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Sammendrag

Interessen for aromaterapi eker stadig, og blir i dag mest brukt til avslapning. Det finnes
begrenset informasjon og det er gjort heller fa studier, bdde kjemisk og klinisk nar det gjelder
essensielle oljer, og flere studier er derfor nedvendig.

I opprinnelig forstand ble flyktigheten av oljene utnyttet i form av aroma/ duft- terapi, senere
har massasje med essensielle oljer blitt inkludert, pa tross av sensitiviseringsfaren dette gir.
Mye av bruken av essensielle oljer er basert pd gammel tradisjon, som for eksempel i form av
kjerringrad eller lignende, siden de er sett pd naturlige da de kommer direkte fra naturen.

De essensielle oljene vil trolig forandre seg ved lufteksponering, ved at de mest flyktige
forbindelsene i oljen vil forsvinne forst. Dette er forsekt bekreftet vha GC/MS og DART-
analyse av oljene for og etter lufteksponering, her fremskyndet ved blasing med nitrogen.
Hovedvekten er her lagt pa essensielle oljer av peppermynte, dkermynte og grennmynte, som
har flere ulike effekter bl.a. kan de virke bade stimulerende og relakserende pa samme tid,
grunnet mange ulike forbindelser. Essensielle oljer inneholder terpenoider, for det meste
monoterpenoider, bl.a. i form av limonen, mentol, menton og carvon. Monoterpenoider blir

mye brukt som duftkjemikalier i industrien, men er ogsa nest storste kilde til kontaktallergi.

Ved GC/MS har innholdet i oljene blitt bekreftet og fatt konstatert at de mest flyktige
forbindelsene forsvinner ved lengre tids fordampning. Det blir ogsa bekreftet at grannmynte
ikke ber sammenlignes og likestilles med peppermynte og dkermynte, i alle fall ikke i samme
utstrekning som for. Grennmynte har for eksempel carvon som hovedforbindelse, mens
peppermynte og dkermynte har mentol. Disse vil ogsa utgjere en storre del av de essensielle
oljene etter at de har blitt eksponert for luft over lengre tid. Mentol har vist seg & oke opptaket
av andre forbindelser gjennom huden, og vil derfor vere kritisk nar det gjelder opptak av for
eksempel pulegon og carvon.

Med DART ble det ogsa oppdaget forbindelser med svart hoye masser i forhold til det som

var forventet og disse ble mer intense og fremtredende etter blasing av oljene.

En eventuell positiv effekt av aromaterapi mé veies oppimot eventuelle farer i form av
bivirkninger som sensitivitet, allergi og toksisitet generelt, og ved graviditet, fodsel, amming
og til barn, da disse er spesielt utsatt. Massasje med disse oljene er ikke & anbefale.

De store forbindelsene som ble oppdaget bar undersekes naermere for a identifiseres med

tanke pa innvirkningen disse vil ha ved massasje med essensielle oljer pa hud.
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1. Innledning

Bakgrunnen for prosjektet er den ekende interessen for aromaterapi som har kommet de siste
arene. Det siste tidret har interessen for aromaterapi i befolkningen ekt kraftig, og blir i dag
for det meste brukt til avslapning eller forbedring av personlig effektivitet, som & redusere
subjektivt stress og arbeidsbelastning (Ilmberger et al. 2001). Det er en popular trend, men
det mangler beviser pa at det faktisk fungerer, og de forsekene som er gjort har langt fra
konsekvente resultater (Ilmberger et al. 2001).

Mye av denne interessen for aromaterapi er ment som tilleggsbehandling til skolemedisinen,
men ogsd som eneste behandling i enkelte tilfeller. Dette er et heller lite utforsket omrade og
derfor spennende og utfordrende & forske pa og finne ut mer om. Men det er ogsa
skremmende at mange er villig til & forkaste vitenskapelig og medisinsk behandling til fordel
for noe som er lite dokumentert og svart lite utprovd, bortsett fra tradisjonsmessig som
kjerringrdd m.m. Bruken bygger mye pé at folk tenker pa aromaterapi som naturlig og
tradisjonelt (som urtemedisin), og man tenker gjerne at noe som kommer direkte fra naturen
ikke kan vere skadelig osv.

Aromaterapi i den opprinnelige forstand var terapi ved hjelp av aroma/ duft, der flyktigheten
til oljene ble utnyttet. N blir massasje med de samme oljene ogsé inkludert. Dette gjor at nr
det for eksempel er opplyst at oljen er trygg til bruk for aromaterapi, inkluderer det i
utgangspunktet ikke bruk pa hud, som det gjerne blir gitt inntrykk av.

I dette prosjektet har hovedvekten vart pa essensielle oljer av peppermynte, japansk

peppermynte/ dkermynte og grennmynte/ engelsk mynte.

Mynteslekten er flerarige, aromatiske urter, med firkantede stengler og en karakteristisk og
sterkt aromatisk duft av mentol (Hoeg and Christensen 1984). Bladene pa disse plantene er
motsatte pa stengelen og bredt ovale, mens blomstene er smé, radfiolette og vokser i
bladhjernene eller 1 hoder eller aks pé toppen av stengelen (Hoeg and Christensen 1984).
Mynteslekten danner ofte hybrider, og noen av dem finnes viltvoksende i Norge (Hoeg and
Christensen 1984).

Det er kun essensielle oljer som i utgangspunktet skal bli brukt innen aromaterapi, eller
pressede oljer (gjelder sitrusfrukter) (Price and Price 2007). Planteekstrakter blir utvunnet ved
dampdestillasjon av plantematerialer fra en enkelt botanisk kilde, og den essensielle oljen blir
sa separert fra den kondenserte dampen, og i utgangspunktet blir ingenting tilfort eller fjernet

(Lis-Balchin 2006, Price and Price 2007). Oljene til terapeutisk bruk ma vere rene og
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ufortynnede, negyaktig identifisert og merket, og de ma vere riktig lagret. Dette kan vere
vanskelig for enkelte oljer siden noen planter har lite utbytte nar det gjelder essensiell olje, og
disse oljene ville i sé fall vert svaert dyre (Price and Price 2007). Det er mange faktorer som
spiller inn nér det gjelder utbytte av essensielle oljer, bade for kvalitet og kvantitet, og flere av
faktorene ligger 1 hendene til den som dyrker plantene, for eksempel tidspunkt for hesting,
kjemikalier som blir brukt, planteutvalg/ seleksjon (Price and Price 2007). Det er ogsa andre
faktorer som er vanskeligere & kontrollere som spiller inn, for eksempel tilgjengelighet av lys,
heyde over havet, temperatur og nedber (selv om man kan benytte seg av vanningssystemer)
(Price and Price 2007). Mengde essensiell olje i plantene varierer med sesongen, og den er
heller ikke jevnt fordelt i planten, den kan til og med variere med nér pa dagen man hoster,
dette gjelder ogsé kvaliteten pa den essensielle oljen (Price and Price 2007). Alle disse
faktorene kan gjore at man ikke kan regne med & fa samme kvalitet pd den essensielle oljen
hver gang man kjeper inn nye oljer, selv om man kjeper fra samme produsent.

Oljer merket som aromaterapioljer er vanligvis en 2 % - blanding av essensiell olje i en
baseolje, men de blir ofte solgt til samme pris som rene essensielle oljer (Price and Price
2007). Disse oljene er ofte standardiserte og av lav kvalitet, og dermed mer egnet for

industrien enn til alternativ medisin (Price and Price 2007).

Essensielle oljer har vist seg & gi effektiv relaksering, bade pre- og postoperativt, & regenerere
vev i tilfeller av alvorlig brannsar og inflammasjon, og lette smerter i tilfeller av reumatoid
artritt (Price and Price 2007). De har hjulpet til & forbedre livskvaliteten for dedssyke og har
ogsa blitt funnet viktig nér det gjelder barnefodsler (Price and Price 2007). Oljene blir ogsé
mer og mer brukt til & hjelpe personer med lerevansker og til eldre, gjelder spesielt med tanke
pa demens, samtidig som de blir brukt mye for & virke oppleftende pé sinnsstemningen (Price
and Price 2007). Selv om man pé 80 og 90- tallet snakket om at man trengte mer beviser, har
det skjedd lite pa denne fronten, og dermed lite som kan stette bruk av aromaterapi innen

pleie og omsorg, utenom for avslapningen sin del (Maddocks-Jennings and Wilkinson 2004).

Plantefamilien Lamiaceae (som mynteslekten er en del av) er den sterste familien som man
utvinner essensielle oljer fra, og disse oljene er ogsa sterkt aromatiske (Price and Price 2007).
De ulike artene innen mynteslekten inneholder mye de samme forbindelsene, men i
varierende mengder (bl.a. mentol), det varier fra art til art og etter klima og jordsmonn (Hoeg
and Christensen 1984). Essensielle oljer fra denne familien produserer bade oppkvikkende/

stimulerende og relakserende oljer, de har fantastiske antiseptiske og antispasmodiske
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egenskaper, og de blir generelt sett pa som trygge pga deres tradisjonelle bruk gjennom
tusenvis av ar (Price and Price 2007). Disse egenskapene gjor at peppermynte gjerne blir sett
pa som en av de viktigste oljene innen aromaterapi. Men mynte generelt blir ogsa brukt i en
slags myntekrem for & unnga mastitt hos kyr (Lis-Balchin 2006), samtidig som man har

produkter som for eksempel Mentolatum, Japansk peppermynteolje og Tigerbalsam.

Planter produserer mengder av kjemikalier, inkludert en stor gruppe forbindelser kalt terpener
(flere tusen er identifisert) (Price and Price 2007). For mynteslekten gjelder dette for det
meste monoterpenoider (Ringer et al. 2005). Terpener er hydrokarboner som bare bestér av
karbon- og hydrogenatomer, og de kan som oftest kjennes igjen pd navnet da alle ender pa -en
(Price and Price 2007).

Monoterpenoider bestér alltid av 10 karbonatomer i en kjede, de kan veare sykliske eller i rette
kjeder, gjerne med forgreininger, men det kan ogsa bli dannet flere ringer i samme molekyl
(Price and Price 2007). Man kan ogsé finne sesquiterpenoider (15 karbonatomer) eller
diterpenoider (20 karbonatomer), men man finner sjelden sterre molekyler enn dette i
essensielle oljer, siden molekylvekten da vil vaere storre enn det destillasjonsprosessen tillater
(Price and Price 2007). Det er for det meste monoterpenoider eller terpenoider generelt som
star for den effekten som essensielle oljer har, men det er ogsé disse som virker irriterende pa
huden (Price and Price 2007). Man har flere undergrupper av monoterpenoider som for
eksempel alkoholer, ketoner, aldehyder, metylesterer. Aromatiske ketoner finner man i
mindre grad i essensielle oljer, men innen mynteslekten finnes det likevel noen (for eksempel
pulegon, piperiton, menton, carvon), som man skal vere forsiktig med bruken av, spesielt ved
graviditet (Price and Price 2007).

I industrien blir monoterpenoider mye brukt som duftkjemikalier innen kosmetikk, hushold og
industrielle produkter, men det er ogsd den nest storste kilden til kontaktallergi, etter nikkel
(Nilsson et al. 2008). Innen aromaterapi blir det derimot ikke brukt isolerte forbindelser, sa
det er ikke sikkert at det er en direkte og enkel sammenheng mellom den terapeutiske
virkningen av en spesiell forbindelse og virkningen av hele den essensielle oljen (Price and
Price 2007). Men at oljene blir sagt & ha s& mange ulike effekter kommer av at man lister opp
effektene av de ulike forbindelsene, og dette gjor at man for eksempel finner oljer som kan
virke bade pa los og treg mage (peppermynte) eller relakserende og stimulerende osv. Dette er
to motstridene effekter, men man kan ikke utelukke dette uten kliniske forsek, derimot er det
storre fare for uheldige og uenskede bivirkninger nér oljene har mange ulike eftekter (Price

and Price 2007).



1.1  Peppermynte
1.1.1 Botanisk skildring

Peppermynte er en hybrid av to ulike arter, nemlig grennmynte, Mentha spicata L., og
vassmynte, Mentha aquatica L., og har fatt navnet Mentha x piperita L. (Lis-Balchin 2006).
Den tilherer planteslekten Mentha og leppeblomstfamilien (Lamiaceae), og normalt blir den
50- 80 cm hoy (Hoeg and Christensen 1984).

Peppermynte er en europeisk flerarig urt (staude), som ogsé vokser i USA og Canada, og de
formerer seg vegetativt med utlepere eller stiklinger (mé det for & bli ekte) (Samuelsson
2004). Den kan dermed ogsa lett bli et "ugress”. Dette forer ogsa til at de ulike artene lett
krysser seg med hverandre, slik at man far mange ulike varianter. Da vil det veere vanskelig

skille dem fra hverandre og gi navn til mange av myntene man finner.

Peppermynte dyrkes som lege- og krydderplante i deler av Europa og USA, men ogsa i norske
urtehager (Hoeg and Christensen 1984), der det spesielt kan vare vanskelig a skille de ulike
artene. | enkelte tilfeller kan man faktisk bruke smak og lukt.

I Norge blir navnet peppermynte ofte brukt som et fellesnavn pa flere arter, og mange av de
som blir dyrket i urtehager som “peppermynte” er gjerne en annen sort som for eksempel
gronnmynte/ engelsk mynte (Mentha spicata) og eplemynte (Mentha suaveolens).

Den tradisjonelle/ ekte peppermynten har en glatt, blank og noe redfarget stengel som er
sterkt forgrenet (Hoeg and Christensen 1984). Bladene er skaftet og merkegrenne eller noe
purpurfarget, og den har rosa eller lilla blomster i tette aks, hele planten har en utpreget
peppermyntelukt (Hoeg and Christensen 1984). Bide blader og blomsterskudd er mulig & f
tak 1 som uraffinert stoff (Samuelsson 2004), men det er peppermyntebladene som blir mest
brukt, den andre delen er peppermynteolje. Det er peppermynteoljen som blir mest brukt til
ulike medisinske formél, mens terkede blader ofte blir brukt til te, og disse blir samlet inn
flere ganger i lopet av sommeren.

Flere av de ulike mynteartene har vart kjente medisin- og krydderplanter helt siden antikken
(Hoeg and Christensen 1984), og blir ogsé fortsatt brukt. Man finner ikke denne planten
viltvoksende i1 naturen, s& den blir nd dyrket som krydder- og medisinplante i tempererte strak
over hele verden. Mesteparten av den eteriske oljen kommer fra USA, mer enn 3000 tonn olje
arlig, ellers kommer den fra Kina, India, Ser- Amerika, Italia og Japan (Lis-Balchin 2006).
Peppermynte er i1 folge urtelisten fra Statens LegemiddelVerk klassifisert som ”"Handelsvare”

og kan dermed omsettes fritt.
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1.1.2 Essensiell peppermynteolje

Peppermynte inneholder rundt 1 % flyktig olje, som kan bli isolert ved dampdestillasjon, der
27-50% av oljen er mentol (figur 1.1), som ogsé blir brukt i ren form (Samuelsson 2004, Lis-
Balchin 2006). Oljen blir utvunnet ved dampdestillasjon av nyhgstede, smé blomsterskudd, og
er ofte rektifisert/ korrigert (Lis-Balchin 2006). Det totale esterinnholdet er 4-9 %, mens andre
forbindelser i oljen er ca. 13-32% menton (figur 1.1), og sma mengder av jasmon, limonen (1-
3 %), mentofuran (0.3-12%), isomenton (2-10 %), 1.8-cineol/eucalyptol (5-14 %) og B-
caryophyllen (Samuelsson 2004, Lis-Balchin 2006, Price and Price 2007). Det finnes ogsé
piperiton i svaert sma konsentrasjoner i oljen, og pulegon finnes det spor av til >4 %, selv om

det skal veere under 4 % (Lis-Balchin 2006).

CH, CHj,
CH,
o
HO (0] = CH,
HBC CH3 H3C
0
0
(-)-Menthol {+)-Menthofuran Jasmone

Figur 1.1: Strukturer av mentol, menton, mentofuran og jasmon (Samuelsson 2004, Price and Price 2007).

Selve oljen er fargeles til svakt gul, med en sterk, gressaktig- mint lukt med en dyp balsamisk
undertone og en set utterringslukt (Lis-Balchin 2006). For & forbedre og eke utbytte av den
essensielle oljen har man forsekt ulike metoder for & finne frem til en ”super” peppermynte
(Croteau et al. 2005, Wildung and Croteau 2005).

Lukten og smaken — og dermed kvaliteten pa oljen — blir delvis bestemt av konsentrasjonen
av andre forbindelser i oljen, spesielt med tanke pa jasmon og mentofuran (figur 1.1)
(Samuelsson 2004). Den inneholder bare en liten mengde jasmon (mindre enn 0,1 %), men
den gir oljen en set og behagelig smak, mens mentofuran har en skarp og ubehagelig lukt, slik
at denne bor utgjore sa lite som mulig (Samuelsson 2004). Samtidig er det tilstedevarelsen av
mentofuran som karakteriserer den ekte essensielle peppermynteoljen, det er en indikasjon pa
hvor ren oljen er, siden den i teorien kun finnes hos peppermynte (Lis-Balchin 2006).

Oljer destillert fra unge planter har heyt mentofuraninnhold og er derfor en mindreverdig olje
enn den fra eldre planter (Samuelsson 2004). Avhengig av innsamlingstidspunkt vil mengde

av de ulike komponentene i oljen variere, noe man gjerne kan merke pa smaken ved at den for



eksempel varierer i bitterhet, grunnet pulegon og mentofuran. Mentofuran blir derfor ofte

fjernet ved rektifisering for & bedre smaken pa oljen (Lis-Balchin 2006).

1.1.3 Fortynning

Peppermynteolje er en av de mest vidt produserte oljene samt en av de som blir mest
fortynnet (Lis-Balchin 2006). Akermynte ogsé kjent som Japansk peppermynte (Mentha
arvensis) er billigere, siden denne vokser vilt, og er ofte brukt til & fortynne eller til og med
erstatte den ekte peppermynteoljen (Lis-Balchin 2006). Fortynning med dkermynteolje er
vanskelig & oppdage selv nar hele 85 % av peppermynteoljen er byttet ut med denne, dette
siden fargetesten for mentofuran vil holde seg konstant, selv ved fortynning (Lis-Balchin
2006). Akermynteolje kan ogsa bli blandet med mindreverdige forprover av peppermynteolje,
og disse vil ogsé gi positiv mentofurantest (Lis-Balchin 2006).

