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Efekti etarskih ulja pelina
(Artemisia absinthium) 1
c¢ajnog drveta (Melaleuca
alternifolia) na odabrane
klini¢ki znacajne
bakterijske sojeve

Ispitivani su efekti etarskog ulja pelina (Artemi-
sia absinthium) na bakterijski soj Escherichia
coli SY252 i ¢ajnog drveta (Melaleuca alterni-
folia) na bakterijske sojeve Pseudomonas aeru-
ginosa, Bacillus subtilis, Salmonella enteritidis i
Shigella flexneri. Karakterizacija ulja izvrSena
je gasnom hromatografijom sa masenom spe-
ktrometrijom. Dominantna jedinjenja prisutna u
ulju pelina su: 1,8-cineol (23.5%), tujon (18.8%)
i linalool (9.5%), dok su u ulju cajnog drveta
najzastupljeniji: terpinen-4-ol (39.6%), y-terpi-
nen (22.2%) i y-terpinen (9.7%). Minimalna in-
hibitorna koncentracija ulja pelina na soj E. coli
iznosi 15 ul/mL, dok je ulje cajnog drveta u kon-
centracijama iznad 25 ul/mL inhibiralo rast
svih testiranih sojeva. Tretman uljem pelina in-
hibirao je formiranje biofilma E. coli za 61% u
odnosu na kontrolnu grupu, dok je tretman uljem
Cajnog drveta inhibirao formiranje biofilma P.
aeruginosa za 24%. Antioksidativna aktivnost
etarskog ulja cajnog drveta je odredena standa-
rdnim DPPH testom. Pokazana je visoka anti-
oksidativna aktivnost: etarsko ulje cajnog drveta
Jje neutralisalo preko 90% 2,2-difenil-1-pikrilhi-
drazil (DPPH) radikala u ukupnom uzorku u
koncentracijama iznad 3.12 ul/mL. Daljim ana-
lizama aktivnih supstanci ispitivanih ulja i nji-
hovih eventualnih sinergistickih dejstava moglo
bi se doci do formulacije sa potencijalnom pri-
menom u terapiji bakterijskih infekcija.
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Uvod

RaSirena upotreba antibiotika dovela je do
pojave rezistencije kod bakterija, pri ¢emu po-
stoje sojevi koji su rezistentni na sve komerci-
jalno dostupne antibiotike. Lecenje bakterijskih
infekcija sve se vise komplikuje zbog spo-
sobnosti bakterija da razviju otpornost (Tenover
2006). Zbog toga postoji potreba za novim
pristupom u lecenju oboljenja izazvanih mikro-
organizmima. Etarska ulja nekih biljaka ispo-
ljavaju jak antimikrobni efekat u in vitro, aliiu in
vivo modelima infekcija, ¢ak i u niskim koncen-
tracijama (Hili et al. 1997).

Bakterije mogu formirati biofilm, sesilnu
zajednicu mikroorganizama pri¢vr$éenu za po-
dlogu. Bakterije u biofilmu imaju drugaciji fe-
notip nego planktonske ¢elije. Biofilm se moZe
sastojati od jedinki viSe razli¢itih bakterijskih
sojeva ili samo jednog soja. Nastajanje biofilma
se deSava u viSe faza. Prva faza podrazumeva
reverzibilno pri¢vr§éivanje bakterija za podlogu.
Ono moze biti pasivno i aktivno. Pasivno pricvr-
§¢ivanje je uslovljeno gravitacionom silom,
difuzijom i dinamikom suspenzije u kojoj se
nalaze bakterije. Aktivno vezivanje zavisi od ka-
rakteristika celijske povrSine kao $to su prisustvo
flagela, kapsule, pila i adhezivnih proteina.
Sekrecijom signalnih molekula dolazi do privla-
¢enja drugih ¢elija. Biofilm nije jednostavan
agregat Celija, ve¢ ima kompleksnu trodi-
menzionalnu strukturu gde dolazi do deljenja
bakterija i stvaranja mikrokolonija. Lucenjem
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polimernih supstanci (polisaharida, proteina,
fosfolipida, nukleinskih kiselina i drugih po-
limera) dolazi do stvaranja ekstracelularnog mat-
riksa. Zahvaljujudéi prisustvu ekstracelularnog
matriksa dolazi do dodatnog pri¢vrséivanja
bakterija za podlogu, posredstvom dipol-dipol
interakcija, jonskih i kovalentnih veza. U bio-
filmu se stvaraju intersticijalni kanali¢i koji su
esencijalni za opstanak biofilma. Preko tih kana-
lica vr§i se razmena vode i hranljivih materija
izmedu Celija unutar biofilma. Dalji razvoj bio-
filma zavisi od dostupnosti hranljivih materija i
rezultat je vezivanja planktonskih éelija sa ve¢
formiranim biofilmom. Ako hranljivih materija
ima u dovoljnim koli¢inama, dolazi do matura-
cije tj. sazrevanja biofilma. U fazi disperzije,
pojedine Celije iz biofilma ponovo prelaze u
planktonsko stanje i potom stvaraju novi biofilm
(Milanov et al. 2008).

