist das durch Wasserdampfdestillation aus den Blattern und Zweigspitzen von
Kunzea ericoides (Myrtaceae) gewonnene atherische Ol. Die Gehalte der aufgelisteten

Komponenten mussen innerhalb folgender Grenzwerte liegen:

1 a-Pinen 60.0 - 850 %
13 1,8-Cineol 20 - 7.0 %
17 p-Cymen 20 - 70 %
56 (E)-Pinocarveol 0.1 - 1.0 %
94 trans-Calamenen 05 - 5.0 %
116 Ledol 0.2 - 20 %
117 (E)-Nerolidol 0.2 - 20 %
126 Viridiflorol 05 - 50 %
131 Spathulenol 0.2 - 20 %

Mengenmaliig ist Kanukadl durch eine sehr ubiquitdre Substanz, das a-Pinen (1), im

wesentlichen charakterisiert. Dies alleine wirde deshalb nicht fur eine Identifizierung
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ausreichen, weswegen eine Reihe anderer, wenn auch in geringen Konzentrationen
vorliegender, Komponenten mit einbezogen wurden. Dies sind vor allem die bereits
erwahnten vier Sesquiterpenalkohole und (E)-Pinocarveol (56), das in keinem anderen

Teebaumdl s.I. gefunden wurde.

Cajuputdl ist das durch Wasserdampfdestillation aus den Blattern und Zweigspitzen von
Melaleuca cajuputi oder anderen Arten der Gattung Melaleuca (Myrtaceae) gewonnene
atherische Ol. Die Gehalte der aufgelisteten Komponenten miissen innerhalb folgender

Grenzwerte liegen:

1 a-Pinen 20 - 6.0 %
13 1,8-Cineol 500 - 650 %
40 Linalool 0.1 - 10 %
46 b-Caryophyllen 20 - 50 %
69 a-Terpineol 50 - 120 %
126 Viridiflorol 0.1 - 1.0 %

Diese Grenzen ergaben sich auch durch die Notwendigkeit eine Unterscheidung zu
Niaouli6l zu formulieren. Deshalb erfolgt der Kommentar dazu beim Niaoulidl.

Niaouliol ist das durch Wasserdampfdestillation aus den Blattern und Zweigspitzen von
Melaleuca quinquenervia, M. viridiflora oder anderen Arten der Gattung Melaleuca
(Myrtaceae) gewonnene atherische Ol. Die Gehalte der aufgelisteten Komponenten

mussen innerhalb folgender Grenzwerte liegen:

1 a-Pinen 6.0 - 150 %
13 1,8-Cineol 40.0 - 650 %
40 Linalool 0.1 - 1.0 %
46 b-Caryophyllen 05 - 35 %
69 a-Terpineol 30 - 100 %
117 (E)-Nerolidol 0.1 - 8.0 %
126 Viridiflorol 20 - 120 %

Cajuputdl und Niaouliol ahneln sich auffallend. Bei beiden ist 1,8-Cineol (13) das
antimikrobiell wirksame Prinzip, weswegen hierfir hohe Gehalte gefordert werden, wobei
Niaoulidl in Hinblick auf die untere Grenze etwas mehr Toleranz bendtigt. Die
Unterscheidung der beiden cineolreichen Ole kann anhand des Gehalts an a-Pinen (1),
per se keine qualitdtsbestimmende Komponente in Cajuput- respektive Niaoulidl,

geschehen. Des weiteren ist der Nachweis von (E)-Nerolidol (117) in Niaouliol notwendig.
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Eine Anwendung der hier festgelegten Grenzwerte auf die in dieser Arbeit untersuchten 97
Handelsmuster fuhrte zu folgenden Ergebnissen: 92.3% der Teebaumdle, 100% der
Manuka- und Kanukatle, 46.2% der Cajuputble und 50% der Niaoulidle erflllten die
Anforderungen. Hinterfragt man diese Zahlen, so erklart sich die Homogenitat der
Teebaumdle durch die hoheren Qualitatsanforderungen, die bereits in Kraft sind (DAC-
Monographie, 1SO-Norm, Australischer Standard) und den Markt bereinigt haben. Die
Homogenitat der Handelsdle von Manuka und Kanuka ist eine Pseudohomogenitat und
kommt dadurch zustande, daR in Wirklichkeit nur drei Produzenten in Neuseeland diese Ole
produzieren und den Markt mit ihren Qualitatsstandards abdecken. Des weiteren belegen die
Zahlen eindrucksvoll die Heterogenitat der im Handel befindlichen Produkte fur Cajuput- und
Niaouliol. Sie verdeutlichen, wie wichtig Qualitatsstandards fiir diese Ole sind.

Die Teebauméle aus M. linariifolia und M. uncinata erfiliten die oben formulierten
Anforderungen nicht, weswegen die Berechtigung der Zulassung von anderen Arten als M.
alternifolia zur Gewinnung von Teebaumdl in Zweifel zu ziehen ist. Chemisch charakterisiert
durch einen hohen Anteil an Citral und Citronellal kdnnte das Handelsdl von L. petersonii
durchaus wirtschaftliche Bedeutung haben, da es sensorisch angenehm und durch seine
Inhaltsstoffe gut antimikrobiell wirksam ist. In Wirklichkeit steht es aber in Konkurrenz zu
Melisse, Petitgrain und Lemongras, so daf3 Marktanteile nur Uber den Einstandspreis zu
erzielen wéren. Die Jahresproduktion lag im vergangenen Jahr bei ca. 4 t (FERGEUS,
2000).

Wildpfliickungen

Das Pflanzenmaterial der Art L. scoparium (Manuka) aus Wildpflickungen in Neuseeland
wurde an zwei verschiedenen Standorten gesammelt. Die Zusammensetzung der Ole wies
zwei charakteristische Unterscheidungsmerkmale auf. Die Ole des Sammelgebiets A
(Coromandel Peninsula) unterschieden sich von denen des Sammelgebiets B (East Cape)
durch einen hoheren durchschnittichen Gehalt an STKW mit Selinan(® Eudesman)-
Grundgerust. In den Olen vom East Cape sind, wie auch bei den Handelsolen, die STKW mit
Cadinan-Grundgeriist vorherrschend. Des weiteren wiesen die Ole von der Coromandel
Peninsula einen durchschnittlich héheren Anteil an a-Pinen (1) auf. Hierbei war jedoch eine

groRe Spannbreite zu beobachten.

33 der 34 atherischen Ole der Wildpfliickungen von L. scoparium enthielten keine b-

Triketone. Daraus kann hergeleitet werden, dal3 das Pflanzenmaterial dem triketonfreien
Chemotyp 2 bzw. 4 (PORTER & WILKINS, 1998; vgl. Kap. A.3.1.3) zugeordnet werden mulf3.
Von jeder Pflanze, die aus Wildpflickung in Neuseeland stammte, wurden an zwei
verschiedenen Stellen Blatter und Zweige geerntet. Ziel dieser Unterteilung war es unter
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anderem festzustellen, ob die b-Triketone, als Precursoren, analog der ,G-Regulatoren” bei

Eucalyptus (vgl. Kap. B.1.4) hauptséachlich in alteren Geweben akkumulieren. Leider kann
aus dem vorliegenden Ergebnis diesbeziiglich keine Aussage getroffen werden, da das
Triketonvorkommen nur in einer Pflanze auftrat, wahrend ansonsten nur triketonfreie
Pflanzen vorlagen. Damit konnte zwar gezeigt werden, da? am East Cape Neuseelands
neben dem b-Triketon reichen Chemotyp (Handelsdle) weitere Chemotypen und/oder
Varietaten vertreten sind, jedoch war besonders irritierend die Feststellung, daf? von einem
Strauch eine Destillation ohne und eine Destillation mit Triketonen erhalten wurde. Letztere
betraf junge Triebe dieses Strauches. Ansonsten wurden keine bzw. keine einheitlichen

Unterschiede zwischen den Jungtrieben und den alteren Teilen der Pflanze festgestellt.

2 Mikrobiologisch-immunologischer Teil

Die Ergebnisse der vergleichenden mikrobiostatischen Untersuchungen wurden bereits in
Kap. B.4.5 beleuchtet und lassen sich wie folgt zusammenfassen: Die drei Teebaumole s.1.,
gewonnen aus Melaleuca-Arten, verfligen Uber ein vergleichbares Aktivitdtsmuster. Dennoch
ist dem Australischen Teebaumél den Vorzug zu geben, weil es eine starkere Aktivitat
gegenuber Gram-negativen Keimen aufweist. Der Gebrauch von Kanukaél, welches sich als
das schwachste Teebaumol s.l. herausstellte, ist zu antimikrobiellen Zwecken nicht

angezeigt. Fir Manukadl mufd anhand der Ergebnisse ein hoher b-Triketon Gehalt gefordert

werden.

Entscheidend fur die unterschiedliche antimikrobielle Wirksamkeit ist mdglicherweise die
unterschiedliche Lipophilie der Ole, was sich durch den gréBeren hemmenden Effekt des
isolierten b-Triketon Komplexes auf Candida albicans im Vergleich zum weniger wirksamen
Manukadl beispielhaft zeigt. Im Manukadl sind nadmlich die hydrophilen b-Triketone von
wenigstens 70% lipophilen Terpenkohlenwasserstoffen begleitet. Kanukadl, welches
ebenfalls aus ungefahr 85% Terpenkohlenwasserstoffen besteht, erwies sich ebenfalls als
unwirksam gegentber Candida albicans, wohingegen fiur die tbrigen Teebaumdéle s.I., die
hauptséachlich aus polaren Mono- und Sesquiterpenen mit einem Gehalt von 50-80%
bestehen, eine Effektivitat gezeigt werden konnte.