1.1.4 Bruksomrader

Peppermynte har blitt brukt pa flere ulike omrader, men enkelte er mer vanlig og utbredt enn
andre. Dette gjelder for eksempel bruk ved forkjelelse og hodepine, ved inhalasjon, men ogsa
ved 4 smere pa bryst og panne eller under nesen. Andre kjente bruksomrader er
fordayelsessystemet, astma, akne, muskelsmerter m.m. (Lis-Balchin 2006). Dette er bl.a.
siden peppermynte er kjent for & gi en ekende utskillelse av fordeyelsesvasker, da spesielt 1
gallen (Hoeg and Christensen 1984). Peppermynte er nyttig ved flere lidelser ved oral bruk og
for flere respiratoriske tilstander dersom brukt sammen med andre flyktige oljer(Lis-Balchin
2006).

Peppermynte som urte har blitt brukt fra gammelt av, helt fra antikken (Heeg and Christensen
1984), og man har utviklet denne bruken til & gjelde flere omrader etter hvert.

Den essensielle oljen har bl.a. blitt omtalt som smertestillende, lett bedevende, anti-
inflammatorisk, mikrobehemmende, krampestillende, smittedrepende, gallestimulerende m.m.
(Lis-Balchin 2006). Den blir nd hovedsaklig brukt i ssmmenheng med fordeyelse,
smertelindring (for eksempel hodepine og migrene) og til & redusere hudsensitivitet, men ogsa
til inhalering og i form av brystbalsam for respiratoriske plager (Lis-Balchin 2006).

Man har utfert studier med inhalering av peppermynteolje for & stimulere og friske opp
turnusleger pa nattskift eller for & motvirke trotthet etter lunsj pa en arbeidsplass (Norrish and
Dwyer 2005). Peppermynte blir omtalt som en stimulerende oder som kanskje kan hemme
eller hindre sevn (Goel and Lao 2006). Studiene tyder pd at peppermynte gjor at man ikke

faller i dyp sevn og at man har lettere for spontanoppvakning enn ved luft- kontrollgrupper,
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men dersom vann ble oppfattet som mer stimulerende pavirket dette ogsé reaksjonen pa en
positiv mate (Norrish and Dwyer 2005). Dette gjor at man ikke har noen avgjerende beviser
pa at peppermynte hjelper, i alle fall ikke med konsentrasjoner av denne sterrelsen, og selv
om det er snakk om signifikant redusert tretthet ved peppermynte, kan man ikke utelukke at

det her kan vere placebo som utgjer effekten (Norrish and Dwyer 2005).

I mer tradisjonell bruk blir peppermynte brukt i inhalasjonspreparater og ulike hostedempende
pastiller osv., da oftest i form av mentol. Mentol virker avkjelende, friskt rensende,
antiseptisk og bedevende nar den blir tilfert pd huden, og den eker blodgjennomstremmingen
1 det omradet den blir tilfort (Hoeg and Christensen 1984, Price and Price 2007). Den har ogsé
blitt omtalt som slimlgsende, urindrivende, inflammasjonshemmende, appetittvekkende,
krampelosende, og lokallindrende pd nervesmerter (Hoeg and Christensen 1984). Dette gjor at
peppermynteoljen fungerer bra som lokalbedavelse og til & skape inflammasjon pa
hudoverflaten, for & avlede fra en mer dyptliggende inflammasjon som for eksempel
muskulare smerter og verk (Lis-Balchin 2006, Price and Price 2007).

Peppermynteolje virker mer krampehemmende enn det mentol gjer alene, og studier har vist
at peppermynteolje kan motvirke kramper i glatt muskulatur i mage- tarm kanalen og
sammentrekning i tykktarmen (Price and Price 2007).

Man ber vere varsom med 4 massere oljen pa kroppen, spesielt dersom det er fare for sensitiv
hud og det er slimhinner involvert, det er heller ingen vitenskapelige beviser for effekt ved
bruk innen aromaterapi per i dag. Massasje i seg selv kan derimot lindre mange tilstander
indusert av stress, og muskelsmerter (Lis-Balchin 2006).

Peppermynte blir ogsd mye brukt i hoste- og slimlesende teer, mye i sammenheng med
forkjelelse og halsbetennelse og er en av de mest inntatte urteteene bestdende av bare en
ingrediens (McKay and Blumberg 2006). Peppermyntete som avtrekk av bladene til planten,
og peppermynteolje blir begge brukt innen tradisjonell medisin, og det er ikke meldt om
reaksjoner pa peppermyntete, selv om man mangler studier som kan bekrefte virkning eller

statte bruken av bade oljen og teen (McKay and Blumberg 2006).

Peppermynteolje eller mentol finnes i mange ulike lisensierte medisinske produkter i
Storbritannia (finnes faerre produkter i Norge), brukt mot dyspepsi, bronkitt og irritabel tarm
syndrom, selv om det er omstridt (Lis-Balchin 2006). Man bruker da enterotabletter, som gjor
at peppermynteoljen blir levert direkte i tarmen slik at man slipper pavirkning/ irritering av

ovre pusterer og fordeyelsessystemet, for eksempel i form av halsbrann (Lis-Balchin 2006,
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Price and Price 2007). Peppermynteolje skal til og med kunne redusere kramper i tarmen ved

endoskopi, dersom den blir introdusert sammen med endoskopet (Lis-Balchin 2006).

Peppermynte har i flere hundre ar vert en viktig krydder-, duft- og medisinplante, men ogsa i
vére dager herer urten, og den eteriske oljen som blir utvunnet fra den, med blant de mest
brukte smakstilsetninger i legemidler, neringsmidler og nytelsesmidler. Dette gjelder for
eksempel i ulike bakevarer, frossen mat, kjott, snop (som sjokolade og setsaker/ drops),
drikkevarer, tannpasta og tyggegummi, men den kan ogsa brukes for & hemme bakterievekst
(Samuelsson 2004, Lis-Balchin 2006, Price and Price 2007).

Nar peppermynte blir brukt som smakstilsetning ber innholdet av mentofuran og pulegon
vaere begrenset for 4 unnga den bitre smaken. Innholdet av pulegon er begrenset til 25 mg/kg i
generell mat, mens konfekt med mynte kan innholde 350 mg/kg, drikke som inneholder
mynte og greonnmynte 250 mg/kg, og annen drikke 100 mg/kg (Lis-Balchin 2006).

Innen parfyme er peppermynte heller lite brukt (Lis-Balchin 2006).

1.1.5 Toksisitet

Oral LDsy 4,4 g/kg (rotte); >5 g/kg (mus og hamster) (Lis-Balchin 2006).

Mentol: 2,9 g/kg (rotte); 3,1 g/kg (mus) (Lis-Balchin 2006).

Dermal LDsy>5 g/kg (kanin) (Lis-Balchin 2006).

Mentol er en av de forbindelsene man skal vaere mest forsiktig med bruken av, da denne kan
irritere oyne og kan vere skadelig dersom den blir inntatt i mengder (Lis-Balchin 2006).
Inntak av sa lite som en teskje (1 g/kg kroppsvekt) ren mentol kan vere fatalt, og dersom man
inhalerer peppermynte i form av damp, ber man holde eynene lukket for & beskytte
slimhinnene (Lis-Balchin 2006).

Peppermynte kan ogsd virke irriterende pd huden, den er generelt sett pd som trygg ved 4 %,
men 0,1 % er anbefalt for sensitive personer, siden 1 av 200 har vist reaksjon pa peppermynte
(Lis-Balchin 2006). Peppermynteolje er kjent for & fore til hypersensitivitetsreaksjoner,
spesielt ved hoye konsentrasjoner, 1 form av hudutslett, hodepine, muskelkramper osv., men
det er ikke meldt om fotosensitivitet (Lis-Balchin 2006, Price and Price 2007).

Det har blitt rapportert hypersensitivitetsreaksjoner hos voksne med symptomer som hodepine,
redming, utslett, hoyt blodtrykk og svimmelhet etter at de har vaert 1 kontakt med mentol i
ulike former, for eksempel tannpasta, sigarettrayk, snop og medisiner (Lis-Balchin 2006). I
verste fall kan inntak av mentol fare til magesmerter, kvalme, oppkast, svimmelhet, trotthet,

ataksi og koma (Lis-Balchin 2006). Oljen er svert farlig dersom den blir inntatt ufortynnet
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eller konsentrert, siden bare fa draper kan fore til tungpustethet, pga den skarpe lukten og den
brennende effekten pa nese og hals, og den kan derfor vaere dedelig for babyer og smé barn
(Lis-Balchin 2006, Price and Price 2007).

Overdosering av mentol, spesielt etter lengre tids bruk, kan fore til gastrointestinale plager,
ataksi, sjokk og kramper — til og med blodutredninger har blitt rapportert, for eksempel ved
overforbruk av mentolsigaretter (Lis-Balchin 2006).

I kosmetiske produkter er grensen for essensiell peppermynteolje satt til en konsentrasjon pé
3 % for renseprodukter og 0,2 % for produkter som for eksempel ulike kremer osv., noe som
ogsé burde veart utgangspunktet innen aromaterapi (Lis-Balchin 2006).

Det ser ut som mentol kan fore til okt opptak av andre stoffer, og man ber derfor vaere varsom
med bruken av enkelte ingredienser, bruk som kanskje er basert pa at stoffet ikke blir
absorbert i utgangspunktet (Lis-Balchin 2006). Disse ingrediensene kan dermed bli svakt
absorbert pga mentolinnholdet i oljen, og dette vil da ogsa vaere aktuelt ved blanding av ulike

oljer innen aromaterapi.

1.1.6 Bioaktivitet

In vitro og in vivo kan peppermynteoljen og mentol alene pavirke glatt muskulatur som tarm,
arterieer og papilleer muskulatur, og livmoren. Pavirkningen av tarmmuskulaturen har blitt
pavist i studier bade via cAMP og ved kalsiumantagonistisk effekt (Lis-Balchin 2006).
Peppermynte har bl.a. vist & redusere spontane sammentrekninger av livmoren og relaksere
tarmmuskulaturen i enkelte dyrestudier (Lis-Balchin 2006). Pulegon, en liten komponent i
peppermynteoljen, kan forarsake atoni, redusere kreatinininnholdet i blodet, senke terminal
kroppsvekt og pavirke lever og hvit substans i hjernen hos rotter (Lis-Balchin 2006). Dette
skjer ved inntak av 80 mg/kg og 160 mg/kg pulegon per dag, men uten effekt ved inntak av
20 mg/kg per dag (Lis-Balchin 2006).

Peppermynte har vist seg & ha signifikant antiinflammatorisk og smertestillende effekt hos
gnagere, og har dessuten vist seg & vaere en av de mest potente essensielle oljene mot orale
bakterier (Lis-Balchin 2006). Mennesker eksponert av mentoldamp i 5 minutter gav ingen
forandring av den nasale luftstromsresistansen, men de fleste rapporterte om en kald folelse i
nesen og en folelse av forbedret luftstrom etterpd (Lis-Balchin 2006).

Peppermynteolje har ogsa vist seg & ha bakterie- og sopphemmende aktiviteter (mentol viste
om lag samme resultat, mens menton var mindre aktiv) den var effektiv mot alle de 22
bakteriestammene og mot 11 soppstammer den ble testet pa (Lis-Balchin 2006). Bl.a. har man

gjort studier som har vist effekt pa bakteriemengden i luft, men bare for de forste 30-60
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minuttene av prosessen kunne man se en bedring (Su et al. 2007). Peppermynteolje og noen
av hovedkomponentene har ogsé vist seg & pavirke veksten av ulike bakteriestammer som har
utviklet resistens mot enkelte antibiotika (Lis-Balchin 2006).

De studiene som er gjort omhandler som oftest inntak av peppermynteolje oralt, og man kan
dermed ikke bruke disse som utgangspunkt for aromaterapibruk, men det finnes ogsé enkelte
andre studier. Bl.a. har peppermynteolje og mentol vist effekt pa indusert hoste og hodepine
ved henholdsvis inhalering og lokalapplisering (i fortynnet form) i studier, og ved denne siste
skal den ha hatt lignende effekt som man far av 1000 mg paracetamol. Forskerne konkluderte
med at preparater av den essensielle oljen kan redusere spenningshodepine, at den er godt
tolerert samt kostnadseffektiv (Lis-Balchin 2006).

Man har ogsa testet peppermynte for a se hvordan den pévirker sovnmensteret hos unge
voksne, men studien gav ingen avgjerende resultater da den gav ekt NREM sgvn hos kvinner,
men ikke hos menn, og ekt oppmerksomhet hos menn, men ikke hos kvinner, sammenlignet
med kontrollgruppen (Goel and Lao 2006). Dette tyder pa at psykologiske faktorer spiller en
rolle samt individuelle forskjeller noe som gjer at resultatene ikke kan regnes som

signifikante (Goel and Lao 2006).

1.1.7 Graviditet og amming

Tap av spontane sammentrekninger i livmoren ble observert nar den essensielle oljen ble
introdusert in vitro; men det er ingen data pé at den essensielle oljen av peppermynte er en
abortfremkallende olje (Lis-Balchin 2006). Pulegon har tradisjonelt hatt denne effekten.
Noen aromaterapeuter mener at man ikke ber bruke peppermynteolje mens man er gravid,
mens andre mener at dersom man tynner oljen ut til 1 % og ikke mer enn tre dréper blir brukt
i badevannet, kan det vere sikkert selv for dem med sensitiv hud (Lis-Balchin 2006).
Nytteverdien av peppermynteolje innen aromaterapi ma veies opp mot sensitiviseringsfaren
nar den blir brukt pa huden, eller mulige muskelrykninger og astmatiske symptomer dersom
brukt til inhalasjon, og ber derfor brukes med forsiktighet og kun i smé& mengder av gangen
(Lis-Balchin 2006). Det er derimot ikke anbefalt & bruke noen som helst essensiell olje til
massasje til sma barn, uansett hvor mye oljen er fortynnet. Dette er ogsd nedvendig 4 ta
hensyn til med tanke pé sensitiviseringsfaren av barna i ung alder pga luftbaren lukteffekt
(Lis-Balchin 2006).

Den eteriske oljen av peppermynte skal helst ikke brukes ved amming, da den bl.a. kan fore

til nedsatt melkeproduksjon (Lis-Balchin 2006).
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1.2 Grennmynte
1.2.1 Botanisk skildring

Grennmynte er en buskaktig, flerarig urt som tilherer samme familie som peppermynte,
leppeblomstfamilien (Lamiaceae), og den blir fra 30 cm til 1 m hoy og har fatt navnet Mentha
spicata L. Planten har en krypende jordstengel og underjordiske utlepere, og har en grenn
eller redbrun opprett stengel. Grennmynte er en glatt plante, sé stengelen er snau eller nesten
snau (noe som er uvanlig hos mynteslekten) (Hoeg and Christensen 1984). Bladene er ogsa
glatte/ blanke og friskt grenne, de er avlange med kvasse tenner i kanten og kraftige nerver pa
undersiden (Hoeg and Christensen 1984), men mangler bladskaft i motsetning til bladene hos
peppermynte. Smaken og bladfargen varierer hos planten, det er bl.a. avhengig av hvilken sort
og kvalitet jorda den blir dyrket i har.

I toppen av stengelen blir det fra juli til september dannet sma rosa eller lilla blomsterkranser i
lange, tette aks (Hoeg and Christensen 1984). Det finnes mange varianter, former og sorter av
gronnmynte som hos hele mynteslekten, bl.a. krusmynte (Mentha spicata var. crispa), som
sannsynligvis har lignende medisinske egenskaper som grennmynte.

Grennmynte kommer opprinnelig fra middelhavsomrédet, men har blitt dyrket over hele
verden i omrader med temperert klima i arhundrer, og i England er det den myntearten som
blir dyrket mest. Det er en hardfer plante som kan dyrkes over det meste av landet vart, men
den foretrekker fuktig og naeringsrik jord. Man finner den gjerne pa avfallsplasser eller dyrket
mark, men den er sjelden (Hoeg and Christensen 1984).

Grennmynte blir i dag for det meste dyrket og utvunnet fra USA, Kina, India, Ser- Amerika,
Italia og Japan (Lis-Balchin 2006).

Mynte er i folge urtelisten fra Statens LegemiddelVerk klassifisert som “Handelsvare” og kan

dermed omsettes fritt.

1.2.2 Essensiell grannmynteolje

Den flyktige oljen av grennmynte blir utvunnet ved dampdestillasjon av nyhgstede, sméa
blomsterskudd (Lis-Balchin 2006). Oljen er svak gul til svak oliven farget, og har en veldig
varm, svakt grenn- urte lukt som er penetrerende og sterk, akkurat som den knuste urten, men
den er ganske lik peppermynte, bare setere, lettere og mer krydret (Lis-Balchin 2006). Oljen
fordamper allerede ved svak varme, ellers merkner den og blir tykkere med tiden (Lis-Balchin

2006).
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Grennmynte inneholder en eterisk olje med variabel sammensetning, men carvon (figur 1.2)
utgjer hovedkomponenten med hele 39-67% (Price and Price 2007). Peppermynte og

akermynte inneholder for eksempel ikke denne komponenten i det hele tatt.

CH; CH;

e cH, H,C CH,

(+)-Carvone (+)-Limonene

Figur 1.2: Strukturer av carvon, limonen og eucalyptol/ 1,8- cineol (Samuelsson 2004, Price and Price 2007).

Oljen inneholder ellers bl.a. a-pinen (0.2-0.9%), B-pinen (0.3-2.3%), eucalyptol/ 1,8-cineol
(0.5-3.2%) (figur 1.2), cis-dihydrocarvon (3.1-21.6%), trans-dihydrocarvon (0-21 %), (-)-
mentol (0,5-2 %), limonen (2-25 %) (figur 1.2), dihydrocarveol (1.3 %), dihydrocarvylacetat
(1.2-24.8%), B-caryophyllen (0.3-2.6%), B-bourbonen (spor av- 2 %) osv. (Price and Price
2007). Man kan ellers finne spor av forbindelser som menton, pulegon, mentofuran m.fl.
Grennmynte inneholder langt mindre mentol enn for eksempel peppermynte, noe som gjor det
mindre troverdig at disse skal ha de samme egenskapene, ogsa pa bakgrunn av det haye

innholdet av carvon som grennmynte har.

1.2.3 Fortynning

Det er vanlig 4 tilsette (-)-carvon, men ellers er den essensielle oljen billig og er derfor ikke

verdt & fortynne i det hele tatt (Lis-Balchin 2006).

