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SAZETAK

Trslja (Pistacia lenticus L.) je zbog visokih udjela bioaktivnih molekula (BAM) izvrstan potencijal
za preradu u proizvode kao sto su mastik guma, ekstrakti i etericna ulja. Na sastav i masene udjele BAM
utjeCu faktori poput lokacije 1 fenoloske faze biljke, a zadrzavanje BAM u ekstraktima ili eteri¢nim uljima
ovisi 0 primijenjenoj metodi i uvjetima ekstrakcije.

U prvom dijelu ovog rada istrazivan je utjecaj konvencionalne ekstrakcije te ekstrakcije
potpomognute mikrovalovima na sastav i udio fenolnih spojeva (ukupne fenolne kiseline, ukupni
flavonoidi, ukupni flavonoli i ukupne hidroksicimtne kiseline) lista tr$lje sa lokacija Barbariga, Lun, Hvar
i Vela Luka ubranim tijekom tri fenoloske faze (faza cvjetanje (svibanj); faza ranog ploda (kolovoz); faza
zrelog ploda (listopad)) u ovisnosti o vrsti i polarnosti otapala (voda, 100 % metanol i etanol, 80 % vodena
otopina metanola i etanola) i vremenu ekstrakcije (30 - 210 minuta) kod konvencionalne ekstrakcije, te
temperature (50 - 70 °C), snage mikrovalova (200 - 500 W) i vremena (4 - 12 min) kod ekstrakcije
potpomognute mikrovalovima. Optimalni uvjeti ekstrakcije definirani su na temelju masenih udjela
fenolnih spojeva. Najbolji ekstrakcijski kapacitet kod CE i MAE postignut je upotrebom 80 %-tne vodene
otopine metanola kao otapala i to kod CE tijekom 90 min, a kod MAE u vremenu od 12 min, temperaturi
od 69 °C 1 snazi mikrovalova od 500 W. U ekstraktima lista tr§lje dobivenim pri optimalnim uvjetima
pomo¢u HPLC-DAD i LC-MS/MS provedena je kvalitativna i kvantitativna analiza pojedin¢anih fenolnih
spojeva te se pokazalo da je najzastupljenija fenolna kiselina je 5-O-galoilkina kiselina, dok je miricetin
ramnozid odreden kao dominantni flavonol glikozid. Vrijeme od 10 minuta, temperatura 43 °C i snaga 98
W su optimalni parametri kojima se postize najveéi maseni udjeli ukupnih fenola, ukupnih flavonoida,
ukupnih flavonola i ukupnih hidroksicimetnih kiselina kada se kao ekstrakcijsko otapalo koristi 80 %-tni
etanol.

Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima pokazala se izrazito efikasnom za izolaciju ukupnih fenola
iz lista tr$lje zbog visokog ekstrakcijskog prinosa i kraceg vremena ekstrakcije u usporedbi s
konvencionalnom ekstrakcijom. Vrijeme ekstrakcije signifikantno je utjecalo na u¢inkovitost ekstrakcije
fenolnih spojeva dok druga dva procesna parametra ne pokazuju statisticki znacajan utjecaj na prinos
ekstrakcije.

U drugom dijelu rada, istrazivan je utjecaj tlaka na izolaciju eteri¢nih ulja iz uzoraka lista trslje,-sastav
etericnih ulja te antimikrobni u¢inak prema gram-negativnim bakterijama Escherichia coli soj AB1157 i
Erwinia amylovora soj EaED pomocu disk difuzijske metode. Procesom parne destilacije najveci prinosi
eteri¢nih ulja odredeni su pri tlaku od 1 bara, a GC-MS analizom identificirano je i kvantificirano 56

sastavnica koje predstavljaju 99,19 — 100 % ukupnog sastava eteri¢nog ulja lista trslje od kojih su a-pinen,



B-pinen i limonen odredene kao dominantne. Rezultati statisticke analize, pokazali su da pojedina¢no
lokacija i fenoloska faza, ali i njihovo kombinirano djelovanje imaju znac¢ajan utjecaj na udjele sastavnica
1 eteri¢nih ulja lista trslje.

Sva eteri¢na ulja su pokazala umjereni antimikrobni uéinak prema navedenim gram-negativnim
bakterijama u usporedbi sa antimikrobnim ucinkom antibiotika kloramfenikol, a koji je posljedica
sinergistickog djelovanja svih sastavnica etericnog ulja.

S obzirom na sastav i masene udjele fenolnih spojeva te sastavnice eteri¢nih ulja, list tr§lje predstavlja
Znacajan izvor bioaktivnih molekula, a definirani optimalni uvjeti predstavljaju bazu za proizvodnju

ekstrakata i eteri¢nih ulja visoke bioloske vrijednosti.

Kljuéne rije¢i: trslja, konvencionalna ekstrakcija, ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima, fenolni

spojevi, parna destilacija, eteri¢no ulje, antimikrobni u¢inak



SUMMARY

Mastic tree (Pistacia lentiscus L.) due to the high fractions of bioactive molecules (BAM) has the
potential for being processed into diverse products such as mastic gum, extracts and essential oils. Content
and mass fractions of BAM are influenced by factors such as location and harvesting time while BAM
retention in extracts or essential oils is dependant on the applied extraction method and its conditions.

In the first part of this research, the influence of conventional (CE) and microwave assisted
extraction (MAE) was researched on the composition and mass fractions of phenolics (total phenols,
flavonoids, flavonols and hydroxycinnamic acids) in mastic tree leaves harvested at locations Barbariga,
Lun, Hvar and Vela Luka during three phenological stages (flowering, early and late fuiting) depending on
the solvent type and polarity (100 % water, 100 % and 80 % methanol or ethanol), extraction time (30 -
210 minutes) concerning CE as well as temperature (50 - 70°C), microwave power (200 - 500W) and time
(4 - 12 min) regarding MAE. Optimal extraction conditions were determined based on the phenolics mass
fractions. Optimal extraction capacity using CE was achieved by using 80 % methanol aqueous solution
during 90 min, and regarding MAE after 12 minutes at temperature of 69 °C and power of 500 W.

Optimal extraction conditions for CE and MAE were obtained by using 80 % methanol as a solvent
during 90 minutes regarding CE and 12 minutes concerning MAE at temperature of 69 °C and microwave
power of 500 W. In mastic tree leaves extracts obtained by optimal extraction conditions, phenolic profile
was determined by using HPLC-DAD and UPLC-MS/MS methods by which the dominant fenolic acid
determined was 5-O-galloylquinic acid, while myricetin rhamnoside was deterimined as a dominant
flavonol gylcoside. Extraction time od 10 minutes, temperature of 43 °C and microwave power of 98 W
were the optimal conditions for obtaining the highest mass fractions of total phenols, total flavonoids, total
falvonols and total hydroxycinnamic acids when 80 % ethanol was used as a solvent.

MAE has proven to be a very efficient method for the isolation of total phenolic compounds from
the mastic tree leaves due to the high extraction yield and shortened extraction time in comparison to CE.
Extraction time has significantly influenced the isolation of phenolic compounds efficiency while other
parameters did not show a statistically significant influence on the extraction yield.

When using 80 % methanol as a solvent, MAE optimal conditions for obtaining the highest BAM
yield were at temperature of 76 °C, microwave power 602 W and extraction time 12 min. Extraction time
of 10 minutes at temperature of 43 °C with microwave power of 602 W were the optimal parameters for
obtaining the highest mass fractions of total phenols, flavonoids, flavonols and hydrocinnamic acids when

80 % ethanol was used as a solvent.



In the second part of this research, the influence of pressure on the mastic leaf essentail oil yiled
was researched as well as their antimicrobial activity against gram-negative bacteria Escherichia coli strain
AB1157 and Erwinia amylovora strain EaED by disc-diffusion method. The highest yields obtained by
steam distillation were at pressure of 1 bar, and using GC-MS analysis 56 components were identified
which represent 99,19 — 100 % of total mastic leaf essential oil among which a-pinene, B-pinene and
limonene were determined as dominant. Statistical analysis results indicated that individually location and
phenological stage as well as their combined effect had a significant influence on the compound fractions
and chemical groups from mastic leaf essential oil.

All essential oil samples exhibited moderate antimicrobial activity against tested gram-negative
bacteria, in comparison to antibiotic chloramphenicol, due to the synergictic activity of all mastic tree leaf
essential oil compounds.

Key words: mastic tree, conventional extraction, microwave assisted extraction, phenolic compounds,

steam distillation, essential oil, antimicrobial activity
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DOKTORSKI RAD - Sanja Dragovi¢ 1. Uvod

Trslja (Pistacia lentiscus L.) je zimzeleni grm iz porodice Anacardiaceae, Siroko
rasprostranjena u mediteranskim zemljama ukljucujuci i Republiku Hrvatsku gdje raste uzduz
Jadranske obale 1 na otocima. Svi dijelovi biljke (korijen, stapka, grancice, list, plod) su izvor
bioaktivnih molekula zbog kojih trSlja ima izvrstan potencijal za primjenu u prehrambenoj,
farmaceutskoj i kozmetickoj industriji. Proizvodi trslje kao $to su eteri¢no ulje, ekstrakti i mastik
guma, stolje¢ima se koriste u narodnoj medicini kao preparati za lijeCenje i ublazavanje
gastrointestinalnih, kardiovaskularnih i respiratornih oboljenja.

Od bioaktivnih molekula najzna¢ajnije mjesto zauzimaju fenolni spojevi koji imaju vaznu
ulogu u rastu i reprodukeciji biljke, a smatraju se i jakim antioksidansima s pozitivnim u¢inkom na
ljudsko zdravlje. Najveci udio fenolnih spojeva se nalazi u listovima trslje, a najzastupljeniji su
fenolne kiseline i flavonoidi. Galna kiselina je najzastupljenija hidroksibenzojeva kiselina u listu
tr$lje koja zajedno sa svojim derivatima (mono, di i tri-galoilkina kiselina) ¢ini viSe od 70 %
ukupnih fenolnih spojeva u listu. Osim navedenih, u listu tr$lje identificirane su i siriginska i
elaginska kiselina. Hidroksicimetnim kiselinama se pripisuje najjace antioksidativno djelovanje, a
u listu tr8lje su identificirani klorogenska kiselina, p-kumarinska-4-O-glukozid i kafeoilkina
Kiselina. 1z skupine flavonoida u listu tr§lje najzastupljeniji su kvercetin i njegovi derivati
(kvercetin-3-O-ramnozid) i derivati miricetina (miricetin-3-O-rutinozid).

Unato¢ tome $to su prisutna u malom udjelu eteri¢na ulja trSlje sadrze Sirok spektar
sastavnica koje pripadaju razli¢itim skupinama spojeva koji imaju znacajnu biolosku vrijednost.
Eteri¢na ulja su smjese kemijskih spojeva za koje je dokazano da posjeduju antibakterijska,
antifungalna, antiviralna i repelentna svojstva $to je posljedica kemovarijabilnosti terepenskog
sastava 1 njihove koncentracije. Ovisno o kemotipu, etericno ulje trlje karakterizirano je
sastavnicama koje pripadaju grupi monoterpena (a-pinen, B-pinen, -mircen, limonen, terpinen 4-
ol) i seskviterpena (B-kariofilen, germakren D, y-kadinen). Antimikrobni u¢inak etericnog ulja lista
trSlje je dokazan na gram-pozitivnim (Streptococcus mutans, Streptococcus gordonii,
Staphylococcus aureus) i gram-negativnim sojevima (Escherichia coli, Porphyrmonas gingivalis,
Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia, Klebsiella pneumoniae).

Razlic¢itosti u kemijskom sastavu etericnog ulja i ekstraktima trslje se pripisuju dijelu biljke
iz kojeg su bioaktivne molekule ekstrahirane, okolisnim ¢imbenicima (biotickim i abiotickim),

vremenu berbe 1 fenoloskoj fazi biljke.
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Odabir metode ekstrakcije je prvi i najvazniji korak u izolaciji bioaktivnih molekula kako
bi se postigao njihov maksimalni prinos, a buduci ne postoji jedinstveni standardni postupak
ekstakcije, za svaku biljnu vrstu potrebno je optimirati uvjete ekstrakcije sukladno karakteristikama
biljke (morfoloska i botanicka obiljezja, kemijski sastav, stabilnost ciljanih bioaktivnih molekula,
topljivost 1 sl.). Najcesce primjenjivani postupak eckstrakcije je konvencionalna ekstrakcija
(maceracija, destilacija, Soxhlet) uz primjenu organskih otapala, koja je karakterizirana dugim
vremenom ekstrakcije, velikom potro$njom otapala i energije $to predstavlja rizik od degradacije
postupci ekstrakcije kao Sto su ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (UAE), ekstrakcija
superkritiénim fluidima (SFE), ubrzana ekstrakcija otapalima pri povisenom tlaku (ASE) te
ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (MAE) koji smanjuju vrijeme ekstrakcije i potro$nju
otapala.

Stoga su ciljevi ovoga istrazivanja:

» Odrediti utjecaj lokacije i termina berbe na akumulaciju bioaktivnih molekula u listu trslje
tijekom vegetacije

» Usporediti konvencionalnu tehniku ekstrakcije s ekstrakcijom potpomognutom
mikrovalovima (MAE) i optimirati uvjete pri kojima se dobivaju najveci prinosi

» Provesti kvalitativnu i kvantitativnu analizu pojedina¢nih fenolnih spojeva u ekstrakatima
dobivenih pri optimalnim uvjetima

» Definirati sastav ekstrakata i eteri¢nog ulja

» Ispitati potencijalni antimikrobni ucinak etericnog ulja na selektiranim vrstama

mikroorganizama
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2.1. Trslja (Pistacia lentiscus L.)

2.1.1. Osnovne karakteristike biljke

Trslja (Pistacia lenticus L.) je stolje¢ima vrlo cijenjena biljka u narodnoj medicini zbog
svojih ljekovitih i aromatskih svojstava. Prvi poznati zapisi o tr§lji potjecu iz Biblije gdje se trslja
spominje pod nazivom ,,bakha* (u prijevodu ,,suze), ime koje je dobila zahvaljuju¢i oleorezinu
koji se izlucuje zarezivanjem kore. U vrijeme anticke Grcke Hipokrat prvi spominje tr§lju pod
nazivom ,,mastika* $to je izvedenica rije¢i ,,mastichein®, a znaci ,,Skrgutati zubima®, dok se u
Rimskom Carstvu koristila kao prva zvakaéa guma, a tijekom Otomanskog Carstva trslja je imala
vrijednost zlata. Najpoznatija je P. lentiscus je s otoka Chios gdje se tradicionalno uzgaja u
gradi¢ima koji se nazivaju mastichochoria.

Prema fosilnim dokazima (Zohary, 1952), starost biljke se procjenjuje na 40 milijuna
godina, a samog roda 55-65 milijuna jer se pelud Anacardiaceae prvotno pojavio u paleolitiku
(Muller, 1984).

Trslja je zimzeleni grm ili nisko stablo koje pripada porodici Anacardiaceae (Tablica 1)
(Kafkas i sur., 2015). Rod je raznospolan, s muSkim i Zenskim cvjetovima na zasebnim granama
(Sola-Campoy i sur., 2015). Sadrzi naizmjeni¢ne listove koznate strukture, 4-6 para, duzine 1,5-3
cm, na vrhu formirane u lastin rep (Slika 1). Cvjetovi se razvijaju tijekom travnja i svibnja, plod
tijekom srpnja i kolovoza, dok je sazrijevanje ploda tijekom listopada. Na muskim biljkama
cvjetovi su tamno crvene, a na Zenskim zute boje. Plod u obliku bobica, sazrijeva 150 - 230 dana

nakon opadanja cvijeta (Jordano, 1989).

Tablica 1. Sistematika trslje

Taksonomska kategorija Naziv
Porodica Anacardiaceae
Carstvo Plantae

Red Sapindales
Rod Pistacia L.
Vrsta Pistacia lentiscus L.
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Slika 1. Biljka Pistacia lentiscus L. (vlastita fotografija)

Trslja je mediteranska biljka koja raste na Sirokom podrucju od Izraela, preko Turske i Grcke do
Spanjolske (Toli¢, 2003). U Hrvatskoj raste samoniklo duz Jadranske obale i na otocima, te najvise
u Juznoj Dalmaciji (Slika 2). Na podru¢ju Hrvatske, sinonimi za tr§lju su narodni nazivi poput:

smrca, lentiska, mréa, crnomrta, mastika 1 sl.

Slika 2. Lokaliteti P. lentiscus duz Jadranske obale i otocima. lzvor: Nikoli¢ (ur.) 2018: Flora
Croatica Database. Bioloski odsjek, PMF
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2.1.2. Kemijski sastav trslje

Kemovarijabilnost biljaka, pa tako 1 trslje, je posljedica Cimbenika kao Sto su okolisni uvjeti
1 zemljopisno podrucje rasta biljke. Fenoloska faza rasta biljke, sezona berbe, izloZenost biljke
suncevoj svjetlosti, padaline i reljef su neki od cimbenika o kojima ovise morfoloske karakteristike
biljke, te sastav i koli¢ina bioaktivnih molekula.

Istrazivanja su pokazala da list P. lentiscus sadrzi 90,2 % suhe tvari i 9,8 % vlage te je
bogata fitonutrijentima kao $to su fenolni spojevi, aromatski spojevi i minerali (Beghlal i sur.,
2016). Prema istrazivanju koje su proveli Aouinti i sur. (2013) u listu tr$lje najzastupljeniji mineral
je kalcij, a u plodu kalij. U listovima tr§lje dokazali su prisutnost litija i Selena u masenim udjelima
od 1,59 odnosno 32,69 mg/kg.

Mezni i sur. (2014) su u hladno presanom ulju dobivenom iz bobica trslje identificirali i
kvantificirali 2 tokoferola (a-tokoferol i y-tokoferol) u masenim udjelima od 44,76 mg/kg do 96,77
mg/kg, te 3 karotenoida (lutein, zeaksantin, 3-karoten) u masenim udjelima od 5,8 do 10,57 mg/kg.
U prethodno provedenim istrazivanjima listova i bobica tr§lje, identificirani i kvantificirani su Su
mnogi spojevi razli¢itih kemijskih grupa kao $to su flavonoidi (Longo i sur., 2007; Lopez-Léazaro
i sur., 2009), fenolne kiseline (Bhouri i sur., 2010; Azaizeh i sur., 2013), terpenoidi (Dedoussis i
sur., 2004) i tanini (Azaizeh i sur., 2013; Dedoussis i sur., 2004). Istrazivanjem koje su proveli
Zitouni i sur. (2016) na listovima i bobicama tr§lje pokazali su da su listovi tr§lje znantno bogatiji
fenolnim spojevima od bobica S$to je bilo u skladu s iStraZzivanjima koje su proveli Arab i sur.,
(2014), Longo i sur., (2007) i Remila i sur., (2015).

