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Kurzfassung:

Die traditionelle Nutzung von Nerolidl in der Volksmedizin, beispielsweise als
Beruhigungsmittel bei Wechseljahresbeschwerden, leichten Schlafstérungen,
Nervositat sowie zur Behandlung von Magen-Darm-Beschwerden,
Atemwegserkrankungen, Nieren- und Blasenleiden oder Herz-Kreislauf-
Erkrankungen, ist bislang wissenschaftlich nicht belegt. In der Pharmazie beschrankt
sich der Einsatz derzeit auf die Funktion als Geschmacks- und Geruchskorrigens.
Die vorliegende Masterarbeit beschaftigt sich mit der Identifikation der chemischen
Hauptbestandteile des &therischen Ols aus Bitterorangenbiliiten, Nerolidl, der
Untersuchung ihrer Variabilitat und dem Aufzeigen moglicher biologischer Wirkungen
bezugnehmend auf aktuelle wissenschaftlichen Publikationen. Da Nerolidl derzeit
keine bedeutende Rolle als Arzneistoff spielt, zielt diese Arbeit darauf ab, eine
Grundlage auf Basis bisheriger wissenschaftlicher Studien zu schaffen, die die

Entwicklung neuer pharmakologischer Praparate in der Zukunft unterstitzen kénnte.



Abstract:

The traditional use of neroli oil in folk medicine, for example as a sedative for
menopausal symptoms, mild sleep disorders, nervousness and for the treatment of
gastrointestinal complaints, respiratory diseases, kidney and bladder disorders or
cardiovascular diseases, has not yet been scientifically proven. In pharmacy, its use

is currently limited to its function as a flavor and odor corrector.

This master's thesis deals with the identification of the main chemical components of
the essential oils from bitter orange blossoms, neroli oil, the investigation of their
variability and the identification of possible biological effects, according to recent
scientific literature. Since neroli oil does not currently play a significant role as a
medicinal substance, this thesis aims to create a foundation based on previous
scientific studies that could support the development of new pharmacological

preparations in the future.
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Citrus x aurantium

[Osterreichische Bundesgarten]



1. Einleitung

1.1. Beschreibung/Botanik der Pflanze:

Bitterorange, auch unter den Namen Pomeranze oder Sauerorange bekannt, zahlt zu
den Zitruspflanzen und gehort zur Familie der Rautengewachse (Rutaceae). Sie ist
vermutlich im stdlichen China als Hybrid zwischen Mandarine (Citrus reticulata
BLANCO) und Pampelmuse (C. maxima (BURM.) MERR.) entstanden und wird
wissenschaftlich als Citrus x aurantium L. bezeichnet, wobei x auf die Kreuzung,
aurantium auf die orangene Farbe der Frichte hindeutet [1] [2] (Tab. 1; Abb.1) [3]
(Abb.2) [4]. Das Wort citrus stammt aus dem Lateinischen und wurde ursprunglich fur
verschiedene Pflanzen, die als Duftstofflieferant dienten, verwendet. Man vermutet,
dass der Name auf das griechische Wort Kedros zurickgeht, welches urspriinglich
Zedernbaume bezeichnete, aufgrund ihres aromatischen Holzes. Im Laufe der Zeit
wurde der Begriff jedoch mit Zitruspflanzen assoziiert, da auch diese fur ihre
duftenden Blatter, Bliten und Frichte bekannt sind [3]. Zitruspflanzen sind etwa zehn
Meter grof3e Baume. Ihre Frichte sind bitterer und kleiner als die der Stf3orange. Sie
haben eine kugelformige Gestalt und eine typische orangene Farbe. Die Blatter sind
oval, gestielt, ganzrandig, wechselstandig und ledrig. (Abb.3) [5] Die Bluten sind
weild, zwittrig, radiarsymmetrisch, stehen einzeln oder mit mehreren Bliten in den
Blattachseln und duften eigenartig aromatisch stark. Funf bis zwolf Prozent der
Bliten haben nur Staubgefalie, kein Gynazeum. Die funf bis maximal acht
Kronblatter sind weil3. Die Staubblatter sind zahlreich (mind. zwanzig) mit gelben
Staubbeuteln und an der Basis findet man vier bis funf weil3e verwachsene

Staubfaden. Der Fruchtknoten ist oberstandig.

Name in anderen Kulturen: » Englisch: Sevilla Orange/ Bitter Orange
» Deutsch: Pomeranze
» Arabisch: Narandsch
» Spanisch: Naranja
» Italienisch: Arancio

» Niederlandisch: Bittere Oranje Appel



Tabelle 1 Systematik von Bitterorange [4]

Stammpflanze (Latein) Citrus x aurantium L.

Stammpflanze (Deutsch) | Bitterorange

Arzneidroge (Latein) Aurantii amari flos/Aurantii amari floris aetheroleum

Arzneidroge (Deutsch) Bitterorangenbliten/Bitterorangenblitendl=Neroliol

Familie Rutaceae

Gattung Zitruspflanzen

Ordnung Seifenbaumartige (Sapindales)

CITRUS RETICULATA
(MANDARIN)

C. x limon=——C. x aurantium

(LEMON, IORAMGES &

bergamot) GRAPEFRUIT)
CITRUS MEDICA

(citron)
CITRUS MAXIMA

(pomelo)

Abbildung 1 Ursprung der Bitterorange und anderer Zitruspflanzen [3]

Abbildung 3 itterorangenbl[]ten [5]

Abbildung 2 Bitterorange [4]



1.2. Herkunft/Anbau:

Nerolidl wurde nach der italienischen Prinzessin Anna Maria de la Tremoille benannt,
die im 16 Jahrhundert in der Stadt Nerola auf Sizilien lebte. Sie lie} das
Orangenblutendl Neroli auf inre Badeticher und Handschuhe auftragen, weil sie
diesen Duft der Uberlieferung nach (iber alles liebte. [6] Die Baume der Bitterorange
sind spatestens im 11. Jahrhundert nach Italien gekommen. Sie wurden dann weiter
von den Arabern Uber die Iberische Halbinsel und Sizilien nach Europa gebracht. [7]
Die genaue Herkunft der Bitterorange ist heute nicht mehr exakt bekannt [8], der
Ursprung liegt aber wahrscheinlich in den sudlichen, tropischen Regionen von Asien,
insbesondere in Landern wie Indien, China und dem Iran [9]. Es ist jedoch eindeutig
belegt, dass die Bitterorange seit uber 4.000 Jahren hauptsachlich wegen ihrer
Frucht angebaut wird [10]. Im Jahr 1542, kam sie als Statussymbol eines
Osterreichischen Kaisers in die Wiener Hofburg, die Frichte wurden damals nach

einer griechischen Legende als ,Goldene Apfel* bezeichnet. [7]

Der Anbau erfolgt heute hauptsachlich in Regionen, in denen das Klima und der
Boden fir die Entwicklung der Pflanze glnstig sind, wie zum Beispiel auf Sizilien, in
Spanien, Sudfrankreich und Portugal, sowie in zahlreichen tropischen und
subtropischen Regionen, Heute sind vorwiegend Tunesien, Marokko, Algerien sowie

Spanien und die Karibik die typischen Anbaugebiete. [11]

1.3. Herstellungsverfahren:

Im traditionellen Verfahren wird das atherische Nerolidl durch Hydrodestillation von

Bitterorangenbliiten gewonnen (1000kg Bliten ergibt 1kg Neroli Ol). [12-19]

» Hydrodestillation bedeutet: Die frischen geernteten Bitterorangenbliten werden
schwimmend, direkt im Wasser gekocht, anstatt - wie bei vielen anderen atherischen
Olen - heiken Wasserdampfdurch die Bliitenmasse zu leiten (Abb.4) [20]. Die beste
Qualitat wird von Bluten erzielt, die sich gerade erst zu 6ffnen beginnen.
Minderwertiges Ol entsteht, wenn die Bliten durch Abschlagen von den Bdumen und
nicht von Hand geerntet werden. Fur ca. drei Stunden (nach dem Fallen des ersten

Tropfens des Destillats) werden sie dann in einer herkdmmlichen Destillationsanlage
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destilliert.[13] [21] Der dabei entstehende Dampf wird mithilfe einer Kondensations-
vorrichtung abgekuhlt, wo er zur Flissigkeit kondensiert. Beim Abkuhlen trennen sich
in zwei Phasen: Das atherische Nerolidl, das eine geringere Dichte als Wasser
aufweist, bildet die obere Phase und das Orangenblitenwasser (Hydrolat) bildet die
wassrige Phase. Das Kondensat (Gemisch aus Wasser und Nerolidl) wird in einem

Behalter gesammelt.[13]

Anmerkung: Da ein Teil an &therischem Ol im Destillat vorhanden sein kénnte,
kann das gewonnene Orangenbliitenwasser einer Liquid-Liquid-Extraktion
(v/v) bei Raumtemperatur mit Cyclohexan als organischem Lésungsmittel
unterzogen werden. [13] Das daraus gewonnene Produkt wird als

,Orangenbliitenwasser-Absolue” bezeichnet.[21]

Aufgrund der einfachen Bedingungen und der geringeren Kosten ist diese
traditionelle Methode bis heute noch bewahrt. Sie weist aber leider einige
Einschrankungen auf, die hauptsachlich auf die lange Erhitzungszeit zurtckzufihren
ist, die fur die Verdampfung von atherischem Ol aus Bitterorangenbliiten benotigt
wird.[22] Solche Nachteile fihrten zum Verlust oder zur Hydrolyse mehrerer
Komponenten, die einen Einfluss auf die qualitativen Eigenschaften des Ols haben,
wie eine Studie zeigte [13]. Zusatzlich besteht das Risiko von Vergiftungen durch die
Losungsmittelriickstande, die bei der Losungsmittelextraktion entstehen konnen.[22]
Aufgrund der Einschrankungen untersuchten die Autoren in einer Studie sieben
verschiedene Extraktionsmethoden (commercial hydrodistillation (CoM),
hydrodistillation (HD), steam distillation (SD), Ohmic-assisted hydrodistillation
(OAHD), solvent-less microwave extraction (SLME), solvent-free microwave
extraction (SFME) und microwave-assisted hydrodistillation (MAHD)) und ihre
Auswirkungen auf die Ausbeute an atherischem Ol aus Bitterorangenbliiten, auf das
Verhaltnis von Extraktionsausbeute zur Extraktionszeit sowie die chemische
Zusammensetzung des Ols.[22] Die Daten dieser Studie zeigten deutlich, dass die
Destillationsmethode mittels Mikrowellenenergie eine kurzere Extraktionszeit (45 min
versus 150 min), geringeren Energieverbrauch, gunstigere Produktionskosten sowie
ein geringeres Vergiftungsrisiko durch Lésungsmittelriickstande als bei der
Hydrodestillationsmethode aufwies [23], aber die Extraktionsausbeute bei der
traditionellen Hydrodestillation die hochste im Vergleich zu den anderen