1.2.4 Bruksomrader

En urtete av mynte laget av bladene (torkede eller friske) har tradisjonelt blitt brukt til
behandling av fordeyelsesplager og magesmerter, forkjelelse og ved sykdom 1 galle og lever,
og som urindrivende middel (Hoeg and Christensen 1984). Ellers er det 1 folge gamle
kjerringrad et fint middel mot dérlig ande dersom man tygger pa blad av grennmynte.

Den essensielle gronnmynteoljen har ingen dokumentert bruk innen urtemedisin, og ble
egentlig utviklet som smakstilsetning. Likevel finner man mange forslag til bruk av

grennmynteolje i aromaterapibeker, noe som sannsynligvis baseres pa mynte generelt (Lis-
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Balchin 2006). Bruken av essensiell grennmynteolje til massasje er derimot ikke anbefalt

(Lis-Balchin 2006).

Oljen blir mye brukt for det samme som peppermynte, men den eteriske oljen av grennmynte
gir en friskhet uten 4 gi den isende kulden som peppermynte gir.

Den essensielle oljen blir gjerne brukt som smak i merkevarer, selv om egenskapene til
gronnmynte inkluderer: lokalanestesi, antiinflammatorisk, antiseptisk, spasmehemmende osv.
(Lis-Balchin 2006). Den har kvaliteter som ligner dem man finner hos peppermynte siden
disse harer til samme plantefamilie og slekt. Men siden den ikke inneholder like mye mentol
blir den oppfattet som mindre skarp enn peppermynteolje.

Dersom man ser vitenskapelig pa dette vil man legge vekt pa at den kjemiske
sammensetningen av grennmynte er helt annerledes enn den for andre mynter, for eksempel
peppermynte og akermynte. Det er derfor ulogisk at grennmynte skal ha samme bruksomrade

som disse, ogsa siden det ikke finnes noen beviser for slik bruk(Lis-Balchin 2006).

Grennmynte blir forst og fremst brukt som en smaksingrediens i ulike naerings- og
nytelsesmiddel som for eksempel ulike bakevarer, frysemat, kjott, snop, drikke og
tyggegummi (Lis-Balchin 2006), og kan ogsa vare et smaksstoff i tobakk og snus. Pa grunn
av den gode smaken og antiseptiske virkningen bruker man gjerne grennmynteolje i
munnvann, tannkrem og tyggegummi.

Grennmynte skal vaere mer velegnet enn peppermynte til bruk i mat, man kan spise bladene
bade ra og kokt, og med den sterke myntesmaken kan de brukes til & sette smak pé salater
eller kokte matretter. Bladene blir ofte brukt i sauser, i England er myntesaus f.eks. fast
tilbehor til matretter med lam.

Innen parfymeindustrien blir grennmynteolje brukt i sdkalte “chypres” og “fougeres”, og den

blander seg bl.a. godt med en del andre oljer (Lis-Balchin 2006).

1.2.5 Toksisitet

Oral LDsy 5 g/kg (rotte) (Lis-Balchin 2006).

Dermal LDsy>5 g/kg (kanin); 2 g/kg (hamster) (Lis-Balchin 2006).

Grennmynte har blitt rapportert som ikke-giftig, mildt irriterende (slimhinneirriterende), og
ikke- sensitiviserende (Price and Price 2007), og det er ikke rapportert noe fotosensitivitet ved

bruk av oljen (Lis-Balchin 2006).
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Oljen har vist seg & vaere trygg ved 4 %, men ber reduseres til 0,1 % for sensitive personer,
siden grennmynte i tannkrem har fort til allergiske reaksjoner, mest sannsynlig pa grunn av
carvon-innholdet (Lis-Balchin 2006). Grensen for daglig inntak av carvon (+) og (-) er satt til
1.0 mg/kg kroppsvekt (Lis-Balchin 2006).

Carvon har blitt omtalt som neurotoksisk og abortfremkallende, men dette er noe omdiskutert,
den har nemlig ogsa blitt omtalt som ikke toksisk og dermed trygg a bruke dersom brukt pa

riktig mate, med riktig dosering og av en kvalifisert aromaterapeut (Price and Price 2007).

1.2.6 Bioaktivitet

Det man vet om farmakologiske aktiviteter av grennmynte in vitro og in vivo, pd for eksempel
glatt muskel, er at bade peppermynte og grennmynte i vannlesninger forte til relaksering av
den gastriske veggen og reduksjon av sammentrekninger i mage og tarm hos hunder (Lis-
Balchin 2006).

Grennmynte har, akkurat som peppermynte, vist aktivitet mot ulike bakteriestammer ogsa
antibiotikaresistente stammer, og var sterkt aktiv mot 5 bakterier som ble testet in vitro (det

samme gjelder mentol og peppermynte) (Lis-Balchin 2006).

1.2.7 Graviditet og amming

Grennmynte har blitt omtalt som kontraindikert nar det gjelder graviditet, spedbarn og barn,
dette pga av det haye innholdet av carvon (Price and Price 2007), men ogsa som massasje ved
fadsel eller amming (Lis-Balchin 2006).

Fra en farmaseytisk synsvinkel legger man vekt pa at det er lite & finne om grennmynte nér
det gjelder toksikologi, farmakologi eller annen informasjon generelt (Lis-Balchin 2006).
Siden den kjemiske sammensetningen av oljen ogsa er helt annerledes enn for andre kjente
mynter, som peppermynte og dkermynte, virker det ulogisk & sidestille egenskapene og
bruken av grennmynte med disse (Lis-Balchin 2006).

Essensiell olje av grennmynte er ikke anbefalt for generell aromaterapibruk, men dersom man
av og til bruker den som duft er den sannsynligvis ikke skadelig (Lis-Balchin 2006). Men
generelt sett er det ikke anbefalt & bruke essensielle oljer til massasje for spedbarn og sma

barn, uansett hvor mye den er fortynnet (Lis-Balchin 2006).
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1.3 Akermynte
1.3.1 Botanisk skildring

Akermynte, ogsa kalt Japansk peppermynte, og fatt navnet Mentha arvensis (i dette tilfellet
Mentha arvensis var. piperascens Malinv. eks Holmes), og er en japansk urte som ogsa
dyrkes i USA og Brasil (Samuelsson 2004). Det er en flerarig urt akkurat som peppermynte,
og har nedliggende eller oppstigende, ugreinet stengel (Hoeg and Christensen 1984).
Planten blir gjerne 10-60 cm hoy (sjelden 100 cm), med blader som vokser i motstaende par,
og de er smalodne, elliptiske, sagtannede og ofte lysegrenne av utseende (Hoeg and
Christensen 1984). Blomstene vokser i tette, men tydelig atskilte kranser/klynger med blader
pa stammen, og kronen er fiolettred eller blafiolett (av og til hvite eller rosa) og er harete
innvendig (Heeg and Christensen 1984). Hele planten har en aromatisk, ofte litt sitronaktig
duft, men har en harsk smak (Hoeg and Christensen 1984).

Det finnes ulike subarter av akermynte ogsa (som den det er tatt utgangspunkt i her), og bl.a.
blir en lignende art, Mentha canadensis, ogséa inkludert nar det er snakk om M. arvensis av
enkelte forfattere.

Akermynte finner man gjerne i véte enger, vannkanter og grefter, og i Norge vokser den i
lavlandet nord til Trendelag og ellers spredt nord til Tromse (Heeg and Christensen 1984).
Ellers vokser planten bl.a. i USA, Kina, India, Ser Amerika, Italia og Japan, og det er disse

landene som er viktigst for eksporten av dkermynte verden over (Lis-Balchin 2006).

1.3.2 Essensiell akermynteolje

Akermynte er en svak gul eller nesten fargelos essensiell olje, lignende peppermynte, men
sterkere siden den inneholder storre mengde mentol og den har en bitterset lukt med en roff
treaktig undertone og bitter urteaktig lukt ved utterring (Lis-Balchin 2006, Price and Price
2007). Den flyktige oljen blir utvunnet ved dampdestillasjon av nyhestede blomsterskudd
(Lis-Balchin 2006).

Akermynteolje inneholder 50-70% (56.7-80.2%), av og til 90 % mentol, men er underordnet/
har lavere status enn vanlig peppermynteolje, og oljen blir derfor nesten utelukkende brukt
som en mentolkilde (Samuelsson 2004, Price and Price 2007).

Akermynte blir ”dementolisert” (man fjerner mentolen) ved nedfrysing av den essensielle
oljen og ved deretter gjenvinning av 40 % av mentolen ved utfelling (Lis-Balchin 2006).

Mentol krystalliserer seg ved -22 °C og blir renset ved rekrystallisering, men kan ogsé bli



syntetisert (Samuelsson 2004). Etter dette inneholder den essensielle oljen fremdeles 55 %
mentol som kan konverteres (sammen med den bitre mentonen) ved kjemiske metoder, til
mentolisomerer; for man fjerner mentolen pa nytt (Lis-Balchin 2006).

Ellers inneholder akermynteolje (-)-limonen (0.48-9.8%), a-pinen (0.1-1.54%) (figur 1.3), B-
pinen (0.06-2.9%), (-)-menton (15-30%), isomenton (0,1-6 %), piperiton (0.1-5.9%), pulegon
(0,3-4 %), ulike isomerer av isomentol, eucalyptol/ 1,8-cineol (spor av- 2.6 %) m.fl. (Price
and Price 2007).

Dersom oljen blir “dementolisert” blir innholdet noe endret, mentolinnholdet blir selvsagt

redusert, men innholdet av de andre forbindelsene blir dermed ogsé sterre prosentvis.

HE H,C

(+)-o-Pinene
(+)-B-pinene

Figur 1.3: Struktur av a-pinen og f-pinen (Samuelsson 2004).

1.3.3 Fortynning

Akermynte er billigere enn “ekte” peppermynte, siden denne vokser vilt, og blir derfor ofte
brukt til & blande i, og av og til som erstatning for peppermynteolje (Lis-Balchin 2006).
Fortynning er vanskelig & detektere selv om det er tilsatt 85 % ékermynteolje til ren
peppermynte, dette er siden fargetesten av mentofuran holder seg konstant, selv ved

fortynning (Lis-Balchin 2006).

1.3.4 Bruksomrader

I Kina er dkermynte kjent som Bo He, og har blitt brukt i tusenvis av ar for forkjelelse, sar
hals, sar munn og tunge, tannverk, for a senke temperatur, dysenteri og diaré, ellers blir den
brukt mye som peppermynte (Lis-Balchin 2006). Man anbefaler derimot ikke a bruke
akermynte 1 like stor grad og i samme konsentrasjon som andre mynter, pga den noe hoyere
konsentrasjonen av mentol i denne oljen.

Mentol er trolig hovedsmertestillende komponent, og effektene av den essensielle oljen er
nesten uten unntak pga mentolinnholdet (Price and Price 2007). Mentol gir en kjelende folelse

nér den blir tilfort pd huden eller slimhinner og blir derfor brukt i salver og linimenter som et
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middel mot kloe (Samuelsson 2004). Alle myntearter gir en kjolende folelse pa slimhinnene i
nesen og munnen pga mentol og de blir derfor ogsé ofte brukt i tannkrem (Lis-Balchin 2006).
Mentolkomponenten blir fjernet for bruk innen parfyme og farmasi, og man eker dermed
nivaet av menton kanskje opptil 26 % (Price and Price 2007).

Mynteolje, som oftest “dementolisert” dkermynte, blir brukt i en krem (Uddermint) for &
unnga og for & behandle mastitt/ jurbetennelse hos kyr (Lis-Balchin 2006).

Akermynte er ikke listet opp for bruk i mat, men blir ofte brukt som essensiell olje av
peppermynte etter dementolisering”, og grennmynte blir ogsé brukt i lignende produkter
(Lis-Balchin 2006).

Innen parfyme har dkermynte begrenset bruk, noe som trolig skyldes den litt sterkere duften

av mentol hos denne mynten (Lis-Balchin 2006).

1.3.5 Toksisitet

Oral LDsy >1.2- 2.9 g/kg (rotte); 3.1 g/kg (mus) (Lis-Balchin 2006).

Dermal LDsy>5 g/kg (kanin) (Lis-Balchin 2006).

Mentol kan vare irriterende for aynene, og den kan ogsd vare skadelig dersom inntatt i store
mengder (Lis-Balchin 2006). Akermynte skal helst unngas ved tilfeller av obstruksjon av
gallelederne, inflammasjon av galleblaren, gallesteiner og alvorlige leverskader (Lis-Balchin
2006).

Essensiell &kermynteolje er, som peppermynte, en irritant og kan fore til hypersensitive
reaksjoner, oftest pga mentol, bl.a. reaksjoner som hudutslett, hodepine, bradykardi,
muskeltremor og ataksi (Lis-Balchin 2006).

Ingen fotosensitivitet er rapportert for denne mynteoljen heller, ellers er toksisiteten og

sensitiviseringen om lag det samme som for peppermynte (Lis-Balchin 2006).

1.3.6 Bioaktivitet

Det er ikke funnet noen farmakologiske aktiviteter pa glatt muskulatur in vitro og in vivo (Lis-
Balchin 2006). Derimot har mentol vist seg a redusere respiratorisk ubehag ved pusting og
signifikant hostedempende effekt i diverse studier (Lis-Balchin 2006), ellers er det flere
aktiviteter som man ogsa finner hos peppermynte, pga den felles mentolkomponenten.

En gel som inneholdt 30 % dkermynteolje ble testet pa pasienter som led av leddsmerter, og
det ble konkludert med at mynteoljeterapi var trygt og effektivt & bruke for & behandle slike
subakutte og akutte smerter (Price and Price 2007).
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Man har ogsé hos den essensielle akermynteoljen oppdaget bakterichemmende effekter, bade
hos antibiotikaresistente og antibiotikasensitive stammer (Lis-Balchin 2006).

I ulike tester har oljen vist antibakterielle- og antisopp- aktiviteter, men arter av Sarcina og E.
coli var resistente (Price and Price 2007). Dementolisert &kermynteolje ble testet mot 23
sopparter, og viste seg a ha soppdrepende egenskaper, ved at den hemmet 22 av dem (Price
and Price 2007). Ellers blir oljen regnet som likeverdig med peppermynte, og har derfor ellers

effekter som ligner pé denne.

1.3.7 Graviditet og amming

Akermynte er mye brukt til fortynning av eller som substitutt for essensiell peppermynteolje,
derfor mé& mesteparten av farene med peppermynte regnes med her, spesielt siden
mentolinnholdet ofte er hayere enn i peppermynteoljen (Lis-Balchin 2006). Akermynteoljen
kan dermed vere mer skadelig, og skal derfor brukes med forsiktighet (Price and Price 2007).
Det er rapportert tap av spontan sammentrekning i livmoren hos rotter ndr mentol og
essensiell peppermynteolje blir administrert in vitro, og derfor skal oljen av dkermynte bare
brukes ved forsiktighet som lukt, men ikke masseres inn i huden under graviditet, fodsel eller
amming (Lis-Balchin 2006), og er ogsé kontraindisert for barn under 3 ar, pga fare for apné
(Price and Price 2007).

Akermynteolje kan inneholde 20-30% av ketonet pulegon, og er derfor av grunnene til at
denne ikke skal brukes i det hele tatt under graviditet (Price and Price 2007).

Sett fra en farmaseytisk synsvinkel kan essensiell &kermynteolje settes lik peppermynte pga
fortynning og stadig utbytting av peppermynte med essensiell akermynteolje (Lis-Balchin
2006), men man kan risikere hgyere innhold av mentol i dkermynteolje. I begge tilfeller er
mentol den mest aktive komponenten, og denne kan vere arsaken til alvorlige problemer,
spesielt med tanke pa smé barn (Lis-Balchin 2006).

Preparater som inneholder peppermynteolje skal ikke brukes pé ansiktet, spesielt ikke pa
nesen, pa sméa barn og spedbarn (Lis-Balchin 2006), s dette gjelder ogsa dkermynte.
Nytteverdien innen aromaterapi har ikke blitt veid opp mot sensitiviseringsfaren ved & pafore
akermynteolje pa huden, og faren for mulig fibrillering eller astmatiske symptomer dersom
brukt som aroma (Lis-Balchin 2006). Dette gjor at man ber vare forsiktig ved eventuell bruk.
Som for alle andre essensielle oljer, er det ikke anbefalt & bruke dkermynteolje til massasje
hos barn og spedbarn, men spesielt gjelder dette mentolinneholdende produkt, uansett hvor

mye den eventuelle oljen er tynnet ut i en baseolje (Lis-Balchin 2006).
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2. Formal

I dette prosjektet var formalet & finne ut om essensielle oljer, brukt i aromaterapi (i den
opprinnelige forstand), forandrer seg i lopet av behandlingen, eller om den forventede og
pastatte effekten er den samme selv etter en time, eventuelt 1 bruk til den neste kunden.
Lukten av oljene forandrer seg som kjent etter lengre tids lufteksponering. Sannsynligvis
skyldes dette at de ulike komponentene i oljen fordamper til ulik tid. De mest flyktige
forbindelsene vil mest sannsynlig forsvinne forst, noe som vil pavirke sammensetningen av
oljen og dermed den pastatte effekten. Da kan man eventuelt si om det er fysiske eller
psykiske effekter man opplever under behandling med essensielle oljer.

Hypotesen blir da: Ved lengre tids lufteksponering vil de mest flyktige forbindelsene i
essensielle oljer forsvinne forst, slik at man ikke vil ha samme sammensetning av forbindelser

i slutten av en aromaterapitime som man hadde i begynnelsen.
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3. Metoder

3.1 GC/MS

GC/MS star for “Gas Chromatography Mass Spectrometry”, som er en metode som

kombinerer gasskromatografi og massespektrometri i en maskin (figur 3.1 og 3.2) for & kunne

identifisere ulike substanser i en prove.

Figur 3.1: Eksempel pad GC/MS- apparatur [http://en.wikipedia.org/wiki/Gas_chromatography-

mass_spectrometry].

Figur 3.2: Innsiden av GC/MS- apparaturen, der man kan se gasskromatograf- kolonnen i ovnen til hoyre

[http://en.wikipedia.org/wiki/Gas_chromatography-mass_spectrometry].