Des weiteren war zu beobachten, daf der isolierte b-Triketon Komplex zu niedrigen MHK-

Werten bei Gram-negativen Keimen fuhrte. Zu vermuten ist, dal3 die guten
Chelatisierungseigenschaften der b-Triketone auf Metallkationen zur Wirkung beitragen. Die
meisten pathogenen Bakterien benétigen Eisen in einer Konzentration von 0.4 - 4.0 uM zum
Wachstum und zur Auspragung von Pathogenitatseigenschaften. Die Bakterien besitzen die
genetische Information, bei Eisenmangel nahe der  Cytoplasmamembran
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Eisenkomplexbildner, sog. Siderophore zu synthetisieren, die ausgeschieden werden und
Fe*" auRerhalb der Zelle binden. Der Fe**-Siderophor-Komplex wird z.B. bei Gram-negativen
Bakterien an einen Rezeptor der &auf’eren Membran gebunden und mit Hilfe von
Transportproteinen in der Cytoplasmamembran in die Zelle aufgenommen. Solche
Siderophore werden beispielsweise bei E. coli Enterochelin, bei P. aeruginosa Pyochelin
genannt (HAHN & BRANDIS, 1988). Es kann bedeuten, daf’ die b-Triketone analog der
Substanzgruppe der 4-Amino-5-hydroxy-chinoline als Konkurrenten zu bakteriellen
Siderophoren lebenswichtige Fe*-lonen komplexieren, die dann fiir den Mikroorganismus
nicht mehr zugénglich waren (MEYER, 2000).

Zu vermuten ist, dal3 die b-Triketone mdoglicherweise auch enzymatische Vorgange

beeinflussen, und damit zur antimikrobiellen Wirkung beitragen. Zu den Virulenzfaktoren von
S. aureus-Stammen zadhlen u. a. extrazellulare Produkte, wie Depolymeridasen, sog.
Hyaluronidasen, mit denen sie die interzellularen Kitsubstanzen auflésen und dadurch ihre
Gewebsinvasivitat mitbedingen (PETERS & PULVERER, 1988). Ein spezifischer Effekt der
Phloroglucinole, hier b-Triketone, auf die Hyaluronidasen ist in Betracht zu ziehen, da
letztere Sulfhydrylgruppen enthalten, welche nach Alkylierung oder Reaktion mit

Ketogruppen zur Inaktivierung des Enzyms fuhren kénnen.

Generell gilt, daR in vitro Tests nicht ausreichen, um die Qualitat von &therischen Olen und
deren Komponenten, in diesem Fall der b-Triketone und folglich des Manuka-, sowie Lema®-
Ols abzuschatzen. Unspezifische Barrieren wie die Gegenwart von lonen und/oder der pH-
Wert kénnen EinfluR nehmen, wenn diese Substanzen oder Ole, z. B. auf der Haut
angewendet werden. Fur lonen wurde gezeigt, dal3 sie die Effekte von Teebaumdl nicht
negativ beeinflussen (HAMMER et al., 1999a). Es ist jedoch wahrscheinlich, daf3 lonen mit
den b-Triketonen, und somit auch mit Manuka- und Lema®-Ol, in Wechselwirkung treten. Die
b-Triketone gehdren zu der Gruppe der Acylphloroglucinol-Derivaten, von denen bekannt ist,
dal3 sie eine Chelathildung mit Kationen eingehen. Dies ist nur eine Gemeinsamkeit
zwischen den b-Triketonen und den Tetracyclinen. Beide Gruppen haben eine ahnliche
chemische Struktur auf Grund des Polyketidweges in der Biosynthese. So kommt es jeweils
zur Ausbildung eines chromophoren Keto-Enol-Systems. Neben diesen chemischen
Gemeinsamkeiten, zeigen sie &hnliche Wirksamkeitsspektren: Gute bakteriostatische
Wirksamkeit gegen Gram-positive Bakterien genauso wie schwache Effekte gegen
Pseudomonas und Proteus Arten.

Angeregt durch das im Handel befindliche, verschreibungspflichtige Arzneimittel Tetra-

Gelomyrtol® wurden auf Grund der Gemeinsamkeiten zwischen den Tetracyclinen und den
b-Triketonen sowie zwischen Myrtol und den Teebaumdélen s.I. zwei Mischungen kreiert und
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im Hinblick auf ihre antimikrobielle Aktivitat untersucht. Bei den beiden Mischungen handelte
es sich zum einen um Teebaumdl, zum anderen um Niaoulidl, jeweils 1:1 gemischt mit dem

isolierten b-Triketon Komplex. Diese Mischungen wurden verglichen mit nachgestelltem

Myrtol, was dem OTC-Praparat Gelomyrtol® entspricht, und mit nachgestelltem Tetra-
Gelomyrtol®. Die niedrigsten MHK-Werte konnten erwartungsgemaR mit dem Antibiotikum
erzielt werden. Die Teebaum- oder Niaoulidl- b-Triketon Mischungen zeigten allerdings
niedrigere  MHK-/MBK-Werte als das nachgestellte Myrtol. Deren antimikrobielle
Uberlegenheit wird zusétzlich untermauert durch vorteilhafte Absterbekinetiken. Im Hinblick
auf die Frage, weshalb Myrtol selbst diesen Mischungen deutlich unterlegen war, sich sogar
in einer Konzentration von 2.0% (v/v) als nicht wirksam gegen P. aeruginosa und E. coli
erwies, seien im folgenden die molekularen Eigenschaften der Komponenten im Myrtol ndher

beleuchtet.

In einer kirzlich durchgefihrten Struktur-Aktivitatsstudie wurde eine Diskriminantenanalyse
durchgefihrt, um herauszufinden, welche molekularen Eigenschaften den Hauptbeitrag zu
einer Unterscheidung zwischen 60 Terpenoiden leisten. Die drei Komponenten des Myrtols
a-Pinen, (R)-(+)-Limonen und 1,8-Cineol, befanden sich dabei in einer Gruppe, die
hauptsachlich MTKW und Terpenacetate enthielt. Es ist somit wahrscheinlich, dafl} das
Fehlen an Aktivitdt auf deren schwache Wasserloslichkeit und schwache Kapazitat zur
Wasserstoffbrickenbildung zurickzufihren ist (GRIFFIN et al., 1999b). Diese Eigenschaften
fihren letztlich dazu, dal3 eine Penetration durch die aulere Membran von P. aeruginosa
unmaoglich wird (MANN et al., 2000).

Die eben diskutierten Untersuchungen implizieren die innerliche Anwendung von
Teebaumdlen s.l., die jedoch eine toxikologische Unbedenklichkeit als Voraussetzung haben
mul3. Bezlglich des toxikologischen Status belegen Literaturdaten, dal Teebaumdl (LDso
1.90 g/kg) weniger toxisch ist als weit verbreitete Ole des Handels, wie Cornmint (Mentha
arvensis L. var. piperascens Malinv.; LDs, 1.25 g/kg) und Basilikum (Ocimum basilicum L.;
LDso 1.40 g/kg) (RUSSELL, 1999). Der gleiche Autor weist jedoch darauf hin, dal3 es
angebracht sei, Teebaumdl in entsprechend hohen Dosen als oral toxisch zu betrachten, so
daR eine orale Nutzung vermieden werden sollte. Diese Behauptung ist in Ubereinstimmung
mit den Ergebnissen einer Cytotoxizitatsstudie, die den Gebrauch von Teebaumdl in
topischen Applikationsformen zwar unterstitzt, gleichzeitig aber eine innere Anwendung
ablehnt HAYES et al., 1997). Auch muf3 festgehalten werden, dal3 Praparate, die mehr als
25% Teebaumdl enthalten, als Giftstoffe der Kategorie ,.S 6 klassifiziert worden sind. Damit
ist die Rolle des Teebaumdls auf die der topisch anwendbaren Antiseptika beschrankt.
Bemerkenswert ist, daR Intoxikationen nicht beobachtet wurden, wenn &therische Ole
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ordnungsgemaf in Konzentrationen bzw. Dosierungen, die fir medizinische Zwecke
empfohlen werden, verwendet wurden (ECONOMOU & NAHRSTEDT, 1991).

Beziglich des toxikologischen Status der Ubrigen vier Teebaumdle s.l. ist nur wenig bekannt.
Generell gilt, daR terpenreiche atherische Ole eine schleimhautreizende und Kontaktallergie
auslosende Wirkung haben koénnen. Eine in vitro Methode zur Abschatzung der
schleimhautreizenden Wirkung wurde kirzlich von REICHLING et al. (2000) entwickelt. Die
Autoren untersuchten mit Hilfe des HET-CAM-Tests (=Hen’s Egg Test - Chorioallantoic
Membrane) zwolf atherische Ole, darunter alle fiinf Teebaumdle s.|. Die atherischen Ole
wurden nach ihren Reizschwellenkonzentrationen in drei Kategorien eingeteilt. Kategorie |
umfalte diejenigen Ole, die bei geringer Reizschwellenkonzentration (1-10%) bereits eine
schleimhautreizende Wirkung zeigten. Hierunter fiel u.a. das stark antimikrobiell wirksame
Thymiandl. In Kategorie Il, die den mittleren Konzentrationsbereich umfaf3t (15-25%), fielen
vier der funf Teebaumole. Nur Manukadl gehorte zur Kategorie Ill. Letztere Kategorie
beinhaltet jene Ole, bei denen es eine hohe Konzentration bedarf (30-100%), um eine

Schleimhautreizung zu verursachen.