Formiranje biofilma komplikuje lecenje
bakterijskih infekcija. Bakterije koje rastu u
biofilmu su od 10-1000 puta manje osetljivije na
antibiotike od planktonskih éelija (Stewart i
Costerton 2001; Stewart 2002). Postoje tri raz-
loga za vecu otpornost biofilma na antibiotike.
Prvi razlog je slabiji prodor antibiotika kroz eks-
tracelularni matriks. Drugi razlog je prisustvo
Celija sa vec razvijenom rezistentnoscu na odre-
deni antibiotik. U biofilm najcesce ulaze razliciti
bakterijski sojevi, pa se horizontalnim transfe-
rom gena mogu razmeniti geni za rezistenciju.
Zato se za biofilm moZe reci da predstavlja rezer-
voare gena za rezistenciju na antibiotike (Vaz-
-Moreira et al. 2014). Ova razmena se moze
vrsiti izmedu filogenetski bliskih, kao i filoge-
netski udaljenih sojeva (Rodriguez-Mozaz et al.
2015). Tredi razlog je sporija deoba bakterija u
biofilmu, zbog manje dostupnosti hranljivih ma-
terija iz ekstracelularnog matriksa, s obzirom na
to da vedina antibiotika deluje samo na aktivno
rastuce bakterije (Stewart i Costerton 2001; Ste-
wart 2002).

Etarska ulja su hidrofobne te¢nosti koje se
dobijaju iz raznih delova biljaka. Po hemijskoj
strukturi su derivati terpena (Kiti¢ 2010). Koriste
se najvise u alternativnoj medicini, a savremena
istraZivanja su usmerena u pravcu izolacije i ka-
rakterizacije aktivnih supstanci iz etarskih ulja sa
potencijalnom primenom u lec¢enju infekcija.
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Za neka etarska ulja potvrdeno je antioksi-
dativno dejstvo. Antioksidansi su supstance koje
neutralisanjem slobodnih radikala, doniranjem
svog elektrona, sprecavaju oStecanja biomole-
kula u organizmu (Sen et al. 2010).

Cilj ovog istrazivanja je bila izolacija i kara-
kterizacija etarskih ulja pelina i ¢ajnog drveta.
Ispitani su efekti etarskog ulja pelina na rast i na
formiranje biofilma E. coli i etarskog ulja ¢ajnog
drveta na na rast i na formiranje biofilma P. aeru-
ginosa, B. subtilis, S. enteritidis 1 S. flexneri. Za
etarsko ulje ¢ajnog drveta je ispitivana i antioksi-
dativna aktivnost.

Materijal 1 metode

Ekstrakcija etarskih ulja. Ulje pelina (Arte-
misia absinthium) ekstrahovano je metodom po
Ungeru. Ulje je rastvoreno u dietil-etru. Dehi-
dratacija je vrSena anhidrovanim natrijum-sul-
fatom i ulje je uparavano na vakuum uparivacu.
Etarsko ulje ¢ajnog drveta je dobijeno postup-
kom destilacije vodenom parom iz listova.

Gasna hromatografija spregnuta sa mase-
nom spektrometrijom (GC-MS). Ulje pelina je
rastvoreno u metil hloridu, dok je ulje ¢ajnog dr-
veta Cist destilat. Etarska ulja su analiziranana
Agilent Technologies 7890A gasnom hromato-
grafu sa 240 Ion Trap masenim spektrometrom.
Energija elektrona je bila 70 eV, u opsegu od 40
do 1000 m/z. VF5MS kolona (30 m x 250 pm X
0.25 pum) je bila koriS¢ena, a kao noseci gas pri
protoku od 1 mL/min kori§¢en je helijum. Pri
analizi etarskog ulja ¢ajnog drveta pocetna
temperatura pecnice je bila 40°C (7°C/min do
310°C), a zatim je povecana na 310°C (tempe-
ratura inleta 250°C) u trajanju od 10 min.