Osim fenolnih kiselina i flavonola u uzorcima svjezih bobica tr§lje identificirani su i
kvantficirani antocijani i to: cijanidin 3-O-glukozid (3,8 mg/100 g), delfinidin 3-O-glukozid (1,1
mg/100 g), te cijanidin 3-O-arabinozid (0,05 mg/100 g) (Longo i sur., 2007).

Masne kiseline su uglavnom identificirane u plodovima tr§lje od kojih je najzastupljenija oleinska
kiselina, dok su palmitinska, linolenska, linolna, stearinska, palmitoleinska, arahidonska i
gadoleinska kiselina kvantificirane nizim masenim udjelima (Trabesi i sur., 2012).

Nadzemni dijelovi biljke 1 bobice tr$lje sadrze 1 eteri¢na ulja ¢iji sastav se razlikuje ovisno
o kemotipu, a najznacajnije sastavnice ¢ine spojevi iz skupine monoterpena (a-pinen, B-pinen, -
mircen, limonen, terpinen 4-ol) i seskviterpena (B-kariofilen, germakren D, y-kadinen) (Boelens i
Jimenez, 1991; Buil i sur., 1975; Djenane i sur., 2011; Fernandez i sur., 2000).
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2.2. Fenolni spojevi trslje

U razli¢itim biljnim vrstama zastupljen je velik broj (preko 200 000 spojeva) primarnih i

sekundarnih metabolita koji se medusobno razlikuju prema molekulskoj strukturi, fizikalnim,
kemijskim i bioloskim svojstvima. Primarni metaboliti su neophodni za odrzavanje stanice
(proteini, nukleinske kiseline), dok su sekundarni metaboliti odgovorni za obranu biljke od
oksidativnog stresa i ultraljubicastog zracenja (Chikezie i sur., 2015), a nastaju kao posljedica
biotickog i abioti¢kog stresa (Rasoli, 2011). Primarni i sekundarni metaboliti su povezani
medusobno gradevnim blokovima i biosintetskim enzimima (Vora, 2017).
Mnoge BAM imaju klju¢nu ulogu u prirodnoj obrani biljke od infekcija i mikroorganizama, daju
biljkama boju i okus, te omogucuju biljci lakSu prilagodbu promjenjivim okoli§nim uvjetima
(Schmidt i sur., 2008). Fenolni spojevi jedna su od vaznijih skupina bioaktivnih molekula kojima
se pripisuju brojni pozitivni utjecaji na zdravlje ljudi ili preventivno djelovanje u nastajanju
razli¢itih oboljenja. Pokazuju Siroki raspon bioloskih ucinaka u prevenciji raka, dijabetesa,
kardiovaskularnih, neurodegenerativnih i drugih bolesti (Rasupuleti i sur., 2016; Rasoli, 2011).

Fenolni spojevi su prirodni sekundarni metaboliti dobiveni putem acikli¢kih
meduprodukata nastalih tijekom biosintetskog puta Sikiminske kiseline (Macheix i sur., 1990).
Zahvaljujuéi strukturnoj razli¢itosti, poznato je preko 8000 fenolnih spojeva koji imaju esencijalnu
ulogu u reprodukciji i rastu biljke, senzorskim svojstvima, boji, aromi, obrambenim mehanizmima
protiv patogena, parazita i biljojeda, zastiti od ultraljubiCastog zracenja i dr. (Butler, 1992; Liu,
2004; Shahidi i Naczk, 2004). Najbrojniju grupu biljnih fenola ¢ine flavonoidi koji ¢ine dvije
tre¢ine ukupne koli¢ine fenolnih spojeva u ljudskoj prehrani, dok ostatak ¢ine fenolne kiseline i
ostali spojevi (Liu, 2004).

Najjednostavnija podjela fenolnih spojeva temeljena na broju aromatskih jezgri u fenolnoj
molekuli, jest podjela na monofenole (npr. fenolne kiseline i njihovi derivati, fenolni alkoholi itd.)
i polifenole (npr. flavonoidi, stilbeni) (Slika 3) (Shahidi i Naczk, 2004). Monofenoli sadrze jedan
prsten na koji je vezana jedna ili viSe hidroksilnih skupina, dok polifenoli sadrze veéi broj
aromatskih prstenova unutar jedne molekule, Takoder, postoji i druga podjela koja je temeljena
prema njihovoj kemijskoj strukturi, a fenolne spojeve dijeli na neflavonoide i flavonoide (Shahidi
1 Naczk, 2004; Katalini¢ i sur., 2010).
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Znacajnu skupinu sekundarnih metabolita trSlje ¢ine fenolni spojevi kao neisparljive,
polarnije komponente, te razliite sastavnice eteri¢nog ulja kao isparljive uglavnom nepolarne
komponente. Udio fenolnih spojeva u tr$lji razlikuje se ovisno o dijelu biljke (list, korijen, stabljika,
cvijet, plod) (Bampouli i sur., 2014; Zitouni i sur., 2016), a uvelike ovisi o okolisnim uvjetima u
kojima biljka raste.

Istrazivanja su pokazala da su najve¢i maseni udjeli ukupnih fenola (izrazena u
miligramima galne kiseline po gramu ekstrakta- mg GAE/g), prisutni u listu tr§lje (216,289 + 20,62
mg GAE/g), potom u stabljici (121,399 + 3,354 mg GAE/q) i bobici (103,342 + 2,317 mg GAE/qQ)
(Zitouni i sur., 2016).

\ O

Slika 3. Osnovna podjela fenolnih spojeva (Erdman i sur., 2007)

2.2.1. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline su vrlo rasprostranjene u prirodi, mogu se naci u brojnim biljkama te

razli¢itim dijelovima neke biljke. Pripadaju skupini jednostavnih fenola s benzenskim prstenom
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koji ima najmanje jednu karboksilnu skupinu. Prema polozaju karboksilne skupine u odnosu na
aromatsku jezgru i stupnju hidroksilacije i metoksilacije mogu se podijeliti u dvije skupine:
derivate hidroksibenzojeve Kkiseline (hidroksibenzoati) i derivate hidroksicimetne Kkiseline
(hidroksicinamati) (Shahidi i Naczk, 2004).

Hidroksibenzojeve kiseline imaju strukturu C;-Cs S varijacijama u osnovnoj strukturi kao
Sto su hidroksilacija i metoksilacija aromatskog prstena (Slika 4). U ovu skupinu pripadaju: 4-
hidroksibenzojeva, protokatehinska, salicilna, vanilinska, galna, siringinska i gentizinska kiselina
(Pereira i sur., 2009). U biljkama se nalaze u slobodnom obliku ili u konjugiranim oblicima
(Tomas-Barberan i Clifford, 2000). Primjer konjugirane hidroksibenzojeve kiseline je galna
kiselina koja moze biti dimer, trimer, tetramer (Clifford i Scalbert, 2000). Glavni izvor

hidroksibenzojevih kiselina su voce, povrce, ¢ajevi i Zitarice.

R1
R; COOH

Rs
Hidroksibenzojeve kiseline R1 R2 R3
p-hidroksibenzojeva (4-hidroksibenzojeva) H OH H
protokatehinska (3,4-dihidroksibenzojeva) OH OH H
vanilinska (4-hidroksi-3-metoksibenzojeva) OCHzs OH H
gentizinska (2,4-dihidroksibenzojeva) OH H OH
siringiska (3,5-dimetoksibenzojeva) OCHs H OCHs
galna (3,4,5-trihidroksibenzojeva) OH OH OH

Slika 4. Kemijska struktura hidroksibenzojevih kiselina (Macheix i sur., 1990; Robards i sur.,
1999)

Galna kiselina najzastupljenija je hidroksibenzojeva kiselina u listu trslje (Trabelsi i sur.,
2016; Bhouri i sur., 2010; Mehenni 1 sur., 2016) te zajedno sa svojim derivatima ¢ini viSe od 70 %
ukupnih fenolnih spojeva prisutnih u listovima tr§lje (Romani i sur., 2002). U istrazivanju koje su

proveli Azaizeh i sur. (2013) usporedivan je fenolni sastav biljke porijeklom iz Italije i Izraela te
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su uoceni vrlo sli¢ni rezultati u masenim udjelima derivata galne kiseline. Maseni udio derivata
galne kiseline u listu trslje prema istrazivanju koje su proveli Mehenni i sur. (2016) iznosi 161,67
+ 35,27 mg GAE/g uzorka, a znaajan je i njihov udio u ekstraktima bobica ove biljke (5,67 +
0,017 mg GAE/g uzorka). Identificirani derivati galne kiseline u listovima tr§lje su mono, di i tri-
O-galoilkina kiselina i monogaloil glukoza, dok su u bobici identificirane 1,2,3,4,6-pentagaloil
glukoza (Bozorgi i sur., 2013), 5-galoilkina kiselina te 3,4,5-O-trigaloilkina kiselina (Bhouri i sur,
2010; Mehenni i sur., 2016; Trabelsi i sur., 2014). U listovima su takoder identificirane siringinska
i elaginska kiselina te njihovi derivati, koji nisu prisutni u bobicama trslje. Maseni udio siringinske
kiseline u suhom ekstraktu lista biljke iznosi 52,66 + 7,23 mg/g dok maseni udio elaginske kiseline
iznosi 9,54 + 0,63 mg/g (Mehenni i sur., 2016). Osim navedenih, u listovima su identificirane i 3,5-
O-galoilkina kiselina, 3,4,5-trigaloilkina kiselina i 5-O-galoilkina kiselina u masenim udjelima od
26,8 + 4,67 mg/g, 10,3 £ 2,45 mg/g, odnosno 9,6 + 2,25 mg/g suhe tvari (Romani i sur., 2002).
Hidroksicimetne Kiseline su derivati fenilpropanoida i imaju osnovnu strukturu Cs-Ce s
dvostrukom vezom i postrani¢nom lancu koji moze imati cis ili trans konformaciju (Slika 5)
(Pereira i sur., 2009). Hidroksicimetne kiseline nastaju direktno preko Sikiminske kiseline ili mogu
nastati degradacijom hidroksicimetnih kiselina. Rijetko se javljaju u slobodnom obliku, a ¢esce u
obliku estera Cetiriju osnovnih molekula povezanih sa strukturnim komponentama stani¢nog zida:

p-kumarinska, kafeinska, ferulinska i sinapinska kiselina (Dai i Mumper, 2010; Ignat i sur., 2011).

R4
g
Rs \},.~COOH
H

R, R,
Hidroksicimetne Kiseline R1 R2 Rs R4
p-kumarinska (4-hidroksicimetna) H OH H H
kafeinska (3,4-dihidroksicimetna) OH OH H OCHjs
ferulinska (4-hidroksi-3-metoksicimetna) OCHs OH H OCHjs

sinapinska (4-hidroksi-3,5-dimetoksicimetna) OCHs H OCHs: OH

Slika 5. Kemijska struktura hidroksicimetnih kiselina (Goncalves i sur., 2013)
Najvaznije hidroksicimetne kiseline 1 njihovi derivati prisutni u bobicama trslje su: klorogenska

kiselina, p-kumarinska-4-O-glukozid i kafeoilkina kiselina (Baratto i sur., 2003; Trabelsi i sur.,
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2016; Bhouri i sur., 2010; Mehenni i sur., 2016). Prema istrazivanju Lopes i sur. (2016),
hidroksicimetne kiseline su takoder kvantificirane i u listovima trlje u masenom udjelu od 21,8 +
0,82 mg/g.

2.2.2. Flavonoidi

Flavonoidi ¢ine najve¢u skupinu niskomolekularnih polifenolnih spojeva (vise od 6000)
koji se akumuliraju u stani¢énim stijenkama biljaka (Monties, 1989), pretezito u epidermalnim i
subepidermalnim slojevima ploda (Wollenweber, 1994). Ime su dobili prema latinskoj rijeci
“flavus* (zuta) iako su poznati kao crveni, plavi i ljubicasti pigmenti (antocijani) u biljnom tkivu
(Winkel-Shirley, 2001), §to je posljedica njihovog apsorpcijskog spektara u podru¢ju valnih duljina
od 250 do 270 nm, od 330 do 350 nm, a neki i u rasponu od 520 nm do 550 nm.
Flavonoidi su polifenolni spojevi koje nalazimo u biljkama, a sastoje se od petnaest ugljikovih
atoma tipa Cs-C3-Ce 0dnosno dviju benzenskih jezgara povezanih propanskim lancem (Slika 6).
Osnovna kemijska struktura flavonoida se sastoji od tri fenolna prstena: A, B i C (Tapas i sur.,
2008). Benzenski prsten A je kondenziran s tro¢lanim alifatskim nizom koji zajedno s kisikom
tvori Sesteroclani prsten C, dok na poziciji 2 prstena C se nalazi benzenski prsten B. Ovisno o broju
i poloZaju vezanih hidroksilnih skupina, stupnju nezasi¢enosti i stupnju oksidacije centralnog C-

prstena flavonodi se dijele u vise podskupina.

Slika 6. Osnovna struktura flavonoida (Del Rio i sur., 2013)
Glavne skupine flavonoida su: flavoni, flavanoni, flavani, flavonoli, izoflavoni i
antocijanidini. Ostale manje zastupljene skupine flavonoida su: calkoni, dihidrocalkoni,

dihidroflavonoli, flavan-3,4-dioli, kumarini i auroni (Rodriguez-Mateos i sur., 2012). Medusobno
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se razlikuju prema polozaju prstena B, broju i poloZaju hidroksilnih i metoksi skupina, prisutnosti
karbonilne skupine na C4 atomu, oksidacijskom statusu prstena C, te vrsti, broju i polozaju Secernih
ostataka vezanih na aglikonsku strukturu. Glikozidacija kod flavonoida se dogada najées$ce u
poloZaju 3-, a manje u poloZaju 7. Na aglikonski dio najéeS¢e su vezani Seceri D-glukoza, D-
galaktoza, L-ramnnoza, L-arabinoza, D-ksiloza, D-galakturonska kiselina i disaharid rutinoza
(glukoza + ramnoza).

Maseni udio ukupnih flavonoida (izrazena u miligramima kvercetina po gramu suhog
ekstrakta- mg QE/g) u ekstraktu lista trSlje dobivenog ekstrakcijom potpomognutom
mikrovalovima iznosi 68,34 + 0,10 mg QE/g suhog ekstrakta (Bampouli i sur., 2014). U trslji su
identificirani flavonoli, flavanoli, flavoni i antocijani.

Iz skupine flavona, u listu tr$lje identificirani su taksifolin (Teselkin i sur., 2000) i
luteolin-6,8-di-C-heksozid (Trabelsi i sur., 2016).

Od flavonola u tr$lji su identificirani kvercetin i njegovi derivati (Belhachat i sur., 2017).
Mehenni i sur. (2016) su u listu tr§lje identificirali i kvantificirali kvercetin-3-O-ramnozid s
masenim udjelom od 0,12 + 0,053 mg/g suhog ekstrakta lista, miricetin-3-O-rutinozid (Azaizeh i
sur., 2013; Benhammou i sur., 2008) te kamferol u masenom udjelu od 0,68 + 0,028 mg/g ekstrakta
(Vaya i Mahmood, 2006). Derivati miricetina ¢ine 20 % od ukupnih fenolnih spojeva u listu trslje
(Romani i sur., 2002). Baral i sur. (2017) i Trabelsi i sur. (2016) su istrazivanjem dokazali da u
bobicama prevladava kvercetin-3-O-glukuronid.

Jedini flavanol identificiran u listu tr§lje je katehin ¢iji se maseni udjeli razlikuju ovisno
0 geografskom porijeklu same biljke. U uzorcima lista tr§lje s podrucja Italije, katehini ¢ine 2,5 %,
dok u uzorcima izraelskog podrijetla oko 8% ukupnih fenolnih spojeva (Azaizeh i sur., 2013).

Iz skupine izoflavona, Vaya i Mahmood, (2006) su u listu identificirali genistein i taksifolin
u masenim udjelima od 0,225 + 0,009 mg/g, odnosno 0,0509 + 0,0021 mg/g.

Iz skupine antocijana u bobicama i listovima tr$lje identificirani su cijanidin-3-O-glukozid
i delfinidin-3-O-glukozid (Belhachat i sur., 2017), koji su uz pelargonidin-3-glukozid najrasireniji
antocijani u prirodi (Kong 1 sur., 2003). U istrazivanju koje su proveli Longo 1 sur. (2007), u
bobicama trslje kvantificirani su cijanidin-3-O-glukozid u masenom udjelu od 3,8 mg/100 g,
delfinidin-3-O-glukozid 1,1 mg/100 g te cijanidin-3-O-arabinozid 0,05 mg/100 g.
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2.3. Eteri¢na ulja

Eteri¢na ulja su prirodne, kompleksne mjesavine bioaktivnih molekula (Posti¢, 2009) tj.
produkti koji se mogu definirati kao lako hlapljive smjese razlicitih spojeva karakteristicnog mirisa
i okusa, dobiveni iz biljnog materijala. UskladiSteni su u sekretornim stanicama, Supljinama,
kanalima, epidermalnim stanicama i Zzljezdanim trihomama biljaka, odakle se ekstrahiraju.
Biljkama pomazu u privlatenju kukaca koji sudjeluyju u oprasivanju te kao zastita od
mikroorganizama, bolesti i1 biljojeda (Bakkali i1 sur., 2008; Vu¢ini¢ i sur., 2012; Macwan i sur.,
2016).