Neben einer toxikologischen Unbedenklichkeit ist aul3erdem das Wissen Uber Wechsel- und
Nebenwirkungen eine obligate Voraussetzung fur eine innerliche Anwendung. In dieser
Hinsicht ist Leptospermon und folglich Manuka- und Lema®-Ol kritisch zu betrachten. Es
konnte gezeigt werden, dal3 Leptospermon ein starker kompetitiver Inhibitor des oxidativen
Arzneistoffmetabolismus ist, und dabei selbst im in vitro Versuch durch Leberzellen nicht
metabolisiert wird. Die Autoren schlieRen daraus, dal3 Leptospermon in diesem Fall zu
einem gewissen Grad an mikrosomale Proteine gebunden ist (GRAHAM et al., 1970).
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D Material und Methoden

1 Untersuchungsmaterial

1.1 Handelsole

Tabelle 36: Handelsmuster Manuka (Leptospermum scoparium), Herkunft Neuseeland

Bezugsquelle Ch.B. Nr. Bezugsquelle Ch.B.
Eduard Gerlach EG1/98
Paul Kaders 970980
Paul Kaders 970860
Dullberg Konzentra 741-165

010/M C. Melchers 9525
011/M Frey & Lau 00983
012/M Taoasis Ch.B.4
013/M Wellness 340348
014/M Anton Hibner 441001
015/M Bergland Pharma P801329
016/M Canea Pharma 298876
017/M Coast Biologicals, Typ A 6066
018/M Coast Biologicals, Fraktion1 6067

Worlée 5787
Primavera Life 04593-3
Primavera Life 06677-1
Neumond 4111/02
Phoenix Natural Products PNP2/98M

Tabelle 37: Handelsmuster Kanuka (Kunzea ericoides), Herkunft Neuseeland

Bezugsquelle Ch.B. . Bezugsquelle Ch.B.
Paul Kaders 970979 Neumond 9111/02
Paul Kaders 970859 Phoenix Natural Products PNP2/98K
Dullberg Konzentra 773-030 C. Melchers 9527
Worlée 5788 Frey & Lau 020048
Primavera Life 06529-1 Taoasis 87980114
Neumond 0302/00
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Tabelle 38: Handelsmuster Teebaum (Melaleuca alternifolia), Herkunft Australien®

Bezugsquelle Ch.B. . Bezugsquelle Ch.B.
Paul Kaders 970857 C. Melchers 9524
Paul Kaders 970858 Frey & Lau 038244
Paul Kaders 970981 Frey & Lau 046610-1/2
Paul Kaders 970982 Taoasis 07980323
Paul Kaders 970983 Taoasis 9710
Paul Kaders 970984 Adrian 8200074
Paul Kaders 970985 Aromara 00088
Paul Kaders (Wildwuchs) 970986 Aromara 00337
Paul Kaders (Simbabwe) 970987 AOC 322465
Paul Kaders (Simbabwe) 970988 Melaleuka MHD13/2006
Paul Kaders (,high cineole®) 970989 Melaleuka 97-09-09
Paul Kaders (,high cin.“, Simb.) 971511 Canea Pharma 960920
Paul Kaders (Simbabwe) 971512 Herbamed 12648
Paul Kaders 971513 Mann & Schréder 9488
Dullberg Konzentra 744-125 Nordmann Rassmann 70410
Worlée 5786 H. E. Daniel 1/98
Primavera Life 05368-3 R. C. Treatt 9F8021/1
Primavera Life 06658-1 R. C. Treatt 9F8021/2
Neumond 0302/03 Thursday Plantation 4520
Phoenix Natural Products PNP2/98T

Tabelle 39: Handelsmuster Cajuput (Melaleuca cajuputi)

Bezugsquelle Ch.B. Herkunft

Paul Kaders 970855 kA

Paul Kaders 970856 kA.

Paul Kaders 970861 kA
Dullberg Konzentra 736-015 kA
Primavera Life 06740-1

Neumond 3002/00 kA
Neumond 5911/02 kA.
Phoenix Natural Products PNP2/98C kA

C. Melchers 9449 Indonesien
Taoasis 980105 Indonesien
Adrian 8000215 kA.

Aromara 14000 Australien
Spinnrad 323925 Spanien

® sofern nicht anders angegeben
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Tabelle 40: Handelsmuster Niaouli (Melaleuca quinquenervia und Melaleuca viridiflora)

Bezugsquelle Ch.B. Herkunft gewonnen aus

Paul Kaders 970853 kA k.A.

Paul Kaders 970854 kA k.A.

Paul Kaders 970862 kA. k.A.

Paul Kaders 970978 kA k.A.

Paul Kaders (,Paperbark®) 971515 Australien M. quinquenervia
Dullberg Konzentra 741-545 kA k.A.

Primavera Life 06708-1 Madagaskar M. viridiflora

Neumond 1512/99 kA. M. quinquenervia

Neumond 9611/02 kA. M. quinquenervia

Phoenix Natural Products PNP2/98N kA kA

C. Melchers 8006 Neukaledonien k.A.

Taoasis 980113 Madagaskar M. quinquenervia

Adrian 8000214 kA. k.A.

Aromara 00158 Neukaledonien kA.

AOC 324023 Madagaskar M. quinquenervia / M. viridiflora|
Roth 45733706 kA. kA

Tabelle 41: Weitere Teebaumdle s.l. des Handels

Bezugsquelle Ch.B. Herkunft Name / gewonnen aus
Coast Biologicals 6068 Neuseeland Lema®Oil

Coast Biologicals 6/00 Neuseeland Lema®Oil

Paul Kaders 8/99 Australien Leptospermum petersonii
Paul Kaders 971514 Australien Melaleuca linariifolia

Paul Kaders 971516 Australien Melaleuca uncinata

1.2 Pflanzenmaterial

Fur die in der vorliegenden Arbeit beschriebene Analytik von &therischen Olen sowie deren
antimikrobielle Testung wurden zum grof3ten Teil Handelséle eingesetzt. Tab. 36-41 enthalt
eine Aufstellung aller Handelsdle und Lieferchargen, die im Rahmen dieser Arbeit analysiert
wurden. Fir die in Kap. B.3.1 beschriebenen Untersuchungen wurden Pflanzenproben der
Art Leptospermum scoparium und Kunzea ericoides eingesetzt. Diese Proben wurden im
Rahmen einer Forschungsreise in Neuseeland (02/99 - 03/99) zusammen mit Fr. A. Villnow
an zwei verschiedenen Standorten bestimmt und gesammelt. Insgesamt wurden auf dieser
Reise an zwei Probestellen von 20 Pflanzen Blatter abgenommen und luftgetrocknet. Die
Probestellen wurden in eine Karte der Nordinsel Neuseelands eingetragen (Abb. 42-44°).

°Die Abbildungen wurden mit dem Programm Xerox Parc Map Viewer erstellt [http://mapweb.parc.xerox.com]
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Sammelgebiet A befindet sich auf der Coromandel Peninsula. Der genaue Standort befindet
sich in der Ortschaft Hahei, am nordlichen Ende der Hahei Beach Road, 36°85'S, 175°82°E.
Sammelgebiet B befindet sich am East Cape. Der genaue Standort befindet sich direkt am
State Highway 35 in der Nahe der Ortschaft Whangaparaoa, 130.5 km von Opotiki und 203.9
km von Gisborne entfernt, 37°60‘'S, 178°07'E. Neben diesen Pflanzen wurden in Kap. B.3.2
drei weitere Pflanzenproben anderer Leptospermum Arten, die in Australien bzw. Tasmanien
beheimatet sind, und aus einer Lieferung von Fr. Dr. J. Holthuijzen stammen, eingesetzt.
Darlber hinaus wurden einige Kultivare aus dem Botanischen Garten in Marburg untersucht
(Kap. B.3.3). Die Zusammenstellung der Pflanzenproben, Daten Uber die genaue Herkunft,
und Erntezeitpunkt der Einzelproben sind in Tab. 42 aufgefiihrt.

BRI 7

Abbildung 42: Die Lage der Sammelgebiete auf der Nordinsel Neuseelands
37°00°'S
B
37°00'S
Abb. 43: Sammelgebiet A — Abb. 44: Sammelgebiet B —
Coromandel Peninsula, Hahei East Cape, Whangaparaoa
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Tabelle 42: Zusammenstellung aller analysierten Pflanzen (Wildpflickung und Kultivare)