Odredivanje minimalne inhibitorne kon-
centracije (MIC). Etarsko ulje pelina je ras-
tvoreno u dimetil-sulfoksidu (DMSO) do finalne
koncentracije od 150 pL/mL, dok je etarsko ulje
¢ajnog drveta koris¢eno kao cist destilat. Kao
pozitivna kontrola je koris¢en antibiotik peni-
cilin-streptomicin (10000 U/ml penicilina i
10 mg/mL streptomicina) rastvoren u Mueller-
-Hinton bujonu (MHB) finalne koncentracije
0.2 mg/mL. NajviSa testirana koncentracija za
ulje pelina iznosila je 15 uL/mL, a najniza
0.12 uL/mL, dok je opseg koncentracija za ulje
¢ajnog drveta bio od 100 pL/mL do 0.78 pL/mL.
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Tretman je vrSen tokom 24h na 37°C. Zatim je
uzorcima dodat resazurin koncentracije
0.635 mg/mL, te je vrSena doinkubacija u traja-
nju od 3h na 37°C. Resazurin biva redukovan u
rezorufin, ukoliko dolazi do bakterijskog rasta,
pri cemu se deSava promena boje iz plave u
ruziCastu. Poslednja koncentracija pri kojoj nije
doslo do promene boje se tumaci kao minimalna
inhibitorna koncentracija (eng. minimal inhibi-
tory concetration, MIC).

Merenje efikasnosti formiranja biofil-
mova. U prvoj fazi eksperimenta inkubirano je
po 200 pL prekonoéne kulture (stare 24 h) u bu-
nari¢ima mikrotitarske ploce, kako bi se for-
mirao biofilm. Inkubacija je trajala 24 h na 37°C.
Nakon toga podloga je odlivena, a bunariéi su
isprani fiziolo§kim rastvorom. Zatim je dodata
podloga Mueller Hinton Broth (MHB) sa etar-
skim uljem u odgovarajuée bunarice. Koris¢ena
koncentracija ulja predstavlja polovinu mini-
malne inhibitorne koncentracije za odgovarajuci
bakterijski soj. Ekspriment je postavljen u tri-
plikatu. Ploca je inkubirana 24 h na 37°C, nakon
Cega je odliven supernatant, dok su bunari¢i
isprani fizioloskim rastvorom. U cilju pri¢vrsci-
vanja biofilma u svaki bunari¢ je dodato po
125 pL. metanola, a potom je supernatant odli-
ven. U svaki bunari¢ je dodato po 125 pL 0.1%
rastvora boje kristal violet (rastvorene u 4%
etanolu). Mikrotitarska ploca je inkubirana 20
minuta na sobnoj temperaturi, a nakon toga is-
prana mlazom vode, radi uklanjanja viska boje.
U bunariée je dodato po 125 uL. 30% siréetne
kiseline, pa je usledila inkubacija od 10 minuta
na sobnoj temperaturi. Potom su izmerene
apsorbance na talasnoj duzini od 620 nm. Apsor-
banca je proporcionalna debljini biofilma.

DPPH test. DPPH test je najcesce koriséena
in vitro metoda za odredivanje antioksidativne
aktvnosti, koja je bazirana na razmeni H-atoma
ili elektrona izmedu molekula antioksidanasa iz
biljnog ekstrakta i DPPH radikala (2,2-difenil-1-
-pikrilhidrazil) u rastvoru (Patel i Patel 2011).
DPPH radikal pod uticajem redukujuéih agenasa
menja boju od ljubicaste do Zute u zavisnosti od
nastalog stabilnog dijamagneti¢cnog molekula
hidrazina (Magalhaes et al. 2008). Pripremljeni
su rastvori etarskog ulja ¢ajnog drveta u opsegu
koncentracija od 100 uL/mL do 0.78 pL/mL, sa
faktorom razblazenja 2. U 1 mL etanolnog ras-
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tvora DPPH radikala koncentracije 0.0004 % do-
dato je po 50 pL testirane supstance, a zatim je
odmah merena apsorbanca uzorka na 517 nm
(prva proba) i nakon 30 minuta inkubacije u mra-
ku na sobnoj temperaturi (druga proba). Merena
je i apsorbanca za etanolni rastvor DPPH radi-
kalaietarskog uljana 517 nm. Slepa proba za sva
merenja je etanol. Kapacitet uklanjanja slobod-
nih radikala je ra¢unat prema jednacini (Stano-
jevic et al. 2009):