Extraktionsverfahren war.[22]
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Eine weitere Untersuchung prasentierte den Unterschied eines alternativen
Extraktionsverfahrens (Ultrasonicassisted headspace solid phase microextraction
(UA-HS-SPME)) zur herkdbmmlichen Hydrodestillation. Bei der anschlielfenden GC-
MS-Analyse konnten einige Komponenten (3-Cucuben, Bicycloelemen, Thymol, neo-
allo Ocimen, Plinol-d und Zingiberen) in der chemischen Zusammensetzung, welche
bei der UA-HS-SPME identifiziert wurden, bei der Hydrodestillation nicht
nachgewiesen werden. Dies verdeutlicht, dass UA-HS-SPME mehr flichtige
Verbindungen detektieren kann. Dies spricht fir die hohe Sensitivitat und Selektivitat
der Methode, insbesondere fir flichtige und gering konzentrierte Substanzen. [16]

Abbildung 4 Heutige traditionelle Hydrodestillation in Tunesien (Region"Nabeul") [20]

1.4. Eigenschaften von Neroliol:

Das atherisches Ol Neroli ist eine fliichtige, blass- bis goldgelbe Fliissigkeit mit einem
charakteristischen, leicht sul3en, warm-weichen, frischen, blumigen Duft, der fur die
Orangenbliten typisch ist, sowie wirzigem aromatischen Geschmack, der schwach
bitter ist. [9] [12] [27] Die chemischen und physikalischen Eigenschaften des Ols sind
in Tabelle 2 dargestellt.
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Tabelle 2 Chemische und physikalische Eigenschaften von Nerolidl [27]

Aggregatzustand: Fllssig

Flammpunkt: 60 — 65°C

Dichte bei 20°C: 0.865 — 0.876 [g/mL]

Loslichkeit in Ethanol: Ldslich

Léslichkeit in flissigen pflanzlichen Ldslich

Fetten:

Loslichkeit in Wasser: Unldslich

Stabilitat: Stabil unter normalen Bedingungen
von Temperatur und Druck

2. Chemie des atherischen Nerolidls

21. Chemische Zusammensetzung des atherischen Nerolidls:
Zunachst bilden funf Hauptgruppen die Grundlage der chemischen Zusammen-
setzung des atherischen Nerolidls [28]:

% Monoterpen-Kohlenwasserstoffe
« Sauerstoffhaltige-Monoterpene
s Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffe
s Sauerstoffhaltige-Sesquiterpene
% Sonstige Inhaltsstoffe
Gemal den Vorgaben des EUuAB sind fur atherische Ole aus Bitterorangenbliten

spezifische Konzentrationen der Hauptkomponenten Linalool und Linalylacetat
festgelegt (Tab.3).
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Tabelle 3 Zusammensetzung von Nerolidl nach EuAB im Vergleich mit [28]

Inhaltsstoffe im EuAB Quantitative Quantitative
Angaben im EuAB Ergebnisse aus
(%) [28] (%)

(E)-Nerolidol 1,0-5,0 1,12
a-Terpineol 2,0-5,5 1,26
B-Pinen 7,0-17,0 9,21
cis-B-Ocimen 0,9-8,2 0,11

Farnesol 0,8-4,0 <0,1
Geraniol 0,45 - 4,09 2,46
Geranyl-acetat 1,0-5,0 2,49
Limonen 9,0-18,0 5,03
Linalool 28,0-44,0 41,82
Linalylacetat 2,0-15,0 13,75
Methylanthranilat 0,1-1,0 0,29
Myrcen 0-6,26 <0,1
Nerol 0,19-3,43 0,34
Neryl-acetat <25 1,01

trans-Beta-Ocimen 0,10-1,0 0,36

Die Ergebnisse der Studie [28] entsprechen den Erkenntnissen des EUAB, in dem
festgelegt wurde, in welchem Ausmal} Linalool und Linalylacetat, die beiden
Hauptkomponenten der Nerolidle, enthalten sein mussen. Die Autoren stellten fest,
dass Neroli, gewonnen aus C. aurantium aus der Region Monastir (Tunesien), durch
einen hohen Anteil an Linalool (41,82 %) und Linalylacetat (13,75 %) gekennzeichnet
war. [28]

Eine weitere vergleichende Studie [29] zur chemischen Zusammensetzung der
atherischen Ole aus C. aurantium aus Tunesien, zeigte einige Unterschiede in der
chemischen Zusammensetzung (Tab. 4). Nerolidl, das aus Bitterorangenbluten der
Region Nabeul (Tunesien) extrahiert und analysiert wurde, wies keine
nennenswerten Mengen der beiden Hauptverbindungen Linalool und Linalylacetat
auf. (Tab. 4) Stattdessen zeigte sich bei das zyklisches Monoterpen Limonen als
Hauptbestandteil des tunesischen Nerolidls (27,5 %), wahrend es bei [28] nur in
geringer Menge (5,03 %) vorhanden war. Es wurden [29] wesentlich hOhere
Konzentrationen von (E)-Nerolidol mit 17,5 %, alpha-Terpineol mit 14% und alpha-
Terpinylacetat mit 11,7 % festgestellt. Im Gegensatz dazu konnten mehrere in der
Literatur [30] aufgeflihrte Komponenten, wie -Pinen und Citronellol, im tunesischen

Nerolidl bei dieser Studie [29] nicht nachgewiesen werden. Weitere Monoterpene bei
14



[29] in hohen Mengen waren (E)-B-Ocimen (4,3 %) und d-3-Caren (2,4 %). Die
Sesquiterpenverbindungen machten 30,2 % des gesamten &therischen Ols aus,
wobei (E)-Nerolidol (17,5 %) den Hauptanteil dieser Gruppe stellte, gefolgt von (E,E)-
Farnesol (8 %) und y-Elemen (3,4 %) (Tab. 4) [29].

Die Tatsache, dass die chemischen Verbindungen Linalool und Linalylacetat in der
Analyse von [29] nicht nachgewiesen wurden konnte auf verschiedene Faktoren
zurtckzufihren sein, welche die Variabilitat der chemischen Zusammensetzung des
atherischen Nerolidls beeinflussen. Darunter fallen die Saison der Ernte, der
Reifegrad der Pflanzen, der geografische Standort des Anbaus (Breite, Lange, Hohe,
Bodenbeschaffenheit, relative Luftfeuchtigkeit und Windverhaltnisse), die
Extraktionsmethode sowie die Verwendung von trockenem oder frischem Pflanzen-
material [31] [32] [16].

Ebenfalls berichtete eine weitere Studie [17] (Tab. 4), dass die chemische
Zusammensetzung des untersuchten Nerolidls hauptsachlich von sauerstoffhaltigen
Monoterpenen dominiert wirde, insbesondere Linalool mit einem Anteil von 14,1 %,
a-Terpineol mit 4,9 %, Hotrienol mit 1,6 % und Nerol mit 1,5 %. Zusatzlich waren in
vergleichbar hohen Mengen Monoterpen-Kohlenwasserstoffe wie Limonen (5,8 %),
B-Pinen (2,4 %), B-Ocimen (2,3 %) und Myrcen (1,6 %) enthalten. Tetrapentacontan
stellte den groRten Anteil der aliphatischen Kohlenwasserstoffe dar, gefolgt von
Dotriacontan. Die sauerstoffhaltigen Sesquiterpene bestanden vorwiegend aus
Nerolidol (5,2 %) und Farnesol (1,6 %). Die Esterverbindungen, die in hdchsten
Konzentrationen vorkamen, waren Linalylacetat (4,53 %) und Nerylacetat (4,06
%).[17]

Die Ergebnisse dieser Studie entsprechen jenen von [11],[31] und [33], die ebenfalls
berichteten, dass atherisches Ol von C. aurantium hauptséchlich aus Linalool,
Limonen, a-Terpineol, Nerolidol, Beta-Pinen, Nerylacetat, Farnesol und Linalylacetat
bestand. Die in [17] ermittelten Konzentrationen von Hotrienol (1,6 %), Myristinsaure
(3,7 %), Squalen (6,8 %) und Tetrapentacontan (15,2 %) lagen deutlich hdher als die
in der bisherigen Literatur berichteten Werte [29] [34] [12]. Einige Komponenten wie
Geraniol und Citronellol, die in der Literatur erwahnt wurden, wurden im atherischen
Ol von [17] jedoch nicht nachgewiesen. Die Verbindungen B-Cholesta-5,22-dien-3-ol
Herboxid-Isomer und Isochiapin B wurden erstmals nachgewiesen und sind in der

bisherigen Literatur nicht beschrieben. Moglicherweise ist das Auftreten dieser
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Verbindungen auf Verunreinigungen wahrend des Extraktionsprozess

zuruckzufuhren, was weitere Untersuchungen erfordert.

Tabelle 4 Variabilitat der chemischen Zusammensetzung von verschiedenen Nerolidlen [11] [17] [29]
[31] [33]

Phytochemisches Profil (%)
Autoren/Jahr der Publikation

Bioaktive Degirmenci | Trabelsiet | Sarrou et al., | Dhifi et Ben
Komponenten und Erkurt, | al., 2014 2013 al., 2013 | Hsouna et

2019 [11] [31] [33] al., 2013

[17] [29]
B-Pinen 2,43 3,01 19,08 £0,18 | 0,03
a-Pinen 0,46 1,35+ 0,01 0,5 0,2
Sabinen 0,44 2,01 +£0,20 0,5
B-Myrcen 1,61 0,36 1,59 £ 0,01 8,1 0,3
d-3-Caren 0,17 £ 0,00 2,4
Limonen 5,8 2,16 12,04 +0,16 | 6,9 27,5
trans-p-Ocimen 2,31 6,06 + 0,01 4,3
cis-B-Ocimen 0,77 £ 0,02 0,8
Linalool 14,12 39,74 29,14 0,38 | 25,7
cis-Linalooloxid 0,53
trans-Linalooloxid 0,49 0,29 + 0,02
Hotrienol 1,6
Ethylbenzen 0,1
1,8-Cineol 0,54 0,3
a-Terpineol 4,87 7,30 4,56 + 0,05 14
a-Terpinolen 0,47 £ 0,01 0,4
Terpinen-4-ol 0,26 0,4
v-Terpinen 0,36 £ 0,01 0,8 0,3
a-Terpinen 1,9
Terpendiol 0,43
Terpin-4-ol 0,68 +0,02
Nerol 1,51 0,99 0,83 +0,02 1,8
Linalylacetat 4,53 25,44 3,88 +£0,40 14,2
p-Cymen 4.5 0,2
Benzoesaure, 2- 1,68
Aminomethylester
Methylanthranilat 0,66 0,19 +0,00 1,2
Nerylacetat 4,06 1,74 1,30 £ 0,01 0,1
Geranylacetat 3,03 2,59 +0,04 7.1
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»1abelle 4, wird fortgesetzt"

Geranylaceton 0,1
Bornylacetat 5,5
a-Terpinylformat 0,3
a-Terpinylacetat 11,7
Nerolidylpropionat 0,1
B-Terpinylacetat 0,20 + 0,00 1,7
B-Elemen 8,5 0,3
v-Elemen 0,12 + 0,00 3,4
trans-Caryophyllen 1,25 0,42 +0,01

a-Cadinol 0,1
B-Caryophyllenoxid 0,1
Geranial 0,43 0,3
Geraniol 4,31+1,43 4,0 0,3
(E)-Nerolidol 4,41 6,91 1,76 £ 0,03 17,5
(Z)-Nerolidol 0,2
Farnesol 1,63 4,28 5,14 + 0,02 8,0
Farnesal 0,9
Myristinsaure 3,69

Germacren D 0,7
0-Germacren 0,13+0,01

Squalen 6,77

Tetrapentacontane 15,2

Tetrateracontane 0,1
Dotriacontan 1,04

Tridecane 0,01
Nonadecan 0,02

Indol 0,45

Isopulegol 1,0
Docosane 0,1
Tetracosane 1,5
a-Phellandren 1,1

Camphre 0,2

Citronellol 3,4
p-Cymen-8-ol 0,1
Methyl-Eugenol 0,6

Die in Tabelle 5 zusammengefasste chemische Analyse veranschaulicht die

chemische Zusammensetzung von Nerolidl aus verschiedenen Regionen.