Herkunft Art Erntezeitpunkt Destillation
Hahei L. scoparium 22.02.1999 25.03.1999
Hahei L. scoparium 22.02.1999 25.03.1999
Hahei L. scoparium 22.02.1999 25.03.1999
Hahei L. scoparium 22.02.1999 25.03.1999
Hahei L. scoparium 22.02.1999 25.03.1999
Hahei L. scoparium 22.02.1999 25.03.1999
Hahei L. scoparium 22.02.1999 26.03.1999
Hahei L. scoparium 22.02.1999 26.03.1999
Hahei L. scoparium 22.02.1999 26.03.1999
Hahei L. scoparium 22.02.1999 26.03.1999
Hahei L. scoparium 22.02.1999 26.03.1999
Hahei L. scoparium 22.02.1999 26.03.1999
Hahei L. scoparium 22.02.1999 29.03.1999
Hahei L. scoparium 22.02.1999 29.03.1999
Hahei L. scoparium 22.02.1999 29.03.1999
Hahei L. scoparium 22.02.1999 29.03.1999
Hahei L. scoparium 22.02.1999 29.03.1999
Hahei L. scoparium 22.02.1999 29.03.1999
Hahei L. scoparium 22.02.1999 30.03.1999
Hahei L. scoparium 22.02.1999 30.03.1999
Hahei L. scoparium 22.02.1999 30.03.1999
Hahei L. scoparium 22.02.1999 30.03.1999
Hahei L. scoparium 22.02.1999 30.03.1999
Hahei L. scoparium 22.02.1999 30.03.1999
Whangaparaoa L. scoparium 27.02.1999 06.04.1999
L. scoparium 27.02.1999 06.04.1999
L. scoparium 27.02.1999 06.04.1999
L. scoparium 27.02.1999 06.04.1999
L. scoparium 27.02.1999 06.04.1999
L. scoparium 27.02.1999 06.04.1999
L. scoparium 27.02.1999 07.04.1999
L. scoparium 27.02.1999 07.04.1999
K. ericoides 27.02.1999 07.04.1999
K. ericoides 27.02.1999 07.04.1999
K. ericoides 27.02.1999 07.04.1999
K. ericoides 27.02.1999 07.04.1999
K. ericoides 27.02.1999 08.04.1999
K. ericoides 27.02.1999 08.04.1999
L. scoparium 27.02.1999 08.04.1999
L. scoparium 27.02.1999 08.04.1999
L. scoparium nicht bekannt 14.07.1998
L. lanigerum 16.11.1998 04.01.1999
L. lanigerum 16.11.1998 04.01.1999
L. spec. 17.11.1998 04.01.1999

Whangaparaoa
Whangaparaoa
Whangaparaoa
Whangaparaoa
Whangaparaoa
Whangaparaoa
Whangaparaoa
Whangaparaoa
Whangaparaoa
Whangaparaoa
Whangaparaoa
Whangaparaoa
Whangaparaoa
Whangaparaoa
Whangaparaoa
East Cape
Lake St. Claire
Lake St. Claire
Lake St. Claire
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Fortsetzung: Tabelle 42

Marburg (1) . scoparium 30.07.1998 05.08.1998
Marburg (5) . scoparium 30.07.1998 05.08.1998
Marburg (6) . scoparium 30.07.1998 05.08.1998
Marburg (9) . scoparium 30.07.1998 05.08.1998
Marburg (13) . scoparium 30.07.1998 05.08.1998

Marburg (25) . scoparium 30.07.1998 05.08.1998
Marburg (COR) . scoparium 30.07.1998 06.08.1998
Marburg (MAN) . scoparium 30.07.1998 06.08.1998
Marburg (KEA) . scoparium 30.07.1998 06.08.1998
Marburg . squarrosum 30.07.1998 06.08.1998

2 Gewinnung der atherischen Ole

Zur Gewinnung des atherischen Ols aus den Einzelpflanzen wurden etwa 2.0 — 10.0 g der
getrockneten Blatter (und Zweigspitzen) einer Probe in einen Rundkolben (2 L) eingewogen
und einer Rundlaufwasserdampfdestillation mit modifizierter ,Karlsruher Apparatur® nach
SPRECHER (1963) zugefiihrt. Neben dem Pflanzenmaterial wurde der Kolben mit
Siedesteinchen und ausreichend Leitungswasser (ca. 1200 mL) gefullt. Auf Einstellung ,3“
der Pilzheizhaube wurde das Wasser zum Sieden gebracht und anschlielend 4 h auf
Einstellung ,2“ destilliert. Als Vorlage diente 1 mL n-Hexan (99 % p.A., Merck), frisch
destilliert. Nach Beendigung der Destillation und Abkihlen der Apparatur wurde das in n
Hexan geloste Ol abgelassen und die Apparatur zweimal mit je 1 mL n-Hexan nachgespiilt.
Die Losungen wurden unter N,-Atmosphédre auf 1 mL eingeengt und bis zur
gaschromatographischen Bestimmung bei —18°C in der Tiefkihltruhe gelagert.

3 Chromatographische Methoden

3.1 Trockensaulenchromatographie (TSC)

Eine Auswahl der Ole wurde durch modifizierte TSC in jeweils zwei bzw. fiinf Fraktionen
getrennt, um zusatzliche Informationen tber die Polaritat einzelner Komponenten bzw. deren
Zugehorigkeit zu chemischen Stoffklassen zu erhalten. Zur Sdulenchromatographie wurden
nur Loésungsmittel eingesetzt, die entweder frisch destilliert oder besonders rein waren. Zum
Einsatz kamen Diethylether (Merck), gereinigt Uber Al,O; (Woelm), frisch destilliertes n
Hexan (Merck), und Aqua dest. AuRerdem wurde Methanol fiir die praparative HPLC PrePsov®
(Merck) verwendet. Die Aufbewahrung der gewonnenen Fraktionen erfolgte in braunen
Flaschchen bei —18°C im Tiefkihlschrank.
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3.1.1 Zweierfraktionierung

Zur trockensaulenchromatographischen Trennung der é&therischen Ole in  zwei
unterschiedlich polare Fraktionen wurde das von KUBECZKA (1971) beschriebene
Verfahren verwendet.

Als Saulenmaterial fur die 2er-Fraktionierung diente Kieselgel (ICN Silicia TSC 60 A; ICN
Biomedicals). Auf das obere Ende der Saule wurden 0.5 mL einer 10 %igen n-Hexan-Lsg.
gegeben, mit einer 1 cm hohen Schicht Kieselgel Uberschichtet und mit etwas Watte
abgedeckt. Eluiert wurde mit 40 mL n-Hexan (Fraktion 1). Diese Phase wurde aufgefangen
und direkt unter vermindertem Druck und N,-Atmosphare auf ca. 1 mL eingeengt.
Anschlieend wurde nach dem Trockenlaufen der Saule mit 40 mL Diethylether/Methanol-
Gemisch (4:1) eluiert. Das abtropfende Eluat bildete Fraktion 2. Die aufgefangene Phase
wurde zweimal mit je 40 mL Aqua dest. ausgeschuttelt, die Diethyletherphase abgetrennt,
mit wasserfreiem Na,SO, getrocknet und unter vermindertem Druck und N,-Atmophéare auf
ca. 1 mL eingeengt.

Die Aufteilung der Olkomponenten erfolgt mittels der 2er-Fraktionierung in
Fraktion 1: Kohlenwasserstoffe

Fraktion 2: Sauerstoffhaltige Komponenten

3.1.2 Funferfraktionierung

Zur trockensaulenchromatographischen Trennung der &therischen Ole in fiinf unterschiedlich
polare Fraktionen wurde das von KUBECZKA (1973) beschriebene Verfahren verwendet.

Zur Fraktionierung wurde ein mit einer Fritte einseitig verschlossenes Glasrohr (NS 29/32)
mit den Abmessungen Lange = 25 cm, Durchmesser = 3 cm verwendet, und mit 10 cm
Kieselgel (ICN Silicia TSC 60 A; ICN Biomedicals) gefullt. Auf das obere Ende der Saule
wurden 1mL einer 10 %igen n-Hexan-Lsg. gegeben, mit einer 1 cm hohen Schicht Kieselgel
Uberschichtet und mit etwas Watte abgedeckt. Eluiert wurde mit 150 mL n-Hexan (Fraktion
1). AnschlieBend wurde nach dem Trockenlaufen der Séaule mit 60 mL Hexan/Diethylether-
Gemisch (4:1) eluiert. Das abtropfende Eluat bildete Fraktion 2. Die trockengelaufende Saule
wurde im Verhaltnis 4:3:3 (vom unteren Ende beginnend) bis zur Substanzaufgabemarke mit
einem Spatel herausgenommen und sofort suspendiert in:

Fraktion 3: 20 mL n-Hexan

Fraktion 4: 20 mL n-Hexan/Diethylether (1:1)

Fraktion 5: 20 mL n-Hexan/Diethylether (1:1)
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Die Fraktionen 3-5 wurden nach folgendem Schema aufgearbeitet: Den Suspensionen
wurde unter Ruhren nach und nach Aqua dest. zugegeben. Dabei wurde das Silicagel sulzig
(das Wasser verdrangt die absorbierten Komponenten aus dem Silicagel). Der Uberstand
wurde dekantiert und der Rickstand zweimal mit je 10 mL Losungsmittel (s.0.) gewaschen.
Die Diethylether enthaltenden Fraktionen wurden mit wasserfreiem Na,SO, getrocknet und

unter vermindertem Druck und N,-Atmophéare auf ca. 1 mL eingeengt.

Die Aufteilung der Olkomponenten erfolgt mittels der Ser-Fraktionierung in
Fraktion 1: Kohlenwasserstoffe
Fraktion 2: Ester
Fraktion 3: Phenole, Ketone, Oxide
Fraktion 4: Alkohole, Oxide

Fraktion 5: Sauren
3.2 Dunnschichtchromatographie (DC)

3.2.1 Analytische DC

Fur eine qualitative Voruntersuchung wurden einige atherische Ole diinnschichtchromato-
graphisch untersucht. Als Vergleich wurden Originalreferenzsubstanzen aufgetragen. Es
wurden Kieselgel 60 F,s,-Fertigplatten (Merck) in der Grof3e 10 x 10 cm verwendet.
Aufgetragen wurden 10 pL (bandférmig, Breite 1 cm) einer ca. 10 %igen Lsg. des
atherischen Oles in nHexan. Entwickelt wurde die DC mit n-Hexan (Merck) / Ethylacetat
(Merck), 8:2, bei Raumtemperatur Uber eine Strecke von 8.5 cm. Detektiert wurde die
Fluoreszenzminderung bei 254 nm. AuflRerdem wurde mit Anisaldehyd-Schwefelsaure-

Reagenz und Eisen-lil-chlorid-Reagenz bespriht.