Kapacitet neutralisanja DPPH radikala (%) =
=100 e 100

K

gde je Ay — apsorbanca uzorka (ulje u rastvoru
DPPH radikala), Az — apsorbanca blanka (ulje),
a Ag — apsorbanca kontrole (rastvor DPPH radi-
kala).

Rezultati 1 diskusija

Dobijeni procentni sadrzaj etarskog ulja
pelina i ¢ajnog drveta je prikazan je u tabelama 2
i3 u prilogu ovog rada.

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC).
Minimalna inhibitorna koncentracija etarskog
ulja pelina za bakterijski soj E. coli iznosi
15 uL/mL. Kod bakterijskih sojeva Pseudomo-
nas aeruginosa i Bacillus subtilis tri najviSe
testirane koncentracije etarskog ulja ¢ajnog dr-
veta su ispoljile antimikrobni efekat (od 25
pL/mL do 100 uL/mL). Minimalna inhibitorna
koncentracija ulja iznosi 25 pL/mL. Bakterijski
sojevi Salmonella enteritidis i Shigella flexneri
osetljivi su na Cetiri najviSe koncentracije etarskog
ulja (od 12.5 pL/mL do 100 pL/mL). Minimalna
inhibitorna koncentracija iznosi 12.5 pL./mL.
Rezultati MIC testova predstavljeni su u tabeli 1.

Tabela 1. Minimalna inhibitorna koncentracija
etarskih ulja za ispitivane bakterijske sojeve

Bakterijski soj MIC (uL/mL)
Escherichia coli 15
Pseudomonas aeruginosa 25

Bacillus subtilis 25
Salmonella enteritidis 12.5

Shigella flexneri 12.5
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Koncentracije od 25 pL/mL do 100 pL/mL
etarskog ulja Cajnog dreveta imaju antimikrobni
efekat na sve testirane sojeve. Na bakterijskim
sojevima Salmonella enteritidis 1 Shigella flex-
neri, ulje je pokazalo izraZeniji efekat i delovalo
antibakterijski ve¢ pri koncentraciji od 12.5
pL/mL. Ovo etarsko ulje je pokazalo antimik-
robno dejstvo i na gram-pozitivne i na gram-ne-
gativne bakterije.

Dosadasnja istraZivanja su pokazala da o-pi-
nen, jedna od najzastupljenijih komponenti
testiranih ulja, ispoljava efekat na éelijsku me-
mbranu i inhibira respiratorne aktivnosti u mito-
hondrijama (Andrews et al. 1980). Uticaj soli ili
drugih toksi¢nih supstanci takode moZe izazvati
oStecenja na membrani (Landolo i Ordal 1966), a
ovakva svojstva pokazuje i 1,8-cineol (Carson et
al. 2002). Terpinen-4-ol izaziva oSteéenja mem-
brane, pojavu mezozoma i razgradnju kompo-
nenti citoplazme (Carson et al. 2002). Ova je
supstanca prisutna u etarskom ulju Cajevca u naj-
veéem procentu (39.6%). Dalja istrazivanja treba
da budu usmerena na pojedina¢ne efekte i de-
finisanje mehanizama delovanja najzastuplje-
nijih komponenti.

Antibiofilm efekat. Pokazano je da pri kon-
centraciji MIC/2 etarskog ulja pelina dolazi do
inhibicije formiranja biofilma za 61% u odnosu
na kontrolu (slika 1).

U ovom istrazivanju pokazano je da bi ulje
pelina moglo da se primenjuje u terapeutske
svrhe. U literaturi poznat inhibitor formiranja bi-
ofilmova u visokom procentu (43-61%) je a-a-
milaza koja degraduje ekstracelularne polimerne
supstance (Kalpana et al. 2012). Problem je u
tome S$to su komercijalni enzimi veoma skupi i
time teZe primenjivi u terapiji (Sun et al. 2013),
dok su etarska ulja znacajno jeftinija. Mali broj
etarskih ulja inhibira formiranje biofilmova vise
od 50%, zbog cega je efekat ulja pelina na for-
miranje biofilma E. coli veoma zanimljiv za dalja
istrazivanja.