Tabelle 5 Zusammensetzung von Nerolidl aus verschiedenen Regionen, Spuren < 0,05. [28] [35]

Bioaktive Phytochemisches Profil [%] nach Region
Komponenten [28] [35]
Tunesien |Chania |Brasilien |Korsika|Roxani
a-Pinen 0,77 0,5 0,6 0,6 0,6
B-Pinen 9,21 8,5 11,1 9,4 10,1
a-Thujen 6,15
Monoterpen- a-Terpinen 0,72 0,06 0,07 0,07 0,07
v-Terpinen <0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Kohlenwasserstoffe | Terpinolen <0,1 0,3 0,4 0,4 0,3
Limonen 5,03 6,8 8,2 6,3 11,2
Sabinen <0,1 0,8 1,1 1,1 1,3
Camphen 1,93
a-Fenchen <0,1
a-Phellandren <0,1
B-Phellandren <0,1 0,2 0,2 0,2 0,2
(E)-B-Ocimen 0,11 0,7 0,7 0,7 0,5
p-Cymen <0,1
0-Cymen <0,1
Myrcen <0,1 1,8 1,8 1,8 1,5
Tricyclen <0,1
(Z2)-B-Ocimen 0,36 6,2 6,5 6,5 6,4
0 -3-Caren <0,1
Linalool 41,82 35,9 30,1 32,6 (30,5
Geraniol 2,46 3,3 3,3 3,4 2,9
a-Terpineol 1,26 4,8 4,7 5,3 4.4
cis-Linalooloxid 0,28 0,06 Spuren |0,1 0,1
Sauerstoffhaltige- Nerol 0,34 1,1 1,3 1,6 0,9
trans-Linalooloxid 0,17 0,2 0,2 0,1 0,2
Terpinen-4-ol 0,4 0,2 0,2 0,3 0,3
(Z£)-Sabinen Hydrat | <0,1
Monoterpene (E)-p-Menth-2-en-1- | 0,1
ol
cis-p-Menth-2-en-1- | <0,1
ol
1,8-Cineol <0,1
Geranial 0,28
Neral 4.8
Citronellal <0,1
a-Terpinyl acetat 2,57
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»1abelle 5, wird fortgesetzt"

Linalylacetat

11,4

12,5

14,3

9,8

Geranylacetat

2,7

2,9

3,8

Nerylacetat

1,5

1,5

1,8

1,4

Linalyl propionat

Citronellylacetat

Sesquiterpen-

Kohlenwasserstoffe

B-Caryophyllen

0,4

0,3

0,3

0,3

B-Elemen

Y-Elemen

Cubeben

0 -Elemen

a-Copaen

(E)-B-Farnesen

Spuren

Spuren

Spuren

0,06

a-Humulen

B-Bisabolen

Bicyclogermacren

(E,E)-a-Farnesen

Spuren

Spuren

Spuren

0-Cadinen

(E)-B-Bergamoten

Sauerstoffhaltige-

Sesquiterpene

(E)-Nerolidol

0,9

(E,Z2)-Farnesol

3,1

(E,Z)-Farnesylacetat

Caryophyllenoxid

Sonstige

Inhaltsstoffe

Anthranilsduremeth-
ylester

Jasmon

2-Phenyethylacetat

Indol

0,7

0,8

0,8

0,4

Hexylacetat

6-Methyl-5-hepten-
2-on

Nonal

alpha-p-
Dimethylstyren

Wie daraus ersichtlich ist, variierte die chemische Zusammensetzung von Nerolidl je

nach Herkunft erheblich. Die Ergebnisse von [28] zeigten, dass die sauerstoffhaltigen

Monoterpene, insbesondere Linalool und Linalylacetat, die Hauptbestandteile des

Ols bilden, gefolgt von den Monoterpen-Kohlenwasserstoffen. Dabei traten a-Thujen

(6,15 %) und B-Pinen (9,21 %) als die am haufigsten nachgewiesenen

Kohlenwasserstoff-Monoterpene auf.

In der Studie [35] untersuchten die Autoren die chemische Zusammensetzung von

Neroli, das aus Bitterorangenbliten von vier verschiedenen Herkunftsregionen
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gewonnen wurde, wobei die Bitterorangenbaume unter identischen Boden- und
Klimabedingungen sowie in derselben Anbauweise kultiviert wurden. Es lassen sich
Unterschiede in den Anteilen mehrerer Komponenten zwischen den Herklnften aus
Chania (Griechenland), Brasilien, Korsika (Frankreich) und Roxani (Griechenland)
erkennen: Nerolidl aus den Bitterorangenbaumen aus der Region Roxani hatte einen
hohen Gehalt an Limonen sowie an Sabinen, wahrend die Anteile an 3-Myrcen ,
Linalylacetat , a-Terpineol, Nerol , Geraniol und Indol niedrig waren. Das atherische
Ol Bitterorange aus Chania wies die geringsten Mengen an B-Pinen, Sabinen, (Z)-B-
Ocimen und Geranylacetat auf, wahrend Linalool (35,9 %) den hdchsten Anteil
darstellte. Das brasilianische Nerolidl zeichnete sich wiederum durch einen hohen
Gehalt an B-Pinen und Farnesol aus, jedoch war der Linalool-Gehalt mit 30,1 %
etwas niedriger. Im korsischen Nerolidl waren die Mengen an Linalylacetat, a-
Terpineol, Nerylacetat, Geranylacetat und Nerol im Vergleich zu den drei anderen
Regionen am hochsten. Diese Variabilitat in der chemischen Zusammensetzung von

Nerolidl kdnnte auf genotypische Unterschiede zurlckzufuhren sein.[35] (Tab.5)

Andere Studien aus verschiedenen Landern zeigten weitere bemerkenswerte
Unterschiede in der chemischen Zusammensetzung von Nerolidl: In der Studie [18]
(Tab. 6) identifizierten die Autoren bei der quantitativen Analyse von flunf Proben
agyptischer Nerolidle 86 potenziell aktive Komponenten, die zusammen ca. 99 % des
atherischen Ols ausmachten, wobei Linalool (43,7-53,3 %) und Limonen (7,9-11,9 %)
die dominierenden Bestandteile waren. Zusatzlich zu den in der Literatur bereits
erwahnten Molekilen konnten auch weitere Verbindungen identifiziert werden (siehe
Tab.6, durch * gekennzeichnet). In einer weiteren Studie [36] (Tab.6) bestatigten die
Autoren ebenfalls, dass Linalool mit einem Anteil von 30,0 % der am hdchsten
konzentrierte Bestandteil der chemischen Zusammensetzung von Nerolidl war,
gefolgt von Linalylacetat mit einem Anteil von 14,9 %. Mehrere zuvor aufgefuhrte
Nebenkomponenten wurden in dieser Studie nicht bestatigt, daftir jedoch das
Vorhandensein von drei neuen Molekullen (Eicosane, Tetracosane und Pentacosane),
die in Spuren vorlagen. In der Untersuchung [13] (Tab.6) wurde auch berichtet, dass
Linalool den Hauptanteil des Ols mit einem Anteil von 39,4 % ausmachte, jedoch
gefolgt von B-Pinen mit 13,3 % und Limonen mit 11,5 %, wahrend auch frans-
Linalooloxid mit 0,3 % detektiert wurde. In einer weiteren Studie [37] (Tab.6)
untersuchten die Autoren das &therische Ol der Bitterorangenbliten aus Algerien und
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fanden heraus, dass die Verbindungen mit den héchsten Konzentrationen bei der
chromatographischen Analyse Limonen (50,5 %), Linalool (9,9 %), (E)-B-Ocimen (7,8
%) und Sabinen (5,0 %) waren. Die Studie [38] (Tab.6) bestatigte, dass Linalylacetat
mit 42,8 % den Hauptbestandteil des Ols bildete, gefolgt von Linalool (27,4 %) und
Geranylacetat (10,2 %). Zudem wurde ein Anteil von 3,5 % Limonendioxid
festgestellt.

Bei der Studie [9] identifizierten die Autoren die chemische Zusammensetzung von
Neroli aus Bitterorangenbliten aus dem Iran (Fasa) und fanden neben den
Verbindungen Linalool, Linalylacetat und Limonen auch (E,Z)-2,6-Farnesol (2,1-9
%), (E)-Nerolidol (6,1-8,9 %), B-Pinen (5,8-8,7 %), (E)-B-Ocimen (3,7-7,9%) und
Geranylacetat (4,2-5,7%) in hohen Konzentrationen. Eine Gegenuberstellung der

Untersuchungen ist in Tabelle 6 abgebildet.

Eine weitere Arbeitsgruppe verglich die chemische Zusammensetzung von Nerolidl,
das aus zwei verschiedenen Regionen (Shiraz und Babol) im Iran stammte, und mit
zwei verschiedenen Extraktionsverfahren (UA-HS-SPME und HD) hergestellt wurde.
Die Anteile der einzelnen Komponenten in den verschiedenen C. aurantium-Proben
variierten hier ebenfalls. Beispielsweise wurden Kampfer und Borneol ausschlieflich
in der alteren Probe aus Shiraz nachgewiesen, wahrend Thymol nur in der Probe aus
Babol vorkam. Neo-allo-Ocimen, Plinol-D und Zingiberen wurden in allen Proben
mittels SPME-Methode identifiziert, jedoch in den durch Hydrodestillation
gewonnenen Proben nicht gefunden. Heptadecan, Tridecanal, Benzylbenzoat und

Tritetracontan wurden nur in den neuen Proben aus Shiraz entdeckt.[16]
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Tabelle 6 Variabilitdt der chemischen Zusammensetzung von Nerolidl [9] [13] [18] [36] [37] [38]