3.2.2 Semipraparative DC

Analog zu STAHL (1982) und modifiziert nach EGGERS (2000) wurden die STKW
vorgetrennt. Es wurden HPTLC 60 F,4-Fertigplatten (Merck) in der GréRe 10 x 20 cm
verwendet. Aufgetragen wurden 75 pL (bandférmig, Breite 20 cm) der ca. 10 %igen Fraktion
1 der Zweiertrennung. Entwickelt wurde die DC mit n-Hexan, dest. (Merck) bei —20°C in der
Tiefkihltruhe Uber eine Strecke von 7.0 cm. Detektiert wurde die Fluoreszenzminderung bei
254 nm.
Auf Hohe der detektierten Flecken wurden dann die Kieselgelbanden lber die ganze Breite
der Platte mit einem Spatel ausgeschabt und das mit Substanz beladene Kieselgel in kurzen
Pasteurpipetten aus Glas gefllt. Auf die ,Minisdule* wurden dann wenige Tropfen n-Hexan
gegeben und das Eluat aufgefangen. Die Losung konnte direkt gaschromatographisch
untersucht werden.
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3.3 Gaschromatographie (GC)

Die atherischen Ole wurden auf zwei verschiedenen Trennsystemen untersucht. Die

Trennparameter sind in der folgenden Gegenuberstellung aufgefthrt.

Gaschromatograph

HP 6890 Series

HP 5890 A Series Il

Injektor

Split/Splitless Injektor

Split/Splitless Injektor

Injektortemperatur

200 °C

300 °C

Detektor

FID

FID

Detektortemperatur

250 °C

350 °C

Trennséaule

J&W DB-WaxEtr
30mx0.25mmii. D.,
df 0.25 mm

Phenomenex ZB-I
30mx0.25mmi. D.,
df 0.25 mm

Tragergas

Stickstoff,
0.599 bar, 0.7 mL/min

Stickstoff

Injektionsvolumen

1 ni einer 10 %igen Losung

1 i einer 10 %igen LAsung

Split

10:1, 7,4 mL/min

kA

Temperaturprogramm

45°C // 3°C/min ® 240 °C,
10 min isotherm

40°C //5°C/min ® 290 °C

3.4  Gaschromatographie — Massenspektrometrie (GC-MS)

Die Identifizierung der Komponenten der &therischen Ole erfolgte mittels GC-MS-Kopplung.

Die atherischen Ole wurden auf zwei verschiedenen Trennsystemen untersucht. Die

Trennparameter sind in der folgenden Gegentberstellung aufgefihrt.

Gaschromatograph

HP 5890 A Series Il

HP 5890 A Series Il

Injektor

Split/Splitless Injektor

Split/Splitless Injektor

Injektortemperatur

220 °C

200 °C

Trennséaule

J&W DB-Wax
60 mx0.25 mmi. D.,
df 0.25 mm

CP-Sil5CB
25mx0.25 mmi. D.,
df 0.25 nm

Tragergas

Helium, 0.9 mL/min

Helium, 1 mL/min

Injektionsvolumen

1 m_ einer 5 %igen Lésung

1 i einer 5 %igen Losung

Split

1:16

1:15

Temperaturprogramm

45°C // 3°C/min ® 220 °C,
isotherm

80°C // 5°C/min ® 270 °C,
isotherm

Kopplung

direkte Kopplung

direkte Kopplung

Massenspektrometer

HP MSD 5970 B

VG Analytical VG70-250 S

ElektronenstofRionisation
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3.5 Préaparative Gaschromatographie (prap. GC)

Die Abtrennung von Komponenten im praparativen Mal3stab, hier zur Isomerenbestimmung
von trans-Calamenen aus Manukadl, wurde nach der Methode von EGGERS (2000) mit
einem umgeristeten Varian 1700 Gaschromatographen durchgefiihrt. Dieser verfligt
gegenuber dem urspriinglichen Gerat tGiber ein Splitsystem hinter der Trennsaule, so daf} ein
kleiner Teil der aufgetrennten Probe Uber einen FID detektiert wird, der grof3ere Teil jedoch
synchron (ber ein Uberleitungssystem in einem Losungsmittel fraktionsweise aufgefangen

werden kann.

Der Gaschromatograph ist ausgerustet mit einer ,stainless steel* Saule (1.95 m x 0.5 cm),
gepackt mit Chromosorb W-HP 80/100 mesh und 20 %iger Beschichtung mit Carbowax

20M. Als Tragergas diente N, mit einer FluRgeschwindigkeit von 190 mL x min™.

4 Isolierung von b-Triketonen

5 mL Ol werden mit 25 mL Diethylether versetzt (Scheidetrichter) und 3x mit je 25 mL 5
%iger Natriumcarbonat-Lsg. ausgeschiittelt. Die vereinigten Natriumcarbonatphasen werden
mit 10 mL 25 %iger Salzsaure versetzt (pH 2), Vorsicht: Starke Gasentwicklung!!!, und 3x mit
je 25 mL Diethylether ausgeschuttelt. Die vereinigten Etherphasen werden mit Natriumsulfat
getrocknet und daraufhin an einem Rotavapor bis zum Verschwinden des Diethylethers
einrotiert. Zurtick bleibt ca. 1 g dliger Ruckstand, die b-Triketone.

5 Chemische Umsetzungen

5.1 Synthese von Estern

Hergestellt wurden zehn verschiedene Ester aus den folgenden Edukten:

Alkoholkomponente: Saurekomponente:
Isoamylalkohol - Isovaleriansaurechlorid
3-Methyl-3-buten-1-ol - Tiglinsaure
3-Methyl-2-buten-1-ol - Benzoylchlorid
Benzylalkohol

Abgesehen wurde von der Synthese von 3-Methyl-2-buten-1-ylbenzoat und Benzylbenzoat,

da es keine Hinweise auf das Vorhandensein dieser beiden Ester gab. Zur Synthese:

4 mL Alkohol und 4 mL Sé&urechlorid bzw. Saure wurden 60 min im Wasserbad auf 60°C
erwarmt (unter Verwendung von Isoamylalkohol und Benzylalkohol) bzw. 180 min bei 0°C
gehalten (3-Methyl-3-buten-1-ol und 3Methyl-2-buten-1-ol). Nach Zugabe von 25 mL Aqua
dest. wurden 25 mL 5%ige Natriumcarbonat-Lsg. zugefiigt. Das Reaktionsgemisch wurde
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mit 25 mL nHexan, rein (bzw. 50 mL Ethylacetat bei der Herstellung der Benzylester)
ausgeschuttelt und dreimal mit 25 mL Aqua dest. gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet
und am Rotavapor soweit wie moglich einrotiert. 50 pL des Rickstands wurden mit 1 mL n-
Hexan, dest. aufgenommen und GC und GC-MS untersucht. Wahrend diese
Synthesevorschrift zu hohen Ausbeuten bei der Herstellung der 3-Methyl-3-buten-1-yl-ester

fuhrte, war das Ergebnis fur die entsprechenden 2-Buten-Derivate nicht zufriedenstellend.

5.2  Verseifung der Ester

Zur GC-Untersuchung der Alkoholkomponenten der entsprechenden Ester in den
atherischen Olen wird die Fraktion 2 durch Verseifung der Ester chemisch umgesetzt. 1.5 mL
der Fraktion 2 werden vom Losungsmittel befreit und mit 2.5 mL 0.5 N ethanolischer
Kaliumhydroxid-Lsg. 15 min lang unter Rickflu® auf dem Wasserbad verseift. Nach dem
Abkihlen wird mit 50 mL Aqua dest. verdinnt und die freigesetzten Alkohole dreimal mit
jeweils 50 mL Dethylether ausgeschiittelt. Die vereinigten Diethyletherphasen werden mit
Aqua dest. gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet, am Rotavapor einrotiert, und zur GC-

Analyse eingesetzt.
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6 Mikrobiologische Untersuchung

6.1 Mikroorganismen

Der EinfluR der atherischen Ole auf das Wachstum diverser Mikroorganismen wurde ermittelt
anhand der Bestimmung ihrer minimalen Hemmkonzentration (MHK) und minimalen
mikrobiziden Konzentration (MMK) durch Makrobouillonverdiinnungstests. Dabei kamen die
folgenden Keime zum Einsatz. Es handelt sich hierbei zum einen um definierte Stdmme der
American Type Culture Collection (ATCC) und zum anderen um klinische Isolate (c.i.), die
am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf erhalten worden sind:

- Proteus vulgaris c.i.

- Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442

- Escherichia coli ATCC 11229

Moraxella catarrhalis c.i.

- Staphylococcus aureus ATCC 6538

- Staphylococcus aureus (MRSA) c.i.

- Staphylococcus capitis c.i.

I o M m oo O @ >

- Staphylococcus epidermidis c.i.
Enterococcus faecium ATCC 6057
- Bacillus subtilis ATCC 6633

- Corynebacterium diphtheriae c.i.

- Corynebacterium minutissimus c.i.
- Candida albicans ATCC 10231

- Epidermophyton floccosum c.i.
Trichophyton rubrum c.i.

- Penicillium notatum c.i.

- Aspergillus niger c.i.