Ispitivanjem uticaja etarskog ulja ¢ajnog
drveta na formiranje biofilma bakterije Pseudo-
monas aeruginosa zabeleZena je inhibicija od
24% u odnosu na kontrolu (slika 2). Dobijeni
rezultati za etarsko ulje ¢ajevca su u skladu sa
rezultatima istrazivanja u kojima su koriS¢ena
etarska ulja dobijena od drugih biljaka (Kava-
naugh i Ribbeck 2012).
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Slika 1. Efekat MIC/2 koncentracije etarskog ulja
pelina na formiranje biofilma kod E. coli

Figure 1. The effect of Artemisia absinthium
essential oil on biofilm formation of E. coli

o Mean
13 O MeantSE
: 1 T Mean+1.96*SE
o
12
o L
o
5
g 1.1
2
< 10
o
0.9
0.8
Kontrola M. alternifolia
Tretman

Slika 2. Efekat MIC/2 koncentracije etarskog ulja
¢ajnog drveta na formiranje biofilma kod
P. aerugonosa

Figure 2. The effect of Melaleuca alternifolia
essential oil on biofilm formation of P. aerugonosa

DPPH test. Pokazan je visok stepen antioksi-
dativne aktivnosti etarskog ulja ¢ajnog drveta,
koje je neutralisalo preko 90% 2,2-difenil-1-pik-
rilhidrazil (DPPH) radikala u ukupnom uzorku u
koncentracijama iznad 3.12 pL/mL. U poredenju
sa ovom sposobnoscu drugih etarskih ulja, etar-
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sko ulje ¢ajevca je aktivnije i predstavlja dobar
antiokidans. Pri istim koncentracijama ovo ulje
pokazuje od dva do tri puta efikasniju neutrali-
zaciju DPPH radikala (Getahun er al. 2008; Sta-
nojevic et al. 2013).

Zakljucak

Etarsko ulje pelina pokazalo je visok pro-
cenat inhibicije formiranja biofilmova, pa su do-
bijeni rezultati interesantni za dalja istraZivanja i
pronalaZenje potencijalne primene aktivnih sup-
stanci ovog ulja u klini¢koj praksi.

Ulje ¢ajnog drveta poseduje sposobnost neu-
tralisanja DPPH radikala u znatno veéem pro-
centu u poredenju sa podacima dostupnim u
literaturi za druga etarska ulja, pa dobijeni re-
zultati ukazuju na moguénost koriSéenja ovog
ulja kao antioksidansa.

Prednost ulja u odnosu na sinteticke antibi-
otike je u tome $to ne dovode do pojave rezis-
tentnosti. Daljim analizama aktivnih supstanci
ispitivanih ulja i njihovih eventualnih sinergi-
stickih dejstava, kao i nakon farmakokinetickih
ispitivanja, moglo bi se do¢i do formulacije sa
potencijalnom primenom u terapiji bakterijskih
infekcija.
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Effects of Artemisia absinthium and
Melaleuca alternifolia Essential Oils
on Selected Clinically Important
Bacterial Strains

The aim of this research was to investigate

the effects of Artemisia absinthium essential oil
on the bacterial strain Escherichia coli SY252,
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and the effects of Melaleuca alternifolia essen-
tial oil on the bacterial strains Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis, Salmonella
enteritidis and Shigella flexneri. The character-
ization of these essential oils was done using the
gas chromatography with mass spectrometry.
1,8- Cineole (23.5%), Thyjone (18.8%) and
Linalool (9.5%) are the main components of Ar-
teisia absinthium essential oil, while Terpi-
nen-4-ol (39.6%), y-Terpinen (22.2%) and
y-Terpinen (9.7%) are the most abundant com-
pounds of Melaleuca alternifolia essential oil.
The minimal inhibitory concentration of Artemi-
sia absinthium essential oil is 15 uL/mL, while
the concentrations above 25 uL./mL of Melaleuca
alternifolia essential oil inhibited the growth of
all tested strains. The treatment with Artemisia
absinthium essential oil inhibited the biofilm for-
mation of E. coli for 60.8% compared to the con-
trol group, and Melaleuca alternifolia essential
oil inhibited the biofilm formation of P. aerugi-
nosa for 23.8%. Antioxidant activity of Mela-
leuca alternifolia was determinated by the
standard DPPH assay. The concentrations above
3.12 pL./mL of this oil showed high antioxidant
activity, neutralizing over 90% of 2,2-diphen-
yl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radicals in the sam-
ple. Further analysis of active components of
these oils and their possible synergistic effects
could lead us to new, potentially applied formu-
lation in the treatment of bacterial infections.
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Prilog