Sastav i kvaliteta eteri¢nih ulja mogu varirati ovisno o podneblju, vrsti tla, genetskim

svojstvima biljke, sezoni berbe, zemljopisnom porijeklu, nacinu dobivanja i dijelu biljke koji se
koristi za njegovo dobivanje.
Zbog velikog broja kemijskih spojeva sadrzanih u eteri¢nim uljima postoji Sirok opseg njihove
primjene i djelovanja. Dokazano je da posjeduju antibakterijska, antifungalna, antiviralna i
repelentna svojstva (Bougherra i sur., 2015), a pozitivan uc¢inak pokazuju kao diuretici i
spazomolitici. Stoga im je danas najvecéa primjena u podruéju prehrambene (prirodni konzervansi),
kozmeticke (proizvodnja parfema) i farmaceutske (aromaterapija) industrije (Sliva i sur., 2003).

Kemijski gledano, eteri¢na ulja su smjese velikog broja razlicitih bioaktivnih molekula i do
danas je utvrdeno oko 500 kemijskih spojeva koji ¢ine njihov sastav, a pojedina ulja mogu
sadrzavati viSe od 60 razli¢itth kemijskih sastavnica. Karakteriziraju ih dvije ili tri glavne
komponente s visokim masenim udjelima (20 - 70 %) u odnosu na druge komponente prisutne u
tragovima koje odreduju fizikalna 1 kemijska svojstva, te farmakolosko djelovanje eteri¢nog ulja
(Pichersky i sur. 2006).

Opc¢enito, glavni sastojci odreduju bioloska svojstva eteri¢nih ulja i ukljucuju dvije glavne
skupine razli¢itog biosintetskog porijekla: terpeni i terpenoidi te aromatski i alifatski spojevi
(Bakkali 1 sur., 2008) koji pripadaju razli¢itim skupinama organskih spojeva (ugljikovodici,

alkoholi, fenoli, aldehidi, ketoni, oksidi, itd.) (Noller, 1973).

Terpeni su glavne komponente etericnih ulja koje biljnom materijalu daju aromatski miris,

a ¢ija je biosintetska osnova izoprenska jedinica, molekulske formule CsHs.
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Prema broju C atoma te prema broju izoprenskih jedinica u molekuli dijele se na: hemiterpene,
monoterpene, seskviterpene, diterpene, sesterpene, triterpene, tetraterpene, pentaterpene i

politerpene (Tablica 2).

Tablica 2. Klasifikacija terpena

NAZIV BROJC- BROJIZOPRENSKIH PREDSTAVNICI
ATOMA JEDINICA

HEMITERPENI 5 1 izopren
MONOTERPENI 10 2 geraniol, mentol, kamfor
SESKVITERPENI 15 3 farnezol, bisabolen
DITERPENI 20 4 fitol, vitamin A
TRITERPENI 30 6 skvalen, lanosterol
TETRATERPENI 40 8 karotenoidi
POLITERPENI >40 n kaucuk

Terpeni koji sadrze kisik nazivaju se terpenoidi, a najpoznatiji su timol, karvakrol, linalol,
geraniol 1 dr. Za razliku od terpena, terpenoidi Cesto posjeduju jaka antibakterijska svojstva
zahvaljujuéi funkcionalnim skupinama i to hidroksilnoj ili fenolnoj skupini (Bakkali i sur., 2008;
Hyldgaard i sur., 2012).

Fenilpropanski derivati su prirodni, aromatski spojevi s propilnim lancem vezanim na
benzensku jezgru. To su fenolni spojevi koji se prema kemijskoj strukturi dijele na fenolne kiseline
(hidroksicimetna i hidroksibenzojeva kiselina i njihovi derivati), te flavonoide i njihove derivate.
Medusobne razlike medu fenolnim kiselinama unutar svake od podskupina uvjetovane su brojem
1 poloZajem hidroksilnih i metoksi supstituenata na aromatskom prstenu. Eugenol, izoeugenol,
vanilin su najproucavaniji su fenilpropani (Slika 7). Antimikrobno djelovanje ovih spojeva temelji

se na njihovoj slobodnoj hidroksilnoj skupini (Nazzaro i sur., 2013).
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CH, CH,
= CHO
OCHg OCH,; OCH,
OH OH H
eugenol izoeugenol vanilin

Slika 7. Struktura fenilpropanskih derivata (Converti i sur., 2010)

2.3.1. Kemijski sastav eteri¢nih ulja

U sastavu eteri¢nih ulja najznajcajniju ulogu imaju monotrepeni koji tvore vise od 1500
raznih spojeva, te seskviterpeni s oko 1000 spojeva. Monoterpeni su glavne mirisne komponente
eteri¢nih ulja i glavne komponente razli¢itih smola koje sudjeluju u obrambenom odgovoru biljaka.
Osnovnu strukturu monoterpena ¢ine dvije izoprenske jedinice (Cio). Najvrjednije su molekule jer
¢ine 90 % eteri¢nih ulja (Bakkali i sur., 2008), a najpoznatiji su p-cimen, d-limonen, a-terpinen,

mircen, kamfen, sabinen i a- i B-pinen (Slika 8).

© © O

o-pinen B-pinen kamfen sabinen
d-limonen p-cimen mircen o-terpinen

Slika 8. Kemijske strukture monoterpena (Wojtunik-Kulesza i sur, 2019)
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Seskviterpeni su po zastupljenosti druga grupa terpena koja ulazi u sastav eteri¢nih ulja.
Izgradeni su od tri izoprenske jedinice (Cis) 1 po strukturi mogu biti aciklicki, monocikli¢ki i
policikli¢ki. Acikli¢ni seskviterpeni se jo$ nazivaju i farnezani jer nastaju od farnezola koji se

nalazi u etericnom ulju naranc¢e 1 mandarine.

2.3.2. Eteri¢no ulje trlje

Koriste¢i konvencionalnu vodenu destilaciju, napravljena su brojna istrazivanja
identifikacije i kvantifikacije dominantnih sastavnica etericnog ulja tr$lje dobivenih iz nadzemnih
dijelova biljke (Beghlal i sur., 2016; Yosr i sur., 2018). Razli¢itosti u kemijskom sastavu eteri¢nog
ulja trslje pripisuju se dijelu biljke iz kojeg je ulje ekstrahirano, okoli$nim ¢imbenicima, vremenu
berbe (Ait Said i sur., 2011) i fenoloskoj fazi biljke (Carvalho 1 sur., 2014).

Organolepticka i1 analiticka svojstva eteri¢nog ulja tr$lje dobivenog iz lista procesom
destilacije u svom su radu opisali Berghlal i sur. (2016) kao bistru tekucinu, tamno Zuckaste boje s
jakim aromati¢nim mirisom i zacinskog okusa. Takoder, odredili su i kiselinski indeks koji iznosi
2,25 §to upucuje na njegovu veliku stabilnost. Odredeni analiti¢ki parametri su gustoca pri 20 °C
(0,850-0,890 g/cmq), te indeks refrakcije (1,400 - 1,450). Ovisno o kemotipu, eteri¢no ulje trilje je
najvec¢im dijelom sastavljeno od monoterpena (a-pinen, B-pinen, B-mircen, limonen, terpinen 4-ol)
i seskviterpena (B-kariofilen, germakren D, y-kadinen) (Boelens i Jimenez, 1991; Buil i sur., 1975;
Djenane i sur., 2011; Fernandez i sur., 2000).

Istrazivanja eteri¢nih ulja iz razlicitih zemalja su pokazala postojanje neko razliCitih vrsta
kemotipova koje karakteriziraju dominantne sastavnice kao §to su mircen (19 %, Spanjolska)
(Boelens i Jimenez, 1991), a-pinen (15 %, Francuska) (Buil i sur., 1975), terpinen-4-ol (22 %,
Sardinija; 33 - 44 %, Maroko) (Picci i sur., 1987; Zrira i sur., 2003), 6-3-karen (65 %, Egipat) (De
Pooter i sur., 1991) i o -terpineol (13 %, Izrael) (Fleisher i Fleisher, 1992).

Fernandez i sur. (2000) su odredili sastav etericnog ulja tr§lje u u kojem su najzastupljeniji
spojevi iz skupine seskviterpena (47 %), ¢ije su dominantne sastavnice: trans-kariofilen, T-kadinen
I germakren D. lIstrazivanjem uzoraka trslje porijeklom iz Alzira, Djenane i sur. (2011) su
kvantificirali 57 sastavnica §to predstavlja ukupno 98,69 % sastava eteri¢nog ulja, od ¢ega su
sastavnice u najviSem postotku bile f-mircen (15,8 %), 1,8-cineol (15,02%), terpinen-4-ol (6,41
%), a-pinen (5,54 %) i B-pinen (5,10 %).
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2.4. BioloSka svojstva ekstrakata i eteri¢nih ulja trslje

2.4.1. Antioksidacijski u¢inci BAM-a trslje

Antioksidansi su tvari prisutne u niskim koncentracijama, koje vezujuci se sa supstratom
podloznim oksidaciji odgadaju ili spreCavaju njegovu oksidaciju ¢ime postizu ravnotezu
nesparenih elektrona i neutraliziraju potencijalno $tetno djelovanje slobodnih radikala, a da pri
tome ne dolazi do njihove nestabilnosti.

Slobodni radikali su nestabilne kemijske Cestice koje nisu samo Stetne, ve¢ i prijeko
potrebne tvari za neometano funkcioniranje organizma, a nastaju kao meduprodukt aerobnog
metabolizma. Tijekom uravnotezenih uvjeta u organizmu uloga slobodnih radikala je medustani¢na
komunikacija i obrana od bakterija i drugih Stetnih agensa, ali ukoliko dode do neravnoteze i
nagomilavanja slobodnih radikala za posljedicu ima razvitak karcinogeneze i1 kroni¢nih
degenerativnih procesa u ljudskom tijelu (Lackovi¢, 2001; de Graft-Johnson i sur., 2007).

Zbog velike toksic¢nosti sintetskih (npr. butilhidroksitoluen, butilhidroksianisol), povecao
se interes za istrazivanjem prirodnih antioksidansa kao $to su fenolni spojevi (fenolne kiseline i
flavonoidi) i eteri¢na ulja te je provedeno vise istrazivanja vezano uz njihovu kemijsku strukturu i
aktivnost u vocu, povréu, zitaricma i biljkama (Shahidi, 2000).

Fenolni spojevi su antioksidansi s dobrom redukcijskom sposobnos¢u, dobri su ,,hvataci*
slobodnih radikala, dobro keliraju ione prijelaznih metala (Fe?*, Cu?*, Zn?** i Mg?") i dobri su
inhibitori peroksidacije lipida (Villafio i sur., 2007; Rodriguez Vaquero i sur., 2007). Razlike u
aktivnosti pojedinih fenolnih spojeva u pravilu se povezuju sa strukturnim razlikama izmedu
molekula, broju 1 polozaju OH skupina i1 dvostrukih veza (Ami¢ 1 Luci¢, 2010). Prema Kazazi¢
(2004), mehanizam djelovanja flavonoida u bioloSkim sustavima na molekulskoj razini nije u
potpunosti razjasnjen zbog njihovih razli¢itih kemijskih svojstava i strukturalne heterogenosti.
Rezultati istrazivanja mnogih autora (Gardeli i sur., 2008; Cherbal i sur., 2012; Bampouli i sur.,
2014) potvrduju znacajne vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta ekstrakta lista tr§lje te samim
time i znacajne masene udjele antioksidansa. U istrazivanju Remila i sur., (2015) provedenom na
svjezim ekstraktima lista trSlje rezultati pokazuju znacajan antioksidacijski kapacitet Cije
vrijednosti iznose 5865 + 406 pumol TE/100 g ekstrakta mjerene ORAC metodom §to su potvrdili
1 Zitouni 1 sur., (2016) u istraZzivanju provedenom u metanolnim i butanolnim ekstraktima

dobivenim iz lista trslje.
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Antiokisdativni kapacitet etanolnih ekstrakta listova tr$lje je posljedica prisutnosti Sirokog

spektra fenolnih kiselina, od kojih je najzastupljenija galna kiselina i njeni derivati (5-O-galoil, 3,5-
O-digaloil i 3,4,5-tri-O-galoilkina kiselina) (Benhammou i sur., 2008).
Koriste¢ci UHPLC-ESI-HMRS za analizu glavnih sastavnica ekstrakta dobivenog iz svjezeg lista
trslje, Bampouli i sur. (2014) su identificirali glavne sastavnice i to izomere galoil kini¢ne kiseline,
D-galokatehin, miricietin-ramnozid, izomere kvercitin glikozida, neoramnozid, izomere kamferol
glukozida 1 luteolin, te zakljucili da upravo zbog navedenih sastavnica ektrakti trSlje posjeduju jaku
antioksidacijsku aktivnost.

Osim ekstrakata koji sadrZze znacajne udjele fenolnih kiselina, eteri¢na ulja takoder
pokazuju antioksidacijsku aktivnost zbog kemovarijabilnosti terepenskog sastava i njihove
koncentracije.

U istrazivanju antioksidacijskog kapaciteta eteri€nog ulja iz lista tr§lje, Auouinti i sur. (2013) su
potvrdili visoki antioksidacijski kapacitet koji je uzrokovan monoterpenskim ugljikovodicima i
oksidiranim monoterpenima kao §to su a-pinen, B-pinen, 3-3-karen i -mircen.

Ulje dobiveno preSanjem bobica trSlje iskazuje antioksidativhu sposobnost zbog svog
sastava u kojem su najzastupljenije fenolne kiseline kao §to su p-hidroksibenzojeva, ferulinska,

siriginska, p-kumarinska, galna i protokatehinska kiselina (Chouaibi i sur., 2015).

2.4.2. Antibakterijsko djelovanje eteri¢nih ulja trslje

Antimikrobna svojstva biljaka i njihovih metabolita su predmet brojnih istrazivanja zbog
rastuée uCestalosti patogena koji su otporni na postojece antimikrobne lijekove, te zbog njihove
uc¢inkovitosti, niske toksi¢nosti 1 zanemarivih nuspojava. Antibiotici imaju viSe nacina djelovanja,
a prema mjestu djelovanja dijele se na:

a) Inhibitore sinteze stani¢ne stijenke (penicilini, cefalosporini, cikloserin, bacitracin)-
onemogucéavaju umrezavanje peptidoglikanskog sloja stani¢ne stijenke bakterija $to kao
posljedicu uzrokuje autolizu stanice

b) Inhibitore biosinteze proteina (antibiotici Sirokog spektra djelovanja - tetraciklini,
streptomicin, kloramfenikol)- onemogucavaju proces ocitavanja amino kiselina i

sintezu peptida sa MRNA u ribosomima
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¢) Inhibitore funkcije DNA (antitumorni antibiotici - aktinomicin, bleomicin,
daunomicin)- onemogucavaju sintezu nukleozida, replikaciju DNA, transkripciju
MRNA na DNA kalupu

d) Antibiotike koji se vezu na citoplazminu membranu (polipeptidni antibiotici-
gramicidin, polimiksin, nisin)- uzrokuju disfunkcije citoplazmine membrane (osmotska
barijera) i nekontrolirani prolaz otopljenih molekula u i iz stanice (Suskovi¢ i Kos,
2007; Suskovié i Kos, 2017)

Antimikrobna svojstva pojedinih eteri¢nih ulja i njihovih sastojaka se kontinuirano
istrazuju, a sam mehanizam njihova djelovanja jo$ uvijek nije u potpunosti razjasnjen (Burt, 2004).
Kako u stanici mikroorganizma postoji viSe ciljanih mjesta, vise je i mehanizama antibakterijskog
djelovanja (Carson i sur., 2002) pri ¢emu valja naglasiti da su ispitivanja antimikrobne aktivnosti
ukazala na utjecaj OH skupina vezanih na fenolne komponente etericnog ulja (Burt, 2004). Bez
obzira S§to se najzastupljenijim sastavnicama najCeS¢e pripisuje antimikrobno djelovanje,
istrazivanja provedena na eteri¢nim uljima kadulje, timijana i origana pokazala su kako i manje
zastupljeni sastojci eteri¢nog ulja mogu imati znac¢ajnu ulogu u antimikrobnoj aktivnosti, §to se
pripisuje sinergistickom djelovanju svih sastavnica (Burt, 2004; Bakkali i sur., 2008; Stojkovi¢ i
sur., 2013).

Antimikrobna aktivnost fenolnih spojeva posljedica je razli¢itih i medusobno isprepletenih
mehanizama djelovanja, pri ¢emu vrsta mikroorganizma i njegova grada takoder imaju vaznu ulogu
(Cown, 1999; Shan i sur., 2007). Fenolni spojevi mogu denaturirati enzime (Furneri i sur., 2002)
ili se vezati na vitamine, minerale ili ugljikohidrate ¢ine¢i tako nedostupnim navedene supstrate
koji su nuzni za rast mikroorganizma (Stern i sur., 1996; Shahidi i Naczk, 2004).

Osim istrazivanja provedenim na antibakterijskom i antifugalnom djleovanju fenolnih
spojeva, pojedini autori isticu i njihovu dobru antiviralnu i insekticidnu aktivnost (Rauha, 2001,
Friedman i sur., 2001; Ojimelukwe i Alder, 1999; Lee i sur., 2001; Karemu i sur., 2013; Bougherra
i sur., 2015).

Prema istrazivanju Pham-Huy 1 sur. (1999), antimikrobni uc¢inak eteri¢nog ulja lista trslje
je dokazan na gram-pozitivnim bakterijama Streptococcus mutans, Streptococcus gordonii i gram-
negativnim bakterijama Porphyrmonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum te Prevotella

intermedia.
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Rezultati istrazivanja koje su proveli Aouiniti i sur. (2013) pokazali su da eteri¢no ulje lista
trSlje dobiveno vodenom destilacijom iz marokanske regije Jerada pokazuje najjacu antibakterijsku
aktivnost prema gram-pozitivnoj bakteriji Staphylococcus aureus, pa zatim prema gram-
negativnim bakterijama Escherichia coli i Klebsiella pneumoniae.

Takoder, razli¢ita istrazivanja pokazuju da vodeni (Hayder i sur., 2005), etanolni 1 etil
acetatni (Kordali i sur., 2003) ekstrakti lista tr§lje imaju antibakterijska svojstva.
Osim eteri¢nog ulja lista trslje, antibakterijski uc¢inak je dokazan i u mastik gumi i ulju dobivenom
hladnim presanjem bobica na sojevima gram-pozitivnih bakterija (Bacillus subtilis, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Lactobacillus plantarum), te gram-negativnim bakterija
(Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Aeromonas hydrophila, Salmonella typhimurium,
Pseudomonas fragi, Salmonella enteritidis, Helicobacter pylori) (Marone i sur., 2001; Mezni i sur.,
2014; Tassou i sur., 1995).