Kombinasjonen av disse to apparatene til et enkelt GC/MS- system gjor at man far et
instrument som kan separere blandinger ned til de individuelle komponentene, identifisere
disse for sa a gi kvantitativ og kvalitativ informasjon angéende mengden og den kjemiske
strukturen av hver komponent/ forbindelse (McMaster and McMaster 1998). Mens et stort
hinder var at denne kombinasjonsmetoden var ganske sé kostnadsfull, har prisene sunket med

tiden ettersom metoden utvikles videre (McMaster and McMaster 1998).
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GC/MS kommer i mange ulike storrelser og utforminger alt etter hvilket arbeid og hvor de
skal brukes, men barer fortsatt med seg svakhetene av bade gasskromatografi og
massespektrometri (McMaster and McMaster 1998).

Et av hovedbruksomradene for denne analysemetoden er miljganalyser (McMaster and
McMaster 1998). Andre omrader inkluderer detektering av medikamenter,
brannetterforskning, etterforskning av sprengstoff/ bomber, og identifisering av ukjente
prever, og potensialet er fortsatt stort.

Innen substansidentifisering er GC/MS en av de mest brukte analysemetodene, siden den
utforer en spesifikk test, altsa den kan identifisere den virkelige tilstedevarelsen til en spesiell
substans i den aktuelle praven. Man trenger ikke store mengder stoff heller for & kunne utfore
en analyse, noe som betyr at man ved & tilfore for eksempel en olje (som her) far ut et
gasskromatogram og massespektre for komponentene i oljen, slik at man far en total analyse
av hele blandingen i en engang.

Bruken av massespektrometer som detektor i gasskromatografi ble startet pa 1950- talet av
Roland Gohlke og Fred McLafferty. Etter dette har apparatene utviklet seg ved & bli litt
mindre, mer omgjengelige og bedre, ved at for eksempel injiseringsteknikkene har utviklet
seg (McMaster and McMaster 1998), det tar ogsd mindre tid & analysere en preve nd enn det

gjorde for.
Sample
injector
T regulated oven

@ =

Mass
spectrometer
Gas: Column: detector
N packed or
He, Nz, H, open tubular
(capillary)

Figur 3.3: Skjematisk bilde av GC/MS- apparaturen [http.//en.wikipedia.org/wiki/Gas_chromatography-

mass_spectrometry].

GC/MS- apparaturen bestar av to store “klosser”: gasskromatografen og massespektrometeret.
Disse to komponentene, brukt sammen, gjor det mulig & identifisere en mye finere grad av
substanser enn det de klarer hver for seg. Det er nemlig ikke mulig & identifisere et spesielt
molekyl ved hjelp av GC eller MS alene, bl.a. kan to ulike molekyler av og til ha et lignende
menster av ioniserte fragmenter i et massespekter, samtidig som man ved gasskromatografi
kan fa flere med samme retensjonstid (McMaster and McMaster 1998). Dersom man derimot

kombinerer de to prosessene er det svaert lite sannsynlig at to ulike molekyler vil oppfere seg
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pd samme mate i1 bdde gasskromatografen og massespektrometeret. Dette gjor at nar et
identifisert massespekter viser seg ved en karakteristisk retensjonstid i en GC/MS- analyse, er
det svaert sannsynlig at den interessante analytten er i proven.

Det ble her brukt en maskin av typen Jeol Accutof IMS — T100GC.
3.1.1 Gasskromatografi
Gasskromatografen (figur 3.4) er et populert, relativt billig og enkelt analyseinstrument

(McMaster and McMaster 1998).

Injection Injector port
port line Gas inlet

\&

(
/ L Display
Interface

/ <—1— Electronics
enclosure

Keypad

Oven doar

Capillary GC column /

N

Figur 3.4: Skisse av en gasskromatograf (McMaster and McMaster 1998).

Man starter med 4 tilfere proven til gasskromatografen, ved at man har gjort klar en passelig
fortynning av den aktuelle proven. 1 pL preve blir injisert inn i kolonnen via en liten pning,
vanligvis en “’split/splitless”- injektor (figur 3.5), ved hjelp av en glassproyte (a 10 puL)

(McMaster and McMaster 1998). Etter injiseringen vil det varme kammeret, som proven blir

injisert inn 1, fore til at proven fordamper.
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Figur 3.5: "Split/splitless” GC- injektor (McMaster and McMaster 1998).

”Split/splitless”- injektoren har blitt selve modellen for GC-injektorer, og den fungerer
utmerket for uraffinerte prover som gjerne trenger litt bearbeidelse for injisering (McMaster
and McMaster 1998). Injektoren har en selvforseglende, utskiftbart septum for
sproyteinjeksjon, en kopling for transportgassen a fore preven inn i injektorkroppen gjennom,
en automatisert ventil for preveavledning, en oppvarmet hals med demonterbar halsféring, og
et segl som passer inn i toppen av kapilleer kolonnen (McMaster and McMaster 1998).

En konstant strem av transportgass (helium) vil stromme gjennom den lille &pningen, og en
del av denne vil transportere preven inn i selve kolonnen (McMaster and McMaster 1998),
mens en annen del av gassen blir brukt til & rense ut prove fra septum, for & unnga
kontaminering av senere analyser. Fordelen med et system uten splitt er at en stoerre mengde
av preven kommer inn i selve kolonnen, men det er likevel foretrukket & bruke splittsystemet
dersom detektoren er sensitiv overfor smd mengder av proven og det er fare for 4 overbelaste

kolonnen (som i dette tilfellet med essensielle oljer).

Nér man analyserer mange prover per dag, ev. kjorer prover badde dag og natt, vil en
automatisert injektor veere en fordel. Disse har robotarmer som tar en preve ut av et spesifikt
proveglass i en karusell og injiserer den inn i injektorkroppen koplet til kapilleerkolonnen

(figur 3.6) (McMaster and McMaster 1998). Injeksjonsnélen blir vasket flere ganger i ulike

29



losemiddel mellom hver prove, ofte losemiddelet som man har lost preven i (McMaster and
McMaster 1998). Proveglassene er vanligvis forseglet med et septum som blir penetrert av
injeksjonsnélen, og nar nélen er fylt med prove blir den flyttet til posisjonen over injektor-
septumet og preven injisert, for nélen blir vasket og gjort klar for neste prove (McMaster and

McMaster 1998).

Robotic
sampling arm

Injector Injector port

Purge line

Sample
cassette

Purge gas
inlet

Cassette
drive

GC

.
i

Figur 3.6: Skisse over karusell med prover og den automatiserte injeksjonssproyten (McMaster and McMaster

1998).

En typisk gasskromatografisk kolonne nar det gjelder GC/MS er en 25-150-m kveilet
kapillert rer med en innvendig diameter pa 0.25-0.75 mm. Kolonnen har gjerne en innside av
silika eller glass som har en stasjonar fase, vanligvis et upolart materiale som metylsilikon
eller lignende, bundet kjemisk til denne (McMaster and McMaster 1998). Denne pakkingen er
stabil, har hey kapasitet og serger for separering som parallelliserer forbindelsenes kokepunkt,
der lave kokepunkter kommer ut forst og hoye kokepunkter sist (McMaster and McMaster
1998).

Separeringen av komponentene avhenger av den kapillare kolonnens dimensjon (lengde,
diameter, filmtykkheten) samt faseegenskaper. Men ogsa forskjellene i kjemiske egenskaper,
som for eksempel flyktighet, mellom de ulike molekylene i den aktuelle blandingen vil gjore
at de blir separert etter hvert som de vandrer gjennom kolonnen. Etter hvert som

komponentene kommer ut av kolonnen blir de detektert og man fér da et kromatogram.



Gasskromatografi har et par svakheter som for eksempel at den krever flyktige komponenter,
men den sterste er at man ikke har absolutte beviser pa hva det er man detekterer av det man
har separert ut (McMaster and McMaster 1998). For de fleste GC- detektorer bruker man kun
retensjonstiden gjennom kolonnen som identifisering av komponenter, og siden mange
komponenter kan ha samme retensjonstid, kan det vaere vanskelig & si noe om hvilke
komponenter det kan vare og renheten til disse ndr man ser pa de separerte
kromatogramtoppene (McMaster and McMaster 1998). Molekylene bruker ulik tid til &
komme gjennom (til & bli vasket ut av) gasskromatografens kolonne, og det er dette som blir

kalt retensjonstid.

3.1.2 Massespektrometri

Massespektrometeret ioniserer det injiserte materialet i hayt vakuum, akselererer og fokuserer
ionene og fragmentproduktene gjennom en magnetisk masseanalysator, for den samler og
maler mengde av hvert ion i detektoren (McMaster and McMaster 1998). For at ionene skal
ha fri flyt gjennom maskinen uten & treffe pé eller bli hindret av luftmolekyl er det viktig at
man har vakuum inne i massespektrometeret.

Massespektrometeret er en super mate & klart identifisere strukturen til en enkelt komponent,
men er til mindre hjelp nar det gjelder blandinger (McMaster and McMaster 1998).
Instrumentet er derfor avhengig av rene prover for & kunne gjennomfere analysen uten for
mye bakgrunnsstey.

MS er en destruktiv metode siden man ikke kan gjenopprette preven etter analysen, men det
blir derimot brukt mindre preve enn ved for eksempel NMR og IR, siden MS er en mye mer
sensitiv metode. Man kan dermed finne ut mer om preven, mer informasjon angdende

sammensetningen, ved a se pa fragmenteringen.

Etter hvert som molekylene kommer gjennom gasskromatografen hver for seg, kan
massespektrometeret bryte hvert molekyl ned til ioniserte fragmenter og detektere disse ved &
bruke forholdet mellom masse og ladning. Disse to faktorene blir kombinert slik at en far den
sékalte masse/ladning ratioen, gitt ved symbolet m/z. For eksempel far man en m/z pa 28
dersom et ion har masse pé 28 og ladning pa +1, men ogsé dersom man har et ion med masse
56 og en ladning pa +2. Man kan egentlig tenke seg at alle ionene har ladning +1, siden det er
det vanligste, men ogsa siden det gjor det lettere, og man fir da samme masse og m/z- verdi.
Massespektrometer kan ha ulike detektortyper, den vanligste innen GC/MS er en kvadruppel-

MS, kjent som "Mass Selective Detector" (MSD) eller selektiv masse detektor. Den som er
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brukt her er derimot en time of flight”- MS (TOF- MS) eller "forflytningstid”, som er et
voksende segment nar det gjelder GC/MS (McMaster and McMaster 1998).

REFLECTRON

E=V/D
\A L
3000 V |g—

SOURCE BM

Ir—

DETECTOR l

Figur 3.7: Skjematisk beskrivelse av TOF- instrumentet utstyrt med et sdkalt "reflectron” (R-TOF), som
reflekterer ionestrdlen (Hoffmann and Stroobant 2007).

Ionekilden til et TOF- instrument (figur 3.7) bruker en elektronstrale til a stotvis ionisere
proven fra gasskromatografen i massespektrometeret, sdkalt pulsionisering, for de ioniserte
fragmentene blir avstoytt ned et fluktrer gjennom en fokuseringslinse (McMaster and
McMaster 1998), og alle ioner av alle m/z- verdier blir dannet nesten samtidig (figur 3.8)
(Smith 2004). Ionene far enten ett eller flere elektroner fjernet slik at man far dannet positive
ioner, men mesteparten av ionene vil ha ladningen +1 siden det er mye vanskeligere a fjerne
et elektron fra et allerede positivt ion. Disse ionene blir sa akselerert ut av ionekilden vha et

positivt elektrisk potensial (Smith 2004).
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Figur 3.8: Skisse av R-TOF- MS (Smith 2004).

Den potensielle energien ionene har nar de forlater ionekilden blir omdannet i ionet til
kinetisk energi i fluktreret, og den kinetiske energien ionene har nar de nér detektoren, er den

samme som den potensielle energien de hadde nér de forlot ionekilden (Smith 2004).



Ion-separering i en TOF-analysator er basert pa prinsippet at ioner som blir gitt samme indre
energi vil ha hastigheter som er proporsjonelle med m/z- verdien deres (Smith 2004).
Lengden av fluktreret har historisk sett gjort at man har fatt produsert veldig store,
uhandterlige TOF- instrumenter, men problemet har blitt redusert ved a folde reret ved bruk
av elektroniske speil for a reflektere og akselerere fluktstrommen av fragmenter tilbake ned
fluktraret, for sé & fa et sammenstet med detektoren (figur 3.7 og 3.8) (McMaster and

McMaster 1998).

Figur 3.9: Tverrsnitt av en mikrokanal- plate og elektronmultiplisering inne i kanalen (Hoffmann and Stroobant

2007).

Detektoren som registrerer ionene er en elektron multiplikator, en sdkalt mikrokanalplate
detektor (MCP), som er en plate som har parallelle sylindriske kanaler drillet inn i seg
(Hoffmann and Stroobant 2007). Kanaldiameteren varierer fra 4 til 25 pm med en senter- til-
senter avstand som varierer fra 6 til 32 um og en lengde pé et par millimeter (figur 3.9), og
den siden der ionene kommer inn blir holdt pa et negativt potesial pa ca. 1 kV i forhold til den
andre siden (Hoffmann and Stroobant 2007).

Kanalen kan multiplisere tallet pa elektroner med 10°, en plate kan gi en forsterkning pa 10
10%, mens flere plater kan gi en forsterkning pa 10* (Hoffmann and Stroobant 2007).
Mikrokanalplate detektoren kan derimot ha noen ulemper, for eksempel er den skjer, sensitiv

til luft og de store mikrokanalplatene er dyre (Hoffmann and Stroobant 2007).

Tiden de ulike fragmentene bruker (i sterrelsen 90 nanosekund for et 2 m langt fluktrer) er
avhengig av m/z- verdien til hver av dem, der de lettere fragmentene nér forst frem til
detektoren (McMaster and McMaster 1998), mens storre ioner flytter seg sakte og nér frem til
detektoren senere (Smith 2004, Hoffmann and Stroobant 2007).

For a detektere et fragment med en gitt m/z-verdi, blir elektronmultiplikatoren kun aktivert for
et smalt tidsrom, som tillater kun en masse per stot (McMaster and McMaster 1998). Ved &

sakte gke tidsvinduet for elektronmultiplikatoren for pafelgende stet, kan alle masser over et



gitt tidsrom bli mélt og tatt gjennomsnitt av, fort nok til & detektere og analysere de smale
toppene produsert av GC (McMaster and McMaster 1998).

Ioner som har en sa liten forskjell i tid som 1 nanosekund kan bli tatt opp, og sa snart det
tregeste (hayest m/z) ionet er detektert vil et nytt sett med ioner bli dannet og akselerert ut av

ionekilden mot detektoren (Smith 2004).

TOF- instrumenter kan i utgangspunktet analysere ioner som har hvilken som helst m/z-verdi
(Smith 2004), den har ingen ovre grense for masse pa ionene, noe som gjor den spesielt
dannet for myke ioniseringsteknikker, og den har hey sensitivitet (Hoffmann and Stroobant
2007). Men, siden stersteparten av fragmentene fra hvert stet blir vraket, vil sensitivitet og
opplesning vere potensielle problemer med denne metoden (McMaster and McMaster 1998).
SIM- innstillingen vil vaere den naturlige metoden for TOF- instrumentet siden

elektronmultiplikatorens tidsvindu ikke trenger & forandres (McMaster and McMaster 1998).

For & oke sensitiviteten blir en tidsrekke- detektor brukt i nyere instrumenter, der rekke-
elementene blir satt til & male fluktstremmen som nar detektoren i ulike tidsrom (McMaster
and McMaster 1998). Ved a bruke denne teknikken kan hele stotfragment- mensteret
analyseres for hvert enkelt tilfelle, og dersom man legger sammen de resulterte tidsrommene
kan man fé en 10 000- gangs ekning i sensitiviteten (McMaster and McMaster 1998).

Et massespektrometer blir benyttet pé en av to méter: Full SCAN eller Selektiv Ion
Monitorering (SIM), der man ved full SCAN tar et kontinuerlig sek over en mengde masser,
eller man kan utfore et sok over et diskret utvalg av masser med SIM (McMaster and
McMaster 1998). Ioniseringsmetoden som blir brukt er valgt uavhengig av om en bruker full
scan eller SIM. Hvilken man velger kommer an pa om man vil se pa utvalget av masser eller
om man heller vil se pa bestemte masser: ved SCAN kan man fé en oversikt over utvalget
eller man kan ta et spesifikt sok med svert hoy sensitivitet med SIM (McMaster and
McMaster 1998).

For ukjente eller kompliserte blandinger bruker man nesten alltid SCAN, spesielt forste gang
(McMaster and McMaster 1998), for eksempel av et bredt utvalg av massefragmenter som
skal monitoreres vil veere m/z 50 til m/z 400. Hvor stort sprang man skal ha kommer an pa
hva man forventer at preven skal inneholde og innvirkningen som lgsemiddelet har pa preven,
og andre mulige innvirkninger. Man velger gjerne sek over m/z 50 for 4 unnga spor av vann
(m/z 18), nitrogen (m/z 28) og oksygen (m/z 32) (McMaster and McMaster 1998), som vil

bidra som bakgrunnsstey i spekteret. Man seker ogsa gjerne fra hoy masse til lav for & fa
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mindre haler pa fragmentene, og dermed bedre resolusjon mellom massetoppen M og
karbonisotoptoppen M+1 (McMaster and McMaster 1998). Det er ogsa viktig og ikke male et
for vidt utvalg av fragmenter siden dette vil fore til at sensitiviteten vil reduseres, da man fér
feerre sgk per sekund.

Néar man derimot ser etter sporstoff av spesifikke forbindelser eller ser etter forandringer i
komposisjonen over en lengre periode, ber man velge SIM (McMaster and McMaster 1998).
GC/MS instrumentene er kapable til bruk av begge, enten individuelt eller ledsagende, det

kommer an pa oppsetningen av det aktuelle instrumentet.

3.1.3 Presentering og analyse av resultater

Massespekteret blir dannet ved & plotte signalproduktet av detektoren som en funksjon av
tiden, som kan bli konvertert til en funksjon av m/z-verdien av datasystemet (Smith 2004).
Verdiene (m/z) blir bestemt ved & male tiden ionene bruker pa & bevege seg gjennom et felt-
fritt omrdde mellom kilden og detektoren (Hoffmann and Stroobant 2007).
Massespektrometeret lagrer dataene som et tredimensjonalt spekter med tre akser (figur 3.10);
tid, intensitet og m/z- verdi (masse/ ladning), men dersom man velger et spesifikt tidspunkt
kan man vise dette som et massespekter med to akser (figur 3.11), intensitet mot m/z
(McMaster and McMaster 1998). Spekteret viser alle fragmentene som er assosiert med den
kromatografiske forbindelsen til stede ved det aktuelle tidspunktet, og man kan da bestemme
strukturen av denne forbindelsen ved for eksempel sammenligne dette med et
forbindelsesbibliotek som gjerne ligger inne i datamaskinen (McMaster and McMaster 1998).
Enkelte systemer kan til og med korrelere flere data samtidig, som for eksempel

retensjonstidene som ble identifisert av GC, for 4 relatere dataene mer noyaktig.