»1abelle 6, wird weiter fortgesetzt*

Phytochemi sches
Profil (%)
Autoren/Jahr der Publikation

Bioaktive Bonaccorsi | Makhoul | Ellouze | Acar | Benzaid | Mohagheg

Komponenten | et al., 2011 et al., etal., |etal,| etal, |hniapour et
[18] 2012 2014 2021 2021 al., 2022
[36] [13] [38] [37] []

a-Thujen 0,01-0,02 Spuren
a-Pinen 0,15-0,26 0,22 0,95 0,63 0,44-1,74
Camphen 0,01 Spuren 0,02
Sabinen 0,85-1,56 0,43 2,61 5,01 0,51-1,64
B-Pinen 1,89-3,70 6,09 13,26 3,00 5,76-8,06
6-Methyl-5- 0,02
hepten-2-on *
Myrcen 1,43-1,74 0,59 0,22 2,17 0,36-2,06
Citronellal 0,27
cis- 0,02
Dehydrolinaloolo
xid *
a-Phellandren 0,01-0,02
6-3-Caren 0,03-0,09 0,86
(E)-2- 0,01
Hexenylacetat
o-Terpinen 0,04-0,13
p-Cymen 0,06-0,13 0,2
Limonen 7,87-11,89 | 8,42 11,46 50,56 10,95-13,07
(2)- B-Ocimen 0,47-0,61 8,12 3,54 0,55-0,89
(E)- B-Ocimen 3,31-5,11 0,1 0,30 7,82 3,69-6,31
v-Terpinen 0,11-0,28 1,11 0,64 0,76
cis-Linalooloxid | 0,13-0,25 0,16 0,61 0,4-1,8
trans- 0,28 0,29-1,66
Linalooloxid
Terpinen-4-ol 0,44-0,79 0,11 1,06 0,32
Terpinolen 0,26-0,43 0,48
a-Terpineol 5,50-6,22 2,5 3,26 0,12 0,82-1,1
Linalool 43,69-53,33 | 29,99 39,43 27,41 | 9,89 18,95-22,07
4,8-Dimethyl- 0,03-0,05
1,3(E),7-
nonatrien
cis-p-Menth-2- 0,02-0,03
en-1-ol
trans- 0,01-0,10
Limonenoxid *
trans-p-Menth-2- | 0,01-0,03
enol *
p-Cymen-8-ol * 0,01-0,03
(2)-3- 0,01-0,02
Hexenylbutanoat
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»1abelle 6, wird fortgesetzt"

a-Terpineol 5,50-6,22 2,89

trans-Piperitol 0,01-0,02

Nerol 0,95-1,28 0,75 0,93 0,32-0,45
Neral 0,03 0,04 0,08

Carvon 0,01-0,03 0,36
Linalylacetat 2,19-14,57 | 14,94 4,48 42,77 | 1,61 25,42-31,42
Geraniol 3,83 1,53

trans-Myrtanol * | 0,01-0,02

Geranial 0,05-0,07 0,21 0,64 0,26

Bornylacetat * 0,01

Geranylformat * | 0,01-0,04

Methylgeranoat * | 0,01-0,02

Linalylpropanoat | 0,02

Bicycloelemen 0,01

B-Elemen 0,03-0,06

Methylanthranilat | 0,04-0,12

o-Terpinylacetat | 0,05-0,07

Citronellylacetat | 0,02

Nerylacetat 1,43-1,45 2,39 1,57 1,52 2,26-2,99
Geranylacetat 3,01-3,08 4,83 2,87 10,21 | 2,26 4,22-557
B-Elemen 0,09-0,18

(E)-Jasmon * 0,01-0,02

n-Tetradecan 0,01

cis- a- 0,01

Bergamoten *

Methyl N- 0,01-0,04 2,35

methylanthranilat

B-Caryophyllen 0,56-0,94 1,02 1,21 0,47-0,59
Perillylacetat 0,01

Aromadendren 0,01

Geranylaceton * | 0,03-0,04

(E)- B-Farnesen | 0,09-0,22

a-Humulen 0,06-0,11

9-epi- B- 0,01

Caryophyllen *

Geranylpropanoa | 0,01

t*

Germacren D 0,03-0,08

Bicyclogermacre | 0,05-0,16

n*

a-Muurolen 0,01-0,02

trans-Pinocarveol 0,73
v-Cadinen 0,01

(E,E)- a- 0,01-0,05

Farnesen
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»1abelle 6, wird weiter fortgesetzt*

v-Cadinen 0,01

B- 0,01

Sesquiphellandre

n *

(E,E)- a- 0,01-0,05

Farnesen

B-Cadinen 0,02-0,04

B- 0,01

Sesquiphellandre

n *

(E)-Nerolidol 1,15-2,35 4,86 4,44 6,11-7,45
Spathulenol * 0,03-0,05

Caryophyllenoxid | 0,02-0,04 0,26 0,45
Globulol * 0,01-0,02

Cadin-4-en-10-ol | 0,01-0,02

n-Tetradecanol * | 0,02-0,03

2,3- 0,01-0,04

Dihydrofarnesol *

B-Sinensal * 0,08-0,09

(E,Z)-2,6- 0,01-0,03 0,3-0,4
Farnesal*

(E,E)-2,6- 1,17-2,03 9,86 1,51

Farnesol

(E,E)-2,6- 0,02-0,04 0,92

Farnesal

(E,Z)-2,6- 2,15-7,48
Farnesol

a-Sinensal * 0,01-0,02

Farnesylacetat 0,02-0,04 0,27-1,37
Geranyllinalool * | 0,02-0,03

Eicosane 0,03

Tetracosane 0,09

Pentacosane 0,02

Indole 0,31-0,45
Tricosane 0,28-0,42
cis-Carveol * Spuren

trans-Carveol 0,38
Linalool-8- 0,80

monooxygenase

Limonendioxid 3,50

Indanedione 1,25
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Die Ergebnisse all dieser genannten Studien waren nicht immer vergleichbar. Die
frGheren Untersuchungen konnten nur eine begrenzte Anzahl an Molekdlen
nachweisen, was vermutlich auf die damals weniger effizienten Analysetechniken
zurtckzufihren ist. Mit der Zeit und der Weiterentwicklung dieser Techniken wurde
die chemische Zusammensetzung des atherischen Nerolidls zunehmend detaillierter
erforscht, und in verschiedenen Studien konnten kontinuierlich neue chemische
Molekule identifiziert und erfasst werden. Auch verschiedene Umweltfaktoren wie
Klima, Bodenbeschaffenheit, Sonneneinstrahlung, Reifephase und geografische
Lage sowie das Vorkommen verschiedener Chemotypen kénnen die chemische
Zusammensetzung der atherischen Ole beeinflussen [29]. Jene Studie [16], die
frische und getrocknete Bitterorangenbliten aus dem Iran (Shiraz) analysierte, zeigte
einen klaren Unterschied in der chemischen Zusammensetzung zwischen den
Proben. Dies deutet darauf hin, dass sich die Zusammensetzung der Bluten wahrend

des Trocknungsprozesses verandert.

In einer weiteren Untersuchung [13] wurde in der qualitativen Analyse festgestellt,
dass die organoleptischen Eigenschaften von Nerolidl sowie den zuriickgewonnenen
Olen durch das verwendete Destillationsverfahren beeinflusst werden. Ein
wesentlicher Unterschied besteht darin, dass das aus der Hexanextraktion des
Destillationswassers (= Absolue) gewonnene Ol reich an sauerstoffhaltigen
Verbindungen wie Linalool und Linalylacetat war und weniger der anderen
Terpenverbindungen enthielt als das traditionell gewonnene Nerolidl (Primardl). Diese
Inhaltsstoffe spielen vermutlich eine wichtige Rolle bei den charakteristischen
aromatischen Duftnoten beider Ole. Eine andere Studie zeigte ebenfalls, dass das
Hydrodestillationsverfahren im Vergleich zur Wasserdampfdestillation zu héheren
Linalool-Konzentrationen fuhrte [18]. Dies kdnnte darauf hinweisen, dass im
traditionellen Wasserdampfdestillationsverfahren die Destillationsparameter wie

Druck, Temperatur und Destillationszeit nicht genau reguliert werden konnen [13].
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2.2. Untersuchung der verschiedenen chemischen Gruppen von
Neroliol:

2.2.1. Monoterpene:

Die einfachsten Verbindungen in der Terpenreihe (aul3er den selten vorkommenden
Hemiterpenen) stellen die Monoterpene (C10) dar [39] . Aufgrund ihrer geringen
Molekilmasse zahlen sie zu den am starksten fllichtigen Terpenen [40] . Sie
entstehen durch ,Kopf-an-Schwanz“-Kondensation zweier aktiver Isopren-Einheiten

(C5, Abbildung 5) [41]. Isopentenylpyrophosphat (IPP) ist die ,aktive“ Form des
Isoprens [42].

Schwanz
CH;
CH
Hzﬁ -
Kopf

Abbildung 5 Isopren-Einheit [43]

Die Ausgangsverbindung fur die Biosynthese von Monoterpenen ist

Geranylpyrophosphat (GPP) (Tab. 7) [44] . Die Monoterpensynthasen bilden aus
GPP eine Vielfalt an Monoterpenen [45].
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Tabelle 7 Terpenbiosynthese mit Einteilung nach der Zahl der C-Atome [44]

Carbon Terpene Linear Isoprenoid Precursor Synthase ~ Domain
Atoms Prefix Class Architecture
5 hemi- — )%/\OPP‘_ )L/\DPP I af
dimethylallyl diphosphate isopentenyl diphosphate

(DMAPP) (IPP)
+IPP
10 mono- B X Xgpp af
geranyl diphosphate (GPP)
+IPP
15 sesqui- [~ X X X"oep “w a, 0o,
farnesyl diphosphate (FPP) ap, affy
+IPP
20 [ o X X R opp 1,1 0, ao,
- geranylgeranyl diphosphate (GGPP) afy
"
25 sester- QWVK‘A/[\\‘/\OPP [, o, o
geranylfarnesyl diphosphate (GFPP)
30 tri- N = X *- e Il By, apy
squalene

GPP, das als Ausgangsverbindung fur die Biosynthese von Monoterpenen dient,

entsteht durch eine ,Kopf-an-Schwanz“-Kondensation zwischen IPP und

Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP) katalysiert durch Prenyltransferase (Geranyl
Pyrophosphat Synthase (GPPS)) (Abb. 6). [46-48] Dabei gibt DMAPP seine

Pyrophosphatgruppe ab, wodurch ein allylisches Carbokation entsteht, das mit der

Methylengruppe des IPP reagiert. Dies flhrt zu einer Deprotonierung an C2 und zur
Bildung einer Doppelbindung [46] (Abb. 6).
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Abbildung 6 Biosynthese von Geranylpyrophosphat (GPP) [46]

Die Vorlaufer Molekile DMAPP und IPP entstehen Uber zwei unterschiedliche
Stoffwechselwege, den Mevalonat-Weg (MVA), der im Cytosol mit drei Acetyl-CoA
Molekulen stattfindet und den 2C-Methyl-D-Erythritol-4-Phosphat (MEP)-Weg, der
ausschlieBlich in Plastiden vorkommt und auch als 1- Deoxy-D-xylulose-5-phosphat-
(DXP) -Weg bekannt ist [42] [47] (Abb. 7). Uber den MEP-Weg werden die Isopren-
Vorlaufer DMAPP und IPP flr Monoterpene synthetisiert, wahrend die Vorlaufer far

Sesquiterpene werden Uber den MVA- Weg gebildet werden [49] [50] [9].
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Abbildung 7 Biosynthese von Isoprenoiden-Vorstufen (IPP und DMAPP) [47]

Monoterpene kénnen cyclisch (monocyclisch, bicyclisch) oder acyclisch sein [39]
FUr die Biosynthese von cyclische Monoterpenen ist ein Isomer des GPP, wie

beispielsweise Linalylpyrophosphat (LPP) erforderlich, da mittels der trans-2,3-
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Doppelbindung von GPP keine direkte Zyklisierung moglich ist [42]. Alle cyclische

Monoterpene entstehen durch die Isomerisierung von GPP zum tertiaren, allylischen

Isomer LPP, gefolgt von der enzymatischen Zyklisierung von LPP (Abb. 8) [45] [42].
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OPP OH
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Abbildung 8 Biosynthesewege der Monoterpene [45]

Durch Isomerisierung und Zyklisierung entsteht das a-Terpinyl-Kation, welches als