2.5. Cimbenici koji utjeu na akumulaciju bioaktivnih molekula

Kako bi se uspjesno razvijale 1 zavrsile proces reprodukcije, biljke tijekom svojeg Zivotnog
ciklusa reagiraju prema nizu okolisnih ¢imbenika koji u samoj biljci stvaraju nepovoljne uvjete za
rast i razvoj.

Okolisni ¢imbenici opisuju lokaciju rasta i fenoloske faze biljke, a njihov utjecaj na biljku
moze biti bioticki ili abioti¢ki ovisno o tome S§to ili tko vrs$i stres nad biljkom u odredenim
okoliSnim uvjetima.

Zbog nemogucnosti da izbjegne utjecaj nepovoljnih ¢imbenika (biotickih i abiotickih),
biljka je razvila obrambene mehanizme koji ukljucuju enzimske i ne-enzimske antioksidanse.
Enzimski antioksidativni sustav u biljaka ukljucuje superoskid dismutazu (SOD), askorbat
peroksidazu (APX), ne-specifi¢nu peroksidazu (POD), glutation reduktazu (GR) i katalazu (CAT)
i sl., dok ne-enzimski antioksidansi ukljucuju sekundarne metabolite, hormone, ROS i sl., koji su
odgovorni za lokalnu obranu biljke u svrhu restrikcije oStecenja (Mantri 1 sur., 2012). Abioticki
¢imbenici uzrokuju oSte¢enje elektron transportnih puteva u kloroplastima i mitohondrijima
(Prasad i sur., 1994), dok bioticki ¢imbenici induciraju proizvodnju specificnih ROS enzima kao
Sto su plazma membranski NADPH oksidaza kompleks ili peroksidaze stani¢nog zida (Hammond-

Kosack i Jones, 1996; Mittler, 2002).
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Mnogobrojna istrazivanja dokazuju aktivaciju enzimskih i ne-enzimskih obrambenih
mehanizama kao odgovor biljke na utjecaj nepovoljnih ¢imbenika (Namdjoyan i sur., 2012).
Mishra i sur. (2014) su dokazali da izlaganjem biljke Withania somnifera Dunal nepovoljnim
uvjetima dodatkom kadmija u razli¢itim koncentracijama, dolazi do aktivacije ne-enzimskih
(ukupni fenoli, prolin, tokoferol, flavonoidi i ostali) i enzimskih (APX, POD, GR, CAT)
antioksidansa, odnosno njihovim porastu u ovisnosti o koncentraciji kadmija kojoj je biljka

izloZena.

2.5.1. Bioti¢ki ¢imbenici

Bioti¢ki ¢imbenici ukljucuju zive organizme kao Sto su biljke, mikroorganizmi (gljive,
bakterije i virusi) i biljojedi, a koji utjecu na rast i proizvodnju sekundarnih metabolita biljke
(Vivanco i sur., 2005).

Mikroorganizmi utje¢u na proizvodnju bioaktivnih molekula i aktivaciju enzima unutar
razlicitih dijelova biljke i tijekom razli€itih razvojnih faza (Zeng i sur., 2013; Vivanco i sur., 2005).
U prirodi, napad mikroorganizama na biljnu vrstu je sastavni dio Zivotnog ciklusa biljke koji za
posljedicu ima povecanu koncentraciju sekundarnih metabolita koja se javlja kao obrambeni
odgovor biljke na mikrobnu kolonizaciju (Suzuki i sur., 2014; Toussaint, 2007). U novije vrijeme,
mnogobrojna istrazivanja su se usmjerila na namjerno nacjepljivanje kultivara mikroorganizmima
s ciljem dobivanja biljnog materijala bogatog sekundarnim metabolitima (Capellari i sur., 2013;
Linguaisur., 2013; Latha i sur., 2009; Chithrashree-Udayashankar i sur., 2011). Prema istraZivanju
Baslam i Goicoechea (2011), primjecen je znacajan porast karotenoida i ukupnih antocijanina u
salati (Lactuca sativa L.) kao posljedica inokualcije kultivara s smjesom mikoriznih gljiva Glomus
mosseae i Glomus intraradices, dok inokualcija korijandera s Glomus macrocarpum ili Glomus
fasciculatum je dovela do znacajnog porasta monoterpena (a-pinena, 3-pinena i p-cimena) i
seskviterpena (B-kariofilen) (Kapoor i sur., 2002).

Prisutnost biljojeda biljke detektiraju pomocu residualnih izlué¢evina zaostalih u rani nakon
ugriza, nakon ¢ega dolazi do proizvodnje toksi¢nih sekundarnih metabolita, repelenata i lako
hlapivih spojeva (aldehidi, alkoholi, esteri, terpenoidi) (Vivanco i sur., 2005). Nakon napada, biljka
emitira nastale hlapive spojeve koji uzrokuju poveéanje razine rezistentnosti same biljke (Karban
i sur., 2006; Frost i sur., 2007; Heil i Silva Bueno, 2007), ali i prilagodbu okolnih biljaka na
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potencijalni napad (Karban i sur., 2014). Medubiljna signalizacija uzorkovana napadom biljke
insektima se vrlo uspje$no koristi u organskoj agrokulturi jer dolazi do smanjenja upotrebe
kemikalija $to je dokazano istrazivanjem koje su proveli Young i sur., (2005) koriste¢i insekticide
piretin (organski) i permetrin (konvencionalni) tijekom rasta repe (Brassica rapa L.) kako bi se
zaustavio napad buha. Rezultati provedenog istrazivanja su pokazali da organski insekticid piretin
nije imao ucinka na buhe ali njihovim napadom je doslo do znacajnog povecanja koncentracije
ukupnih fenolna.

Pretrazivanjem trenutno dostupne znanstvene literature nisu nadeni podaci o utjecaju

biotickih ¢imbenika na BAM i antioksidacijsku aktivnost lista trslje.

2.5.2. Abioti¢ki ¢imbenici

Abiotic¢ki ¢imbenici (fizicki ili kemijski) predstavljaju sva svojstva i znacajke nezivoga
okolisa koji posrednim ili neposrednim djelovanjem utjeCu na zive organizme uzrokujuéi stresno
stanje, a opcenito se dijele na:

» klimatske ¢imbenike: sunceva svjetlost, temperatura, vlaznost i zrak;

» edafske ¢imbenike: fizikalna, kemijska i bioloska svojstva tla, mati¢ne stijene i
mati¢nog supstrata tla;

» orografske ili fiziografske ¢imbenike: svojstva reljefa (nadmorska visina, nagib
terena, ekspozicija, razvedenost reljefa i dr.).

Abioticki ¢imbenici medusobno mogu utjecati jedni na druge, a najcesce predstavljaju
kombinirani oblik stresa jer u veéini slucajeva se radi o simultanom utjecaju nekolicine ¢imbenika
na biljku u odredenom stanistu.

Mnogobrojna istrazivanja su pokazala da koncentracija bioaktivnih molekula i
antioksidacijska aktivnost ovise o ¢imbenicima kao $to su lokacija (Kaur i sur., 2015), vrijeme
branja (Cheel i sur., 2013), genetici (Pirabalouti i sur., 2013) i fenoloskim fazama biljke (Salami i
sur., 2017). Kako su biljke sesilni organizmi ne mogu izbjeci Stetne okolisne ¢imbenike nego im
se pokusavaju prilagoditi (Hasanuzzaman i sur., 2016).

Abioticki ¢cimbenici kao §to su promjene temperature i svjetlosti te koli¢na padalina uvelike
utjecu na sastav bioaktivnih molekula tijekom odredene fenoloske faze biljke i samim time direktno

utjeCu na termin branja. Termin branja biljnog materijala se odreduje i optimira s ciljem postizanja
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maksimalnog prinosa bioaktivnih molekula tijekom ekstrakcije, rezultat je utjecaja klimatskih
¢imbenika, odnosno svakodnevnog stanja svjetla, temperature, oborina, vlage, vjetra i tlaka zraka
na nekom stanistu ili Sirem podru¢ju (Lemos i sur., 2015).

U trslji s otoka Zakynthos, Grcka, najvise monoterepena je odredeno uzorcima ubranim u
fazi cvjetanja biljke, kada je odreden i najveci udio ukupnih fenola (588 + 32,7 mg GAE/g uzorka)
te najve¢i antioksidacijski kapacitet odreden FRAP metodom (131,4 + 10,1 mmol Fe?"'L) (Gardeli
i sur., 2008).

Utjecaj stupnja zrelosti plodova trslje na koli¢inu BAM-a koje su proveli Boudieb i sur.
(2019) je pokazalo da se maseni udjeli ukupnog fenolnog sastava, mineralni sastav, koli¢ina pepela
i iskoriStenje ulja znacajno razlikuju izmedu ulja zrelih i ne-zrelih bobica. Maseni udio ukupnih
fenola u metanolnim ekstraktima dobivenim iz ne-zrelih bobica iznosila je 252,38 mg GAE/q st,
dok je u metanolnim ekstraktima dobivenim iz zrelih bobica iznosio 503,87 mg GAE/ g st. Ne-
zrele bobice su se pokazale bogatijima u koli¢ini pepela (3,68 %) od zrelih bobica (2,98 %), a
akumulacija glavnih minerala u bobicama, kalija i natrija, se takoder razlikovala ovisno o stupnju
zrelosti. Naime, povecanjem stupnja zrelosti maseni udjeli oba odredivana minerala se smanjio 1
to natrija sa 323,2 na 114,9 mg/kg, a kalija s 1,38 na 1,30 mg/kg.

Istrazivanje utjecaja termina branja (veljaca, svibanj i kolovoz) na iskoriStenje i sastav
eteriénog ulja i metanolnih ekstrakta lista tr§lje, je pokazalo da iskoristenje etericnog ulja ne ovisi
0 teminu berbe, ve¢ da termin berbe uzrokuje razli¢iti kemijski sastav eteri¢nog ulja. Eteri¢no ulje
dobiveno tijekom faze cvatnje (svibanj) je imalo najveci udjel monoterpenskih ugljikovodika (68,3
%), te najnizi maseni udio oksidiranih monoterpena (13,3 %) i seskviterpena (9,2 %). Tijekom faze
dozrijevanja ploda u kolovozu rezultati analize uzetih uzoraka su pokazali da povecanje
koncentracije sekviterpena i pad masenih udjela monoterpenskih ugljikovodika.

U metanolnim ekstraktima trSlje dobivenim iz lista trSlje najvie¢i maseni udio ukupnih fenola
odreden je u uzorcima ubranim tijekom tijekom faze cvjetanja u svibnju (588 mg GAE/ g st), a
najmanji u uzorcima ubranim tijekom veljace (Gadeli i sur., 2008).

Fitokemijski sastav tr§lje ovisi i o tipu tla, $to su dokazali Llorens-Molina i sur. (2015) u
istraZivanju sastava eteri¢nih ulja dobivenih iz li§¢a tr$lje ubranog s dva razli€ita tipa tla u Valenciji
i Spanjolskoj, u kojima su prevladavali sli¢ni klimatski uvjeti. Uo&ena je razlika u najzastupljenijim
komponentama eteri¢nih ulja, tako da seskviterpeni prevladavaju u uzorcima koji su rasli na

silikatnom tlu (39,9 %), dok su u uzorcima s vapnenog tla zastupljeniji monoterpeni (57,5 %).
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Nadmorska visina je okolisni faktor koji izravno utjece na morfologiju i sastav biljke kako

bi se biljka obranila od ostecenja i prilagodila stresnim uvjetima (Kofidis i Bosabalidis, 2008), a
ukljucuje promjene drugih okolisnih ¢imbenika kao Sto su temperatura zraka, padaline, vjetar,
sastav tla, duljina izlaganja sun¢evoj svjetlosti, temperaturne promjene dan/no¢ te jacina i trajanje
ultraljubicastog zracenja.
Prema istrazivanju Said i sur. (2011), promjena nadmorske visine je uzrok kemovarijabinosti
eteri¢nog ulja dobivenog iz lista tr§lje. IstraZivanje je provedeo na uzorcima lista trslje koji su brani
na razli¢itim nadmorskim visinama: niskim (6 - 154 m), srednje-niskim (121 - 307 m) i visokim
(809 - 1042 m). Kvanitificirani sastav ulja primjenom GC/MS analize je pokazao da eteri¢na ulja
s niskih i srednje-niskih nadmorskih visina ima gotovo pa identican sastav s najzastupljenijim
sastavnicama: d-kadinen, B-kariofilen i kubebol, dok eteri¢no ulje dobiveno iz uzorka ubranim na
nadmorskoj visini od 809-1042 m je pokazalo da su najzastupljenije sastavnice kao 8-kadinen, -
kariofilen i a-pinen. Takoder, pomoc¢u Tukey testa su dokazali da povecanjem visine, dolazi do
povecanja ukupnih ugljikovodika etericnog ulja lista trslje.

Koli¢ina padalina pokazala se kao faktor koji je utjecao na fitokemijski sastav analiziranih
etericnih ulja dobivenih iz tr§lje uzetih sa tri lokacije u Tunisu u istrazivanju koje su proveli
Bachrouch i sur. (2015). Uzroci tr$lje uzeti su s razli¢itih podrucja koja su kategorizirana na vlazno,
poluvlazno 1 polusuho. Rezultati provedenih analiza su pokazali da su u etericnom ulju dobivenom
iz uzoraka s polusuhog podrucja najzastupljeniji monociklicki monoterpen limonen te biciklicki
monoterpeni a-pinen i o-felandren. U eteri¢nom ulju dobivenom iz uzoraka uzetih s vlaZnog
podrucja najzastupljeniji je seskviterpen B-kariofilen, dok u uzorcima uzetih s poluvlaznog
podrucja prevladavaju monociklicki monoterpeni terpinen-4-ol i a-terpineol.

Salinitet je jedan od veéih abiotiCkih stres faktora koji utjeCe na rast i reproduktivnost
biljke. Poznato je da je trSlja rasprostranjena po preteZzno suhom i toplom Mediteranskom podrucju
te da je stoga adaptirana na neplodna tla i ekstremne vremenske uvjete poput dugih razdoblja suse.
Cristiano i sur. (2016) su u svojem istrazivanju ispitivali utjecaj saliniteta na fiziologiju trslje u
kontroliranim uvjetima. Osim §to je porast saliniteta utjecao na smanjenje vrijednosti promatranih
morfoloskih i fizioloskih parametara (visina biljke, broj listova na stabljici, duljina korijena,
ukupna biomasa) pokazalo se da je tr§lja izrazito prilagodljiva biljka koja mozZe tolerirati i
akumulirati sol pri visokim koncentracijama stoga je njen uzgoj potencijalno pogodan za

obnavljanje napustenih agrokulturnih podrucja (npr. uslijed nepogodnog saliniteta tla).
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Rezultati jednog od opseznijih istrazivanja utjecaja svjetlosti i hlada, suse i dostupnosti
vode na tr$lju su prikazani u radu koji je proveo Valladares (2004). Njegovi rezultati su pokazali
da trslja pod direktnim utjecajem svjetla smanjuje transpiraciju za 40 % Sto joj omoguéuje duze
prezivljavanje tijekom suSnih razdoblja. Takoder, zbog stresnih uvjeta uzrokovanih susom, trslja
vrlo brzo trosi vodu iz zemlje, ¢ime dolazi do brzeg odumiranja biljke. Ovim istrazivanjem su
takoder potvrdeni rezultati Vilagrosa i sur. (2003) da uzorci tr$lje uzgajani u hladu imaju dulji
zivotni vijek , te da nakon kavitacije i implozije ksilema uzrokovanih suSom, dostupnost vode

omogucava brzi biljci oporavak i proizvodnju mladih grancica.

2.6. Ekstrakcija bioaktvnih molekula

Upotreba biljaka u svrhe prevencije razli¢itih oboljenja ima dugu povijest Sirom svijeta te
se tijekom stolje¢a razvijaju bolje metode za pripremu takvih materijala. Danas postoji sve veci
interes za prirodne lijekove kao nadomjestak lijekovima koji se koriste u klasi¢noj medicini, a
ljekovito i aromatsko bilje predstavlja neiscrpan izvor sirovog materijala za farmaceutsku,
kozmeti¢ku i prehrambenu industriju te se sve ¢esce koristi u agrokulturi za suzbijanje Steto€ina i
nametnika (Rice, 1995).

Ekstrakcija je tehnoloski postupak izdvajanja bioaktivnih molekula iz svih dijelova biljnog
materijala pomocu otapala primjenom konvencionalnih ili ne-konvencionalnih metoda. Postupak
ekstrakcije predstavlja kljucni korak u izolaciji BAM-a iz biljnih materijala. BAM se mogu
ekstrahirati 1z materijala koji moze biti u svjeZem, suhom ili zamrznutom stanju, usitnjent ili cijeli.
Odabirom prikladne metode ekstrakcije fenolnih spojeva treba voditi racuna o topljivosti spojeva
koje se zeli ekstrahirati te odabrati pogodno otapalo. Na ekstrakciju fenolnih spojeva utjecu brojni
¢imbenici kao §to su: vrsta otapala, fizikalno-kemijska svojstva uzorka iz kojeg se izoliraju spojevi,
omjer uzorka i otapala te vrijeme i temperatura ekstrakcije (Veggi i sur., 2013). Zbog znacajnih
razlika u bioloskoj aktivnosti i strukturi fenolnih spojeva, neophodno je odabrati ekstrakcijsku
metodu koja ¢e osigurati najve¢u mogucu koncentraciju Zeljene tvari uz minimalnu degradaciju
ovih spojeva (Gupta i sur., 2012). Najcesce primjenjivane metode ekstrakcije su konvencionalne,
makar se sve viSe provode istrazivanja koriste¢i nekovnecionalne metode koje su u skladu s

nacelima zelene kemije (Slika 9).
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Slika 9. Podjela metoda ekstrakcije

2.6.1. Konvencionalne metode ekstrakcije

Konvencionalne metode ekstrakcije temelje se na pravilnom izboru otapala, uz zagrijavanje
i/ili mijeSanje kako bi se povecala topljivost ciljanih spojeva te povecao prijenos mase (Mandal i
sur., 2007). Tehnologije konvencionalne ekstrakcije za izolaciju BAM iz biljnog materijala
ukljucuju maceraciju, perkolaciju, destilaciju, Soxhlet ekstrakciju i hladno presanje.