Tabela 2. Procentni sadrzaj etarskog ulja pelina

Komponenta Procenat
(1R,3R,5R)-4-metiliden-1-propan-2-ilbiciklo[3.1.0]heksan-3-ol (Tujen) 1.72
1,3- cikloheksadien 3.1
1-metil-4-propan-2-ilbenzen (Cimen) 4.62
2,2 4-trimetil-3-oksabiciklo[2.2.2]octan (1.8-Cineol) 23.49
4-metil-1-propan-2-ilcikloheks-3-en-1-ol (Terpinen) 0.47
3,7-dimetilokta-1,6-dien-3-ol (Linalool) 9.53
(1S,4R,5R)-4-metil-1-propan-2-ilbiciklo[3.1.0]hejsan-3-on (Tujon) 18.79
4-heksen-1-ol 1.22
2-(4-metilcikloheks-3-en-1-il)propan-2-ol (Terpineol) 1.23
1-Isopropil-4-metil-3-cikloheksen-1-ol (4-terpineol) 2.1
(272)-3,7-dimetilokta-2,6-dien-1-ol (Nerol) 1.08
Mirtenil acetat 2.41
3,7-dimetilokta-1,6-dien-3-il propanoat (Linalil propionat) 0.78
3,7-dimetillokta-1,6-dien-3-il 3-metilbutanoat (Linalil izovalerat) 1.03
[(1E)-2-etil-4-metil-1,3-pentadienil|benzen 1.1
Kariofilen-oksid 2.2
1,2,3,4-tetrametil-naften 291

Tabela 3. Procentni sadrzaj etarskog ulja ¢ajnog drveta

Komponenta Procenat
4,6,6-trimetilbiciklo[3.1.1]hept-3-en (a-Pinen) 4.66
4-metil-1-propan-2-ilcikloheks-3-en-1-ol (a-Terpinen) 9.68
1-metil-4-propan-2-ilcikloheksa-1,4-dien (y-Terpinen) 22.15
1-Isopropil-4-metil-3-cikloheksen-1-ol (Terpinen-4-ol) 39.61
2-(4-metilcikloheks-3-en-1-il)propan-2-ol (a-Terpineol) 5.55
2-(4-metilcikloheks-3-en-1-il)propan-2-il acetat (o-Terpineol acetat) 0.53
1-metil-4-propan-2-ilidenecikloheksen (Terpinolen) 3.24
(4R)-1-metil-4-prop-1-en-2-ilcikloheksen (Limonen) 2.34
2,2 4-trimetil-3-oksabiciklo[2.2.2]oktan (1,8- Cineol) 3.29
1-metil-4-propan-2-ilbenzen (p-Cimen) 4.15

(1aR,4R,7bS)-1,1,4,7-tetrametil-1a,2,3.4,4a,5,6,7b-oktahidrociklopropa[eJazulen ~ 2.13
(y-Gurjunen)

1,1,7-trimetil-4-metiliden-2,3,4a,5,6,7,7a,7b-oktahidro-1aH-ciklopropa[e]azulen 0.44
(Aromadendren)
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Tabela 3 (nastavak)

Komponenta Procenat
(1R,3R,5R)-4-metiliden-1-propan-2-ilbiciklo[3.1.0Theksan-3-ol (Cis-Sabinol) 0.52
(1S,4aR,8aS)-4,7-dimetil-1-propan-2-il-1,2,4a,5,8,8a-heksahidronaftalen 0.45
(B-Kadinen)

(1R,4aS,8aS)-7-metil-4-metiliden-1-propan-2-il-2,3,4a,5,6,8a-heksahidro-1H-naft 048
alen (y-Kadinen)
(1aR,7R,7aS,7bR)-1,1,4,7-tetrametil-1a,2,3,5,6,7,7a,7b-oktahidrociklopropa[e]azu 0.79
len (Leden, Viridifloren)
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