Ausgangsverbindung fir die Bildung aller zyklischen Monoterpene gilt (Abb.9) [49]
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Abbildung 9 Mechanismus der Biosynthese zyklischer Monoterpene ausgehend vom Geranylpyrophosphat
(GPP) [49]

FUr die Biosynthese von acyclischen Monoterpenen sind verschiedene Isomere des
GPP als Ausgangsverbindungen beteiligt (Abb. 10) (Abb. 11) [46].
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Abbildung 10 Vorlaufer Strukturen der Monoterpene [46]

Zu den acyclischen Monoterpenen gehoren unter anderem Linalool, Geraniol, Nerol
und Myrcen. Geraniol und Nerol werden direkt aus GPP durch Hydrolyse gebildet.
Eine enzymatische Oxidation dieser beiden acyclischen Monoterpen-Alkohole fuhrt

zur Bildung der acyclischen Monoterpen-Aldehyde Geranial und Neral [46] (Abb. 11).
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Abbildung 11 Mechanismus der Biosynthese von acyclische Monoterpenen [46]
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2.2.2. Sesquiterpene:

Wie die Monoterpene zahlen sie auch zu den fluchtigen Terpenen [39] . Sie
entstehen aus Farnesylpyrophosphat (FPP), das durch eine Kopf-zu-Schwanz-
Kondensation von GPP und IPP gebildet wird, wodurch ein C15-Kohlenstoffgerust
entsteht (C15H24). [51] [41] Die Isomerisierung von (Z,Z)- in (E,E)-
Farnesylpyrophosphat und die lonisierung am zweiten Kohlenstoffatom des
Farnesylpyrophosphats fuhren zur Bildung von Farnesyl-Kation und Nerolidyl-Kation.
Reduktions-, Oxidations- und Zyklisierungsreaktionen dieser Kationen fluhren zur

Bildung einer Vielzahl von acyclischen und cyclischen Sesquiterpenen (Abb. 12) [52]
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Abbildung 12 Allgemeiner Ablauf der Biosynthese von Sesquiterpenen [52]
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2.2.3. Wichtige Inhaltsstoffe im Neroliol:

> Aromatische stickstoffhaltige-Verbindungen:

0 H
NH, /
Anthranilsauremethylester [39] Indol [53]

Diese beiden Verbindungen stellen potenziell wichtige sensorische, florale Duftstoffe
der Bitterorangenbluten dar [54] [11].

» Acyclische Monoterpen-Kohlenwasserstoffe [39]: z. B.

¢ d

Myrcen Ocimen

» Monocyclische Monoterpene [39]: z. B.

EEE:

a-Terpinen  Y-Terpinen Terpinolen (-)-Limonen p-Cymen

» Bicyclische Monoterpene [39]: z. B.
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» Verbindungen, die aus dem Abbau von Fettsauren entstehen [39]: z. B.

H — HO ~
VT Y 0

Hoﬁv ° \\0" — J\o'/\/\/’\

cis-Linalooloxid trans-Linalooloxid Hexylacetat [55]

» Andere Verbindungen [18]:

O R
I
= |
"
07~
Jasmon 2-Phenylethylacetat

2.3. Verfalschungsproblematik:

Die Gewinnung von Neroliol erfordert etwa 850 kg Bluten, um einen Liter atherisches
Ol zu produzieren, da die Ausbeute lediglich 0,08 % bis 0,20 % betragt [24]. Diese
geringe Effizienz fuhrt zu einem hohen Preis von 1200 € bis 3000 € pro Kilogramm,
wodurch einige verfalschte Nerolidle auf dem Markt zu finden sind. Das Mischen von
Petitgraindl ist eine bekannte Methode zur Verfalschung, da es ahnliche Duft- und
Inhaltsstoffe wie Nerolidl enthalt und, es aus den Blattern und Zweigen desselben
Baumes stammt [24]. Petitgraindl enthalt bis zu 60 Prozent Linalylacetat, wahrend
Bitterorangenblitendl nur 3 bis 16 Prozent aufweist. Ein typischer Inhaltsstoff des

Bitterorangenblitendls, (E)- (+) -Nerolidol, kommt im Petitgraindl hingegen nur in
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Spuren vor. Aus diesem Grund hat sich Nerolidol als verlasslicher Marker zur

Uberpriifung der Herkunft von Neroliél etabliert [25].

Es ist schwierig, Verfalschungen nachzuweisen, da die meisten verwendeten
Bestandteile genuine Bestandteile des Bitterorangenblitendls sind [26]. Mischungen,
die groRere Mengen an Petitgraindl enthalten, sind auf achiralen Saulen relativ gut
erkennbar, wahrend kleinere Konzentrationen nur schwer erkennbar sind. Eine
chirale Trennung der Inhaltsstoffe bringt hier keinen Vorteil, da auch im Petitgraindl
sowohl (R)-Linalool als auch (R)-Linalylacetat dominieren. Darlber hinaus werden
Linalool und Linalylacetat oft als Einzelkomponenten beigemischt. Solche
Verfalschungen, die in der Praxis haufig existieren, sind mit den derzeitigen
Methoden des Europaischen Arzneibuchs (EuAB) praktisch kaum nachweisbar. Ein
Ausschluss kann nur erfolgen, wenn der Linalool-Gehalt den Grenzwert von 42 %
und der Linalylacetat-Gehalt den Grenzwert von 16 % laut Europaischem Arzneibuch
(EuAB) Ubersteigt. Die Analyse von Enantiomeren-verhaltnissen liefert ebenfalls nur
begrenzte Hinweise, da das urspringlich in der Blite vorhandene (R) (-)-Linalool bei
der Wasserdampfdestillation teilweise racemisiert, sodass im echten
Bitterorangenblitendl bis zu 30 % des S-Enantiomers nachgewiesen werden kdnnen.
[26] Aus diesem Grund kdnnen die Reinheitskriterien nur einen Mindestanteil von 70
Prozent des R-Enantiomers vorschreiben. Die Reinheit von (R)-Linalylacetat liegt
zudem bei 95 %. Allerdings ist die parallele Trennung der Enantiomere von Linalool
und Linalylacetat zeitaufwendig. Um die Analysezeit zu verklrzen, wurde die Analyse
der Linalylacetat-Enantiomere ausgelassen, da unerlaubte Zusatze haufig schon

durch einen erhdhten Gesamtgehalt an Linalylacetat erkennbar sind.[26]
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3. Biologische Wirkungen des atherischen Neroliols

Basierend auf einer umfassenden Literaturtibersicht wurden die beschriebenen
biologischen Aktivitaten des atherischen Nerolidls in Tabelle 8 zusammengefasst [8].

Die wichtigsten werden nachstehend diskutiert.

Tabelle 8 Biologische Aktivitdten von Nerolidl [8]

Biologische Aktivitat

Beruhigend, entspannend
Anxiolytisch, antidepressiv, sedativ
Antikonvulsiv, antiepileptisch

Schmerzlindernde Effekte auf zentraler und peripherer Ebene
Entziindungshemmend

Linderung menopausaler Beschwerden

Linderung pramenstrueller Symptome (PMS)

Aphrodisiakum

Vasodilatatorisch und Relaxation der glatten Muskulatur
Blutdrucksenkend

Antioxidativ

Antibakteriell, Antimykotisch

Neuroprotektiv, antiamnestisch

3.1. Anxiolytische Wirkung:

Eine randomisierte, kontrollierte Studie evaluierte die Wirksamkeit der
Aromatherapie durch Inhalation mittels Dampfdiffusion mit atherischem
Nerolidl zur Linderung von Angstzustanden und wahrgenommenem Schmerz
bei 88 Frauen wahrend der Geburt. Die Ergebnisse der Studie zeigten
deutlich, dass Probandinnen, die einer Aromatherapie unterzogen wurden, in
allen Phasen der Geburt sowohl eine signifikant reduzierte Schmerzintensitat
(Abb. 13) als auch geringere Angstauspragungen (Abb. 14) im Vergleich zu

der Kontrollgruppe aufwiesen.[56]
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Abbildung 13 Veranderungen der Schmerzintensitatswerte wahrend der Geburtsphasen in der
Experimental- (Neroliél) und Kontrollgruppe [56]

10

7.89

s —s—Experimental group

Anxiety

=s—Control group

Latent phase Early active phase Late active phase

Abbildung 14 Veranderungen der Angstbewertung wahrend der Geburtsphasen in der Experimental-
(Nerolidl) und Kontrollgruppe [56]

Eine andere Studie [57] untersuchte die anxiolytischen Effekte der Neroli-

Aromatherapie im Vergleich zu Xanax® (Alprazolam) bei der Behandlung von
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Angstzustanden in einem Tiermodell (Gerbils). Die Tiere wurden einer
Inhalationstherapie mit Neroli unterzogen und das Angstniveau wurde anhand von
erzwungenen Schwimmtests und Bewertungsmuster ermittelt. Die Daten dieser
Studie zeigten deutlich, dass die Schwimmdauer in der Neroli-Gruppe und den
Xanax®-Behandlungsgruppen signifikant langer war (um 65 % bis 91 %) im
Vergleich zur Kontrollgruppe, was auf eine angstlindernde Wirkung hinweist. Zudem
verbrachten die Tiere in den behandelten Gruppen mehr Zeit in den peripheren
Bereichen, was ebenfalls als Indikator fur eine reduzierte Angst angesehen wird.
Diese Studie ergab, dass beide Behandlungen, Neroli und Xanax®, anxiolytische
Effekte zeigten, jedoch blieben die genauen Mechanismen dieser Reaktionen unklar.
[57]

Eine weitere randomisierte, doppelblinde Studie [58] untersuchte die anxiolytische
Wirkung der Bluten von C. aurantium auf praoperative Angstzustande bei Patienten,
die sich einer geplanten, kleineren chirurgischen Intervention unterziehen sollten.
Dabei wurden die Angstwerte vor der Operation mit dem State Trait Anxiety Inventory
(STAI) und der Amsterdam Preoperative Anxiety and Information Scale (APAIS)
gemessen. Herzfrequenz und Blutdruck wurden ebenfalls erfasst. Die Ergebnisse der
Studie zeigten, dass die Patienten in der C. aurantium Bliten Destillat-Gruppe-
(CABJd) signifikant geringere Angstniveaus aufwiesen, gemessen sowohl an der
STAI- als auch an der APAIS-Skala, verglichen mit der Placebo-Gruppe. Im
Gegensatz dazu zeigte die Placebo-Gruppe keine Veranderung der Angstwerte.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass CABd eine signifikante anxiolytische

Wirkung hat, die praoperative Angstzustande scheinbar verringern kann [58].