Zbog razlicitosti biljnih BAM-a i njihove topljivosti u otapalima, upotreba optimalnog
otapala ovisi o0 sastavu biljnog materijala iz kojeg se zeli izolirati. Naj¢eSc¢e koriStena otapala su
metanol (Ross i sur., 2009; Bimakr i sur., 2011), etanol (Altiok i sur., 2008; Ross i sur., 2009; Wang
i sur., 2009; Bimakr i sur., 2011), aceton (Naczk i Shahidi, 2006; Altiok i sur., 2008) te etil acetat
i njihove vodene otopine, koje su se pokazale kao naju¢inkovitije u izolaciji BAM-a iz biljnog
materijala.

Metanol je u¢inkovitiji za ekstrakciju fenolnih spojeva nizih molekularnih masa, dok aceton
za ekstrakciju flavanola visih molekularnih masa iz voca (Metivier i sur., 1980; Labarbe i sur.,

1999; Prior i sur., 2001; Guyot i sur., 2001). Prilikom ekstrakcije suhog biljnog materijala
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ucinkovitijim se pokazalo ono otapalo koje sadrzi veci udio vodene faze u organskoj (Bimakr i
sur., 2011). Zbog toksi¢nosti metanola, za industrijske potrebe prilikom ekstrakcije BAM-a danas
se vise koriste etanol ili vodene otopine etanola.

Truong i sur. (2019) su na biljci Severinia buxifolia istrazili utjecaj razli¢itih otapala na
iskoristenje BAM-a. Ekstrakcija BAM-a je izvrSena konvencionalnim postupkom ekstrakcije
zagrijavanjem razliCtih otapala I rezultati istrazivanja su pokazala da je metanol najucinkovitije
otapalo za ektrakciju BAM-a (33,2 %), od kojeg su se pokazali manje ucinkoviti destilirana voda
(27,0 %), etanol (12,2 %), aceton (8,6 %), kloroform (7,2 %) i diklormetan (4,9 %).

Za razliku od uporabe Cistog etanola ili acetona, prisustvo 1 udio vode u organskoj fazi
otapala znacajno povecava proces difuzije i olakSava ekstrakciju BAM-a iz biljnog materijala
(Mohammedelnour i sur., 2017).

Na ekstrakcijski kapacitet izolacije fenolnih spojeva iz biljnog materijala osim izbora i
polarnosti ekstrakcijskog otapala znacajan utjecaj ima temperatura i vrijeme trajanja ekstrakcije
koji utjeCu na topljivost i razgradnju analita (Robards, 2003).

PoviSenjem temperature ekstrakcije dolazi do povecane topljivosti 1 veéeg prijenosa mase
(Bucic-Koji¢ i sur., 2007; Harbourne i sur., 2009; Spigno i sur., 2007). Takoder, vi$a temperatura
moze utjecati na matricu biljke na nacin da dolazi do poveéanja propusnosti stani¢nog zida i
slabljenja interakcija izmedu fenolnih spojeva i makromolekula (proteini, polisaharidi) ¢ime se
ubrzava ekstrakcijski proces (Prasad i sur., 2009; Al Farsi i Lee, 2007). Fenolni spojevi vrlo lako
podlijeZu hidrolizi i oksidaciji pa predugo vrijeme ekstrakcije 1 visoka temperatura znacajno utje€u
na njihovu stabilnost uzrokujuc¢i kemijsku, enzimsku ili termalnu degradaciju (Fischer i sur., 2013;
Cisse i sur., 2012).

Dent i sur. (2013) su istrazili utjecaj temperature (60 i 90 °C), otapala (30%, 50 %, 70 %-
tne otopine etanola i acetona, destilirana voda) i vremena ekstrakcije (30, 60, 90 min) na ekstrakciju
fenolnih spojeva iz dalmatinske samonikle kadulje (Salvia officinalis L.), te zakljuc¢ili da
najucinkovitiji parametri za ekstrakciju fenolnih spojeva su 30 %-tna otopina acetona ili etanola,
temperatura od 60 °C, te vrijeme ekstrakcije od 30 min.

Nedostaci konvencionalnih metoda ekstrakcije su: degradacija bioaktivnih komponenti
zbog visokih temperatura ili predugog trajanja ekstrakcije (Drmi¢ i Rezek Jambrak, 2010),

hidroliza ili oksidacija bioaktivnih molekula, te velike utrosene koli¢ine upotrijebljenog otapala.
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Unato¢ tome, konvencionalne metode se i dalje najcesce koriste zbog njihove jednostavnosti i

ucinkovitosti.

Destilacija

Destilacija je toplinski separacijski proces u kojem dolazi do razdvajanja viSekomponentnih
smjesa na temelju razli¢itih hlapljivosti, odnosno na temelju razli¢itih vreliSta pojedinih
komponenata. Unato¢ niskoj termodinamickoj u¢inkovitosti, proces destilacije je najzastupljeniji
separacijski proces u kemijskoj industriji zbog mogucnosti separacije smjesa s velikim rasponom
koncentracija te zbog dobivanja produkta visoke Cistoce.

Postoje 3 vrste destilacija: vodena, vodeno-parna, parna. U svim navedenim destilacijama,
stati¢na posuda se puni biljnim materijalom, dodaje se voda u zadanoj koli¢ini koja se dovodi do
vrenja. Nastala vruca voda i para djeluju kao glavni faktori za oslobodenje BAM-a iz biljnog tkiva.
Trajanje destilacije ovisi o vrsti biljnog materijala. Tako je vrijeme destilacije oko 60 minuta kod
destilacije lavande, kod destilacije borovih iglica je oko 3 sata, destilacija sandalovog drva traje i
viSe od 100 sati, dok destilacija ploda borovice, li§¢a tuje ili cvijeta smilja traje oko 90 min.
Neovisno o tehnoloskoj izvedbi destilatora, svaki uredaj za destilaciju ima ove osnovne dijelove:

1. parogenerator - dio za proizvodnju vodene pare,

2. kotao za destilaciju - dio s biljnim materijalom kroz koji prolazi para,

3. kondenzator - dio u kojem se ukapljuju vodena para i eteri¢no ulje hladenjem,

4. separator - dio u kome se odvajaju eteri¢no ulje i vodeni sloj

Pravilnim koriStenjem, bez obzira na upotrijebljenu vrstu destilacije, glavni proizvod je
eteri¢no ulje visoke Cisto¢e uz koje se dobiva i vodena otopina zasi¢ena sastavnicama eteri¢nog
ulja koja se naziva cvjetna vodica ili hidrolat. Nakon odvajanja, eteri¢no ulje i hidrolat se moraju

stabilizirati tj. odstajati neko vrijeme u staklenim bocama.

Vodena destilacija

Vodena destilacija je najjednostavniji oblik destilacije koji se provodi postavljanjem
usitnjenog biljnog materijala u vodu uz zagrijavanje do kljucanja vanjskih izvorom topline,
najéeScée pri atmosferskom tlaku. Pare eteri¢nog ulja i vode se kondenziraju u hladilu i sakupljaju
(Jerkovi¢, 2008). Nedostaci vodene destilacije su dugotrajnost procesa, potrosnja energije za

zagrijavanje, te degradacija biljnog materijala uzorkovana izvorom grijanja. Produljeni kontakt
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eteri¢nog ulja s vruéom vodom moze dovesti do hidrolize spojeva. Prednosti su visoki prinosi i

jednostavnost postupka.

Vodeno-parna i parna destilacija

Destilacija vodenom parom se Cesto upotrebljava kao metoda za izolaciju i CiS¢enje
organskih tvari, a temelji se na svojstvu mnogih spojeva da hlape zajedno s vodenom parom, pri
temperaturi znatno nizoj od njihova vrelista (100 °C). Biljni materijal postavlja se na perforiranu
podlogu na odredenu udaljenost od dna posude koja je ispunjena vodom. Kotao se zagrijava
vanjskim izvorom topline ¢ime dolazi do nastajanja vodene pare koja prolazi kroz usitnjeni biljni
materijal. Prilikom prolaska pare kroz biljni materijal dolazi do oslobadanja Cestica eteri¢nog ulja.
Nastala smjesa prolazi kroz hladilo gdje se kondenzira, te na kraju procesa se sakuplja u separatoru
(Slika 10) (Rapi¢, 2008). Vazno je da uzorak ne bude previSe usitnjen, kako bi pare mogle
jednoli¢no prolaziti kroz biljni materijal. Unutar separatora (Fiorentinska boca) dolazi do
formiranja 2 sloja. Gornji sloj je eteri¢no ulje koje se nalazi na povrsini posto je ulje lakSe i netopivo
u vodi, dok je donji sloj hidrolat (Kresi¢, 2014). Ova vrsta izolacije je kraca u odnosu na vodenu
destilaciju, ima bolje iskoristenje, te je ekonomiénija. Parna destilacija se razlikuje od destilacije
vodenom parom u tome §to se biljni materijal ne nalazi u istom kotlu kao i voda, ve¢ je izvor pare
vanjska jedinica kao parogenerator koji proizvodi zasi¢enu ili pregrijanu paru, najceS¢e kod
poviSenih tlakova, a uvodi se sa dna kotla. Nedostatak ove metode je povecana moguénost stvaranja
spojeva koji nisu izvorno prisutni u biljci, a nastali su zbog termickih degradacijskih reakcija,

osobito hidrolize (Jerkovi¢, 2008) (Slika 11).

== kondenzator

kontrola
razine vode
hidrolat

Slika 10. Vodeno-parna destilacija (Talati, 2017)
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Slika 11. Shematski prikaz parne destilacije (Powell, 2018)

Brojna istrazivanja usporedbe izolacije eteri¢nih ulja putem konvencionalne parne
destilacije 1 nekonvencionalnih metoda, su pokazala da parna destilacija unato¢ svojim
nedostacima, pruza najpotpuniju izolaciju sastavnica ulja.

Prema istraZivanju od Jablonsky i sur. (2016), parna destilacija je najucinkovitija metoda
ekstrakcije za kvantificiranje identifikaciju sastavnica eteri¢nog ulja lavande u usporedbi s Soxhlet
ektrakcijom i ASE. Unato¢ tome Sto je najvece iskoriStenje postignuto primjenom Soxhlet
ekstrakcije (20,01 %), potom ASE-a (7,12 %), parna destilacija s iskoriStenjem od 1,40 % je
omogucila izolaciju sastavnica etericnog ulja kao §to su linalol, terpinen-4-ol, a-terpineol i linalol
oksida, a koje nisu izolirane ekstrhiranjem putem Soxhleta i ASE-a.

U istrazivanju prema Congiu i sur. (2002), vodena destilacija se pokazala kao efikasnija
metoda izolacije odredenih sastavnica etericnog ulja lista i bobica trslje. U istraZivanju su
usporedili konvencionalnu vodenu destilaciju (VD) i ne-konvencionalnu superkriti¢nu fluidnu
ekstrakciju (SFE) lista 1 bobice trSlje. Kvantificiranje sastavnica GC/MS analizom je pokazalo
velike razlike u sastavu ovisno o metodi ekstrakcije i dijelu biljke iz kojega je ulje izolirano, a
prikazane su u Tablici 3.
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Tablica 3. Glavne sastavnice etericnog ulja tr$lje dobivenog iz lista i bobica pomocu ekstrakcije

superkriti¢nim fluidima (SFE) vodene destilacije (VD) (Congiu i sur., 2002)

SASTAVNICE (%) BOBICE LIST
a-pinen 8,33 8,89 - 0,21
kamfen - 2,22 - 8,69
B-pinen 3,02 3,95 0,87 18,71
mircen 56,13 46,72 - -

a-felandren 0,75 0,82 - 1,70
6-3-karen 0,79 - - -
a-terpinen - 1,03 - 1,87

limonen - - 3,68 -

p-felandren 6,00 7,05 - 12,63

pentil izobutirat 1,90 - 1,10 -
y-terpinen - 1,69 - 3,89

4-terpineol - 0,43 0,42 1,22
a-terpineol - 0,62 0,78 1,61

izopentil heksanoat 0,35 - 2,72 -

p-kariofilen 1,87 3,35 31,38 13,22

Maceracija

Maceracija je konvencionalni nacin ekstrakcije koji se zasniva na principu molekularne
difuzije, $to ju ¢ini jednostavnom i jeftinom metodom za ekstrakciju BAM-a. U postupku
maceracije jako je vazan odabir otapala o kojem ovisi kvaliteta i uspje$nost same ekstrakcije. Biljni
materijal se usitnjava kako bi se povecala specifi¢na povrsina biljnog materijala, a time i kontakt
biljnog materijala s otapalom. Usitnjeni biljni materijal i otapalo se stavljaju u posudu, mijesaju i
ostavljaju da stoje na sobnoj temperaturi od nekoliko sati do nekoliko tjedana uz povremeno
mijesanje (Slika 12 a i b). Nakon zavrSenog procesa maceracije, dobiveni macerat se iscijedi |

filtrira kako bi se uklonile necistoce, a zaostali biljni materijal se presa kako bi se oslobodilo
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preostalo otapalo u biljnom materijalu. Najcesc¢e upotrebljavanja otapala su voda, glicerol, ulja,
propilen glikol, etanol i dr.

Gongalves i sur. (2013) su istrazivali utjecaj vruce i hladne vode prilikom izolacije bioaktivnih
molekula iz list tr§lje primjenom konvencinalne metode maceracije uz centrifugiranje. Rezultati su
pokazali da prilikom macearacije s hladnom vodom ukupni fenolni sastav je nizi (759,45 + 74,38
umol GAE/ g st) ukupnog fenolnog sastava koji je dobiven uz upotrebu vru¢e vode prilikom

maceracije (1359,10 + 33,18 umol GAE/ g st).

b)
Slika 12 a i b. Ekstrakti dobiveni postupkom maceracije (vlastita fotografija)

2.6.1. Ne-konvencionalne metode ekstrakcije

Primjena suvremenih ekstrakcijskih metoda temelji se na principima zelene kemije. Zelena

kemija je program za osmisljavanje, razvoj 1 primjenu kemijskih proizvoda i procesa koji reduciraju

33



DOKTORSKI RAD - Sanja Dragovi¢ 2. Opéi dio

ili eliminiraju uporabu ili proizvodnju tvari opasnih po ljudsko zdravlje i okoli§ (Alfonsi i sur.,
2008).

Za razliku od konvencionalnih metoda ne-konvencionalne metode ekstrakcije mogu se
provoditi u uvjetima bez prisustva svjetla 1 kisika ¢ime se omogucuje dobivanje sli¢nih
ekstrakcijskih prinosa, ali u kraéem vremenskom periodu (Nayak i sur., 2015). Prednosti ne-
konvencionalnih metoda je smanjena upotreba ekstrakcijskin otapala koja mogu izazvati
2015).

U suvremene ekstrakcijske metode pripadaju:

e Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (UAE)

e Ekstrakcija superkriti¢nim fluidima (SFE)

e Ubrzana ekstrakcija otapalima pri poviSenom tlaku (ASE)

e Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (MAE)

Usporedivanjem iskoriStenja eteri¢nog ulja iz dobivenog iz lista 1 bobica tr§lje porijeklom
iz dvije regije Sardinije (Costa Rey i Capoterra) dobivenog pomoc¢u SFE i vodene destilacije,
Congiu i sur. (2002) su dokazali da iskoriStenje ekstrakcije ovisi o lokaciji biljke, dijelu biljke i
metodi ekstrakcije. Njihovi rezultati su pokazali da je najvece iskoriStenje dobiveno za etericno
ulje lista trslje, ekstrahirano vodenom destilacijom iz regije Costa Rey u iznosu od 0,45 %, dok je
uzorak porijekom 1z regije Capoterra imalo iskoriStenje u iznosu od 0,28 %. Prilikom ekstrakcije
bobica pomocu SFE i vodene destilacije, iskoriStenje se nije razlikovalo i iznosilo je 0,20 %.

Bampouli i sur. (2014) s proveli istrazivanje koriste¢i svjeze i suhe listove P.lentiscus u
kojemu su usporedili tri razli¢ite vrste ekstrakcije: konvencionalnu, MAE i UAE. Istrazivanjem su
dokazali da upotrijebljena metoda ekstrakcije ima veliki uéinak na iskoriStenje koje je variralo od
1,08 do48,11,te 1,7 do 47,98 g ekstrakta/100 g ST za svjeze i suSeno lis¢e trslje. Statisticka analiza
je pokazala da na konvencionalnu metodu ekstrakcije znantno utje¢u polarna otapala voda i etanol,
dok upotreba heksana ili etil acetata nije pokazala znacajnu statisticku razliku. Najucinkovitijim
otapalom za konvencionalnu ekstrakciju svjezeg lista tr§lje se pokazala voda (31,99 + 1,55 %)),
zatim etanol (19,34 + 1,35 %). Konvencionalana ekstrakcija provedena manje polarnim otapalima,
heksanom (1,08 %) 1 etil acetatom (3,88 %), je pokazala manja iskoriStenja. Konvencionalna

ekstrakcija provedena na suhom listu tr§lje je pokazala da najucinkovitije otapalo je etanol s
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iskoristenjem od 13,10 %. MAE provedena na suhim i svjezim listovima trslje koriste¢i vodu kao
otapalo se pokazala kao najucinkovitija metoda s najvisim iskoriStenjima (47,98 + 0,69 % suhi
listovi, 48,11 £ 0,56 % svjezi listovi), bez znacajne statisticke razlike izmedu upotrijebljenog

biljnog materijala (suhog ili svjezeg).

Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (MAE)

Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (eng. Microwave-assisted extraction, MAE) je
brza i pouzdana analitiCka metoda koja koristi mikrovalove za ekstrakciju bioaktivnih molekula, te
se smatra kao potencijalna alternativa tradicionalnoj kruto-tekucoj ekstrakciji za ekstrakciju
metabolita iz biljaka (Slika 13).

Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima pripisuje se zelenoj kemiji zbog smanjenog a
vremena i koli¢ine potrebnog otapala za ekstrakciju uz vece iskoriStenje te manje potrebne energije.
Upotrebom mikrovalnog zraCenja izbjegava se razgradnja uzorka zbog primjene visoke
temperature, a energija mikrovalova olakSava desorpciju analita iz matriksa (Spigno i Faveri,
2009).