Biblioteksok blir gjort ved ’sannsynlighetsmatching” som vanligvis starter fra den ene siden
av spekteret, og jobber seg bortover til den andre siden. I dette tilfellet identifiseres spektrene
begge veier, dvs. fra venstre mot hayre og fra heyre mot venstre, og dette forteller noe om
hvor godt spekteret stemmer overens med bibliotekspektrene som finnes i databasen.
Trefflisten man fér opp, inneholder alle de mulige spektrene med de mest sannsynlige treffene
gverst (McMaster and McMaster 1998). Dess naermere tallet er 1000, dess bedre stemmer

spektrene overens.
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Figur 3.10: Tredimensjonal skisse av GC/MS- spekter med tre akser (McMaster and McMaster 1998).

Sensitiviteten av GC/MS- analysen vil gke, nar mengde informasjon som blir samlet om
ionene (i en gitt GC- topp) minker. Det vil si at en SIM- analyse lar en mindre mengde av en
komponent bli detektert og méalt, men graden av sikkerhet om identiteten til den aktuelle
komponenten blir redusert.
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Figur 3.11: Massefragmentspekter fra GC/MS for en spesifikk retensjonstid, intensitet mot m/z (McMaster and
McMaster 1998).



3.2 DART

DART stér for “Direct Analysis in Real Time”, og er en ionekilde (figur 3.12) med
atmosferisk trykk som i apen luft, under atmosfaeriske forhold, ioniserer gass, vaske og fast
stoff umiddelbart (Cody et al. 2005). Dersom man bruker DART i forhold til tradisjonelle
metoder, minimerer man prevemengden, forberedelsen, eliminerer ekstraksjonssteg, reduserer

detekteringsgrensen og analysetiden.

Figur 3.12: En DART- ionekilde [http://en.wikipedia.org/wiki/DART ion_source].

Metoden ble utviklet i 2005 av Laramee og Cody.

DART er en unik “atmosfareioniserings”- teknikk som er ulik alle andre ionekilder pa den
mdten at man ikke trenger & gjore klar en prove pa forhdnd eller at man kan introdusere den 1
apen luft (Song et al. 2009).

DART er svert nyttig for rask, usammentrekkende analyse av forbindelser og kjemikalier pa
overflater, vaesker og gasser, og det er ikke nedvendig & utfere rensning eller proveekstraksjon
for analysering (Cody et al. 2005, Hoffmann and Stroobant 2007). Dette apner et helt nytt
vindu med tanke pé hvilke komponenter som kan analyseres av massespektrometri ved hjelp
av DART. Eksposisjon for hey spenning eller vakuum kreves ikke, noe som gjor at preven
ikke forandres (Hoffmann and Stroobant 2007).

Selve ioniseringen kan skje direkte pa proveoverflaten, og er spesielt effektiv pa overflater
som for eksempel sement/ betong, hud, kroppsvasker (blod, spytt, urin) penger (papirpenger),
flybilletter, tabletter, frukt, gronnsaker, klaer og biologisk materiale, men det er den spesielle
ioniseringsmekanismen som gjor at metoden skiller seg fra andre analysemetoder (Cody et al.
2005, Song et al. 2009). Det er ogsé unikt at ionekilden kan analysere et vidt spekter av

kjemikalier, som inkluderer middel innen kjemisk krigfering, farmaseytisk industri,
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metabolitter, insektmidler, peptider, oligosakkarider, misbruksstoffer (narkotika), eksplosiver
og giftige industrikjemikalier m.m. (Cody et al. 2005, Song et al. 2009). Man har for
eksempel klart & avdekke den aktive komponenten i farmasgytiske produkter som tabletter og
kapsler, 1 lgpet av fa sekunder, uten & knuse eller apne den opp, noe som gjeor at man kan gi en

rask og lett stoff- screening i situasjoner der tiden er kritisk (Cody et al. 2005).

Selve analysen (se figur 3.13) starter med en strom av gass, vanligvis helium (eller nitrogen),
som er elektrisk "utladet” for & produsere ioner, elektroner, og metastabile produkter. Den gér
gjennom ulike elektroder, med ulike funksjoner, og etter oppvarming (kan bli oppvarmet fra
romtemperatur til 250 °C) og fjerning av ladede partikler, gar denne stremmen av gass ut av
ionekilden og ut i fri luft slik at den kan ionisere kjemikalier ved direkte kontakt, og dermed
tillate analyse bade av gass, vaeske og fast stoff (Song ez al. 2009). Man tror at de metastabile
heliumatomene eller nitrogenmolekylene, er den reagerende parten innen DART (Cody et al.
2005). Gass som forlater ionekilden gjennom den tredje elektroden er rettet mot
massespektrometerets provedpning; en isolasjonshette beskytter proven og operateren for all
eksposisjon til selve ionekilden. Denne elektroden har flere funksjoner: den fungerer som en
ion-frasteter og den fjerner ioner av motsatt polaritet slik at man unngar signaltap pga
rekombinasjon av typen ion-ion (Cody ef al. 2005). Gasstrommen vha svakt vakuum styrer

ionene som blir dannet inn gjennom apningen av massespektrometeret.

Kort sagt sender DART- kilden ut neytral gass (typisk helium eller nitrogen) som har blitt
eksitert til en metastabil tilstand gjennom en elektrisk “utlader”, som gjor at gassen bare
inneholder noytrale arter, da de ladede har blitt fjernet for gassen forlater kilden (Haefliger
and Jeckelmann 2007). Strdlen av gass blir sendt mot preven som skal analyseres, som
resulterer i at proven gér over til vaske/gass- fase og blir ionisert, selv for de analyttene som
ikke er typisk regnet som flyktige. loniseringen skjer sé trolig gjennom en kombinasjon av
prosesser som inkluderer direkte energioverforing fra de metastabile produktene og
protonoverforing etter ionisering av atmosfarevann (luftfuktighet) av de metastabile

produktene (Haefliger and Jeckelmann 2007).

Mekanismen som forklarer hvordan “’forbindelsen” forlater overflaten og blir til veeske- eller
gassfase er ikke fullt forstatt enna (Cody et al. 2005).

Ved 4 varme gassen forbedrer det omdannelsen av enkelte materialer, men salt, ’zwitterioner’
b $

og andre materialer uten signifikant damptrykk blir lett detektert av DART (Cody et al. 2005).
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For andre materialer som ikke omdannes ved oppvarming av gassen, kan bombardering av
overflaten med metastabile atomer og ioniserte klaser forbedre omdannelsesprosessen (Cody

et al. 2005). Signalstyrken er relatert til prevekvantiteten.

needle electrode electrode 1 insulator cap

gasin w= K glow T
» == discharge f\

o open air
o, /l sample gap X .

grounded electrode  gas heater electrode 2 spectrometer inlet

Figur 3.13: Skjematisk diagram av DART- ionekilden [http://en.wikipedia.org/wiki/DART ion_source].

Selv om det finnes optimal geometri for de enkelte applikasjoner, er ikke den eksakte
posisjonen, avstanden og vinkelen av DART, med hensyn pa proveoverflaten og
massespektrometeret, kritisk, i alle fall ikke i utgangspunktet (Cody et al. 2005). Det har
derimot vist seg at orienteringen av preveoverflaten foran strommen av eksitert gass, er mer
kritisk for DART- kilden enn for andre analysemetoder (Williams et al. 2006).

Analyse av forbindelser med DART/MS er a foretrekke for a raskt bekrefte molekylvekter,
dette i stedet for & kjore injeksjonsanalyser med LC/ UV/ ESI- MS, og DART har vist seg &
vare en komplementer metode til ESI (elektrosprayionisering) nér det gjelder stoft-
oppdagelser (Petucci et al. 2007). DART/MS er ogsa nyttig for & bekrefte molekylvekt raskt
ndr det gjelder stoff- oppdagelser og i tilfeller der HPLC kanskje ikke er nedvendig for MS.
Dette for & bestemme molekylvekt av en ren fraksjon, noe som gjer at denne metoden ogsa
kan vere & foretrekke ved rask molekylvekt- screening av forbindelsesbibliotek, og for &
oppna raske, ngyaktige massemalinger (Petucci et al. 2007).

DART kan kanskje ikke erstatte veletablerte teknikker som GC/ MS og LC/ MS, men kan
definitivt vaere et verdifullt komplement (Haefliger and Jeckelmann 2007). Den kan for
eksempel ikke produsere klassiske EI- massespekter, men kan derimot vere a foretrekke for
eksperiment der rask gasstrom ikke gar overens med vakuum- baserte ionekilder eller der
mangel pa et elektronfilament er & foretrekke for analysen av korroderende forbindelser

(Cody 2009).



Flytende prover blir analysert ved & duppe noe (for eksempel en glasstav, en pipette eller
lignende) ned i veeskeproven for man presenterer den til DART- ionekilden. Den beste
sensitiviteten far man dersom man tilforer proven i midten av utgangen av DART- ionekilden
(Petucci et al. 2007).

DART er definitivt passende for & monitorere duft- utslippet fra ulike overflater, som for
eksempel fjernet, gjenoppbygget, eller levende hud, etter hvert som den blir avgitt (Haefliger
and Jeckelmann 2007). Det er en fersk ioniseringsteknikk som gir oss rask ionisering av sma
molekyler ved atmosfaeriske tilstander (Petucci et al. 2007). Det er ogsa en analytisk teknikk
med ekstremt hoyt potensial for analysen av ramaterialer til smak og duft i ekte og komplekse
prover, siden sensitiviteten er tilstrekkelig, semikvantitative analyser er mulige ved optimale
tilstander, og en oppnér resultater pa mindre enn 1 minutt (Haefliger and Jeckelmann 2007).
Selv om metoden har vist seg svert effektiv til & analysere gassprover, er den mindre effektiv
for analyse av adsorberte molekyler, dette siden det ikke er mulig & visualisere gasstrommen

og den relativt vide prevegeometrien (Williams et al. 2006).

3.2.1 Prinsippene for selve analysen

Nér det gjelder positive ioner er den enkleste prosessen Penning-ionisering, som involverer
overforing av energi fra den eksiterte gassen til proveanalytten, som gjor at man féar et radikalt
kation (Hoffmann and Stroobant 2007). En annen av hovedprosessene, ved bruk av helium, er
protonoverforing. Denne typen ionisering skjer nar metastabile heliumatomer reagerer med
vann i1 atmosfaren for sd & protonere provemolekylet, som forer til det protonerte molekylet
(Hoffmann and Stroobant 2007).

Det har blitt foreslétt at ved PI-DART (positive ioner) vil metastabile heliumatomer indusere
Penning-ionisering av atmosfarevann i fri luft, og generere protonerte vannklaser, for det
meste HsO,", som videre vil ionisere analytter via kjemiske reaksjoner (Cody et al. 2005,
Song et al. 2009).

Ioniseringsprosessen involverer en interaksjon mellom analysemolekylet (S) og elektronisk
eksiterte atomer eller vibrasjonseksiterte molekyler (metastabile produkter — M*), og dersom
disse har tilstrekkelig indre energi vil de ogsé avgi elektroner (en av to mulige mekanismer)
(Cody et al. 2005). Den andre mulige mekanismen involverer en interaksjon mellom
metastabile produkter (M*) og en overflate (som for eksempel den perforerte

utgangselektroden) for & frigjore elektroner (Cody et al. 2005).
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For kollisjonen mellom det eksiterte gassmolekylet (M*) og overflaten av preven, vil det
utveksles energi fra gassmolekylet til det neytrale analysemolekylet (S). Dette gjor at et
elektron blir lest fra analysemolekylet og man far dannet et radikalt kation (sakalt Penning-
ionisering), som sa blir avstett fra preveoverflaten og folger gasstrommen (typisk N, eller He)
videre til masseanalysatoren (Cody et al. 2005, Cody 2009). Energien fra det eksiterte
gassmolekylet ma vere storre enn ioniseringspotensialet til det noytrale molekylet for at
denne reaksjonen skal skje (Cody et al. 2005, Cody 2009).
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Figur 3.14: Summen av DART- ioniseringsmekanismene [http://en.wikipedia.org/wiki/DART ion source].

Ioniseringen skjer ndr DART-gassen kommer 1 kontakt med gass, vaske eller fast prove 1 fri
luft mellom ionekilden og massespektrometeret (Cody 2009). Ved ionisering kan en
kompleks serie av konkurrerende reaksjoner skje (figur 3.14), og resultatet varierer med
faktorer som tilstedevarelse eller fravarelse av lesemiddel, eller andre kontamineringsmiddel
som det kan vare spor av, temperatur, gasstram, trykk og elektriske potensialer (Cody 2009).
Ioniseringsprosessen skjer pa den felgende méten, dersom helium blir brukt som transport-
gass: Forst kolliderer et eksitert heliumatom raskt med et vannmolekyl under atmosfarisk
trykk, og dette blir ionisert (Cody et al. 2005), dette skjer med ekstremt hoy effektivitet (Cody
2009):

Det ioniserte vannmolekylet blir deretter utsatt for mange reaksjoner med andre neytrale
vannmolekyler som forer til dannelse av en klynge av protonerte vannmolekyler (Cody ef al.
2005). Vannklyngen interagerer med analysemolekylet (M) og genererer da et protonert
molekylart ion, dersom M har hgyere protonaffinitet enn den ioniserte vannklyngen (Cody
2009).

Fragmentering kan bli observert dersom forskjellen i protonaffinitet mellom preven og den

ioniserte vannklyngen er stor (Cody 2009). Fragmentering kan ogsé induseres ved at DART-
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gassvarmeren blir satt til en tilstrekkelig hay temperatur (Cody 2009). Fragmentioner blir ikke
observert for alle forbindelser, men fragmentering kan induseres (Cody et al. 2005).

Molekylaere ioner har blitt observert for enkelte forbindelser, som for eksempel danner helium
[M + H']- kationer (Cody et al. 2005). Mekanismen for hvordan dannelsen av molekylarioner

og andre oddetals- elektron- produkter i DART-ionekilden er ikke fullt forstatt (Cody 2009).

3.2.2 Presentering av resultater — massespekter

DART produserer et relativt enkelt massespekter som blir dominert av protonerte molekyler
[M-+H]" som positive ioner (som her), eller deprotonerte molekyler [M-H] som negative
ioner. Andre arter kan ogsé dannes avhengig av hvilke molekyler det gjelder, som for
eksempel M fra aromatiske hydrokarboner.

Disposisjonen og frigjeringen av duften fra overflater som for eksempel stoffer eller har, blir
ofte studert innen duftindustrien, noe som for eksempel Haefliger og Jeckelmann har gjort

(Haefliger and Jeckelmann 2007).
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Figur 3.15: Massespekter av et ekte og forfalsket stoff; dihydroartemisinin er den aktive ingrediensen

[http://en.wikipedia.org/wiki/DART ion_source].

Produksjon av forfalskede medisiner er et voksende internasjonalt problem innen
farmaseytisk industri, bl.a. i Storbritannia, Kina, Russland, Argentina, Nigeria og India.
DART gir oss muligheten til & oppdage forfalskninger (figur 3.15) uten store forberedelser,
siden det for eksempel ikke er nedvendig & forberede prove for analyse (for eksempel knusing
eller ekstrahering), for & finne den aktive ingrediensen i medisin i tablettform (Cody et al.
2005).

Man kan finne mer informasjon om selve DART- metoden andre steder (Cody et al. 2005).
Det ble her brukt en maskin av typen Jeol Accutof JMS — T100LC. Mekanismen som
forklarer hvordan “forbindelsen” forlater overflaten og blir til vaske- eller gassfase er ikke

fullt forstétt enné (Cody et al. 2005).
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3.3 Eksperimentelt
3.3.1 Valgav oljer

For man starter md man tenke pa er hvor mange oljer man vil analysere, og hvor omfattende
man vil at det skal vaere, spesielt med tanke pa at det er begrenset med tid.

Det kan vere lurt & velge en olje som inneholder en del forbindelser, helst litt ulike, for at det
skal veere mulig 4 skille mellom hva som blir avgitt til atmosfaren forst og sist, dermed
forbindelser som lar seg separere vha GC og identifisere vha MS.

Oljene er valgt etter hvilke oljer som blir mye brukt og hvilke oljer som har velkjente og
heller uomstridte effekter. I denne sammenheng er det valgt ulike arter av mynteslekten, dette
gjor ogsa at man kan sammenligne oljene litt med hverandre, i tillegg til & sammenligne dem

med standardanalyser som finnes for de enkelte.

3.3.2 Kvalitetssikring

I utgangspunktet var meningen & analysere provene vha vanlig GC forst for s& 4 sammenligne
retensjonstidene med GC/MS- analysen etterpa. I dette tilfellet ble GC- maskinen bare brukt
til & finne en passende kolonne for GC/MS- analysen, en kolonne som skilte forbindelsene i
oljene tilstrekkelig for & kunne identifisere de ulike vha MS.

For a kvalitetssikre oljene ble GC/MS brukt forst til &4 analysere bare den ene oljen, nemlig
peppermynte. Dette ble ogsa gjort for & finne ut hvilken fortynning man skal bruke for & fa
best mulig resultater, ogsé et resultat som gjor det mulig & sammenligne med standardene fra
litteraturen.

Dersom man fortynner for mye vil enkelte av de mindre forbindelsene gjerne forsvinne, altsa
ikke detekteres av maskinen, eller forsvinne i forhold til de sterste forbindelsene. Dersom man
fortynner for lite vil de sterste forbindelsene bli for dominerende i spekteret slik at man ikke
kan se hva som er hva. Forbindelsene vil da gli inn i hverandre siden de vil bruke lengre tid pé

a komme gjennom kolonnen, og dermed gi et ukorrekt bilde av sammensetningen.

3.3.3 Fortynning og i stand gjgring av prever av “fullolje”

Til GC/MS- analysen ble det fra litteraturen tatt utgangspunkt fra tidligere GC-kjoring av
essensielle oljer. Det ble valgt en 10 % - fortynning av oljene i losemiddel, som i dette tilfellet

ble laget ved & bruke ca. 0,1 g olje og fortynne til 1,0 g med lesemiddel. Det ble brukt en vekt
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med fire desimaler og glassbur”, for & fi en s& neyaktig maling som mulig med tanke pé at
det ble brukt flyktige oljer.