In einer anderen Studie wurde das Verhalten von Mausen hinsichtlich Angst,
Aggressivitat und sozialer Interaktionen nach der Inhalation von Linalool, einem der
Hauptbestandteile des Nerolidls, untersucht. [59] In Abbildung 15 werden die
Auswirkungen von Linalool auf das aggressive Verhalten von Mausen
veranschaulicht. Eine ANOVA-Analyse ergab signifikante Effekte der Behandlung
hinsichtlich der Latenz bis zum ersten Angriff, der Anzahl der Angriffe sowie der
Gesamtdauer der Angriffe (F (4,31) =21,4,p <0,01, F (4,31) =5,01,p< 0,01 und F
(4,31) = 6,8, p <0,01). Sowohl Diazepam (1 mg/kg) als auch 3 % Linalool fuhrten zu
einer signifikanten Verlangerung der Latenz bis zum ersten Angriff (p < 0,05,
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Abbildung 15A) und einer signifikanten Reduktion der Anzahl (p < 0,05, Abbildung
15B) sowie der Gesamtdauer (p < 0,05, Abbildung 15C) der Angriffe [59]. Die Daten
wurden mittels ANOVA analysiert, gefolgt vom Duncans Post Hoc Test [59].
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Abbildung 15 Einfluss von Linalool auf aggressives Verhalten. A) Latenz bis zum ersten Angriff. B)
Haufigkeit der Angriffe. C) Gesamtdauer der Angriffe. Weile Saulen reprasentieren Gruppen, die
intraperitoneal behandelt wurden und dunkle Saulen reprasentieren Inhalationsbehandlungen. [59]

Wie in Abbildung 16 dargestellt, zeigen diese Untersuchungen, dass Linalool (3 %,
jedoch nicht 1 %) bei Mausen eine angstldsende Wirkung entfaltete. Im Hell/Dunkel-

Test fihrte 3 % Linalool zu einer erhohten Verweildauer in der beleuchteten Zone,
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was jedoch nicht auf eine Veranderung der Fortbewegung zurlickzufiihren war, da
keine Unterschiede in der Anzahl der Uberquerungen festgestellt wurden (Abb.16).
Bemerkenswert ist, dass die angstlosende Wirkung von inhaliertem Linalool in diesen

Mausmodellen derjenigen von Diazepam ahnlich war [59].
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Abbildung 16 Einfluss von Linalool im Licht/Dunkel-Test. A) Verbrachte Zeit in der beleuchteten Zone.
B) Anzahl der Ubertritte [59]

Die anxiolytischen Effekte, die im Licht/Dunkel-Test beobachtet wurden, wurden
durch die Ergebnisse zu aggressivem Verhalten und sozialer Interaktion bestatigt, die
mit jenen von anxiolytischen Substanzen tbereinstimmen [60]. Da NMDA.-
Rezeptorantagonisten wie Dizocilpine und Phencyclidin die soziale Interaktion bei
Nagetieren verringerten [61] [62] , konnte das Fehlen von Effekten bei 3 % Linalool
im sozialen Interaktionstest auf seine Wirkung als NMDA-Rezeptorantagonist

hinweisen [63].
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3.2. Antimikrobielle und antifungale Wirkung:

Alle Teile der Pflanze C. aurantium enthalten &therische Ole, denen verschiedene
pharmakologische Wirkungen zugeschrieben werden. Eine Studie untersuchte die
antimikrobiellen Eigenschaften der dtherischen Ole, die durch
Wasserdampfdestillation aus den Schalen, Blattern und Bliten von C. aurantium
extrahiert wurden. Dabei wurde die antimikrobielle Wirkung sowohl gegen drei Gram-
positive Bakterien (Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus und Methicillin
resistentes (MR) S. aureus) als auch gegen flinf Gram-negative Bakterien
(Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae und ein cefotaximresistenter (CR) Stamm von K. pneumoniae) sowie
gegen Candida albicans untersucht. Die antimikrobielle in-vitro Aktivitat gegen die
untersuchten Mikroorganismen wurde mit dem Plattendiffusionstest bestimmt, wobei
die Wirkung in Gegenwart von Ampicillin und Nalidixinsaure als positive
Referenzstandards, anhand der Bildung der Hemmzonen auf den Agarplatten
quantitativ gemessen wurde. Nach den in Tabelle 10 dargestellten Ergebnissen
zeigte Neroli die starkste antibakterielle Aktivitat, mit Hemmzonen von 9 bis 23 mm.
Neroli zeigte eine hdhere antibakterielle Wirkung als Ampicillin gegen S. aureus mit
Hemm-Zonen von 22 mm gegenuber 20 mm. Aul3erdem hatten Neroli und Nystatin
vergleichbare Hemmzonen gegen C. albicans [11]. Da die antimikrobielle Aktivitat
des &therischen Ols mit seiner Dosis zunimmt, wird die minimale Hemmkonzentration
(MHK) fir jedes atherische Ol bestimmt, die notwendig ist, um das mikrobielle
Wachstum nach der Inkubation vollstandig zu hemmen [11]. Die folgenden MHK-
Daten ergaben, dass Neroli im Vergleich zu den anderen getesteten atherischen
Olen die mit 75 pg /mL niedrigste Hemm-konzentration fiir die meisten betrachteten
Stamme hatte (Tab.9). Daruber hinaus wurde eine hemmende Wirkung gegen P,
aeruginosa festgestellt, obwohl dieses Bakterium eine auldere Membran besitzt, die
ihm eine natlrliche Resistenz gegenuber einer Vielzahl von antimikrobiellen
Substanzen verleiht (Tab.9) (Tab.10) [11].
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Tabelle 9 MHK (ug /mL ) der &therischen Ole von Citrus aurantium [11]

Mikroorganismen Bliiten (AQ) Blatter (AO) Schalen (AQ)
Staphylococcus 75 500 -
aureus (MR)

Staphylococcus <75 500 -
aureus

Salmonella 75 250 -
typhimurium

Listeria 500 75 -
monocytogenes

Escherichia coli 75 250 -
Pseudomonas 75 - -
aeruginosa

Klebsiella 75 - -
pneumoniae (CR)

Klebsiella 75 75 500
pneumoniae

Candida albicans 75 250 250

Tabelle 10 Antimikrobielle Aktivitat (Hemm-Zonen Durchmesser in mm) der atherischen Ole von Citrus
aurantium [11]

Proben Gram(+)-Bakterien Gram(-)-Bakterien Hefepilz
L. S. S. E.coli |P S. K. K. C. albicans
monocyt | aureus aureus aerugi | typhi | pneu | pneu
ogenes (MR) nosa muri | moni | moni
um ae ae
(CR)
Bllten 9 22 9 9 9 8 23 12,5 25
AO | Blatter 8 8 8 9 - 8 23 - 23
Schalen 7,5 7,5 7,5 - - -- 8 -- 8
Ref. | Ampicillin | 31 20 15
Nalidixins 30 19 17 28 18
dure
Nystatin 25

-- keine Hemmzone nachgewiesen; Ref. = Referenz

Eine weitere Studie [64] bestatigte ebenfalls diese Ergebnisse, da auch hier eine
antimikrobielle Wirkung von Neroli nachgewiesen wurde. In dieser Analyse wurde die
in-vitro antimikrobielle Aktivitat von Nerolidl gegen drei Gram-positive (S. aureus,
Bacillus subtilis und L. monocytogenes) sowie drei Gram-negative (E. coli, P.

aeruginosa und K. pneumoniae) Bakterien und zwei Hefestamme (Saccharomyces
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cerevisiae und C. albicans) mithilfe der Agardiffusionsmethode getestet [62]. In den

Tabellen 11 und 12 ist deutlich zu sehen, dass das Nerolidl gegen alle getesteten

Mikroorganismen eine signifikante antimikrobielle Aktivitat aufwies [64]. Ein

Unterschied zur zuvor diskutierten Studie [11] besteht jedoch darin, dass bei S.

aureus keine Hemmzone beobachtet wurde (Tab 11) [64]. Zusatzlich wurde die

antifungale Aktivitat von Nerolidl gegen drei Pilzarten untersucht. Dabei zeigte

Nerolidl eine starkere antifungale Wirkung als das Standardantibiotikum Nystatin. Die

Hemmzonen von Nerolidl waren signifikant groRer, mit 27 mm im Vergleich zu 24 mm

fur Aspergillus parasiticus, 35 mm im Vergleich zu 31 mm flr Mucor ramannianus

und 35 mm im Vergleich zu 31 mm fur Fusarium culmorum (Tab. 12) [64].

Tabelle 11 Antibakterielle Aktivitat von Neroliol [64]

Proben B.subtilis | E.coli | K.pneumoniae | L.monocytogenes | P.aerugenosa | S.aureus
[mm] [mm] | [mm] [mm] [mm] [mm]

Neroliol 12 18 11 16 19 ---
Ampicillin 54 --- --- 31 - 20
(Referenz)
Nalidixinsdure -—- 30 28 --- 19 ---
(Referenz)

--- keine Hemmzone nachgewiesen

Tabelle 12 Antifungale Aktivitat von Neroliol [64]
Proben A.parasiticus | C.albicans | F.culmorum | M. ramannianus S.cerevisiae

[mm] [mm] [mm] [mm] [mm]

Nerolidl 27 22 35 35 20
Nystatin 24 25 31 31 29
(Referenz)

Die antimikrobielle Wirksamkeit von Neroliol ist vermutlich auf die enthaltenen

sauerstoffhaltigen Monoterpene zuruckzufuhren, die laut [65] eine ausgepragte

antimikrobielle Wirkung zeigen. Hingegen haben Kohlenwasserstoffderivate

scheinbar nur schwache antimikrobielle Aktivitat, da ihre begrenzte Wasserloslichkeit

ihre Verbreitung im Medium einschrankt [66]. Fruhere Studien deuten darauf hin,

dass die gesteigerte antimikrobielle Aktivitat von atherischen Olen auf

sauerstoffhaltige Monoterpene, in erster Linie auf phenolische Verbindungen,

zurtckzufihren ist [67-69].
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3.3. Antioxidative Wirkung:

Die antioxidative Wirkung von Nerolidl wurde mithilfe des ABTS-Assays, bei dem die
Radikalfangeraktivitat des Nerolidls gegenuber dem ABTS-Radikal-Kation (2,2'-
Azino-di(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsaure)) gemessen wurde, untersucht [64].
Hierzu wurde eine verdiinnte Methanol-Lésung des &therischen Ols (100 ul) mit 900
pl einer frischen ABTS-L6sung gemischt. Sechs Minuten nach der Mischung wurde
die Absorption gemessen und als A-sample erfasst [64]. Die antioxidative Aktivitat der
atherischen Ole wurde durch den IC50-Wert [mg/L] quantifiziert, welcher die
Konzentration des Testmaterials angibt, die notwendig ist, um die
Anfangskonzentration des ABTS-Radikals um 50 % zu reduzieren [64]. Wie in
Tabelle 13 dargestellt, zeigte sich eine mafRige antioxidative Aktivitat, die das ABTS-
Radikal-Kation vermindert (IC50 von 672 + 4 mg/L) [64].

Tabelle 13 Die Radikalfangerfahigkeit des Neroli-Ols [64]

Probe IC50-wert [mg/L]
Neroliol 672,0 4,0
Vitamin C als Referenzlésung 1,9 +0,1

Standardabweichung uberschreitet nicht 5%

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS, ,reactive Oxygen species®), auch als
Sauerstoffradikale bekannt, sind reaktive Verbindungen, die aus molekularem
Sauerstoff entstehen kdnnen . Dazu zahlt unter anderem Singulett-Sauerstoff

('02), eine besonders energiereiche und damit instabile Form von Sauerstoff [70].
Aufgrund ihrer hohen Reaktivitat konnen ROS oxidative Schaden an zellularen
Makromolekilen verursachen. 'Oz greift Zellen an und verursacht pathologische
Prozesse wie Hyperoxidation, Zellschadigung, eine Verringerung der antioxidativen
Aktivitat und lichtbedingte Hautschaden [71] . Durch biologische Radikalfanger in
Pflanzen kénnen diese aggressiven Sauerstoffverbindungen abgefangen und so
deren schadliche Wirkung abgeschwacht werden.