© O T oz r X«

2 Nahrmedien

BA - Blutagar

BHIB - Brain Heart Infusion Bouillon
MHB - Mueller Hinton Bouillon

SDA - Sabouraud Dextrose Agar
SDB - Sabouraud Dextrose Bouillon
TSA - Tryptophan Soja Agar

TSB - Tryptophan Soja Bouillon
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6.3 Bestimmung der MHK-/MMK-Werte

6.3.1 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK)

Die Bestimmung wurde nach den Empfehlungen des NCCLS unter Verwendung des Tensids

Tween 80° 0.5% (v/v) bei folgenden Versuchsbedingungen durchgefiihrt:

Bakterienstdmme (Gram-negativ): A - Proteus vulgaris c.i.
Anzuchtmedium: TSB
Inokulum: 100 pL einer 1:1000-Verdinnung in 9 g/L NaClLsg. einer geschittelten

Ubernachtkultur (18 h) in MHB, entsprechend einer Keimzahl von ca.:
Proteus vulgaris c.i. 1.0 x 10° KBE/mL

Eine Bestimmung der Keimzahl erfolgte aufgrund des Schwarmvermdgens

von Proteus vulgaris nicht.

Inkubation: 18 h im Brutschrank bei 37°C
Bakterienstamme (Gram-negativ): B - Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442
c - Escherichia coli ATCC 11229
Anzuchtmedium: TSB
Inokulum: 100 pL einer 1:10000-Verdinnung in 9 g/L NaClLsg. einer geschittelten
Ubernachtkultur (18 h) in MHB, entsprechend einer Keimzahl von ca.:

Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 35 x 10° KBE/mL
Escherichia coli ATCC 11229 2.3 x 10° KBE/mL

Eine Bestimmung der Keimzahl erfolgte aus einer Ubernachtkultur in einer
NaCl-Verdunnungsreihe auf TSA-Platten als Dreifachbestimmung.
Inkubation: 18 h im Brutschrank bei 37°C
Bakterienstamme (Gram-negativ): D Moraxella catarrhalis c.i.
Anzuchtmedium: TSB

Inokulum: 100 pL einer 1:100-Verdunnung in 9 g/L NaClLsg. einer geschittelten
Ubernachtkultur (18 h) in MHB, entsprechend einer Keimzahl von ca.:
Moraxella catarrhalis c.i. 2.2 x 10° KBE/mL
Eine Bestimmung der Keimzahl erfolgte aus einer Ubernachtkultur in einer
NaCl-Verdunnungsreihe auf TSA-Platten als Dreifachbestimmung.
Inkubation: 18 h im Brutschrank bei 37°C
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Bakterienstémme (Gram-positiv): E - Staphylococcus aureus ATCC 6538

Anzuchtmedium: TSB

Inokulum;

Inkubation:

Bakterienstamme (Gram-positiv):

100 pL einer 1:10000-Verdinnung in 9 g/L NaClLsg. einer geschittelten

Ubernachtkultur (18 h) in MHB, entsprechend einer Keimzahl von ca.:
Staphylococcus aureus ATCC 6538 2.3 x 10° KBE/mL

Eine Bestimmung der Keimzahl erfolgte aus einer Ubernachtkultur in einer

NaCl-Verdunnungsreihe auf TSA-Platten als Dreifachbestimmung.

18 h im Brutschrank bei 37°C

- Staphylococcus aureus (MRSA) c.i.

F
G - Staphylococcus capitis c.i.
H - Staphylococcus epidermidis c.i.

Enterococcus faecium ATCC 6057

Anzuchtmedium: TSB

Inokulum:

Inkubation:

100 pL einer 1:1000-Verdinnung in 9 g/L NaClLsg. einer geschittelten

Ubernachtkultur (18 h) in MHB, entsprechend einer Keimzahl von ca.:
Staphylococcus aureus (MRSA) c.i. 2.3 x 10° KBE/mL
Staphylococcus capitis C.i. 2.2 x 10° KBE/mL
Staphylococcus epidermidis c.i. 2.3 x 10° KBE/mL
Enterococcus faecium ATCC 6057 5.0 x 10° KBE/mL

Eine Bestimmung der Keimzahl erfolgte aus einer Ubernachtkultur in einer

NaCl-Verdunnungsreihe auf TSA-Platten als Dreifachbestimmung.

18 h im Brutschrank bei 37°C

Bakterienstamme (Gram-positiv): J - Bacillus subtilis ATCC 6633

Anzuchtmedium: TSB

Inokulum:

Inkubation:

100 pL einer 1:100-Verdinnung in 9 g/L NaClLsg. einer geschittelten

Ubernachtkultur (18 h) in MHB, entsprechend einer Keimzahl von ca.:
Bacillus subtilis ATCC 6633 1.5 x 10° KBE/mL

Eine Bestimmung der Keimzahl erfolgte aus einer Ubernachtkultur in einer

NaCl-Verdunnungsreihe auf TSA-Platten als Dreifachbestimmung.

18 h im Brutschrank bei 37°C
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Bakterienstdmme (Gram-positiv): K - Corynebacterium diphtheriae c.i.

Anzuchtmedium:

Inokulum:

Inkubation:
Hefen:

Anzuchtmedium:

Inokulum:

Inkubation:

Dermatophyten:

Anzuchtmedium:

Inokulum:

Inkubation:

150

L - Corynebacterium minutissimus c.i.
TSB
100 pL einer 1:100-Verdinnung in 9 g/L NaCl-Lsg. einer geschiittelten
Ubernachtkultur (18 h) in BHIB, entsprechend einer Keimzahl von ca.:
Corynebacterium diphtheriae c.i. 9.0 x 10° KBE/mL
Corynebacterium minutissimus c.i. 1.0 x 10° KBE/mL
Eine Bestimmung der Keimzahl erfolgte aus einer Ubernachtkultur in einer
NaCl-Verdunnungsreihe auf BA-Platten als Dreifachbestimmung.
42 h im CO,-Brutschrank bei 37°C

M - Candida albicans ATCC 10231
SDB
100 pL einer 1:1000-Verdinnung in 9 g/L NaClLsg. einer 42 hKultur in
SDB, entsprechend einer Keimzahl von ca.:
Candida albicans ATCC 10231 2.0 x 10° KBE/mL
Eine Bestimmung der Keimzahl erfolgte aus einer 42 hKultur in einer
NaCl-Verdunnungsreihe auf SDA-Platten als Dreifachbestimmung.
42 h im Brutschrank bei 30°C

N - Epidermophyton floccosum c.i.
o - Trichophyton rubrum c.i.
SDA
100 pL einer unverdiinnten Keimsuspension in 9 g/L NaCkLsg. + Tween®
80 0.5% einer 7 d-Kultur in SDB, entsprechend einer Keimzahl von ca.:
Epidermophyton floccosum c.i. 5.0 x 10* KBE/mL
Trichophyton rubrum c.i. 2.0 x 10° KBE/mL
Eine Bestimmung der Keimzahl erfolgte aus einer 7 d-Kultur in einer NaCl +
Tween® 80 0.5%-Verdinnungsreihe auf SDA-Platten als
Dreifachbestimmung.
7 d im Brutschrank bei 30°C
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Schimmelpilze: P - Penicillium notatum c.i.

Q - Aspergillus niger c.i.
Anzuchtmedium: SDA
Inokulum: 100 pL einer 1:1000-Verdiinnung in 9 g/L NaClLsg. + Tween® 80 0.5%
einer 7 d-Kultur in SDB, entsprechend einer Keimzahl von ca.:
Penicillium notatum c.i. 1.0 x 10* KBE/mL
Aspergillus niger c.i. 2.0 x 10* KBE/mL
Eine Bestimmung der Keimzahl erfolgte aus einer 7 d-Kultur in einer NaCl +
Tween® 80 0.5%-Verdinnungsreihe auf SDA-Platten als
Dreifachbestimmung.
Inkubation: 42 h im Brutschrank bei 30°C (Keimzahlbestimmung)
7 d im Brutschrank bei 30°C (MHK-Wert-Bestimmung)

6.3.2 Bestimmung der minimalen mikrobiziden Konzentration (MMK)

Zur Bestimmung der MMK werden die Proben aus der Untersuchung der MHK verwendet.
Nach Ablesen der MHK aus den Verdinnungsreihen werden jeweils 100 pL den
Reagenzglasern, in denen keine Trubung erkennbar ist, entnommen und auf TSA-Platten
zweifach ausgestrichen. Nach Inkubation bei 37°C fur 18 h wird die Substanzkonzentration,

bei deren Ausstrich kein Wachstum auftritt, als MMK bestimmt.

6.4 Bestimmung der Absterbekinetik

Eine geschiittelte Ubernachtkultur (18 h, 37°C) von Staphylococcus aureus ATCC 6538 wird
bei 5000 U/min und 25°C fur 10 min zentrifugiert. Die so gewonnenen Zellpellets werden
resuspendiert in 10 mL 9 g/L NaCl-Lsg., was eine Ausgangskeimzahl von ca. 3 x 10°
KBE/mL ergibt. 100 pL dieser Lsg. werden uberfuhrt in einen 200 mL Kolben, der 50 mL
Aqua dest., Tween® 80 0.5%, einen Rilhrer, sowie die entsprechende Konzentration (0.125,
0.25, 0.5, 1.0, 2.0%) des zu untersuchenden Oles, der zu untersuchenden Mischung, oder
der zu untersuchenden Substanz enthalt. Diese Suspension wird kontinuierlich bei 350
U/min gerdhrt. Nach 5, 10, 15, 30, 60, 120, und 240 min Inkubation bei Raumtemperatur
werden 1000 pL Proben gesammelt und in 9 mL Inaktivierungsbouillon Gberfiihrt und
unmittelbar gevortext. Die Inaktivierungsbouillon besteht aus Aqua dest. mit folgenden
Zuséatzen: 0.1% Pepton, 5% Lecithin, 5% Hefeextrakt. Nach 2 min werden vier
Verdunnungsreihen in 9 g/L NaClLsg. hergestellt der folgenden Konzentrationen: 10", 107,
103, 10™. 100 pL der Inaktivierungsbouillon, entsprechend der Konzentration 10°, sowie 100
ML der jeweiligen Verdinnungsstufen werden auf je drei Platten TSA ausplattiert. Um

Keimzahlen £100 KBE/mL zu detektieren, werden je 100 pL der Originalsuspension auf drei

TSA-Platten ausplattiert, sowie 1000 pL der Originalsuspension in 100 mL TSB inokuliert und
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auf Wachstum Uberprift. Die Agarplatten und die Bouillon werden bei 37°C im Brutschrank
flr 48 h inkubiert. Die Auswertung erfolgt durch Z&hlen der Keimzahl bei drei verschiedenen
Konzentrationen, addieren dieser Werte, dividieren durch 9, und anschlieRendem
Logarithmieren. Dieser Wert wird sodann vom dekadischen Logarithmus der
Ausgangskeimzahl abgezogen und das Ergebnis als log;, Reduktionsstufe angegeben.
Zusatzlich wird jeweils eine Kontrollreihe ohne Zusatz der entsprechenden Testsubstanzen
erstellt. Langzeituntersuchungen mussen durchgefuhrt werden fir entsprechende
Testsubstanzen bzw. Testkonzentrationen, bei denen eine Keimreduktion auf 0 KBE/mL, d.h.

eine komplette Abtétung der Keime nach 240 min noch nicht erfolgte.