Postoje dvije vrste komercijalno dostupnih sustava mikrovalne ekstrakcije, a prema
Kaufmann i Christenu (2002) to su:

e ekstrakcija u zatvorenim posudama pri kontroliranom tlaku i temperaturi

e ckstrakcija u mikrovalnim peénicama pri atmosferskom tlaku
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Slika 13. Shematski prikaz ekstrakcije potpomognute mikrovalovima (Kusuma i Mahfud, 2016)

Sam princip zagrijavanja pomoc¢u mikrovalova temelji se na direktnom djelovanju

mikrovalova na molekule ciljnog materijala. Transformacija elektromagnetske energije u toplinsku
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se odvija kroz dva simultana mehanizma: rotaciju dipola i ionsku vodljivost u otapalu (Favretto,
2004).

Prilikom rotacije dipola dolazi do reorijentacije dipolnih molekula s brzo promjenjivim elektri¢nim
poljem $to dovodi do njihove vibracije i oslobadanja topline uslijed trenja. lonska vodljivost se
javlja ako su prisutni slobodni ioni ili ionske vrste u mediju na koji djeluje mikrovalno zracenje.
Nadalje, zbog ionske vodljivosti dolazi do kretanja iona pod utjecajem izmjeni¢nog elektri¢nog
polja pri ¢emu okolna otopina pruza otpor kretanju Sto takoder rezultira trenjem 1 zagrijavanjem
otopine (Veggi i sur., 2013). Zagrijavanjem otapala za ekstrakciju i prirodno prisutne vode u
stanicama materijala dolazi do povecanja pritiska na stani¢nu stijenku stanica i njenog puknuca.
Puknuée stani¢ne stijenke dovodi do prodiranja otapala unutar stanice i difuzije sekundarnih
metabolita u otapalo i time se postize ekstrakcija sekundarnih biljnih metabolita.

Na ucinkovitost ekstrakcije potpomognute mikrovalovima znac¢ajno utjecu: vrsta otapala,
temperatura, snaga mikrovalova, vrijeme ekstrakcije te veli¢ina Cestica.

Vrsta otapala - otapala sa viSom dielektricnom konstantom mogu apsorbirati vise
mikrovalne energije, pa je zato bitna polarnost otapala kod -ekstrakcije potpomognute
mikrovalovima. IstraZivanja su pokazala da se upotrebom polarnih otapala postize ucinkovitija
ekstrakcija fenolnih i drugih spojeva (Wang i Weller, 2006). Kod polarnih otapala male
molekularne mase i visoke dielektri¢ne konstante, kao Sto su voda, metanol, etanol, aceton i
formamid pod utjecajem zracenja mikrovalovima, vrlo brzo dolazi do povecanja temperature.
Omjer koli¢ine otapala i materijala je takoder jedan od bitnih faktora. Upotreba velike koli¢ine
otapala dovodi do slabijeg zagrijavanja materijala Sto dovodi do vecih troSkova jer je potrebno
povecati snagu mikrovalova. Idealan volumen otapala je onaj volumen koji prekrije uzorak koji se
ekstrahira (Mandal i sur., 2007).

Vrijeme ekstrakcije je bitan parametar pri ekstrakciji jer §to je duze vrijeme ekstrakcije,
koli¢ina ekstrahiranog analita raste uz povecanje vjerojatnosti degradacije zbog prisustva
termolabilnih komponenata. Previsoka temperatura i predugo trajanje ekstrakcije dovode do
gubitka otapala 1 povecavaju mogucnost oksidacije bioaktivnih spojeva. Kod ekstrakcije
potpomognute mikrovalovima vrijeme je naj¢esc¢e izmedu nekoliko minuta do maksimalno pola
sata (Ballard i sur., 2010). Dahmoune i sur. (2015) su dokazali na suhim listovima Myrtus
communis da se ukupni fenolni sastav povecao s produljenim vremenom MAE koriste¢i pocetnu

snagu valova od 500 W s maksimumom od 159 mg GAE/g u 60 s, te je nakon 90 s opadao.
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Povecanjem temperature dolazi do ubrzanja difuzije otapala u unutra$njost uzorka S$to
rezultira boljim ekstrakcijskim u€¢inkom. No, ukoliko se ekstrahiraju termolabilne komponente tada
visoke temperature mogu dovesti do degradacije bioaktivnih spojeva (Li i sur., 2010).

Snaga mikrovalova zajedno s trajanjem ekstrakcije su dva usko povezana ¢imbenika koja
koriste dva pristupa: kombinaciju niske ili umjerene snage mikrovalova uz dulje trajanje ekstrakcije
ili visoku snagu uz kratko trajanje ekstrakcije.  lzabrana snaga mikrovalova tijekom MAE mora
biti pravilno postavljena kako bi se izbjeglo prekoracenje temperature, §to dovodi do razgradnje
termolabilnih supstanci (Font i sur., 1998). Dahmoune i sur. (2015) su istrazivali utjecaj MAE na
ukupni fenolni sastav suhih listova Myrtus communis koriste¢i snagu valova od 300 do 900W s
40% tnim etanolom, zraCenjem od 2 min i omjerom tekucina:otapalo 20:1 (mL/g). Dokazali su
znacajno povecanje ukupnih fenolnih kiselina od 134,63 do 152,25 mg GAE/g koristec¢i snagu
valova od 400 do 500 W, dok se koncentracija istih smanjila povisenjem snage valova iznad 600
W (129,95 mg GAE/g) najvjerojatnije zbog termalne degradacije BAM-a. Takoder, Dahmoune i
sur. (2015) su u svojem istrazivanju optimizirali ekstrakciju bioaktivnih molekula iz lista trslje s
podru¢ja Alzira pomo¢u MAE, te optimiziranu MAE usporedili s konvencionalom metodom
ekstrakcije 1 UAE. Optimalni uvjeti za izolaciju BAM pomo¢u MAE su se pokazali kao 46 %
vodena otopina etanola, vrijeme ekstrakcije od 60 s, omjer tekucine i krutine 28:1 i snagom
mikrovalova od 17,86 W/mL, a dobiveno iskoriStenje je bilo u iznosu od 185,69 + 18,35 mg GAE/g
st. Nakon usporedbe s konvencionalnom metodom ekstrakcije i UAE, optimizirana MAE je dala
najveca iskoriStenja ukupnih fenola, flavonoida i tanina.

Na ucinkovitost ekstrakcije potpomognute mikrovalovima utjece i veli¢ina cestica koja bi
trebala biti od 100 pm do 2 mm. Presitne Cestice nisu pozZeljne jer mogu izazvati tehnicke probleme
1 potrebu za kasnijim proci§¢avanjem ekstrakta.

Iz svega navedenog, zakljucuje se da na ucinkovitost MAE znacajno utjecu razliciti
parametri te je na pocetku ekstrakcije izuzetno bitno poznavati karakteristike uzorka i adekvatno

napraviti pripremu istoga.

37



3. MATERIJALI | METODE



DOKTORSKI RAD - Sanja Dragovi¢ 3. Materijal i metode

3.1. Materijali

3.1.1. Uzorci

U ovom istrazivanju kori$teni su osuseni i samljeveni uzorci lista tr§lje (Pistacia lentiscus
L.), ru¢no ubrani na 4 lokacije: Barbariga, Lun, Hvar i Vela Luka u tri termina tijekom vegetacije
2019. godine: svibanj (1. fenoloska faza — faza cvjetanja), kolovoz (2. fenoloska faza — faza ranog
ploda), listopad (3. fenoloska faza — faza zrelog ploda). Podatci o lokacijama i njihovim
bioklimatskim karakteristikama dati su u Tablici 4. Nakon branja uzorci su prebac¢eni u tamnu
prostoriju gdje su ostavljeni na susenju pri sobnoj temperaturi, nakon ¢ega su ocis¢eni. O¢is¢eni
uzorci su samljeveni (Nutribullet, Capital Brands LLC, Los Angeles, SAD), spremljeni u plasti¢ne

spremnike te stavljeni na skladistenje u hladnjak na + 4 °C do provodenja daljnjih analiza.

Tablica 4. Geografski i bioklimatski podaci lokacija uzorkovanja

Lokacija Na_lo!morska Gecv)_gr_afska Geog.rafska Fenoloska Prosjecna T _ Prosjﬁéna Prosje¢ne oborine
visina (m) §irina duzina faza (°C) insolacija (h) (mm)

1 17,2 3117 84,2

BARBARIGA 4 44°59' 27" N 13°44' 12" E 2 246 352,9 51,5
3 144 174,4 27,7

1 18,9 306,7 48,7

LUN 15 44°40'59" N 14°45'15" E 2 26,9 358,2 7,00

3 16,1 199,9 40,5

1 19,7 318,1 333

HVAR 330 43°7'51"N 16° 56' 34" E 2 27,8 368,4 0,00

3 17,5 2431 25,3

1 18,7 289,4 19,3

VELA LUKA 45 42°57'40" N 16°43'17" E 2 26,4 384,4 0,00
3 15,2 230,2 27,8

3.1.2. Kemikalije i standardi

Sve uporabljene kemikalije bile su visoke analiticke Cistoce.
»  Kemikalije za postupak ekstrakcije
- 80 %-tna vodena otopina etanola (T.T.T. d.o.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

- 80 %-tna vodena otopina metanola (Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska)
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Destilirana voda

Kemikalije i standardi za spektrofotometrijsko odredivanje

Etanol, 96 %-tni (T.T.T. d.o.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

Etanol, 80 %-tni

Metanol, 100 %-tni, (Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska)

Metanol 80 %-tni

Folin-Ciocalteu reagens (Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska)

Natrijev karbonat anhidrid (Na2COs) (Lach-Ner, Neratovice Ceska)

Galna kiselina, C7HsOs, Mr=170,12 g/mol (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Njemacka)

Aluminijev klorid, AIC1:x6H20, Mr=241,45 g/mol (Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska)
Kalijev acetat, CH3CO2K, Mr=98,15 g/mol (Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska)

Kvercetin, C1sH1007, Mr=302,23 g/mol (Extrasynthese, Lyon, Francuska)

Koncentrirana klorovodi¢na kiselina, 37 % HCI, Mr=36,46 g/mol (Fisher Chemical,
Loughborough, UK)

Kafeinska kiselina, CoHgO4, Mr=180,16 g/mol (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Njemacka)

Kemikalije i standardi za HPLC odredivanje

Redestilirana voda proc¢is¢ena na uredaju MilliQ, Millipore, SAD
Mravlja kiselina (Prolabo, Velika Britanija)

Acetonitril HPLC ¢istoc¢e (Prolabo, Velika Britanija)

Metanol HPLC C¢istoce (Prolabo, Velika Britanija)

»  Standardi:

Flavanoli: Fenolne Kiseline: Flavonol glikozidi:

Katehin, C15sH1406, Mr=290,26 Galna kiselina, C7HgOs, Kvercetin—3-4-D-glukozid,

g/mol, (Extrasynthese, Mr=170,12 g/mol (Sigma, C21H20012, Mr=464,38 g/mol, (Sigma
Francuska) Njemacka) Aldrich Chemie GmbH, Njemacka)
Epikatehin, C15H140s, Kafeinska kiselina, Mr=180,16 =~ Kamferol 3-O-rutinozid, C27H30015,
Mr=290,26 g/mol, g/mol, (Sigma Aldrich Chemie Mr=594,53 g/mol, Extrasynthese,
(Extrasynthese, Francuska) GmbH, Njemacka) Francuska
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Epikatehin galat, C22H1801o, p-kumarinska kiselina, CoH1gOo,

Mr=442,37 g/mol, Mr=164,16 g/mol (Sigma

(Extrasynthese, Francuska) Aldrich Chemie GmbH,
Njemacka)

Epigalokatehin galat, Ferulinska kiselina, C10H1004,

C22H18011, Mr=458,37 g/mol,  Mr=194,2 g/mol, (Sigma
(Extrasynthese, Francuska) Aldrich Chemie GmbH,

Njemacka)
Reservatrol, C14H1203, Klorogenska kiselina, C16H180s,
Mr=228,24 g/mol, Mr=354,38 g/mol, (Sigma
(Extrasynthese Francuska) Aldrich Chemie GmbH,

Njemacka)

Neoklorogenska kiselina,

C16H1809, Mr=354,38 g/mol,
(Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Njemacka)

»  Kemikalije i standardi za GC-MS odredivanje
- heksan (Gram-mol, Hrvatska)
- standardna smjesa Cg — C2o alkana (Sigma-Aldrich Co., SAD)

»  Mikroorganizmi za odredivanje antimikrobnog ucinka etericnog ulja
- Escherichia coli soj AB1157 (Institut "Ruder Boskovic¢", laboratorijska kolekcija)
- Erwinia amylovora soj EaED (Sveuciliste u Zagrebu Agronomski fakultet, kolekcija
Zavoda za fitopatologiju)

»  Kemikalije i hranjive podloge za disk difuzijsku metodu
- kloramfenikol (Merck, Njemacka)
- hranjivi agar (NA, eng. “nutrient agar”, Rudolph i sur., 1990.)
- teku¢i hranjivi bujon (NB, engl. “nutrient broth)
- tekudi hranjivi medij LB (Luria-Bertani) (Miller, 1992.)
- kruta hranjiva LB-podloga
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3.1.3. Oprema

- Analiti¢ka vaga (Mettler AJ100, Mettler, Svicarska), (toénost £0,01g)
- Vortex (MS2 Minishaker, IKA, Njemacka)
- Magnetska mijesalica (IKAMAG, IKA, Njemacka)
- Mikrovalni reaktor (MILESTONE, START S Microwave Labstation for Synthesis)
- Destilacijsko postrojenje (Darkol, Hrvatska)
- Freza (Darkol, Hrvatska)
- Spektrofotometar (Helios Delta Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific, Velika
Britanija)
- Teku¢inski kromatograf Agilent 1260 sistem (HPLC, Agilent, Santa Clara, CA, USA)
opremljen sa:
» 1260 kvarternom pumpom,
» 1260 autosamplerom,
» 1260 termostatiranom kolonom,
+ 1260 DAD VL+ detektorom
* software ,,OpenLAB ChemStation Workstation*
- Tekuéinski kromatograf Agilent 1290 sistem (UPLC, Agilent, Santa Clara, CA, USA)
opremljen sa:
+ 1290 binarnom pumpom,
« 1290 autosamplerom,
« 1290 termostatirane kolone,
» Agilent 6430 trostrukim kvadropol MS/MS detektora
* software ,,MassHunter Workstation for QQQ*,
- Plinski kromatograf s masenom spektrometrijom QP 2010 Plus (Shimadzu, Kyoto, Japan)
- Statisti¢ki program Statistica 10.0., (StatSoft, Inc., Tulsa, SAD)

3.2. Metode
3.2.1. Izolacija ukupnih fenola iz lista tr$lje konvencionalnom ekstrakcijom

Provedeno je optimiranje postupka konvencionalne tehnike ekstrakcije pri cemu su varirani
vrsta otapala (voda, etanol, metalol, 80 % vodene otopine etanola i metanola) i vrijeme ekstrakcije
(od 30, 60, 90, 120, 150, 180 te 210 minuta ). U plasti¢énu epruvetu (Falcon) odvaze se 0,2 g fino
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samljevenog uzorka lista trslje s tocnosc¢u + 0,001 g te se uzorak homogenizira dodavanjem 20 mL
otapala neposredno prije ekstrakcije. Postupak ekstrakcije se provodi kontinuiranim mijeSanjem
(Vortex, Ika, Njemacka) pri sobnoj temperaturi kroz navedena vremena. Nakon provedene
ekstrakcije dobiveni ekstrakt se filtrira preko filter papira Whatman br 40 (Whatman International

Ltd., Velika Britanija) prelije u spremnik i ¢uva na +4 °C do trenutka provodenja daljnjih analiza.

3.2.2. Izolacija ukupnih fenola iz lista tr§lje ekstrakcijom potpomognutom mikrovalovima
(MAE)

Ekstrakcija fenola iz uzorka lista tr$lje provedena je primjenom ekstrakcije potpomognute
mikrovalovima (MAE) u mikrovalnom reaktoru (MILESTONE, START S Microwave Labstation
for Synthesis). Plan eksperimenata za optimiranje uvjeta ekstrakcije BAM-a izraden je centralnom
kompozitnom dizajnu u programskom paketu Statistica 10.0 (StatSoft, SAD). Ispitan je utjecaj
temperature (50 — 70 °C), snage (200-500 W), vremena ekstrakcije (4-12 min) te otapala za
ekstrakciju (80 %-tne vodene otopine etanola i metanola) (Tablica 5).

Tablica 5. Plan pokusa ekstrakcije ukupnih fenola, hidroksicimetnih kiselina, flavonola i

flavanoida primjenom mikrovalova

Uzorak Temperatura (°C) Snaga (W) Vrijeme (min)
1 50 200 4
2 50 200 12
3 50 500 4
4 50 500 12
5 70 200 4
6 70 200 12
7 70 500 4
8 70 500 12
9 43 350 8

10 77 350 8
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11 60 98 8
12 60 602 8
13 60 350 1
14 60 350 15
15 (K) 60 350 8
16 (K) 60 350 8

e Priprema ekstrakata:

0,5 g samljevenog uzorka (Pistacia lentiscus L.) izvaganog s to¢no$¢u + 0,0001 g homogenizira
se s 20 mL otapala za ekstrakciju (80 %-tne vodene otopine metanola i etanola) u tikvici sa Slifom
okruglog dna volumena 50 mL. Tikvica sa uzorkom u koju se ubaci magnetski mjesac se postavi
na predviden prostor na postolju u mikrovalnom reaktoru. Na mikrovalnom reaktoru se postave
op¢i parametri ekstrakcije: mijesanje 50 %, vrijeme za postizanje temperature 2 min, ventilacija 1
min, te zadani parametri po planu pokusa prikazani u tablici 5. Nakon ekstrakcije uzorci se
kvantitativno prebace u odmjerne tikvice od 25 mL koje se nadopune do oznake otapalom
koristenim za ekstrakciju. Nakon toga uzorci se centrifugiraju na 5500 o/min u trajanju od 10
minuta. Supernatant dobiven centrifugiranjem se zatim odekantira od nastaloga taloga (te
profiltrira ukoliko je to potrebno) u ¢iste falkonice od 50 mL. Ekstrakti se cuvaju na temperaturi

od -18 °C do trenutka provodenja daljnjih analiza.