I forste omgang ble en analyse pa peppermynte (peppermyntel; se tabell 3.1) kjort for a se at
fortynningen var bra nok og at forbindelsene i oljen ble separert tilstrekkelig av kolonnen, her
ble metanol brukt som lesemiddel. For selve hovedanalysen ble derimot heksan brukt som
losemiddel, men man kan selv velge hva man vil bruke, da man oppnéar samme resultat

(kommer an pa hvor godt oljene lar seg lose i det aktuelle lasemiddelet).

Tabell 3.1: Fortynninger til GC/MS- analyse for “fullolje”.

0.1 g olje til 1.0 g med metanol
Peppermynte1 0,1092 1,0023
0.1 g olje til 1.0 g med heksan
Akermynte 0,1077 1,0033
Grgnnmynte 0,1007 1,0039
Peppermynte2 0,1008 1,0051

Tabell 3.2: Fortynninger av "fullolje” til DART- analysen.

0.1 g olje | til 1.0 g med metanol
Peppermynte 0,1033 1,0106
Akermynte 0,1063 1,0063
Grgnnmynte 0,1052 1,0410

For kjoring av DART ble det laget nye 10 % - prover, da med metanol som lgsemiddel (tabell
3.2), siden dette losemiddelet har vist seg & gi fine resultater og massespektre tidligere.

I utgangspunktet blir det sagt at man ikke trenger & forberede prover for kjoring av spesielt
DART, men likevel har prevene her blitt fortynnet til 10 %. Dette ble gjort siden aromatiske
oljer har lett for a klebe seg til metalloverflater, man kan da risikere & kontaminere senere
prover i maskinen. Sa fortynningene ble laget for & beskytte systemet samt senere prover,

dette gjelder for sa vidt ogsa GC/MS.

3.3.4 Fortynning og i stand gjering av prever etter lufteksponering

For & kunne si noe om avdampning til atmosfzeren ma man ogsa analysere oljene pd GC/MS
og DART etter lengre tids avdampning/ eksponering for luft. For & fa fortgang i prosessen ble
oljene her blast med nitrogengass samtidig som reagensraret ble holdt varmt (ca.40 °C). Dette
ble gjort for & unnga vann i preven, siden nitrogengass forer til nedkjeling av oljene og man

dermed kan risikere kondens 1 roret.
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Provene ble laget til ved & tilfore ca. 1 mL ren essensiell olje til et reagensror, for man bldste
denne med nitrogengass til det gjenstod 50 % av oljen igjen i raret (ganske lang prosess
tidsmessig for myntene). Tok sa ut olje fra reagensreret for & lage en 10 % - fortynning av
oljen i lesemiddel som tidligere (her metanol, se tabell 3.3).

Blaste sa oljen ytterligere til det kun gjenstod 10 % av den opprinnelige mengden (altsa ca.
0,1 mL) og gjentok fortynningsprosessen og lagde en 10 % - fortynning av denne igjen (se
tabell 3.3).

Provene ble introdusert til DART-ionekilden ved & dyppe en pipette i praven og introdusere
denne i DART-gassen. Det ble brukt litt aluminiumsfolie til & danne et skille mellom de ulike

provene 1 ionekromatogrammet, ved & bryte gasstrommen med denne.

Tabell 3.3: Fortynning av oljene etter bldasing med nitrogen, som ble brukt til bade GC/MS og DART- analysen.

0.1 g olje | til 1.0 g med metanol
Peppermynte 50 0,1022 1,0050
Peppermynte 10 0,1006 1,0077
Akermynte 50 0,1090 1,0101
Akermynte 10 0,1040 1,0046
Grgnnmynte 50 0,1028 1,0057
Grgnnmynte 10 0,1093 1,0084

Provene som ble laget ble analysert pa GC/MS og DART, og resultatene av kjeringen kunne
sa sammenlignes for 100 % ren essensiell olje, 50 % gjenstaende olje og 10 % gjenstdende
olje.

Vha disse resultatene kan man si noe om hva som skjer med oljene ved lengre tids
eksposisjon for luft og om den virkningen som oljene skal ha innenfor aromaterapi er

sannsynlig, med tanke pa om enkelte forbindelser i oljene forsvinner underveis.

Tabell 3.4: Nye fortynninger for de inntorkede provene til DART- analyse.

DART2 0.1 g olje 1.0 g med metanol
Akermynte 10 0,1067 1,0002
Grgnnmynte 50 0,1059 1,0033

Analysene av “fullolje” ble forst utfort, for de delvis fordampede provene av oljene ble
analysert. De ble ikke analysert pd samme dag, noe som neppe ber ha innvirkning pa

resultatet, men maskinenes analyseegenskaper kan forandre seg litt fra dag til dag.
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Det viste seg at et par av provene torket inn/ fordampet mellom GC/MS- og DART- analysen,
pa tross av at de ble oppbevart i kjeleskap. Dette gjorde at nye prover matte lages for disse,

akermynte 10 % og grennmynte 50 %.

3.3.5 Innstillinger av GC/MS og DART

GC/MS- maskinens innstillinger ble valgt med utgangspunkt i litteraturen (Kubeczka and
Formacek 2002) (se tabell 3.5 og 3.6).
Det ble ellers valgt ioniseringstype EI+, med et masseutvalg pa 35-500 m/z, og en spenning

pa 70 eV, da det er denne spenningen bibliotekspektrene er samlet fra.

Tabell 3.5: Kolonnevalg og innstilinger for GC/MS- analysen.
Lengde | Diameter | Filmtykkhet | Trykk | Hastighet

Type (m) (pm) (pm) (kPa) | (mL/min)
Kolonne VF - 1MS 25.0 200.0 0.33 - -
Transportgass Helium - - - 81.8 0.7

Injektor "Split/splitless" - - - - -

Tabell 3.6: Temperaturprogram for ovnen for GC/MS- analysen.

Hastighet (°C/min) | Temperatur (°C) | Varighet av aktuell temp.(min)
Start - 50 0.00
Niva 1 30.00 150 0.00
Niva 2 8.00 300 5.00

Innstillingene pd DART- maskinen ble stilt inn etter hva som var forventet a finne i oljene,
altsé litt etter massespektrene fra GC/MS, men det ble ogsé brukt ulike temperaturprogram for
hver analyse. Det vil si at det ikke finnes neyaktige innstillinger for DART i dette tilfellet,
men det er heller ikke nedvendig her.

Det som er konstant fra analyse til analyse er at det ble brukt positiv ionisering (tilnaermet lik

ESI+) og et masseutvalg mellom 100-1000 m/z.

46



4, Resultater

Analysene av de ulike oljene med GC/MS gav gasskromatogrammer som stemte overens med
standardkromatogrammer som finnes i litteraturen (Kubeczka and Formacek 2002), med
tanke pa hva som var forventet og hvilke forbindelser man forventer skal dominere.

Av gasskromatogrammene av de ulike oljene kan man se at for alle tre oljene forsvinner de
mest flyktige forbindelsene etter blasing med nitrogen, dette gjelder forbindelsene som
kommer gjennom kolonnen for 4 minutter er gitt. Men man kan ogsa se at de gjenvaerende
forbindelsene blir redusert, toppene er ikke lenger sa intense som de er pa

originalkromatogrammet, kromatogrammet for “’fullolje” (100 %) (figur 4.3, 4.12, 4.20).

Nér man ser pd kromatogrammet for oljene som er bldst med nitrogen til 50 %, ser man at de
flyktigste komponentene (de forste toppene pa kromatogrammet) er borte eller kraftig redusert,
og at dette er forsterket pd kromatogrammet for 10 % gjenvarende olje (figur 4.4, 4.13, 4.21).
Toppene i1 kromatogrammene for “fulloljene” er identifisert vha sek i forbindelsesbiblioteket
(se tabellene for treffsikkerhet og hvilke forbindelser det er snakk om). Treffsikkerhetene har
vist seg & vaere veldig bra, spesielt for de mest intense toppene, hovedforbindelsene.
Massespektrene av hovedforbindelsene hos disse er tatt med her, mens massespektrene av de

andre, mindre forbindelsene som er representert i tabellen, er lagt ved som vedlegg.

De ulike massespektrene fra DART er tatt fra de totale ionekromatogrammene (figur 4.1 og
4.2) av oljene for og etter blasing med nitrogen. Disse kromatogrammene forteller heller lite i
dette tilfellet, men man kan se at de ulike myntene har lignende kromatogrammer, selvsagt
med unntak av peppermynte “fullolje” siden det tydeligvis har skjedd noe med denne.

Néar man ser pd massespektrene fra DART- analysen kan man se at det dukker opp “nye”
forbindelser 1 forhold til GC/MS- analysen, spesielt forbindelser med ekstra haye masser i
forhold til de forventede forbindelsene som man ser av disse massespektrene (se resultat for
de enkelte oljene for videre utdypning).

Nedenfor er de ulike resultatene presentert hver for seg for de tre oljene.
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Acq. Data Name: 101208

internal Sample id: Spes. Record Interval: 0.4[s]
lonization Mode: ESte Type: Total lon Chromatagram

M Callbration Name: PEG_ES!_pos_13Feb0a Acquined miz Range: 7.0.1000.0
Renuction Hissory. TICIMS{1])

Experment Dae/Time: 121102005 1206:35 FM Operator Name: Accusor
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Figur 4.1: Totalt ionekromatogram av "fulloljene” fra DART, der peppermynte ligger mellom 4 og 5 minutter,

akermynte mellom 5 og 6.1 minutter og gronnmynte mellom 6.1 og 6.6 minutter.

Acq. Dista Name: B10402
intemal Sampie Id: 15, pE0.PI0 JpS0.510150. 10010501016 Spec. Recond Interval: 0.4[5]
banizatian Made: ES1+ Type: Total lon Chromatagram
MS Calbration Name: PEG_E5H+_120e008_a Acquired mz Range: 7.0..1000.0
Reduction History: TICMS[T])
EXDENMENt DAETIME: 4112008 11:67:18 AM CRErator Name: Actuar

x10®  insensiy (42060453)

1937 3.796 /5468 6407

5039
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3D 4 50 &0 70 2o
Time{min]

a_
=
.
&

Figur 4.2: Totalt ionekromatogram av bldste oljer fra DART, der peppermynte 50 % ligger mellom 0.8 og 1.5
minutter, peppermyntel 0 % mellom 1.5 og 2.2 minutter, dkermynte 50 % mellom 2.2 og 2.8 minutter, og

gronnmynte 10 % mellom 2.8 og 3.4 minutter.
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4.1 Peppermynte

Av gasskromatogrammet fra GC/MS for peppermynte kan man se en del topper jevnt utover
tidsskalaen, og man ser at hovedtoppene, det vil si de mest intense toppene, ligger mellom 4.2

og 4.5 minutter (se figur 4.3).

TIC[1]; / El+/ peppermint
x10°  Intensity (117310000)

100+

4.429
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20 30 40 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0

Time[min]

Figur 4.3: Kromatogram fra GC/MS av peppermynte "fullolje” for bldsing med nitrogen.

Ellers er det noen andre topper som ogsd ma tas i betraktning, disse ligger rundt 3.5, 5, 5.2 og
7 minutter. Det er disse toppene samt hovedtoppene som det er lagt vekt pa her, og det er sett
litt bort fra de resterende toppene, da det var snakk om svart sm& mengder av dem i forhold
til de utvalgte. De utvalgte toppene er ogsé de forbindelsene man oftest assosierer med
peppermynteolje.

Som man kan se er det mentol (figur 4.5) og menton (figur 4.6) som er hovedforbindelsene i
denne oljen (retensjonstid 4,249 og 4,429), men den inneholder ogsa mentofuran (figur 4.7,
retensjonstid 4,356) som er en essensiell forbindelse i peppermynteoljen, (se tabell for flere
forbindelser).

Man kan ogsa se at de fleste forbindelsene er identifisert med en ganske stor sikkerhet vha sek

i forbindelsesbiblioteket pa datamaskinen som var koplet til GC/MS- maskinen.
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Tabell 4.1: Identifisering av dominerende forbindelser i peppermynteoljen av GC/MS og sok i

Jforbindelsesbiblioteket.

Retensjonstid, topp-

Forbindelser maksimum (min) Treffsikkerhet Masssespekter
a-limonen 3,469 917/921 Vedlegg 1
eucalyptol/ 1,8- cineol 3,469 935/936 Vedlegg 2
p-menton 4,249 915/933 Figur 4.6
p-menton 4,322 922/942 Vedlegg 3
mentofuran 4,356 839/839 Figur 4.7
mentol 4,429 937/938 Figur 4.5
pulegon 4,902 887/897 Vedlegg 4
isomentolacetat 5,548 781/899 Vedlegg 5
-caryophyllen 6,894 930/937 Vedlegg 6

Nér man ser pd kromatogrammene av peppermynte for og etter blasing (p100, 50 og 10) kan

man tydelig se en forandring i mengde topper (se figur 4.4). Man ser ogsa av de tre

kromatogrammene at intensiteten til de ulike forbindelsene blir redusert ved blasing av oljene,

noe som tyder pa at alle forbindelsene fordamper til en viss grad. Man kan se at toppen 4.249

nesten forsvinner i det tredje kromatogrammet (peppermynte 10 %), som i dette tilfellet

tilsvarer menton (se tabell 4.1), og man vil da hovedsakelig sta igjen med mentol i oljen.

TIC[1]; / El+ / peppermint
x10°  Intensity (89369672)
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Figur 4.4: Sammenligning av kromatogrammer fra GC/MS av peppermynte” fullolje”, 50 % og 10 %.



Acq. Data Name: peppermint

Internal Sample Id: Spec. Record Interval: 0.4[s]
lonization Mode: El+
MS Calibration Name: 20022008_800 Acquired m/z Range: 35.0..250.0 Time of Maximum: 4.402[min]
Reduotion History: Determine m/z[Peak Dtect[Centroid. 17, Area]:Correct Base[l;Average(MS[1] 4.399..4.406)
Experiment Date/Time: 3/5/2009 9:07:13 AM Operator Name: Accutof
x10®  Area (451015)
[+95.00827
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Figur 4.5: Massespekter av mentol fra GC/MS av peppermynte fullolje”.
Acq. Data Name: peppermint
Internal Sample |d: Spec. Record Interval: 0.4(s]
tonization Mode: El+
MS Calibration Name: 20022008_8C0 Acquired m/z Range: 35.0..250.0 Time of Maximum: 4.429[min]
Reduction History: Determine m/z[Peak Detect{Centrofd, 17, Areall;Correct Base(J;Average(MS[1] 4.263..4.
Experiment Date/Time: 3/5/2008 8:07:13 AM Operator Name: Accutof
x10°  Area (813676)
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Figur 4.6: Massespekter av menton fra GC/MS av peppermynte "fullolje”.



Acq. Data Name: peppermint
d:

Internal Sample Id: Spec. Record Interval: 0.4[s]
lonization Mode: El+

MS Calibration Name: 20022006_800 Acquired m/z Range: 35.0..250.0 Time of Maximum: 4.356[min]
Reduction History: Determine m/z[Peak Detect[Centroid, 17, Area]|;Correct Base[J:Average(MS|1] 4.349..4.359)
Experiment Date/Time: 3/5/2009 9:07:13 AM

Operator Name: Acoutof
x10°  Area (1718328)
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Figur 4.7: Massespekter av mentofuran fra GC/MS av peppermynte "fullolje”.

Nér man ser pa det totale ionekromatogrammet for peppermynte “fullolje” fra DART (figur
4.1) ser man denne mellom 4 og 5 minutter, og at denne skiller seg veldig fra de andre
toppene som representerer mynte. Det har tydelig skjedd noe ved introduksjonen til
ionekilden, men det er vanskelig a si hva eller hvordan, da det ble gjort pa samme mate hver
gang. Det eneste man kan se her er at det ikke er brukt aluminiumsfolie mellom denne og den
neste proven (dkermynte), for & danne et klart skille, men man ser likevel at det er snakk om
to ulike prover. Selv om denne avviker en del fra de andre kromatogramtoppene, er det likevel
tatt ut massespekter pa bakgrunn av dette kromatogrammet (figur 4.8 og 4.9).

Nér man ser pa disse massespektrene kan man likevel se at dette mest sannsynlig er
peppermynteolje da hovedtoppene ligger pa 137 m/z og 155 m/z (figur 4.8) som trolig
representerer M+H, og disse er forventede masser for forbindelser i mynteoljene. Nar man
derimot ser pa spekteret av den bakre delen av kromatogrammet (figur 4.9) ser det ut som det
er kommet til andre forbindelser som har mye heyere masse enn forventet, rundt 400-500 m/z.
Man ser samtidig som de samme toppene som i det fremre spekteret (figur 4.8), men disse har

na mindre intensitet siden forbindelsene med hagye masser gker i dette bakre spekteret.



Acq. Data Kame: 101208
intemal Sampée id:
lanization Mode: ES1+ Grifice ol Sweep: 20V
MS Callbration Name: PEG_ES1_pos_19Feb0a Acquired miz Range: 7.0..1000.0
Reduction History: Carrect Gase[s. 0% Average(MS[1] 4.455_4. ﬁaz]
Experiment DaterTme: 1211012002 120635 P
x10°  Iniensity [23456)

E1.06944 185.16012

13714631

. Record Interval: 0.4[5]
Ring Lens Vait:
Tinie of Maimum: 4.435jmin]

operatar Name: Accusof

kromatogramtoppen i figur 4.1.
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kromatogramtoppen i figur 4.1.
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Figur 4.8: Massespekter av peppermynte "fullolje” fra DART, med utgangspunkt i fremre del av

500

Figur 4.9: Massespekter av peppermynte fullolje” fra DART, med utgangspunkt i bakre del av



Massespektrene som man oppnadr etter blasing av oljene fra DART er litt ulike fra de
for "fullolje” da forbindelsene med heoye masser ser ut til & gke i mengde i forhold til de
forventede massene (figur 4.10 og 4.11). Disse noe sterre forbindelsene utgjer en storre del av

spekteret for de blaste oljene enn de gjorde for fullolje”.
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Figur 4.10: Massespekter av bldst peppermynteolje 50 % fra DART, fremre og bakre del av
kromatogramtoppen i figur 4.2.
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Figur 4.11: Massespekter av bldst peppermynteolje 10 % fra DART, fremre og bakre del av kromatogramtoppen
ifigur4.2.