7 Invivo NF-kB DNA Bindungs-Assay

Jurkat T Zellen werden mit verschiedenen Konzentrationen der Untersuchungssubstanz
(hier: b-Triketon-Komplex) fir 1 h inkubiert und anschlieRend mit TNF-a fur 1 h stimuliert.
Gesamtproteinextrakte werden hergestellt und die Bestimmung der Bindungsaktivitat von
NF-kB erfolgte mittels Gel-Elektromobilitatsshift-Assay (EMSA): Gesamtzellextrakte von

Jurkat T Zellen werden hergestellt unter Verwendung eines High-Salt Detergent Puffers
[Totex = 20 mM Hepes, pH 7.9, 350 mM NaCl, 20% (v/v) Glycerol, 1% (w/v) NP-40, 1mM
MgCkL, 0.5 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 0.5 mM DTT, 0.1% PMSF, 1% Aprotinin]. Die Zellen
werden durch Zentrifugation gewonnen, einmal mit eisgekthlter PBS gewaschen und
resuspendiert in einem vierfachen Uberschul? an Totexpuffer. Das Zelllysat wird auf Eis fiir
30 min inkubiert, und anschlieRend bei 13000 U/min und 4°C fur 5 min zentrifugiert. Vor
Durchfiihrung des EMSA wird der Proteingehalt des Uberstandes bestimmt. NF-kB-bindende
Oligonukleotide werden mit g[**P]-ATP (3000 Ci/mmol) durch eine T4-Polynukleotidkinase

radioaktiv. markiert. 10-20 pg des Extraktes nukledrer Proteine werden zu einem
Reaktionsgemisch, bestehend aus 20 pug BSA, 2 pg poly (dI-dC), 2 pL Puffer D+ (20 mM
Hepes, pH 7.9; 20% Glycerol, 100 mM KCI, 0.5 mM EDTA, 0.25% NP-40, 2 mM DTT, 0.1%
PMSF), 4 uL Puffer F (20% Ficoll 400, 100 mM Hepes, 300 mM KCI, 10 mM DTT, 0.1 %
PMSF), 100000 c.p.m. eines **P-markierten Oligonukleotids, aufgefillt mit Aqua dest. zu
einem Endvolumen von 20 pL, gegeben. Die Proben werden bei Raumtemperatur fur 25 min
inkubiert. Die DNA-Protein-Komplexe werden mit Mobilitdtsshift elektrophoretisch in einem
Polyacrylamid-Gel aufgetrennt.
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8 Verwendete Gefahrstoffe

Tabelle 43: Gefahrenmerkmale und Sicherheitsratschlage von verwendeten Gefahrstoffen

Gefahrstoff
CAS-Nummer

Gefahrenmerkmal

S-Satz

Aceton
67-64-1

leichtentziindlich

9-16-23.2-33

Aluminiumoxid
1344-28-1

22-24/25

Anisaldehyd
123-11-5

23-24/25

Benzoylchlorid
98-88-4

atzend

26-45

Benzylalkohol
100-51-6

gesundheitsschédlich

26

1,8-Cineol
470-82-6

entziindlich

10

Diethylether
60-29-7

hochentziindlich

12-19

9-16-29-33

Eisen-lll-chlorid
10025-77-1

gesundheitsschadlich,

reizend

22-38-41

26-39

Ethanol absolut
64-17-5

leichtentziindlich

11

7-16

Ethylacetat
141-78-6

leichtentziindlich

11

16-23.2-29-33

n-Hexan
110-54-3

leichtentziindlich,
gesundheitsschadlich

11-48/20

9-16-24/25-29-51

Isoamylalkohol
123-51-3

entzundlich,
gesundheitsschadlich

10-20

24/25

Isovaleriansaurechlorid
108-12-3

entzindlich,
atzend

10-34-37

26-36/37/39-45

Kaliumhydroxid
1310-58-3

atzend

35

26-37/39-45

Kieselgel
7631-86-9

22-24/25

(R)-(+)-Limonen
5989-27-5

entzindlich,
reizend

10-38

28.1

Methanol
67-56-1

leichtentziindlich,
giftig

11-23/25

7-16-24-45

3-Methyl-3-buten-1-ol
763-32-6

entzindlich,
gesundheitsschadlich

10-36/37/38

26-36

Natriumcarbonat
6132-02-1

reizend

36

22-26

Oxytetracyclin-hydrochlorid
2058-46-0

gesundheitsschédlich

63

22-36/37

a-Pinen
7785-26-4

entzundlich,
gesundheitsschadlich

10-36/37/38

26-36

Schwefelsaure 97%
7664-93-9

atzend

35

26-30-45

Terpinen-4-ol
2438-10-0

gesundheitsschadlich

22-36/37/38

26-36

a-Terpineol
98-55-5

23-24/25

Tiglinséure
80-59-1

reizend

34-36/37/38

26-36/37/39-45
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E Zusammenfassung / Summary

Zusammenfassung

Der Begriff Teebaumal wird im weiteren Sinne fiir atherische Ole aus verschiedenen Arten
der Gattungen Baeckea, Kunzea, Leptospermum und Melaleuca (Myrtaceae) verwendet. Der
Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag auf der vergleichenden Untersuchung von
Handelsmustern von finf Teebaumoélen: Australisches Teebaumdl (gewonnen aus
Melaleuca alternifolia Cheel), Manukaél (Leptospermum scoparium J. R. et G. Forst.),
Kanukadl (Kunzea ericoides (A. Rich.) J. Thompson), Cajuputdl (Melaleuca cajuputi subsp.
cajuputi Powell) und Niaouliél (Melaleuca quinguenervia (Cav.) S. T. Blake).

Die Olzusammensetzung von Australischem Teebaumdl, dem kommerziell wichtigsten Ol,
von Cajuput- und Niaoulidl ist weitgehend bekannt, so dal’ sich die chemisch-analytische
Untersuchung auf Manukadl und Kanukadl fokussierte. Die Analyse der atherischen Ole
erfolgte im wesentlichen mittels Gaschromatographie und Massenspektrometrie (GC-MS-
Kopplung). In Manukadl wurden neben den bereits bekannten b-Triketonen Flaveson,
Isoleptospermon und Leptospermon, acht neue Sesquiterpenkohlenwasserstoffe, b-
Cubeben, Selina-4,11-dien, g-Muurolen, Germacren D, Bicyclogermacren, gCadinen, a-
Calacoren und g-Calacoren, sowie zehn sensorisch interessante Ester identifiziert. Die

Identitdt der Ester wurde durch Synthese zusatzlich bestatigt. Im Kanukadl war die
Charakterisierung eines typischen Musters von vier Sesquiterpenalkoholen, Ledol, (E)-
Nerolidol, Viridiflorol und Spathulenol, das wichtigste Ergebnis.

In bezug auf die Qualitat der 97 in dieser Arbeit untersuchten Handelsmuster bot sich
folgendes Bild: Die Australischen Teebaumdle (39 Muster) waren relativ einheitlich, wofir die
Tatsache verantwortlich ist, dal3 internationale Qualitdtsstandards den Markt regulieren.
Manukadle des Handels (18 Muster) lieBen sich in zwei Gruppen einteilen, eine
triketonreichere mit 25% b-Triketonen und eine triketondrmere mit 15% b-Triketonen.
Mdglicherweise werden durch diese Unterschiede regionale Variationen erfaldt. Die
Kanukatle des Handels (11 Muster) erwiesen sich als chemisch homogen. Cajuputdle (13
Muster) und Niaoulidle (16 Muster) waren chemisch uneinheitlicher, nicht zuletzt wegen der

taxonomischen Unklarheiten in der M. leucadendra-Gruppe. Als Unterschied dieser beiden
Ole wurde (E)-Nerolidol und der Gehalt an a-Pinen ermittelt. Insgesamt flossen die
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Erkenntnisse aus diesen Untersuchungen in eine Formulierung von Grenzwerten fir typische
Haupt- und Nebenkomponenten aller finf Teebauméle des Handels ein, die der

Qualitatssicherung dienlich sind.

Des weiteren wurde funf Handelsmuster anderer Deklaration untersucht und chemisch
charakterisiert: Leptospermum petersonii, Melaleuca linariifolia, M. uncinata sowie Lema?-Ol
(2 Muster). Letzeres stellt ein Gemisch aus Australischen Teebaumél und einer aus
Manukadl gewonnenen Fraktion dar. Das Mischungsverhéltnis lie3 sich jedoch aus den
guantitativen Daten nicht erkennen.