3.2.3. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola

e Princip odredivanja:

Za odredivanje ukupnih fenola u etanolnom ili metanolnom ekstraktu uzorka primjenjuju se
spektrofotometrijske metode, a najSire je u upotrebi metoda odredivanja s Folin-Ciocalteu
reagensom. Folin-Ciocalteu reagens je smjesa fosforvolframove i fosfomolbidenske kiseline, a pri
oksidaciji fenolnih spojeva u blago alkalnim uvjetima ove kiseline se reduciraju u volfram oksid i
molibdenov oksid koji su plavo obojeni. Metodom se mjeri nastali intenzitet obojenja pri valnoj
duljini 765 nm, a intenzitet obojenja proporcionalan je koncentraciji fenola. Ekstrakt svakog uzorka
pripremljen je u tri paralele (Cicco N. i Lattanzio V., 2011).
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Na,WOQO4/Na;MoO; + Fenol — (fenol-MoW11040)*
Mo(VI) (zuto obojen) + e"— Mo(V) (plavo obojen)
e Postupak odredivanja:

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 100 pL ekstrakta, 200 uL Folin Ciocalteu reagensa
i 2 mL destilirane vode. Nakon 3 min doda se 1 mL zasi¢ene otopine natrijeva karbonata. Sve skupa
se promijesa, a potom se uzorci termostatiraju 25 minuta pri T=50 °C. Nakon toga mjeri se
apsorbancija (opticka gustoca otopine) pri valnoj duljini 765 nm. Na isti nacin se pripremi i slijepa
proba, ali se umjesto ekstrakta uzima otapalo za ekstrakciju.

e [zrada bazdarnog pravca:

Za pripremu bazdarnog pravca odvaze se 0,5 g galne kiseline. Odvaga se otopi u 10 mL 96
%- tnog etanola ili metanola u odmjernoj tikvici od 100 mL i do oznake se nadopuni destiliranom
vodom. Od pripremljene otopine galne kiseline rade se razrjedenja u odmjernim tikvicama
volumena 100 mL tako da se otpipetira u svaku tikvicu redom 0.1, 0.2, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 mL
alikvota standardne otopine galne kiseline i nadopunjuju do oznake destiliranom vodom.
Koncentracije galne kiseline u tim tikvicama iznose 10, 20, 50, 100, 150, 250 i 500 mg/L.
Apsorbancija svakog pripremljenog razrjedenja odreduje se kao S§to je opisano u postupku
odredivanja za ukupne fenole.

[z izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac pomocu programa Microsoft
Excel 2016® pri ¢emu su na apscisi nanesene masene koncentracije galne kiseline (mg/L), a na
ordinati izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm. Koncentracija ukupnih fenola izracuna se

prema dobivenoj jednadzbi pravca (Tablica 6).

Tablica 6. JednadZzbe bazdarnih pravaca za galnu kiselinu

Standard galne kiseline Jednadzba bazdarnog Koeficijent deztermmacue,
pravca R

80 % metanol y=0,0041x + 0,0075 0,999

80 % etanol y=0,0039x + 0,0106 0,995

Koli¢ina ukupnih fenola u etanolnim i metanolnim ekstraktima izracunata je prema jednadzbi

bazdarnog pravca za galnu kiselinu, a maseni udio ukupnih fenola u listovima trslje izrazeni su kao
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miligrami ekvivalenta galne kiseline na 100 grama suhog lista trslje (mg GAE/100 g). Svi rezultati

prikazani su kao srednja vrijednost tri paralelnih odredivanja + SD.

3.2.4. Spektrofotometrijsko odredivanje flavonoida

e Princip odredivanja:

Odredivanje flavonoida provodi se spektrofotometrijskom metodom (Chang i sur., 2002)
koja se temelji na kolornoj reakciji flavonoida s aluminijevim kloridom i kalijevim acetatom te
mjerenjem nastalog intenziteta obojenje pri 415 nm. Ekstrakt svakog uzorka izraden je u tri
paralele.

e Postupak odredivanja:

U staklenu epruvetu se otpipetira redom 0,5 mL ekstrakta, 1,5 mL odgovarajuceg otapala,
0,1 mL 10 %-tnog aluminijevog klorida, 0,1 mL 1 M kalijevog acetata i 2,8 mL deionizirane vode.
Reakcijska smjesa stoji potom 30 minuta, nakon ¢ega se izmjeri apsorbancija pri valnoj duljini 415
nm. Maseni udjeli ukupnih flavonoida izrazeni su kao ekvivalent kvercetina mg/100 g lista trslje.

e [zrada bazdarnog pravca kvercetina:

Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se standardna otopina kvercetina, masene
koncentracije 100 mg/L. Od standardne otopine kvercetina rade se razrjedenja u odmjernim
tikvicama od 10 mL tako da koncentracije standardnih otopina kvercetina iznose 20, 40, 60, 80,
120, 160, 200 mg/L. 1z svake tikvice se otpipetira redom 0,5 mL otopine standarda, 1,5 mL
odgovarajuceg otapala , 0,1 ml 10 %-tnog aluminijevog klorida , 0,1 mL 1 M kalijevog acetata i
2,8 mL destilirane vode. Na isti se nacin se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima
otapala te se umjesto 10 %-tnog aluminijevog klorida dodaje isti volumen destilirane vode (0,1
mL). Reakcijska smjesa stoji potom 30 minuta, nakon ¢ega se izmjeri apsorbancija pri valnoj
duljini 415 nm. Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac ovisnosti
apsorbancije pri 415 nm o masenoj koncentraciji kvercetina (mg /L).

Koncentracija ukupnih flavonoida izracuna se prema dobivenoj jednadzbi pravca (Tablica
7).
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Tablica 7. Jednadzbe bazdarnih pravaca za kvercetin

Standard kvercetina Jednadzba bazdarnog Koeficijent deztermlnacue,
pravca R

80 % metanol y=0,0026x + 0,0191 0,998

80 % etanol y=0,0023x + 0,0212 0,995

3.2.5. Spektrofotometrijsko odredivanje hidroksicimetnih kiselina i flavonola

e Princip odredivanja

Odredivanje udjela hidroksicimetnih kiselina falvonola temelji se na reakciji kiselinske
hidrolize popraéene razvojem ruzicasto-crvenkastog obojenja ¢iji se intenzitet odreduje mjerenjem
aprobancije na 320 nm za hidroksicimetne kiseline dok se flavonoli odreduju pri 360 nm, pri cemu
je udjel hidroksicimetnih kiselina i flavonola izravno proporcionalan intenzitetu obojenja u
ispitivanom uzorku (Howard 1 sur., 2003). Ekstrakt svakog uzorka izraden je u tri paralele.

e Postupak odredivanja:

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 250 pL ekstrakta tr§lje (prethodno razrijeden), 250
pL 1 g/L HCl u 96 %-tnom etanolu ili metanolu i 4,55 mL 2 g/l HCL. Za odredivanje ukupnih
hidroksicimetnih kiselina i ukupnih flavanola, apsorbancija se mjeri na 320 i 360 nm. Na isti nacin
se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima otapalo za ekstrakciju. Maseni udjeli
hidroksicimetnih kiselina izrazavaju se kao ekvivalent kafeinske kiseline (mg/100 g lista trslje).
Maseni udjeli flavonola izrazavaju se kao ekvivalent kvercetina (mg/100 g lista trslje).

e [zrada bazdarnih pravaca kafeinske kiseline i kvercetina

Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se standardna otopina kafeinske kiseline ili
kvercetina, masene koncentracije 100 mg/L. Od te standardne otopine kafeinske Kiseline ili
kvercetna rade se razrjedenja u odmjernim tikvicama od 10 mL tako da koncentracije standardnih
otopina kafeinske kiseline ili kvercetina iznose 2, 5, 7, 10, 25, 50, 66,7 mg/L. U staklenu epruvetu
otpipetira se redom 250 pL otopine standarda, 250 puL 1 g/L HCI u 96 % etanolu ili metanolu i 4,55
mL 2 g/ HCL. Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija, nacrta se baZdarni pravac ovisnosti
apsorbancije pri 320 nm o masenoj koncentraciji kafeinske kiseline (mg L) i pri 360 nm 0 masenoj
koncentraciji kvercetina (mgL™?).

Koncentracija ukupnih hidroksicimetnih kiselina i flavonola izra¢una se prema dobivenoj

jednadzbi pravca (Tablica 8).

47



DOKTORSKI RAD - Sanja Dragovi¢ 4. Rezultati i rasprava

Tablica 8. JednadZbe bazdarnih pravaca za kafeinsku kiselinu i kvercetin

Standard kafeinske kiseline Standard kvercetina
Jednadzba Koeflpljen} Jednadzba Koefl?ljel’!'F
. determinacije, . determinacije,
bazdarnog pravca R2 bazdarnog pravca R2
80 % metanol y=0,0047x + 0,0122 0,992 y=0,0032x + 0,0128 0,993
80 % etanol y=0,0041x + 0,0017 0,989 y=0,0039x + 0,014 0,999

3.2.6. Odredivanje fenolnih spojeva primjenom HPLC uz UV/VIS PDA detekciju

e Princip odredivanja:

Odredivanje sastava i udjela pojedinacnih fenolnih kiselina i flavonoida, provedeno je

primjenom visoko djelotvorne tekucinske kromatografije (engl. High-Performance Liquid

Chromatography, HPLC) metodom koju su opisati Fecka i Turek (2008), uz odredene modifikacije.

Modifikacija navedene metode provedena je u dijelu kromatografske analize gdje je kao mobilna

faza upotrijebljena 3 %-tna mravlja kiselina umjesto 0,2 %, 1,5 % i 5 %-tne mravlje kiseline.

Metoda za odredivanje fenolnih spojeva primjenom HPLC-a se temelji na ekstrakciji

fenolnih spojeva primjenom otapala razliite polarnosti s ciljem povecanja ekstrakcijskog

kapaciteta te razdvajanjem 1 elucijom fenolnih spojeva na kromatografskoj koloni u nizu padajuce

polarnosti. Odredivanje pojedina¢nih fenolnih spojeva provedeno je na Agilent 1260 Infinity

HPLC sustavu.

Odredivanje je provedeno pri slijede¢im kromatografskim uvjetima:

Kolona:
Mobilne faze:

Eluiranje:
Detektor:

Temperatura:
Vrijeme trajanja:

Injektirani volumen:

Luna 100-5C18, 5um 250 x 4,6 mm 1.D. (Phenomenex)
Otapalo A-3 %-tna mravlja kiselina u acetonitrilu (v/v)
Otapalo B-3 %-tna mravlja kiselina u vodi (v/v)
Gradijentno; prikazan u Tablici 9

UV-Photo Diode Array (valna duljina=278 nm za identifikaciju fenolnih
kiselina i 340 do 360 nm za identifikaciju flavonoida)

sobna
35 minuta
20 mL
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Ekvilibracija: 2 minute

Tablica 9. Gradijent za HPLC analizu fenolnih spojeva

t (min) Otapalo A (%) Otapalo B (%) Protok (mL/min)
0 10 90 0,9
25 40 60 0,9
30 70 30 0,9
35 10 90 0,9

e ldentifikacija i kvantifikacija fenolnih spojeva
Identifikacija fenolnih spojeva provedena je usporedbom vremena zadrzavanja razdvojenih
spojeva (Rt) s vremenima zadrzavanja standarda, polarnosti i usporedbom karakteristi¢nih
UV/VIS-spektara prema podacima koji su prethodno opisani u literaturi skeniranjem spektra u
rasponu od 220 do 380 nm. Flavonol glikozidi identificirani su na 340 nm, a fenolne kiseline na
278 nm.

Tablica 10. JednadZba bazdarnih pravaca za pojedine fenolne spojeve

asandarga i e Koot
Kvercetin 3-4-D-glukozid Y =37,386 X 1,0000
Kamferol 3-O-rutinozid Y =41,313 X 1,0000
Klorogenska kiselina Y =63,539 X 0,9874
p-kumarinska kiselina Y =135,81 X 1,0000
Ferulinska kiselina Y =19,291 X 0,9958
Kafeinska kiselina Y =68,301 X 0,9998
Katehin Y =12,037 X 0,9949
Procijandin B1 Y =3,5700 X 0,9952
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3.2.7. Odredivanje fenolnih spojeva primjenom ultradjelotvorne tekucinske kromatografije
(UPLC) uz MS/MS detekciju

e Princip odredivanja:

Princip odredivanja fenolnih spojeva primjenom ultradjelotvorne teku¢inske kromatografije
(UPLC) uz MS/MS detekciju — metoda vanjskog standarda temelji se na gradijentnoj eluciji pri
¢emu se ekstrahirani fenolni spojevi eluiraju u nizu padajuce polarnosti.

UPLC uz MS/MS je provedena prema metodi koju su prethodno opisali Serra i sur., (2011), uz
odredene modifikacije prikazane u tablici 11 i kromatografskim uvjetima.

U ovoj analizi kori$tene su mobilne faze: A (0,1 % mravlja kiselina u H20) i B (0,1 % mravlja

kiselina u acetonitrilu).

e Postupak odredivanja.

Odredivanje pojedinac¢nih fenolnih spojeva provedeno je na tekuéinskom kromatografu

Agilent 1290 sistemom. Odredivanje je provedeno pri slijede¢im kromatografskim uvjetima:

Kolona

Pokretna faza

Detektor

lonski izvor

MS parametri
Protok plina (N2)
Nebulizer
Pozitivni/negativni
napon na kapilari
Maseni detektor
Eluiranje
Temperatura

Vrijeme trajanja

Zorbax Eclipse Plus C18, 1,8 um (100 x 2,1 mm 1.D.)
Otapalo A: 0,1 % mravlja kiselina u redestiliranoj vodi
Otapalo B: 0,1 % mravlja kiselina u acetonitrilu
MS/MS trostruki kvadropol (QqQ)

ESI

Temperatura plina: 300 °C

11L/nh

40 psi

+4000 V / -3500 V

dMRM mode (m/z od 100 do 1000)
gradijentno (gradijent prikazan u Tablici 11)
35°C

12,5 min
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Tablica 11. Gradijent za UPLC-MS/MS analizu fenolnih spojeva (Serra i sur., 2011)

t (min) Otapalo A (%)  Otapalo B (%) Protok (mL/min)

0 95 5 0,4
10 65 35 0,4
10,1 20 80 0,4
11 20 80 0,4
11,1 95 5 0,4
12,5 95 5 0,4

o Identifikacija i kvantifikacija fenolnih spojeva:

Identifikacija fenolnih spojeva provedena je usporedbom vremena zadrZzavanja razdvojenih
spojeva (Rt) s vremenima zadrzavanja standarda, polarnosti i usporedbom karakteristicnih
vrijednosti prekursor iona (m/z) i fragment iona (m/z) koji su specifi¢ni za svaki pojedini spoj.
Kvantitativne vrijednosti za pojedinacne fenolne spojeve izraCunate su iz jednadzbi bazdarnih
pravaca standardnih spojeva koji prikazuju ovisnost povrSine pika i masene koncentracije spoja
prikazanih u tablici 12. Za spojeve koji nisu imali referentne standarde, identifikacija je temeljena
na podacima o spektru masa usporedbom njihovih prekursor i fragment iona s literaturnim
podacima. Kvantifikacija je provedena na sljede¢i nac¢in: 3-O-feruloilkina kiselina kvantificirana
je prema standardu ferulinske kiseline, 4-p-kumaroilkina kiselina i 3-p-kumaroilkina kiselina p-
kumarinskom kiselinom, 3-O-kafeoilkina kiselina prema standardu klorogenske Kkiseline,
monogaloil glukoza, 5-O-galoilkina kiselina, digaloilkina kiselina te trigaloilkina kiselina
kvantificirane su prema standardnoj krivulji galne kiseline, miricetin rutinozid, miricetin
glukuronid i miricetin ramnozid prema standardu miricetina, kamferol-3-glukozid, kamferol-
ramnozil-heksozid, = kamferol-pentozil-heksozid, = kamferol-pentozid,  kamferol-ramnozid,
kamferol-acetil-rutinozid kvantificirani su prema standardu kamferol-3-rutinozida, a kvercetin
pentozid, kvercetin ramnozid i kvercetin-3-rutinozid prema standardu kvercetin-3-glukozida.

Dobivene koncentracije izrazene su kao mg/100 g uzorka.
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Tablica 12. Jednadzba bazdarnih pravaca za pojedine fenolne spojeve

Naziv standarda
Kvercetin-3-glukozid
Kamferol-3-rutinozid

Kafeinska kiselina

Epikatehin
Ferulinska kiselina
Galna kiselina
Klorogenska kiselina
p-kumarinska kiselina
Katehin
Epigalokatehin galat
Rutin
Epikatehin galat
Procijanidin B1
Procijanidin B2
Miricetin
Apigenin

Luteolin

Jednadzba bazdarnog pravca

Y=3224,50X
Y=3452X
Y=973,30X
Y=2776,20X
Y=368,81X
Y=480,65X
Y=2056,20X
Y=994,29X
Y=2935,30X
Y=2873,10X
Y=1477,80X
Y=1101,60X
Y=55,58X
Y=69,97X
Y=212,42X
Y=1684,50X
Y=1292,90X

Koeficijent determinacije (R?)
0,9474
0,9237
0,8574
0,8869
0,8827
0,8581
0,9399
0,9375
0,9741
0,9711
0,9092
0,8700
0,9926
0,9952
0,9962
0,9603
0,9550

Slika 14. Uredaji za ultradjelotvornu tekuc¢insku kromatografiju (UPLC) uz MS/MS detekciju i
visoko djelotvornu tekucinsku kromatografiju (HPLC) uz UV/VIS PDA detekciju

(vlastita fotografija)

52



DOKTORSKI RAD - Sanja Dragovi¢ 4. Rezultati i rasprava

3.2.8. Dobivanje eteri¢nog ulja iz listova postupkom parne destilacije

Pripremljeni biljni materijal tr$lje (20 kg) se stavi u destilacijski kotao u rastresitom stanju,
tako da biljka ne bude previse zbijena kako bi se omoguc¢io nesmetani protok pare. Svaka destilacija
uzorka se provodi 3 puta pri konstantnoj temperaturi (100 °C) i vremenu od 90 min, uz variranje
tlaka pare it0 0,3, 0,7 i 1 bara.