4.2  Grennmynte

Av gasskromatogrammet fra GC/MS for grennmynte kan man se at denne oljen inneholder litt
flere forbindelser enn for eksempel peppermynteolje, altsd noen flere topper (se figur 4.12).
Dette skyldes at forbindelsene er fordelt litt mer utover tidsskalaen, de er med andre ord bedre

separert av kolonnen enn det forbindelsene i peppermynteoljen er.

TICHI; / Eb+ / Spearmint
x10%  Intensity (86350603)
4921

Figur 4.12: Kromatogram fra GC/MS av gronnmynte "fullolje” for bldsing med nitrogen.

Tabell 4.2: Identifisering av dominerende forbindelser i gronnmynteoljen, av GC/MS og sok i
forbindelsesbiblioteket.

Retensjonstid, topp-

Forbindelser maksimum (min) Treffsikkerhet | Masssespekter
a-pinen 2,916 914/929 Vedlegg 7
B-fellandren 3,122 870/932 Vedlegg 8
B-pinen 3,178 929/942 Vedlegg 9
limonen 3,455 924/925 Figur 4.14
eucalyptol/ 1,8-cineol 3,474 883/888 Figur 4.15
p-menton 4,221 933/952 Vedlegg 10
isomentol 4,385 896/943 Vedlegg 11
dihydrocarveol 4,535 846/857 Vedlegg 12
(R)-carvon 4,921 921/921 Figur 4.16
dihydrocarvylacetat 5,621 895/895 Vedlegg 13
B-elemen 6,460 890/924 Vedlegg 14
B-bourbonen 6,493 911/919 Vedlegg 15
B-caryophyllen 6,873 932/933 Vedlegg 16




Man ser av kromatogrammet av “fullolje” (figur 4.12) at de mest intense toppene her ligger pé
en retensjonstid pa 3,455 og 4,921 minutter (tabell 4.2), som har blitt identifisert som
henholdsvis limonen/ eucalyptol (figur 4.14 og 4.15) og carvon (figur 4.16). Limonen og
eucalyptol finner man av samme topp i kromatogrammet, limonen i fremre del og eucalyptol i
bakre del, som ogsé kan ses av retensjonstiden i tabellen (tabell 4.2). Dette viser at denne
kolonnen ikke kunne skille disse forbindelsene helt fra hverandre, men likevel nok til at de
kunne identifiseres. Det er ogsé tatt hensyn til en del andre og mindre intense topper i

kromatogrammet (tabell 4.2).
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Figur 4.13: Sammenligning av kromatogrammer fra GC/MS av gronnmynte fullolje”, 50 % og 10 %.

Ved sammenligning av gasskromatogrammer fra for og etter blasing med nitrogen kan man
ogsa her tydelig se en forandring i mensteret og intensiteten til de ulike forbindelsene(se figur
4.13). Som man ogsa ser av de andre oljene er det forst og fremst forbindelsene med
retensjonstid mindre enn 4 minutter som forsvinner, og dette gjelder dermed ogsa limonen og
eucalyptol i dette tilfellet (tabell 4.2). Man vil da hovedsakelig sté igjen med

hovedkomponenten carvon etter blasing av grennmynteolje til 10 % gjenvarende olje.



Acq. Data Name: Spearmint

Internal Sample Id:

lonization Moce: El+

MS Calibration Name: 20022008_800
Reduction History:

x10°  Area (407118)

etermine m/z[Peak Detect{Centroid, 17,Arcall,Correct Basefl;Average{MS[1] 3.442..3.444)
Experiment Dale/Time: 3/5/2009 10:16:51

AV

Spec. Record Interval: 0.4[s]
Acquired mfz Range: 35.0..250.0 Time of Maximum: 4.921[min]

Operator Name: Acoutof

400 /68.07059 ~-93.08316
300? 6706264
1 79.08425
2004
1(}0:
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Figur 4.14: Massespekter av limonen fra GC/MS av gronnmynte "fullolje”.

Acq. Data Name: Spearmint
Internal Sample Id:
Ionization Mode: El+
MS Calibration Name: 20022008, 800 Acquired m/z Range: 35.0.250.0
Reduction History: Determine nvz[Peak DetectiCentroid,17,Areal):Correct BaselJ:Average(MS[1} 3.471..3.474)
Experiment Date/Time: 3/5/2008 10:16:51 AM
x10%  Area (116704)

9308311
100-]
68.07060
a1 05054 106.10880 S

o 4302627 .

1 67.06256- 111,09659

130.13069
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w0
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Spec. Record Interval: 0.4(s]
Time of Maximum: 4.921[min]

Operaior Name: Accutof

Figur 4.15: Massespekter av eucalyptol fra GC/MS av grennmynte "fullolje”.
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Acq. Data Name: Spearmint

Internal Sample Id:

lonization Mode: El+

MS Calibration Name: 20022008_800 Acquired miz Range: 35.0..250.0

Redution History: Determine m/z[Peak Detect|Centroid, 17, Area]]Correct Base[l:Average(MS|1] 4.879..4.885)
Experiment DateTime: 3/5/2009 10:16:51 AM

x10°  Area (475773)

Spec. Record Interval: 0.4[s]
Time of Maximum: 4.881[min]

Operator Name: Accutot

8205248

400

300

200

100

Figur 4.16: Massespekter av carvon fra GC/MS av gronnmynte "fullolje”.
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DART- kromatogrammene for grennmynteolje sdg normale ut for bdde "fullolje” (figur 4.1)

og blast olje (figur 4.2), her kun 10 %, da 50 % viste seg a vere torket ut for analysen ble

gjennomfort. Som man kan se har denne oljen litt andre topper enn peppermynteolje (figur

4.17 og 4.18), men hovedtoppene ligger som forventet rundt 151, 153 og 155 m/z.

Acq. Data Name: 101208

internal Sample Spec. Record Interval: 0.4[s]
Kanization Made: ESH Orfice! Voit Sweep: 20V Ring Lens vait
MS Callbration Name: PEG_ESI_pos_1af Acquired miz Range: 7.0.1000.0 Time of Maximum: 6.413jmin]
Reduction History: Carrect Base]s. u%]:A\remge(MS{I]ﬁ 352 6. 432]
Experimant Date/Time: 121102602 12.06-35 Pl Operator Name: Accutol
x107  intenstty (1426a5)
120 152.15486
120
15113302
100
155.16028
7 203 20382
a0 B1.06341

T
100 200 300 400 500

Figur 4.17: Massespekter av gronnmynte “fullolje” fra DART, med utgangspunkt i fremre del av

kromatogramtoppen i figur 4.1.



Acq, Data Name: 101208
Intemal Sampie id: Spec. Record Interval: 0.4[s]

ization Mads: ESI+ Oriiced Volt Sweep: 20V Ring Lens Volt: €[V]

MS Callbralion Name: PEG_ESI_pos_13Feb08 Acquired miz Range: 7.0.1000.0 Time of Maximum: £.447jmin]
REQUCHON HISHONy: Carmect Bae(s D% LAVErage(MS{1] 6.632.6.542)

EXperment Date(Tme: 12107200 12.06:35 PM Cperator Name: Acuot

x10°  Intensity (29672)
6106324

254
£3.08542 15344375

137.14512 15515854
20

100 200 300 400 500

Figur 4.18: Massespekter av gronnmynte “fullolje” fra DART, med utgangspunkt i bakre del av
kromatogramtoppen i figur 4.1.

Man kan derimot her se flere hoye masser enn hos peppermynte allerede p&d massespekteret
til ”fulloljen” (figur 4.17 og 4.18), fra 200 til 400 m/z, men disse er mer intense og
dominerende pa massespektrene for den bléste grennmynteoljen (figur 4.19) samtidig som det

kommer til noen flere forbindelser neermere 500 m/z.

[L lf‘ Lu m
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Figur 4.19: Massespekter av bldst gronnmynteolje 10 % fra DART, fremre og bakre del av kromatogramtoppen
ifigur4.2.



43  Akermynte

Av gasskromatogrammet for dkermynte (figur 4.20) kan man se at denne oljen innholder litt
flere forbindelser enn det peppermynte gjor, spesielt gjelder dette forbindelser med

retensjonstid pa under 4 minutter.

TIC[1]; / El+ / Peppermint Japan
x10°  Intensity (185700000)

120+

100~

4.428

80
4.248

60

40

A ] V__M

2.0 30 40 50

6.0
Time[min]

Figur 4.20: Kromatogram fra GC/MS av dkermynte fullolje” for bldsing med nitrogen.

Tabell 4.3: Identifisering av dominerende forbindelser i adkermynteoljen, av GC/MS og sok i
forbindelsesbiblioteket.

Retensjonstid, topp-

Forbindelser maksimum (min) Treffsikkerhet Masssespekter
a-pinen 2,929 936/939 Figur 4.22
B-fellandren 3,142 868/894 Vedlegg 17
3-oktanol 3,162 899/928 Vedlegg 18
B-pinen 3,182 901/918 Vedlegg 19
D-limonen 3,462 923/923 Figur 4.23
isopulegol 4,215 884/934 Vedlegg 20
menton 4,324 924/924 Figur 4.24
mentol 4,428 932/945 Figur 4.25
isopulegol 4,534 779/789 Vedlegg 21
pulegon 4,898 874/907 Vedlegg 22
piperiton 5,021 924/927 Vedlegg 23
isomentolacetat 5,354 941/948 Vedlegg 24
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Nér man ser pa kromatogrammet for &kermynte “fullolje” (figur 4.20), retensjonstider og de
identifiserte forbindelsene (tabell 4.3), ser man at det ogsé her er menton og mentol som
dominerer samt limonen, men man kan ogsa se en ”ny’’ topp som representerer o- pinen

(retensjonstid 2,929, tabell 4.3) i dette tilfellet.

TICH]; / EM / Peppermint Japan
x10°  Intensity (88669931)

80 4248, [-4.428

2935 8468 L
ZOI Al . A - [ R

T T T T
20 30 40 5.0 8.0 7.0 8.0 9.0 10.0

TIC[H]; / El+ / J.Peppermint 50
x10°  Intensity (21482222)

204 ~4.407

10 4.221

y T 7 :
20 a0 40 5.0 60
Timefmin]
TIC[1]; / =/ J.Peppermin: 10

x1¢°  Intensity (27985181)
~4.428

204

.................

u T T T T
20 30 40 50 6.0 7.0 8.0 9.0 100

Figur 4.21: Sammenligning av kromatogrammer fra GC/MS av dkermynte "’fullolje”, 50 % og 10 %.

Ved 50 % og 10 % gjenstaende olje har dkermynte og peppermynte mer like kromatogrammer
enn de har ved 100 %, noe som er basert pa at begges kromatogrammer da domineres nesten
kun av mentolkomponenten (figur 4.4 og 4.21). Dette gjor at ogsé denne “nye” forbindelsen
forsvinner ved blasing av oljene med nitrogen.

Hos dkermynteoljen kan man ogsé se sterre forskjeller mellom kromatogrammet til 50 % og
10 % gjenvarende olje (figur 4.21) da man tydelig ser at toppen med retensjonstid 4,248
nesten forsvinner helt (i dette tilfellet tilsvarer denne retensjonstiden menton, se tabell 4.3).
Forbindelser som fordamper er med andre ord a-pinen (figur 4.22), D-limonen (figur 4.23) og
menton (figur 4.24), noe som gjor at man stir hovedsakelig igjen med hovedkomponenten

mentol (figur 4.25).
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Acq. Data Name: Peppermint Japan

Internal Sample Id Spec. Record Interval: 0.4{s]
lonization Mode: El+
MS Calibration Name: 20022008_800 Acguired m/z Range: 35.0..250.0 Time of Maximum: 2.929{min]
Reduction History: Determine m/z[Peak Detect{Centroid,17,Area]l;Correct Base(J;Average(MS[1] 2.921..2.929)
Expx.nmcnl Date/Time: 3/5/2009 9:41:55 AM Operafor Name: Accutof
x10°  Area (505627}
500+ ~93.08338
400
300
1 91.06713-~.,
200
100
o _..J.L_#,\Ilh.‘_.,I\LLJ. { L . i P — . - :
50 180 200 250

Figur 4.22: Massespekter av a-pinen fra GC/MS av dkermynte "fullolje”

Acq. Data Name: Peppermint Japan
.

internal Sample fd: Spec. Record Interval: 0.4{s)
lonization Mode: El+
MS Caliration Name: 20022008_800 Acquired miz Range: 35.0..250.0 Time of Maximum: 3.462[min]

Reducton History: Determine
Experiment Date/Tim

x10°  Area (368227)

465)

a[Peak Deteof Contrle, 17, Aveal}Correct BaseliAverage(MSI1] 3.455.

Operator Name: Acoutof

4 - 68.06999 [~93.08221
300
1 67.06198-.
200 79.08366
100 \
P B 1 1 1 J.h |.J ‘ JJ B 11 o 1 Ll J
. i

Figur 4.23: Massespekter av D-limonen fra GC/MS av dkermynte “fullolje”.
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Acq. Data Name: Peppermint Japan
internal Sample id
fonization Mode: El+

MS Calibration Name: 20022008 800
Reduction History: Determine m/z[Peak Detect{Centroid, 17,Areall;Correct Base[);Average(MS| 1] 4.322..4.325)
Experiment Date/Time: 3/5/2009 9:41:55 AM

o

Area (1493690)
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|
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Acguired m/z Range: 35.C..250.0

[™112.11088

139.12049

Spec. Record Interval: 0.4fs]
Time of Maximum; 4.428[min]

Operator Name: Accutof
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T
200 250

Figur 4.24: Massespekter av menton fra GC/MS av dkermynte "fullolje”.

Acq. Data Name: Peppermint Japan
Intemal Sample Id:

lonization Mode: El+

MS Calibration Name: 20022008_800

Acouired m/z Range: 35.0. 251

3! 0.0
Reduction History: Determine m/z[Peak Detect{Centroid,17,Area]J;Correct Basef]; Average(MS[ 1] £.435..4.446)
Experiment Date/Time: 3/5/2009 9:41:55 AM

x10°  Area (202887)
71.05761-

250

200

81.07975

| ~95.00869

123.13245

Spec. Record Intervai: 0.4[s]
Time of Maximum: 4.441[min]

Operator Name: Accutof

r
250

Figur 4.25: Massespekter av mentol fra GC/MS av dkermynte “fullolje”.
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Massespektrene av dkermynte “fullolje” fra DART viser mange ulike masser pa hele skalaen,
helt opp til over 500 m/z (figur 4.26). Det er spesielt mange masser fra 100 til 200 m/z og

rundt 300 m/z, men de fra 200 m/z og oppover er ikke forventet i utgangspunktet dersom man
sammenligner med GC/MS- analysen. For &kermynte er det ikke stor forskjell mellom fremre

og bakre massespekter, bortsett fra litt gkt bakgrunnsstey pé det bakre (figur 4.26 og 4.27).

Acq. Data Kame: 101208

internal Sampie id Spes. Record Interval: 0.4]
lonization Made: ESI+ Ortfice1 Valt Sweep: 20V Ring Lens Voit
MS Calloralion Name: PEG_ESI_pos_1SFen03 Acquired miz Rangs: 7.0..1000.0 Time of Maxmun: 5.637]min]
Reduction History: Comect Base[s 0%] Average(MS[1] 5.540_5.313)
Expenment DaterTime: 1271072008 12:06:35 PM Operator Name: Accutol
x10°  Intensity (102829)
o0 39026186
B1.05343 185.16020
153.14563-
a0-]
137.1460
167.12506
&0 521722
-]
20
Lulll, Jul Ll . o b
o e
100 200 300 400 500

Figur 4.26: Massespekter av dkermynte "’fullolje” fra DART, med utgangspunkt i fremre del av
kromatogramtoppen i figur 4.1.

Acq. Data Name: 101208

intemal Samp i Spec. Record Inenval: 0.4(s]
Ization Made: ESt rMice1 Vol Sweep: 20V Ring Lens Vot
MS Calbration Name: PEG_ESI_pas_13Feb0a ACqured miz Range: 7.0.1000.0 Time of Maximims: 5 520§min]
Redugton History: Canrect Base(s 0% Average{MS[1] £ 507.5.858)
‘Expermant DateiTime: 121102008 12:06:36 PM Gperator Name: Azcutor
x10°  Intensity (28112)
308532
810553
254
20
15515837
137. 14566
130 pase3,
154 5309534
10
s
100 2m 300 400 00

Figur 4.27: Massespekter av dkermynte "fullolje” fra DART, med utgangspunkt i bakre del av
kromatogramtoppen i figur 4.1.
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Nér man derimot ser pd massespektrene for 50 % gjenverende olje (figur 4.28) varierer det

heller lite fra ”fullolje”, bortsett fra mye bakgrunnsstey pa det bakre spekteret.

lL H. \H ‘Mm Li ‘M‘U ‘ILJ b

Figur 4.28: Massespekter av bldst dkermynteolje 50 % fra DART, fremre og bakre del av kromatogramtoppen i
figur 4.2.
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5. Diskusjon og konklusjon
5.1 Diskusjon

Gasskromatogrammene for de enkelte "fulloljene” viste at oljene inneholdt de forbindelsene
som var forventet med tanke pa standardkromatogrammer fra litteraturen (Kubeczka and
Formacek 2002). De vil selvsagt avvike litt siden de essensielle oljene som blir brukt
sannsynligvis ikke er fra samme produsent som de oljene som er brukt for
standardkromatogrammene, men man far dannet et bilde av hvilke komponenter man kan
forvente og hvilke som ber dominere kromatogrammet.

Massespektrene som er identifisert ut fra kromatogrammene viser ganske sikre treff i
forbindelsesbiblioteket, men det betyr ikke at dette stemmer, det er nemlig begrenset hvor
mange spektre den sammenlignes med, og disse er ikke nedvendigvis av heoy kvalitet da de er
lagt til tilfeldig og uten kvalitetssikring.

Kromatogrammene av peppermynte og akermynte viser at disse oljene er ganske like, at de
inneholder mye de samme forbindelsene, noe tabellene over de ulike forbindelsene stadfester.
Det er derfor ikke overraskende at peppermynte og dkermynte blir brukt mye om hverandre
og at begge ofte gér under navnet peppermynte. Dersom man derimot sammenligner med
kromatogrammet for grennmynte ser man at denne oljen er ganske annerledes, den inneholder
for eksempel ikke mentol, men store mengder carvon. Man kan selvsagt aldri vere helt sikker
pa innholdet i essensielle oljer da noe kan bli fjernet eller tilsatt, selv om det ikke skal det i
utgangspunktet (Lis-Balchin 2006, Price and Price 2007).