In einer Studie wurde die antioxidative Wirkung von 12&therischen Olen anhand ihrer
Radikalfangeraktivitat beurteilt [71]. Der '02 wurde mittels einer
Photosensibilisierungsreaktion erzeugt. Die Abfangkapazitat der therischen Ole
wurde indirekt durch Messung des Radikalpeaks mithilfe der Elektronenspinresonanz

(ESR) ermittelt. Die Untersuchungsergebnisse zeigten, dass Nerolidl bei allen

46




getesteten Konzentrationen von 0,1 bis 2 % eine vollstandige Aktivitdt zum Abfangen
vom 'Oz aufwies (Abb. 17 E) [71] .

Da Limonen und Linalool die wichtigsten Bestandteile der zwodlf in der Studie
untersuchten Rutaceae-atherischen Ole waren, wurde die Radikalfangeraktivitat
gegentiber 02 auch fiir diese beiden Monoterpene gepruft. Zwei Methoden wurden
zur Gewinnung atherischer Ole verwendet: die Expression durch Pressung
(Perikarpen) und die Wasserdampfdestillation (Bllten, Blatter und Perikarpen). Die
Ergebnisse dieser Messungen sind in Abbildung 18 veranschaulicht, wobei Maltol als
positiver Kontrollstoff verwendet wurde [71]. Bei den getesteten Konzentrationen von
0,1 bis 2 % zeigte Limonen keine Radikalfangeraktivitat, die jedoch in Kombination
mit 0,1 % Linalool signifikant anstieg. Linalool alleine hingegen konnte den Singulett-
Sauerstoff bei allen Konzentrationen zwischen 0,1 und 2 % vollstandig abfangen
(Abb. 18A). Die Studienergebnisse deuten darauf hin, dass &therische Ole wie Neroli,
die durch Wasserdampfdestillation gewonnen werden und eine hohe
Radikalfangeraktivitat gegentber Singulett-Sauerstoff aufweisen, einen geringeren
Limonengehalt enthalten. Im Gegensatz dazu enthalten &therische Ole, die durch
Kaltpressung hergestellt werden und die Produktion von Singulett-Sauerstoff fordern,
einen hoheren Gehalt an Limonen und niedrigere Anteile an Linalool [71].
Bezugnehmend auf die Ergebnisse der Studie konnten Limonen und Linalool die
Hauptverbindungen sein, die fur eine Steigerung beziehungsweise das Abfangen von
Singulett-Sauerstoff verantwortlich sind. Daruber hinaus scheint es auch moglich,
dass atherische Ole, welche die Produktion von Singulett-Sauerstoff steigern und
eine héhere Zytotoxizitat aufweisen, einen hohen Limonengehalt aufweisen. Aus
diesem Grund ist bei der Anwendung von gemischten atherischen Olen eine

sorgfaltige BerUcksichtigung ihrer potenziellen Auswirkungen erforderlich. [71]
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Abbildung 17 Radikalfangeraktivitat von atherischen Olen gegeniiber'O,
A: Bergamot (E), B: Grapefruit (E), C: Limette (E), D: Yuzu (E), E: Neroli(SD)**, F: Petitgrain (SD), G:

Limette (SD), H: Yuzu (SD). *E: Expression Method (Kaltpressung) **SD: Steam Distillation method

[71]
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Abbildung 18 A) Radikalfangeraktivitat von Singulett-Sauerstoff fur Limonen und Linalool. Die
Radikalfangeraktivitat von negativen Prozentwerten bedeudet die Produktion von Singulett-Sauerstoff.
B) Radikalfangeraktivitat von Singulett-Sauerstoff fir Linalool und Maltol [71]

3.4. Entzindungshemmende, antiangiogene Wirkung bei Endometriose:

Endometriose ist eine komplexe Erkrankung, die vorwiegend Frauen im gebarfahigen
Alter betrifft und haufig mit chronischen Beckenschmerzen und Unfruchtbarkeit
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assoziiert ist [72]. Proinflammatorische Zytokine wie Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-
a), Interleukin 6 (IL-6) und Interleukin 8 (IL-8) spielen eine entscheidende Rolle bei
der Entstehung und dem Fortschreiten von endometriotischen Lasionen, wobei die
Vaskularisierung im Vordergrund steht. AuRerdem foérdert oxidativer Stress die
Produktion entztindlicher Mediatoren in den endometriotischen Lasionen, wodurch er
die Adhasionsprozesse verstarkt, die mit Schmerzen und Unfruchtbarkeit in

Zusammenhang stehen [72].

Eine einzelne Studie untersuchte die anti-inflammatorischen, antioxidativen,
antiangiogenetischen und gewebsumbaubehindernden Effekte von Nerolidl an einem
Endometriose-Rattenmodell und evaluierte diese Effekte durch biochemische
Messungen und histopathologische Untersuchungen. [72] In der Studie wurden
Ratten mittels Vaginalabstrichen auf die Ostrusphase Uberprift, um eine einheitliche
Ausgangsbasis zu gewahrleisten. Als Modell fir die Endometriose wurde die
intraperitoneale Transplantation von Gewebe gewabhlt, da sie fur pathologische und
immunologische Untersuchungen geeignet ist. Die Ratten wurden in vier Gruppen
unterteilt: eine Kontrollgruppe (keine Behandlung), eine Endometriose-Modellgruppe,
eine Sham-Gruppe (mit Nerolidl-Injektion) und eine Endometriose-Modellgruppe mit
anschliel3ender Nerolidl Injektion [72]. Die histopathologische Untersuchung ergab,
dass die Kontrollgruppe keine Endometriose-Lasionen oder Entziindungszeichen
aufwies. In der Endometriose-Modellgruppe wurden Endometriose-Lasionen, Corpus
albicans und Follikelzysten festgestellt, begleitet von mafigen Blutungen und
Entzindungen. In der mit 40 mg/kg Nerolidl behandelten Gruppe wurden keine
Endometriose-Lasionen oder andere krankhafte Veranderungen beobachtet. In der
Gruppe, die nach der Endometriose-Modellierung mit 40 mg/kg Neroliél behandelt
wurde, traten Corpus albicans und Follikelzysten auf, ebenso wie moderate bis
schwere Entztiindungen. Zudem wurden bei einem Tier Verkalkungen festgestellt, die
in den anderen Gruppen nicht zu sehen waren. [72]

Wie in Abbildung 19 dargestellt, traten deutliche Unterschiede in den
proinflammatorischen Zytokinen und antioxidativen Enzymen zwischen den
getesteten Gruppen auf. Die Vascular Endothelial Growth Factor-Werte (VEGF)
waren in der Endometriose-Gruppe signifikant erhéht, wahrend sie in der mit Nerolidl
behandelten Endometriose-Modellgruppe signifikant reduziert waren. Die TNF-a-
Serumspiegel waren ebenso in der Endometriose-Gruppe im Vergleich zu den

Kontroll- und Sham-Gruppen signifikant erhdht. Die Serumspiegel von IL-10 waren in
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der Endometriose-Gruppe deutlich erhéht im Vergleich zur Kontrollgruppe, wahrend
keine signifikanten Unterschiede in den IL-8-Werten zwischen den Gruppen
festgestellt wurden. [72]

In der Endometriose-Gruppe wurde zudem ein deutlich niedrigerer SOD-Wert
(Superoxide Dismutase) im Vergleich zur Kontrollgruppe und der mit Neroli-Ol
behandelten Gruppe festgestellt. Die Katalase-Werte (CAT) waren in allen Gruppen
im Vergleich zur Endometriose-Gruppe deutlich hdher. Die Konzentration der Matrix-
Metalloproteinase-1 (MMP-1) betrug in der Endometriose-Gruppe 1,90 ng/mL und in
der mit NO behandelten Gruppe 1,34 ng/mL, was eine statistisch signifikante
Reduktion ergab. Die Stickstoffmonoxid-Spiegel zeigten einen signifikanten Anstieg
in der Endometriose-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe, wahrend in der mit
Neroliol behandelten Endometriose-Gruppe eine signifikante Reduktion festgestellt
wurde [72]. Die entziindlichen Signalwege der Endometriose werden auch
mafgeblich durch Myeloperoxidase (MPO) in der Follikelflissigkeit sowie durch die
Spiegel des Anti-Muller-Hormons (AMH) im Serum beeinflusst. Ein signifikanter
Ruckgang beim AMH-Wert wurde in der Endometriose-Gruppe im Vergleich zur
Kontroll-, Sham- und mit Nerolidl behandelten Endometriose-Gruppe beobachtet. Die
MPO-Werte waren in der Endometriose-Gruppe wesentlich héher als in allen
anderen Gruppen [72].

Insgesamt deuten die Ergebnisse der Studie darauf hin, dass die mit Nerolidl
behandelten Gruppen eine signifikante Abnahme der Entziindungs- und
Kongestionswerte aufwiesen. Histopathologische Untersuchungen belegten eine
geringere Entzindungsaktivitat sowie weniger ausgepragte Hinweise auf strukturelle

Gewebeveranderungen in endometriotischen Lasionen [72].
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Abbildung 19 Biochemische Ergebnisse mit Mittelwerten und Standardabweichung (SD) der vier
Gruppen flr biochemische Parameter. p<0,05, *p<0,01, **p<0,001, ***p<0,0001 [72]
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3.5. Linderung von Wechseljahresbeschwerden bei postmenopausalen Frauen:

In einer doppelt verblindeten, randomisierten Kontrollstudie [73] wurde untersucht,
wie sich die Inhalation unterschiedlicher Nerolidl-Konzentrationen auf Menopause-
Symptome, Stress und Ostrogenspiegel bei gesunden Frauen in der Postmenopause
auswirkt. Dabei wurden 81 gesunden, postmenopausalen Frauen aus Sitdkorea
untersucht. Die Teilnehmerinnen mussten unter 65 Jahre alt sein, in den letzten
sechs Wochen keine Hormon- oder Aromatherapie erhalten haben, frei von
psychiatrischen Erkrankungen und der Einnahme von Medikamenten gegen Angst
oder Depression sein, keine Geruchsstérungen aufweisen und keine Allergien gegen
Aromatherapie haben. Das Nerolidl wurde in geruchlosem Mandeldl bei
Konzentrationen von 0,1% und 0,5% (v/v) gelost. Die Teilnehmerinnen wurden
zufallig einer von drei Gruppen zugewiesen: 0,1% Nerolidl, 0,5% Nerolidl oder
Mandeldl (Kontrollgruppe). Jede erhielt 10 Flaschchen (1 mL) mit Nerolidl in
Mandel6l oder nur Mandelél. Die Teilnehmerinnen sollten das Ol auf ein Duftpad
traufeln, es 30 cm vor sich platzieren und funf Minuten lang einatmen. Die
Behandlung wurde selbststandig Uber 10 Sitzungen an 5 Tagen durchgefuhrt, jeweils
morgens und abends. Vor der Intervention wurden Umfragen mittels MENQOL-
Fragebogen zur Lebensqualitat in der Menopause, Stress- und Sexualitatsskalen
mittels visuellen Analogskala (VAS) sowie Messungen von Blutdruck, Puls, Cortisol-
und Ostrogenspiegeln durchgefiihrt. Nach der Intervention wurden diese Parameter
erneut gemessen, mit Ausnahme der allgemeinen Daten. Alle Messungen erfolgten
zwischen 9 und 10 Uhr, um zeitliche Einfliisse zu minimieren.