Um einen chemotaxonomischen Aspekt der Gattung Leptospermum naher zu beleuchten
wurden 54 &therische Ole aus Pflanzenmaterial selbst destilliert und analysiert. Die
Wildpfliickungen (40 Ole) von L. scoparium in Neuseeland ergaben, dafR dort verschiedene
Chemotypen, wie sie auch in der Literatur beschrieben sind, an einem Standort vorkommen
und dal’ L. scoparium dort mit Kunzea ericoides vergesellschaftet ist. Die fur Manukadl so
typischen b-Triketone wurde nur in einer einzigen Destillation gefunden. Die Kultivare aus
dem Botanischen Garten in Marburg (10 Ole) ahnelten in ihrer Zusammensetzung den

Wildpfliickungen, wobei sie ebenfalls triketonfrei waren.

Vergleichende mikrobiostatische Untersuchungen an 16 Mikroorganismen zeigten, daf3 die
drei Teebaumdle aus Melaleuca-Arten (Australisches Teebaumdl, Cajuputdl, Niaoulidl) Gber
ein vergleichbares Aktivitatsmuster verfiigen. Dennoch ist dem Australischen Teebaumaol den
Vorzug zu geben, weil es eine starkere Aktivitdt gegentiber Gram-negativen Keimen aufwies.
Der Gebrauch von Kanukadl, welches sich das schwéchste Teebaumdl s.I. herausstellte, ist
zu antimikrobiellen Zwecken nicht angezeigt. Fir Manukadl muf3 anhand der Ergebnisse ein
hoher b-Triketon Gehalt gefordert werden.

Die Ergebnisse der Absterbekinetik bewiesen, daR die Melaleuca-Ole absolut bakterizid
wirksam sind, denn sie toteten die untersuchten Keime auch wahrend der stationédren Phase.
Kanuka- und Manukadl, und ebenso der b-Triketon Komplex, das aktive Prinzip von
Manukadl, zeigten keinerlei bakterizide Eigenschaften, obwohl sie ebenfalls niedrige MHK-
Werte aufwiesen. Diese niedrigen MHK-Werte gegen Gram-positive Bakterien kbnnen somit
als bakteriostatische Effekte gedeutet werden.

Im Hinblick auf die angewandte Fragestellung, ob b-Triketone die antimikrobielle Aktivitat von
terpenreichen atherischnen Olen aus der Familie der Myrtaceen erhéhen, und daher
vorteilhaft gegentber im Handel befindlichen Praparaten zur Behandlung von Infektionen

des unteren Respirationstraktes sind, wie beispielsweise Eukalyptusol oder Myrtol, zeigten
die Untersuchungen, daf? Teebaum- und Niaouliol in Mischung mit dem b-Triketon Komplex
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sich gleichwertig sind. Aul3erdem zeigten die Mischungen eine hohere antimikrobielle
Aktivitat, sowie vorteilhafte Absterbekinetiken gegeniber Myrtol.

Die in vitro Priofung der b-Triketone auf ihre Hemmaktivitdt gegenidber dem
Transkriptionsfaktor NF-kB zeigte deutlich, daf3 die b-Triketone bis zur hoéchsten
Konzentration von 200 pL keinen hemmenden Effekt auf NF-kB Aktivierung in TNF-a

stimulierten Jurkat T Zellen aufwiesen.

Summary

The name ,tea tee oil“ is used for the essential oils of different species of the genera
Baeckea, Kunzea, Leptospermum and Melaleuca (Myrtaceae). Within this study the main
emphasis was put on the investigation of commercial samples of five tea tree oils s.l., namely
Australian tea tree oil from Melaleuca alternifolia Cheel, manuka oil from Leptospermum
scoparium J. R. et G. Forst., kanuka oil from Kunzea ericoides (A. Rich.) J. Thompson,
cajuput oil from M. cajuputi subsp. cajuputi Powell, and niaouli oil from M. quinquenervia
(Cav.) S. T. Blake.

The composition of the Australian tea tree oil, commercially the most important, as well as
that of cajuput oil and niaouli oil is well known. Due to the composition of manuka and
kanuka oils not being as well known the chemical investigations focused on these two oils.
Analysis of the oils was by gas chromatography and combined gas chromatography-mass
spectrometry. In manuka oil eight new sesquiterpene hydrocarbons, namely b-cubebene,
selina-4,11-diene, gmuurolene, germacrene D, bicyclogermacrene, gcadinene, a-

calacorene and g-calacorene could be assigned in addition to the well-known b-triketones

flavesone, isoleptospermone and leptospermone. Additionally ten olfactory esters could be
identified which was confirmed by simultaneous synthesis. Concerning kanuka oil the
characterization of a typical pattern of four sesquiterpene alcohols, namely ledol, (E)-
nerolidol, viridiflorol and spathulenol was the main result.

With regard to the quality of 97 commercial samples analysed the following result was given:
The Australian tea tree oils (39 samples) were relatively uniform due to the International
Quiality Standards which governs these products. The manuka oils could be divided into two
groups concerning their triketone content, 25% vs. 15%, possibly due to regional differences.
Commercial kanuka oils (11 samples) proved to be homogeneous. Cajuput oils (13 samples)
and niaouli oils (16 samples) were chemically inhomogeneous due to taxonomic uncertainty
within the Melaleuca leucadendra group. The presence of (E)-nerolidol and the concentration
of a-pinene were the differentiating compounds. As a result the investigations of the

commercial samples gave reason to define quality standards for all five tea tree oils using the
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main compounds as well some typical minor compounds.

Further commercial oils (5 samples) with diverging labels were chemically characterized,
namely Leptospermum petersonii, Melaleuca linariifolia, M. uncinata as well as Lema® oil (2
samples), the latter representing a blend of Australian tea tree oil and the polar fraction of

manuka oil in an unknown ratio.

In order to elucidate chemotaxonomic aspects of the genus Leptospermum 54 lab-distilled
essential oils were analysed. Wild plant material from L. scoparium (40 oils) revealed that in
New Zealand different chemotypes described in literature co-occur within one population side
by side, and that there L. scoparium is associated with Kunzea ericoides. The manuka oil
characterizing triketones could be found only in one oil. Cultivars originating from the Botanic
Garden in Marburg (10 samples) were similar concerning their essential oil compositions and

in the fact that they were found to be free of triketones.

A comparative study of the in vitro antimicrobial activity of tea tree oil including 16
microorganisms showed that all three oils from Melaleuca species (Australian tea tree oll,
cajuput oil, and niaouli oil) turned out to be similar n their range of action. Nevertheless,
Australian tea tree oil should be preferred because of its higher activity against Gram-
negative bacteria. The use of kanuka oil, which has turned out to be the weakest tea tree oll,
being ineffective against Gram-negative bacteria and fungi, cannot be recommended for
antimicrobial purposes. In the future it will be preferred to have manuka oil products with high
contents of b-triketones.

The results of the death kinetic studies proved that the Melaleuca oils were absolutely

bactericidal due to killing different type of bacteria during the stationary phase. Kanuka oil
and manuka oil as well as the b-triketone complex, the active principle of manuka oil, lacked

any bactericidal properties although they showed low MIC values in earlier studies. Their low
MIC values against Gram-positive bacteria can be explained by bacteriostatic effects.

In an answer to the question on whether adding b-triketones will increase the antimicrobial
activity of terpenoid myrtaceous oils, in vitro studies show that both, Australian tea tree oil

and niaouli oil in mixtures with the b-triketones are competitive with eucalyptus oil or myrtol.

Furthermore the mixtures showed higher antimicrobial activity as well as advantageous

death kinetics when compared to myrtol.

The in vitro studies of the b-triketones concerning their inhibitory effect on the transcription
factor NF-kB revealed that the b-triketones lack any inhibitory activity up to a concentration of
200 pL on NF-kB activation in TNF-a stimulated Jurkat T cells.
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F Anhang

1 Massenspektren

Nr. 50: unbekannte Komponente, (CP-Sil) RI pol. 1615

5

13 b8 9
: A L 185 139 158 168

58 180 58 0 28

Nr. 123: (E)-Methylcinnamat, (CP-Sil) RI pol. 2074

158




F. Anhang

Nr. 19: Isoamylisovalerat, (CP-Sil) RI pol. 1296

Nr. 27: Isoamyltiglat, (CP-Sil) Rl pol. 1471

31
58

Nr. 105: Isoamylbenzoat, (CP-Sil) RI pol. 1928
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Nr. 22: 3-Methyl-3-buten-1-yl-isovalerat, (CP-Sil) RI pol. 1372

193118 128
168

Nr. 39: 3-Methyl-3-buten-1-yl-tiglat, (CP-Sil) RI pol. 1545

1 s -
5 198

Nr. 110: 3-Methyl-3-buten-1-yl-benzoat, (CP-Sil) RI pol. 1993
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Nr. 93: Benzylvalerat, (CP-Sil) RI pol. 1822

Nr. 100: Benzylisovalerat, (CP-Sil) RI pol. 1894

85

4
o | B 7

38

Nr. 128: Benzyltiglat, (CP-Sil) RI pol. 2104

et 163
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Nr. 132: unbekannte Komponente (ox. ST), (J&W DB-Wax)
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Nr. 109: Flaveson, (J&W DB-Wax) RI pol. 1986

Nr. 118: Isoleptospermon, (J&W DB-Wax) RI pol. 2049

Nr. 124: Leptospermon, (J&W DB-Wax) RI pol. 2078
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