Hos peppermynte- eller &kermynteolje finner man ikke carvon (bekreftet av GC/MS- analysen
av oljene), og selv om innholdet av denne er hay i grennmynte, blir denne regnet som mer
egnet til bruk i mat enn hva peppermynte blir. Peppermynte som urt har bl.a. blitt brukt helt
siden antikken (Heoeg and Christensen 1984).

Innholdet av carvon i grennmynteoljen underbygger teorien om at denne oljen ikke kan
sammenlignes helt, og bli sett pa som likeverdig med de andre mynteoljene nar det kommer
til aromaterapi og annen bruk.

Carvon har bl.a. blitt omtalt som neurotoksisk og abortfremkallende, om enn omdiskutert
(Price and Price 2007), men man setter grensen for daglig inntak av carvon pa 1 mg/kg
kroppsvekt (Lis-Balchin 2006). Pga det hoye carvoninnholdet blir grennmynteolje ogsa
frarddet brukt til barn og gravide (Price and Price 2007).
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Pé tross av dette blir alle artene innen mynteslekten brukt som likeverdige oljer, gjelder ogsé
for urten generelt sett, med tanke pa bruken av blader til diverse matlaging og te osv.
Mynteslekten danner for eksempel lett hybrider og man kan derfor ikke vaere helt sikker pa art
(Hoeg and Christensen 1984), og dermed innhold og eventuell effekt av de enkelte.

Videre ble kromatogrammer fra ”fullolje”, 50 % og 10 % gjenverende olje sammenlignet, og
man ser tydelig forandring for alle tre mynteoljene. Det er her klart at de mest flyktige
forbindelsene forsvinner nar man bléser oljene med nitrogen, altsé vil de mest flyktige
forbindelsene i oljene fordampe forst ogsa ved vanlig fordampning og aromaterapi. Men det
vil ogsa ha innvirkning ved bruk av oljene til andre formal, som for eksempel til inhalering
ved forkjolelse eller andre respiratoriske tilstander (Lis-Balchin 2006).

Etter blasing av oljene ser man at alle oljene fortsatt stir igjen med hovedforbindelsen til den
enkelte, men at en del mindre forbindelser er forsvunnet. Man vil i teorien & en opphopning
av denne hovedforbindelsen i forhold til de andre forbindelsene, slik at man da vil bli
eksponert for storre prosentdeler av denne, samtidig som denne er den mest aktive
komponenten i oljen fra for. PA samme mate som at mentoninnholdet i &kermynteoljen oker

ved ”dementolisering” (Price and Price 2007).

Resultatene fra DART tyder ogsé pé at forbindelsene med heye masser eker i forhold til de
forventede forbindelsene, etter blasing med nitrogen. Dette er ikke overraskende siden de
minste og flyktigste forbindelsene forsvant ved blasing, og intensiteten til de resterende
forbindelsene ble redusert. Dermed vil de storre og mindre flyktige forbindelsene utgjore en
storre del av oljen. Man ser derimot at det ogsé dukker opp noen nye forbindelser som man
ikke oppdager ved GC/MS-analysen, og det blir samtidig oppdaget flere forbindelser etter
fordampning enn det gjor for. Dette kan vere forbindelser som man kanskje ikke oppdager
med GC/MS, eller det kan vere forbindelser som kommer utenifra, som ikke har
sammenheng med oljene i det hele tatt.

DART er en veldig sensitiv analysemetode og det kan derfor hende at denne oppdager noe
GC/MS- analysen ikke gjor, men det kan ogsa hende at den er for sensitiv og derfor
analyserer alt som blir registrert i nerheten av ionekilden.

Det er med andre ord tydelig at det er mer enn bare flyktige komponenter til stede her, men
det er vanskelig a forklare disse kun i form av dimerer og lignende. Det er nemlig en grense
for hvor store forbindelser oljene kan inneholde med tanke pé destillasjonsprosessen for disse

(Price and Price 2007). Forbindelsene kan selvsagt veere noe som finnes i oljene, men uansett
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gjor disse forbindelsene at man ikke kan bruke DART verken som en kvalitativ eller som en
kvantitativ analyse i denne sammenheng. Dette var ogsa avgjerende for at de nye prevene
som ble laget for DART- analyse av de innterkede prevene ikke ble analysert likevel, siden
DART- resultatene da ikke kunne brukes som ensket.

Analysen blir trolig her kontaminert av utenforstaende stoffer og man kan derfor ikke vere
sikker pé det kvantitative resultatet man far, at man virkelig har s& store mengder som det gis
inntrykk av. Kvalitativt fungerer heller ikke denne metoden i dette tilfellet, da man ikke kan
veere sikker pa hva det er man har nar det dukker opp nye og ukjente forbindelser ved
analysen. Enkelte av toppene i DART- kromatogrammet kan stemme overens med GC/MS-
analysen, men pga de ukjente toppene som man ikke kan identifisere, er det sannsynlig at
disse ogsé er kontaminert av andre forbindelser.

De nye forbindelsene som ble oppdaget med DART vil trolig ha betydning for eksempel om
man skulle bruke oljen ved massasje, den vil antageligvis legge seg mer pa toppen av huden
da massene er hoye, noe som viser at det gjelder store molekyler.

Dersom man ser pa resultatene for de ulike oljene hver for seg, ser man at det for
peppermynte vil si at det nesten kun vil veere mentol igjen i den resterende oljen etter blasing

til 10 %.

Nar det gjelder akermynte vil man fa samme resultat som for peppermynte. Det vil
hovedsakelig vare mentol igjen i oljen, som gjeor at denne vil utgjere en enda sterre del av
oljen enn for. Dette vil ogsa trolig gjere at peppermynte og dkermynte da vil nerme seg
hverandre i effekt siden sammensetningen trolig blir mer lik etter lufteksponering. Men det er
ikke anbefalt & bruke akermynte i like stor utstrekning og konsentrasjon som peppermynte blir,
siden mentolinnholdet er hoyere hos dkermynte. Man ber da ogsé vere mer obs pé farene
knyttet til mentol, men ogsa pulegon som da kan utgjere en storre del av oljen (Lis-Balchin
2006, Price and Price 2007). Akermynteolje kan for eksempel inneholde s mye som 20-30%
pulegon (Price and Price 2007), og siden det er mye utbytting og fortynning for peppermynte
med denne, vil dette ogsa gjelde denne peppermynteoljen. Dette gjor at man ber vaere svart
forsiktig med tanke pé graviditet m.m. (Price and Price 2007). Man kan selvsagt argumentere
med at de oljene som blir brukt til aromaterapi ikke inneholder mer enn 2 % essensiell olje 1
en baseolje (Price and Price 2007), og det vil dermed ikke ha noe & si om mentolinnholdet i
forhold til de andre forbindelsene oker, mentol vil likevel utgjore en liten del 1 denne
blandingen. Derimot kan det ha noe & si i kontakt med sensitiv hud eller sma barn, og for

mennesker som ikke er sa erfarne med bruken av aromaterapioljer og bruker essensielle oljer
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mer direkte. Dette er ikke umulig da aromaterapioljer ofte blir solgt som om de var rene
essensielle oljer (Price and Price 2007), og det derfor grunn til & tro at disse kan brukes

direkte i ublandet form.

Ser man pa grennmynte vil oljen for det meste inneholde carvon, slik at denne vil utgjere en
storre del enn i utgangspunktet, og man ber dermed frarade bruken helt dersom oljen har vert
eksponert for luft over lengre tid. Oljen er generelt ikke anbefalt for bruk innen aromaterapi
(Lis-Balchin 2006), og man ber spesielt ikke bruke den etter lufteksponering.

Béde peppermynte/ dkermynte og grennmynte, spesielt i form av mentol og carvon, er kjent
for & irritere hud og slimhinner i varierende grad (Lis-Balchin 2006, Price and Price 2007,
Nilsson et al. 2008). De essensielle oljene kan innholde mange ulike innholdsstoff og kan
dermed ha flere effekter, men man vil samtidig ha sterre fare for uheldige og uenskede
bivirkninger (Price and Price 2007). Det er derfor viktig at populariteten til aromaterapi veies
oppimot de potensielle risikoene det er for allergi (sensitiviseringsfare), trygghet rundt bruken
og uanstendig bruk av uerfarne brukere (Maddocks-Jennings and Wilkinson 2004). For
akermynteolje er ikke nytteverdien innen aromaterapi veid opp mot sensitiviseringsfaren ved

bruk (Lis-Balchin 2006)

Det er gjort studier som tyder pa at peppermynte kan redusere tretthet, og at dette er en reell
effekt (Norrish and Dwyer 2005), men for & kunne konkludere trenger man flere studier pa
dette, da man ikke kan utelukke placebo. For eksempel vil en person som faler seg
uoppmerksom ha sterre sannsynlighet for & kjenne virkning enn en som allerede er
oppmerksom. Samtidig vil subjektive forventninger spille en rolle, samt kjonn og personlighet,
som gjer at man sjelden finner en signifikant forskjell mellom eksperimentgruppen og
kontrollgruppen (Ilmberger et al. 2001). Med andre ord er det vanskelig & si om den
eventuelle virkningen skyldes placebo eller en reell effekt, da psykologiske samt individuelle
forskjeller mellom mennesker vil spille en rolle (Goel and Lao 2006)

Dette er konklusjoner som gar mye igjen nér det gjelder studier innen aromaterapi. En av
grunnene er selvsagt at det er gjort {4 studier, men ogsé at det er vanskelig 4 gjore
dobbelblindede kliniske studier med tanke pa aroma i forhold til en neytral kontroll.

Selv om bruken av essensielle oljer er kjent fra gammelt av betyr ikke det at det ikke er farlig,
eller at dette er et ferdig utforsket omrade. Det er derimot store muligheter for forskning pa
omradet, for eksempel bruk av aromaterapi innen pleie og omsorg, med tanke pa

applikasjonsmetoder, doser osv. av essensielle oljer (Maddocks-Jennings and Wilkinson
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2004). Det ma tas hensyn til en del ting nar det gjelder dette, som for eksempel utdanning
innen aromaterapi og bruken av denne, samt studier som sier noe om tryggheten av bruk
(gjort sveert fa studier med mennesker), praktisk bruk med hensyn pé farmakokinetikk og
psykologiske effekter av essensielle oljer (Maddocks-Jennings and Wilkinson 2004).
Hovedproblemet for pleierne i denne sammenheng er korrekt lagring og handtering av de
essensielle oljene, for & unnga oksidering, kontaminering av bakterier eller overdoseuhell

(Maddocks-Jennings and Wilkinson 2004).

Andre store, potensielle problemer er for eksempel bruk av essensielle oljer med tanke pa
graviditet, fodsel, amming og spedbarn, da det er sagt at oljene bl.a. kan ha virkning pa kjente
svangerskapsplager som morgenkvalme, strekkmerker, areknuter, halsbrann, hemoroider,
ryggsmerter og utmattelse, noe som heller ikke er dokumentert (Maddocks-Jennings and
Wilkinson 2004). Bruk av essensielle oljer ved graviditet er omstridt, men de ber ikke brukes
siden flere har vist seg & redusere spontane sammentrekninger i livmoren (Lis-Balchin 2006).
Essensielle oljer har ellers blitt mye brukt til smertelindring, ogsa innen kreftbehandling, men
da mest med tanke pa sinnsstemning og til & stotte symptomkontroll mer enn som en
alternativ behandling (Maddocks-Jennings and Wilkinson 2004).

Nar det gjelder behandling av barn har man gjerne behandlet atopisk eksem med essensielle
oljer, og selv om man har hatt en positiv effekt av denne i starten, ender det gjerne med at de
fleste fir eksemen tilbake, ofte pga en allergisk reaksjon pé oljene (Maddocks-Jennings and
Wilkinson 2004). Ellers er det sjelden at barn far velge det som er best for dem, fordi de for

eksempel ikke har opparbeidet seg samme erfaring som det voksne har.

For man eventuelt kan starte opp med aromaterapi innen pleie og omsorg, ma pleierne bl.a.
kunne forsté de vitenskapelige resultatene som blir presentert i studier fra andre profesjoner,
disse ma kunne gjores om slik at man kan bruke det til klinisk bruk (applikasjonsmetoder,
doser og lignende) gjerne vha nye studier, de mé kunne bevise bruken og bruksmetoden og at
den stemmer overens med eksisterende praksis (Maddocks-Jennings and Wilkinson 2004). Pa
dette omradet er det enorme muligheter for videre forskningsarbeid, da mest med tanke pé
kliniske forsek (Maddocks-Jennings and Wilkinson 2004). Det vil ogsé vere viktig &
identifisere kjemiske allergener i produkter som finnes pé jobben og i hjemmet, ved & bruke
passende analysemetoder. For eksempel er monoterpenoider, som blir mye brukt i industrien

og som utgjer en stor del av de essensielle oljene, potente allergener (Nilsson er al. 2008).



Aromaterapi i moderne forstand er en populer trend, som ogsé er i stadig vekst, men det
mangler generelt beviser pé at dette faktisk fungerer, og de forsekene som er gjort har langt
fra konsekvente resultater (Ilmberger ef al. 2001). Det er lite som stetter bruk av essensielle
oljer innen aromaterapi, bortsett fra for avslapningen sin del (Maddocks-Jennings and
Wilkinson 2004)

Resultatene i dette prosjektet derimot levner liten tvil om at oljene virkelig forandrer seg ved
lufteksponering. Man vet for eksempel at lukten av aromatiske oljer forandrer seg etter hvert
(Lis-Balchin 2006), og denne har gjerne en sammenheng med enkelte forbindelser i oljen,
som mengden av ulike monoterpenoider (Samuelsson 2004, Price and Price 2007). Men
innholdet av de ulike forbindelsene varierer ogsd med andre faktorer som har med dyrking og
hesting av plantene & gjore (Hoeg and Christensen 1984, Samuelsson 2004, Price and Price
2007). Kvaliteten samt smaken av oljene blir bestemt av innholdet av bl.a. mentofuran
(Samuelsson 2004), det er mer i unge planter enn i eldre. Dette gker bitterheten av planten,
men det gjor ogsa ekt innhold av pulegon.

Resultatene som er oppnadd vil ha noe a si dersom man for eksempel skal bruke oljene pa
huden ved massasje, da det kan pavirke opptaket av de ulike forbindelsene gjennom huden,
for eksempel opptaket av pulegon. Dette gjelder bl.a. mentol, som har vist seg a gke opptaket
(Lis-Balchin 2006). Mentol vil her utgjere en storre del av oljen enn den gjer i utgangspunktet,
derfor er det sannsynlig at dette vil pavirke opptaket ved massasje med en lufteksponert
peppermynteolje. Leppeblomstfamilien, som mynteslekten er en del av, er den starste for
utvinning av essensielle oljer (Price and Price 2007), s& man ber vare ekstra obs ved bruk av
disse. Man finner nemlig bade relakserende og stimulerende essensielle oljer i denne familien

(Price and Price 2007).

Man blir utsatt for mentol m.m. gjennom produkter fra industrien som smakstilsetning, duft, i
tannkrem og tyggegummi (Lis-Balchin 2006), men disse er kvalitetssikret for bruk. Derimot
ber man vere forsiktig med annen eksponering som man selv kan styre, for eksempel bruk av
essensielle oljer mer direkte. Man ber uansett vare forsiktig ved bruk av eldre essensielle
oljer, som gjerne har vaert eksponert for luft over lengre tid, ogsa siden min forskning viser at
oppbevaringen kan vare viktig. Ellers ber man vere forsiktig med bruken av essensielle oljer
generelt med tanke pé sensitivisering og allergi, og toksisiteten til enkelte forbindelser i disse
oljene, da spesielt nér det gjelder bruk under graviditet, fodsel, amming og til barn (Lis-

Balchin 2006, Price and Price 2007).



5.2 Konklusjon

Gjennom denne oppgaven er det bevist at de ulike forbindelsene i oljene vil fordampe til ulike
tider og man vil da ha en annen blanding av forbindelser, i alle fall i et annet forhold til
hverandre enn det man hadde i starten. Man vil fa en blanding der mentol utgjor en storre
prosentdel av peppermynte- og dkermynteoljen og carvon av grennmynteoljen, enn det man i
utgangspunktet hadde, etter lengre tids lufteksponering.

Dette vil ha en betydning nér det kommer til aromaterapi og massasje med aromatiske oljer,
spesielt med tanke pa sensitivisering og allergi, og spesielt pga mentol og carvon, men gjerne
ogsa pulegon. Hvor stor innvirkning dette vil ha pa selve aromaterapien er usikkert, da det
avhenger av flere faktorer enn de som er tatt hensyn til her, det kommer ogsa an pa
aromaterapeuten og pasienten.

Fra en farmaseytisk synsvinkel legges det vekt pd sensitiviseringsfaren m.m., og bruk av disse
essensielle oljene til massasje blir derfor fraradet, men uansett er det nedvendig med mange
flere studier bade pé kjemisk og klinisk nivd for man kan sette en konklusjon angéende bruk

av essensielle oljer til massasje generelt.



5.3  Videre arbeid

Man kunne selvsagt brukt en annen kolonne for & separere de ulike forbindelsene bedre, og
man kunne da klart & identifisere flere mindre forbindelser i oljene, men dette var ikke
formélet med denne oppgaven.

Det som kan gjeres videre med denne oppgaven som utgangspunkt er for eksempel & se mer
pa de store komponentene som ble registrert vha DART. Spesielt siden disse kan ha betydning
ved massasje med essensielle oljer. De ser her ut til & utgjere en stor del av oljene, og man ber
finne ut om disse faktisk stammer fra oljene og ikke pga kontaminering, og man kan vha TLC
finne ut om disse er flyktige i det hele tatt eller om det kanskje kun er snakk om fettsyrer.
Andre vinklinger er & finne ut om man merker forskjell pa lukt (eventuelt effekt) dersom oljen
er blast til 10 % i forhold til "fullolje”, i form av kliniske forsek, da som inhalering. Det er

ellers gjort fa studier innen aromaterapi og massasje med aromatiske oljer.
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Vedlegg

Vedlegg 1-24:
Massespekter av de ulike forbindelsene som ble identifisert av forbindelsesbiblioteket etter

analyse med GC/MS, de som ikke er presentert i selve oppgaven.
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