Wie in Tabelle 14 dargestellt, nahm nach der 5-tagigen Intervention der MENQOL-
Gesamtscore in den 0,1%- (P < 0,001) und 0,5%-Neroliol-Gruppen (P = 0,03)
signifikant ab, nicht jedoch in der Kontrollgruppe. Es gab signifikante Unterschiede im
Bereich ,physische Symptome* (P = 0,04), mit einem Unterschied zwischen der
0,1%-Nerolidl- und der Kontrollgruppe (P = 0,008). Anderungen in den anderen
Bereichen waren ausgepragter in den Nerolidl-Gruppen, besonders im physischen (P
< 0,001) und vasomotorischen Bereich (P = 0,002) der 0,1%-Gruppe.

In der Kontrollgruppe sank der VAS-Wert flr sexuelles Verlangen (P = 0,013),
wahrend er in den Nerolidl-Gruppen signifikant anstieg (0,1% P = 0,049; 0,5% P =
0,001). Nach der Behandlung hatten beide Nerolidl-Gruppen hohere Werte (0,1% P =
0,001; 0,5% P < 0,001). [73]
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Der Stresslevel, gemessen mit der Stress-VAS, nahm in allen Gruppen ab, ohne

signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen. (Tab. 14)

Tabelle 14 Wirkung von Nerolidl auf Menopause-Symptome, sexuelles Verlangen und Stress [73]

MENQOL, Menopause-Specific Quality of Life Questionnaire; VAS, Visual Analog Scale.
Daten werden als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. *P < 0,05, ***P < 0,001 im Vergleich
zur Kontrollgruppe.

Variables Control 0.1% neroli 0il 0.5% neroli 0il Pvalue
(n=22) (n=22) (n=19)

MENQOL (score)

Overall -0.19+0.80 -0.71x0.61 -0.52 £ 0.86 0.27
Physical® -0.02+081 -0.64=x057 -0.40 £ 0.97 0.04+
Psychological® -0.28+x1.65 -0.28=x097 -0.43 +1.24 0.76
Sexual® -0.74+156 -1.50x1.83 -1.39 161 0.45
Vasomotor? -0.20+1.30 -092+1.13 -0.35+1.34 0.06
Sexual desire VAS® (cm) -1.82+3.03 0.81+1.84 310+ 3.10  <0.01#xx
Stress VAS? (cm) -1.52+230 -1.08+1.98 -2.28+2.49 0.24

Wie die Abbildung 20a zeigte, stieg der systolische Blutdruck um 6,68 + 16,23 mmHg
in der Kontrollgruppe zu, wahrend er in den Neroliél-Gruppen um 2,89 + 13,89 mmHg
(0,1%) bzw. 5,92 + 12,90 mmHg (0,5%) sank. In den Nerolidl-Gruppen nahm der
diastolische Blutdruck ab (P = 0,001), wahrend er in der Kontrollgruppe anstieg
(Abb.20Db).

In der 0,5%-Neroli6l-Gruppe nahm die Pulsrate ab, wahrend sie in der Kontroll- und
der 0,1%-Nerolidl-Gruppe leicht zunahm, jedoch ohne signifikante Veranderung.
(Abb. 20c)
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Abbildung 20 Wirkungen der Neroliél-Inhalation auf [73] : (a) den systolischen Blutdruck, (b) den
diastolischen Blutdruck und (c) die Pulsrate. Die Werte werden als Mittelwert £ SEM angegeben.

*P < 0,05, **P < 0,01 im Vergleich zur Kontrollgruppe. SBP, systolischer Blutdruck; DBP, diastolischer
blutdruck; PR, Pulsrate
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Die Ergebnisse der Studie deuten darauf hin, dass die Inhalation von Nerolidl in
Konzentrationen von 0,1 % und 0,5 % bei postmenopausalen Frauen ihre
Lebensqualitat im Hinblick auf Menopausensymptome verbesserte, das sexuelle

Verlangen steigerte und die Blutdruckwerte senkte [73].

4. Sicherheitsprofil von Neroliol

Die US-amerikanische Food and Drug Administration (FDA) stuft atherisches Nerolidl
aufgrund seiner nichttoxischen Eigenschaften als eine Substanz ein, die gemal dem
GRAS-Standard (Generally Recognized As Safe) fur die interne Anwendung als
sicher gilt [38] [74]. Des Weiteren zeigte Nerolidl weder reizende noch
sensibilisierende Eigenschaften [75]. Die akute dermale LD50 von Neroliol wurde in
Kaninchen mit >5 g/kg und die akute orale LD50 in Ratten mit 4,55 g/kg bestimmt.
[75] Bei der Analyse der Sicherheit einzelner Hauptkomponenten des Nerolidls
wurde festgestellt, dass oxidiertes d-Limonen toxische Eigenschaften besitzen
konnte. Unoxidiertes d-Limonen ist nach der EU-Klassifikation als Allergen eingestuft
und wird in Deutschland als maRig allergen angesehen [74]. In klinischen
Untersuchungen zeigten 0,2 % der Dermatitis-Patienten allergische Reaktionen auf
unoxidiertes d-Limonen bei Konzentrationen von 2—3 % [74]. Bei einer Konzentration
von 20 % zeigte 98 % reines d-Limonen keine positiven Hautreaktionen bei

Dermatitis-Patienten [76].

Bei Kaninchen verursachte unverdinntes d-Limonen eine moderate Reizung [75].
Die Reizwirkung von d-Limonen war konzentrationsabhangig: Bei 70-80 % zeigte es
eine starke Reizung, bei 50 % eine schwache Reizung und bei 20-30 % keine
Reizung. Die akute dermale LD50 von d-Limonen lag bei Kaninchen bei > 5 g/kg,
wahrend die akute orale LD50 bei Ratten ebenfalls > 5 g/kg betrug [75]. Die akute
dermale LD50 von d-Limonen betrug bei Kaninchen mehr als 5 g/kg, genauso wie die
akute orale LD50 bei Ratten [75].

Neben Limonen ist Linalool eine der Hauptkomponenten von Nerolidl. Das Risiko fur
Hautreizungen wird als sehr gering fir Linalool eingeschatzt [74]. Linalool
verursachte weder Photoirritationen noch Photoallergien, da es UV-Licht im Bereich
von 290—400 nm nicht absorbiert [77]. Bei Patienten mit Dermatitis und Ekzemen
wurden keine positiven Hautreaktionen beobachtet, wenn 97 % reines Linalool (20
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%) oder oxidiertes Linalool (1 %) getestet wurden [76] [78]. Es wurden weder fetale
Toxizitat noch karzinogene, mutagene oder genotoxische Aktivitaten nachgewiesen
[74]. Die akute dermale LD50 betrug 5,61 g/kg bei Kaninchen, wahrend die akute
orale LD50 2,79 g/kg bei Ratten [79] und 2,2-3,92 g/kg bei Mausen [80] ergab.
Anhand toxikologischer Untersuchungen verursachen hohe Dosen von Linalool
Ataxie und Narkose [81].

Wie bei Linalool verursacht auch Linalylacetat keine Photoirritationen oder
Photoallergien, da es UV-Licht im Bereich von 290—400 nm nicht absorbiert [77]. Es
wurde keine karzinogene Aktivitat bei Linalylacetat beobachtet [74]. Die akute
dermale LD50 bei Kaninchen lag Uber 5 g/kg, wahrend die akute orale LD50 bei
Ratten 14,5 g/kg und bei Mausen 13,5 g/kg betrug [80].

Der Monoterpen-Kohlenwasserstoff 3-Pinen wird allgemein als nicht reizend und
nicht sensibilisierend eingestuft. Unverdinntes Pinen zeigte bei Kaninchen eine
malige Reizung [74]. Bei Konzentrationen von 70-80 % war Pinen reizend, bei 50 %
nur schwach und bei 25-30 % nicht reizend bei Patienten mit Dermatitis [82]. In
Deutschland wird Pinen als Substanz der Kategorie B eingestuft, was ein moderates
Allergiepotenzial bedeutet [83]. Bei Kaninchen lag die akute dermale LD50 von Pinen
bei > 5 g/kg, bei Mausen betrug die subkutane LD50 1,42 g/kg und bei Ratten war
die akute orale LD50 > 5 g/kg [75]. a-Terpineol, das zu den sauerstoffhaltigen
Monoterpenen von Nerolidl gehort, war bei Konzentrationen von 1-15 % nicht
reizend und wies keine phototoxischen Eigenschaften auf [84]. Die akute dermale
LD50 des gemischten Isomers von Terpineol wurde bei Kaninchen mit > 3 g/kg und
die akute orale LD50 bei Ratten mit 4,3 g/kg bestimmt [75].

Terpinolen zeigt bei einer Konzentration von 20 % weder reizende noch
sensibilisierende Eigenschaften [75]. Es gibt begrenzte Daten, die auf eine geringe
Toxizitat hinweisen. Die akute orale LD50 von Terpinolen betrug 4,4 mL/kg bei Ratten
und Mausen [75]. Die Schwellenwerte flr eine Hautsensibilisierung sind jedoch nicht

bekannt.

Geranylacetat weist eine sehr geringe Hautsensibilisierung auf [75] , es ist weder
toxisch noch karzinogen [15]. Toxikologische Daten zeigten keinen genotoxischen
Effekt [85]. Die akute orale LD50 von Geranylacetat lag bei 6,33 g/kg bei Ratten [86].
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5. Conclusio

Das atherische Ol der C. aurantium-Bliten, bekannt als Neroli6l, hat in weltweiten
Studien eine bemerkenswerte pharmakologische Wirksamkeit unter in-vivo- und in-
vitro-Bedingungen gezeigt. Trotz dieser Erkenntnisse und der bisherigen Analysen
des Sicherheitsprofils der einzelnen Bestandteile ist es von entscheidender
Bedeutung, eine umfassende Bewertung der Sicherheit und Wirksamkeit
durchzufuhren. Es sollte ebenfalls beachtet werden, dass die chemische
Zusammensetzung von Nerolidl aufgrund regionaler (klimatisch, geographisch,
saisonal) Unterschiede und unterschiedliche Extraktionsmethoden erheblich variieren
kann [15] [16] [18] [22] [29]. Eine prazise Analyse des Einflusses dieser Faktoren ist
entscheidend, um die Basis fur die Entwicklung neuer pharmazeutischer Praparate

und pflanzlicher Therapeutika zu schaffen.

Weitere zentrale Aspekte sind praklinische, toxikologische Untersuchungen, die
erforderlich sind, um potenziell unerwiinschte Wirkungen und das Risiko einer
Exposition gegentber Nerolidl fir den Menschen zu evaluieren. Dabei wird auch das
toxikokinetische Profil des Ols analysiert. Diese Untersuchungen miissen den
festgelegten Standards und Anforderungen der Europaischen Arzneimittelagentur
(EMA) sowie der Food and Drug Administration (FDA) der USA entsprechen [87].

Insgesamt liefern die Ergebnisse von bisherigen wissenschaftlichen Studien eine
wichtige Grundlage, um das Potenzial von Nerolidl fir therapeutische Anwendungen
insbesondere seine entzindungshemmenden, anxiolytischen und antimikrobiellen
Eigenschaften genauer zu untersuchen und es fur die Entwicklung neuer pflanzlicher

Arzneimittel zu nutzen.
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