3.2.9. Identifikacija i kvantifikacija pojedina¢nih sastavnica eteri¢nog ulja trilje primjenom
plinske kromatografije s masenom spektrometrijom (GC-MS)

Identifikacija i odredivanje kvantitativnog udjela sastavnica u uzorcima eteri¢nog ulja lista
trslje provedeno je primjenom plinske kromatografije s masenom spektrometrijom na plinskom
kromatografu QP 2010 Plus (Shimadzu, Kyoto, Japan) masenim spektrometrom (MS) (Slika 15).
Odredivanje pojedinacnih sastavnica u uzorcima provedeno je metodom koju je opisalo Sparkamn

(2005) uz odredene modifikacije. Odredivanje je provedeno pri slijede¢cim kromatografskim

uvjetima:
Kolona ZB-5 MS 60m x 0,32 mm x pum- Phenomenex, Torrance, USA
Plin nosioc Helij
Protok 2,2 mL/min
Temperatura injektora 250 °C
Radno podrucje split (1:50)
Temepratura detektora 250 °C

Temperatura prijelazne linije 280 °C
60 °C, 1 min
60-250 °C, 4 °C/min

Volumen injektiranog uzorka 1 uL (razrijeden u heksanu 1:100)

Temperaturni program

Energija elektrona za ionizaciju molekula uzoraka bila je 70 eV. Parametri masenog
spektrometra postavljeni su na brzinu oc€itanja 1 ocitanje/s (scan/s), a opseg razdvajanja mase i
naboja (m/z) u rasponu 43 — 350. Kako bi se izra¢unao retencijski indeks izdvojenih aromati¢nih
spojeva pripremljena je standardna smjesa Cg — Co alkana (Sigma-Aldrich Co., SAD) i analizirana

pod istim kromatografskim uvjetima kao i uzorci.
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o Identifikacija aromaticnih spojeva
Identifikacija aromati¢nih spojeva provedena je usporedbom masenih spektara izdvojenih
aromati¢nih spojeva s onima u bazi podataka NIST, ver. 2.0 (NIST, Gaithersburg, MD, SAD) i
pomocu racunalnog programa AMDIS, ver. 2.62 (Automated Mass Spectral Deconvolution and
Identification System) (NIST, Gaithersburg, MD, SAD) te usporedbom dobivenih retencijskih
indeksa s vrijednostima u literaturi (Adams, 2001, interna knjiznica). Kvantitativni udio izdvojenih

aromati¢nih spojeva izrazen je kao udio povrsine u ukupnoj aromi uzorka.

»
&
-
@
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Slika 15. Uredaj za plinsku kromatografiju s masenom spektrometrijom (GC-MS) QP 2010 Plus

(vlastita fotografija)

3.2.10. Metoda odredivanja antimikrobnog ucinka eteri¢nog ulja trslje primjenom disk-

difuzijske metode

e Priprema tekucih hranjivih medija NB i LB
Hranjivi mediji prirede se otapanjem sastojaka u destiliranoj vodi uz zagrijavanje na
magnetskoj mijesalici sukladno preporukama proizvodaca. Otopljene hranjive podloge steriliziraju
se autoklaviranjem na 121 °C u trajanju od 15 minuta.
e Priprema krutih hranjivih podloga NA i LB
Krute hranjive podloge NA i LB pripreme se prema uputama proizvodaca, potom se
steriliziraju autoklaviranjem na 121 °C u trajanju od 15 minuta. Nakon sterilizacije otopina
hranjivog medija NA i LB, prenesene se u kabinet za rad u sterilnim uvjetima i ostavljene da se
ohlade na oko 50 °C. Poluotvorene petrijevke se ostave 10 minuta u cirkulaciji sterilnog zraka radi

skrutnjavanja agara 1 prosusivanja njegove povrsine. Nakon toga su se petrijevke zatvaraju, njithovi
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poklopci se oznacavaju oznakama hranjive podloge i datumom pripreme i na taj nacin su spremne
za provedbu eksperimenta.
e Priprema kultura mikroorganizama

Cista bakterijska kultura Erwinia amylovora soj EaED uzgaja se u staklenoj Erlenmeyerovoj
tikvici od 200 ml u teku¢em hranjivom mediju NB pri 28 °C tijekom 24 sata, dok se Cista bakterijska
kultura Escherichia coli soj AB1157 uzgaja u staklenoj Erlenmeyerovoj tikvici od 200 ml u
teku¢em hranjivom mediju LB pri temepraturi od 37 °C tijekom 24 sata.

e Disk-difuzijska metoda

Odredivanje antimikrobnog ucinka etericnog ulja trslje radeno je prema metodi koju su
prethodno opisali Bauer i sur., (1966). Krute hranjive podloge NA i LB se izliju u staklene
petrijevke (¢ 9 cm) unutar kabineta za rad u sterilnim uvjetima. Po 50 pL tekuée kulture bakterije
E. amylovora soj EaED se inokulira na prosusenu krutu hranjivu podlogu NA te 100 uL tekuce
kulture bakterije E. coli soj AB1157 se inokulira na prosusenu krutu hranjivu podlogu NB.
Bakterijske kulture se po povrSini agara ravnomjerno razmazuju pomocu sterilnog staklenog
Stapica.

Na krutim medijima NA i LB nakon hladenja i izlaska vodene pare iz petrijevki, sterilnom
pincetom, se postavljaju Cisti sterilni papirnati filter-diskovi promjera 6 mm (Bio-rad, SAD) i to
tako da se na svaku od petrijevki u pokusu postavlja po osam diskova (Slika 16). Na njih se kasnije
aplicira eteri¢no ulje tr$lje razli¢itih berbi i lokacija, te kontrola. Eksperiment se provodi u tri
ponavljanja.

Svako od ukupno dvanaest eteri¢nih ulja trSlje se aplicirala na zaseban Cisti filter - disk u
volumenu od 5 pL, jednako kao i kod pozitivne kontrole antibiotika kloramfenikola u volumenu
od 1uL i negativne kontrole destilirane vode.

Petrijeve zdjelice se zatim stavljaju na inkubaciju u termostat pri temperaturi od 37 °C, a

nakon zavr§enog vremena inkubacije mjere se zone inhibicije (mm).
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Slika 16. Prikaz rasporeda diskova od filter papira na podlozi u Petrijevoj zdjelici,

natopljenih razli¢itim volumenima istrazivanih agensa

|:| Bakterijska no¢na kultura E. amylovora soj EaED nacijepljena na NA krutu podlogu
|:| Bakterijska no¢na kultura E. coli soj AB1157 nacijepljena na LB krutu podlogu
ETU - Eteri¢no ulje trslje (P. lentiscus L.) razli¢itih uzoraka

+ Pozitivna kontrola; antibiotik kloramfenikol

- Negativna kontrola; sterilna destilirana voda

3.2.11. Statisticka analiza

Plan eksperimenata za optimiranje uvjeta ekstrakcije potpomognutog mikrovalovima
bioaktivnih molekula iz lista trSlje koriSten je centralni kompozitni dizajn na tri razine u
programskom paketu Statistica 11.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, SAD)

Centralno-kompozitni dizajn (CCD) se sastoji od tri dijela: puni 2 faktorijalni dizajn
(dizajn prvog reda), osni dio sastavljen od 2k broja tocaka smjeStenih tako da su dvije tocke
poloZene na osima kontrolnih varijabli na istoj udaljenosti a od centra te od centralne tocke 1
replikacije u istoj (Khuri i Mukhopadhyay, 2010).

Prema CCD-u odredene su granice ispitivanih parametara na slijede¢i nacin: temperatura
od 50 do 70 °C, snaga mikrovalova od 200 do 500 W te vrijeme ekstrakcije od 4 do 12 min. Svaki

od tri ispitivana parametra promatran je na tri razine, nizoj (-1), srediSnjoj (0) i visoj (1) Sto je
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ukupno 16 pokusa ukljucujuéi faktorske, aksijalne i centralnu tocku sa tri ponavljanja (Tablica 5)
I to za dva otapala — 80 % -tni metanol i 80 % -tni etanol. Kao ovisne varijable odredeni su maseni
udjeli ukupnih fenola (mg GAE/g uzorka), flavonoida, flavonola (mg QE/g uzorka) i
hidroksicimetnih kiselina (mg KAF/ g uzorka).

Za analizu 1 statisticku obradu dobivenih podataka koriStena je metodologija odzivnih
povrsina— RSM (eng. Response Surface Methodology). Metoda odzivne povrsine analizira odnose
izmedu nekoliko ulaznih varijabli te jedne ili vise varijabli odziva. Osnovni motiv za koriStenje
RSM metode je pronalazenje optimalnih uvjeta za dobivanje optimalnog odziva. Regresijski model

za svaku promatranu ovisnu varijablu izracunat je prema slijede¢oj formuli:

3 3 3
Y= Bo‘l‘Zﬁi X; +23uX52 +Zﬁijxi X;
i=1 i=1 i

[1]
gdje je:
Y- predvideni rezultat odnosno vrijednost ovisne varijable,
Bo - fiksni koeficijent a Bi, Bii i Bij linearni, kvadratni i1 koeficijent interakcije,

Xi...X] - vrijednost neovisne, kontrolirane varijable

Prilikom optimizacije parametara ekstrakcije potpomognute mikrovalovima postavljena je
visoka preferencija (1,0) za ovisnu varijablu, odnosno koncentraciju ukupnih fenola. Ulazni
parametri su promatrani u razli¢itom broju koraka ovisno o njihovom rasponu, a radi preciznije
optimizacije. Tako je temperatura promatrana u 20, snaga mikrovalova u 100, a vrijeme u 8 koraka.

Utjecaj ulaznih varijabli u konvencionalnoj ekstrakciji (vrijeme ekstrakcije i ekstrakcijsko
otapalo) na masene udjele fenolnih spojeva ispitano je provodenjem jednofaktorskom analizom
varijance (engl. one-way ANOVA) dok je viSestruko usporedivanje provedeno Tukey HSD testom.

Kako bi se ispitao utjecaj ulaznih varijabli (lokacija, fenoloska faza biljke i ekstrakcijsko
otapalo) na izlazne varijable (maseni udjeli BAM-a u ekstraktima i eteriénim uljima) te postojanje
razlike medu provedenim uvjetima ekstrakcije koriStena je analiza varijance (ANOVA). Razina

znacajnosti za sve testove je bila a < 0,05.
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Trslja je zimzelena biljka koja u Hrvatskoj raste duz Jadranske obale, a ¢iji nadzemni dijelovi
(lis¢e 1 stapka) sadrze velik broj razli¢itih fenolnih spojeva (Arab i sur., 2014; Rodriguez -Perez i
sur. 2013). S obzirom na fenolni sastav i visoki bioloski potencijal listova tr§lje (Zitouni i sur.,
2016) potrebno je odrediti ucinkovitu metodu ekstrakcije i1 definirati optimalne parametre kako bi
se osigurala minimalna degradacija i ostvario veci prinos fenolnih spojeva uz $to manju upotrebu
organskih otapala, nizu temperaturu i krace vrijeme ekstrakcije.

Ekstrakcija bioaktivnih komponenti (BAM) iz biljnih vrsta najcesée se provodi polarnim
otapalima, a najprikladnija otapala su mjeSavina vodenih otopina etanola, metanola, acetona i etil
acetata (Bromberger Soquetta i sur., 2018). Nedostaci konvencionalnih metoda (CE) su koristenje
visoke temperature, kompleksni procesi, vremenski su zahtjevne, velika potro$nja organskih
otapala, te kontaminacija i gubitak analita (Rosello-Soto i sur., 2015). Za razliku od CE, metode
ekstrakcije kao $to su ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (MAE) (Ruesgas- Ramoyn i sur.,
2017), visokim tlakom (HPAE) (Huang i sur., 2013), ultrazvukom (UAE) (Chanioti i Tzia, 2018)
i ekstrakcija otapalima pri povisSenom tlakom (ASE) (Dragovi¢-Uzelac i sur., 2012) prema
dosadaS$njim istraZivanjima pokazale su odredene prednosti u usporedbi s konvencionalnim
tehnikama.

U prvom djelu istrazivanja cilj je bio odrediti optimalne uvjete izolacije fenolnih spojeva iz
lista tr§lje primjenom razli¢itih postupaka ekstrakcije (CE i MAE) koriste¢i razlicite vrste otapala
(80 % metanol i etanol) 1 vrijeme ekstrakcije. Analize su provedene na listovima tr§lje ubranim na
lokacijama Barbariga, Pag, Hvar i Vela Luka u tri termina tijekom vegetacije 2019. godine: svibanj
(1. fenoloska faza — faza cvjetanja), kolovoz (2. fenoloska faza — faza ranog ploda), listopad (3.
fenoloska faza — faza zrelog ploda).

Nakon provedenih ekstrakcija u dobivenim ekstraktima spektrofotometrijski su odredeni
maseni udjeli ukupnih fenolnih spojeva (ukupni fenoli, flavonoidi, flavonoli i hidroksicimetne
kiseline), te su na temelju dobivenih rezultata odredeni optimalni uvjeti za svaki postupak
ekstrakcije. Primjenom visoko djelotvorne tekucinske kromatografije (HPLC) uz UV Photo Diode
Array (PDA) detekciju 1 spregnutog sustatava tekuéinske kromatografije s masenom
spektroskopijom (LC-MS/MS) u dobivenim ekstraktima su odredeni pojedina¢ni fenolni spojevi.

Za analizu i statisticku obradu dobivenih podataka koriStena je metodologija odzivnih povrSina
— RSM (eng. Response Surface Methodology). Analiza varijance (ANOVA) koriStena je kako bi
se utvrdila signifikantnost utjecaja pojedinih varijabli na promatrane parametre ekstrakcija.
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U drugom dijelu istrazivanja iz uzoraka listova trslje provedena je izolacija etericnih ulja
pomocu parne destilacije pri cemu je pracen utjecaj tlaka (0,3, 0,7 i 1 bara) na prinose eteri¢nog
ulja s ciljem postizanja maksimalnog prinosa. Identifikacija i kvantifikacija glavnih sastavnica
etericnog ulja odredene su primjenom spregnutog sustava plinske kromatografije s masenom
spektrskopijom (GC-MS).

S ciljem ispitivanja antimikrobnog utjecaja dobivenih eteri¢nih ulja lista trSlje provedena je
disk difuzijska metoda prema gram-negativnim bakterijama Escherichia coli soj AB1157 i Erwinia

amylovora soj EaED.

4.1. Optimiranje uvjeta ekstrakcije BAM-a iz listova trslje primjenom konvencionalne

tehnike ekstrakcije

Izolacija ukupnih fenola iz lista trSlje konvencionalnom ekstrakcijom provedena je
postupkom maceracije potpomognute mijesanjem pri sobnoj temperaturi od 25 °C tijekom 30, 60,
90, 120, 150, 180, 210 minuta primjenom otapala razli¢ite polarnosti, mono sustavom otapala
(voda, 100 % etanol i metanol), te binarnim sustavom (80 % vodene otopine etanola i metanola)

¢iji su rezultati prikazani na slikama 17 — 19.

s111l

voda 100% EtOH 100% MeOH 80% EtOH  80% MeOH
OTAPALO

100

UF (mg GAE/100g)
=y (=)} [04]
(] (=] o
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Slika 17. Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih fenola trslje dobivenih
konvencionalnom ekstrakcijom primjenom mono (voda, 100 % metanol i etanol) i binarnih

sustava (80 % vodene otopine etanola i metanola) pri sobnoj temperaturi tijekom 90 minuta
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Slika 18. Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih fenola trslje dobivenih
konvencionalnom ekstrakcijom primjenom 80 % vodene otopine metanola pri sobnoj temperaturi
tijekom 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 minuta
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Slika 19. Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih fenola trslje dobivenih
konvencionalnom ekstrakcijom primjenom 80 % vodene otopine etanola pri sobnoj temperaturi
tijekom 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 minuta

Rezultati spektrofotmetrijskog odredivanja ukupnih fenola u ekstraktima dobivenim
konvencionalnom ekstrakcijom primjenom mono sustava otapala (voda, 100 % metanol i etanol)
te binarnih sustava otapala (80 % vodene otopine metanola i etanola) su pokazali da su binarni
sustavi u¢inkovitiji u ekstrakciji BAM-a iz lista tr$lje (Slika 17). Najveci ekstrakcijski kapacitet tj.
najvec¢i maseni udjeli ukupnih fenola u ekstraktima lista trslje (90,71 mg GAE/100 g) dobiveni su
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primjenom 80 % vodene otopine metanola. Potom slijede ekstrakti dobiveni s 80 % vodenom
otopinom etanola (70,45 mg/GAE 100 g), 100 % metanola (65,11 mg/GAE 100 g), 100 % etanola
(58,71 mg/GAE 100 g) i vode (44,05 mg/GAE 100 g).

Odabir odgovaraju¢eg otapala ima znacajan utjecaj na sastav i masene udjele fenolnih
spojeva, a dodatak vodene faze organskim otapalima znacajno doprinosi povecanju ekstrakcijskog
kapaciteta (Galanakis i sur., 2013; Do i sur., 2014; Bhebhe i sur., 2016; Mohammedelnour i sur.,
2017). NajéeSce koriStena otapala za ekstrakciju fenolnih spojeva su metanol (Ross i sur., 2009;
Bimakr i sur., 2011), etanol (Altiok i sur., 2008; Wang i sur., 2009; Bimakr i sur., 2011), aceton
(Naczk i1 Shahidi, 2006) te etil acetat i njihove vodene otopine, koje su se pokazale kao
najucinkovitije u izolaciji BAM-a iz biljnog materijala. Prema istrazivanju koje su proveli Haas i
sur. (2018) najve¢i maseni udjeli fenolnih spojeva iz grozda su ekstrahirani primjenom 80 %
vodene otopine metanola u usporedbi s ekstrakcijom provedenom s 80 % vodenom otopinom
etanolaili acetona. Al-Marazeeq i sur. (2016) proveli su istrazivanje o utjecaju vrste otapala i uvjeta
ekstrakcije na udio ukupnih fenolnih spojeva u ekstraktu lista masline. Fenolne spojeve su
ekstrahirali upotrebom cetiri vrste otapala (80 % metanol, 80 % etanol, aceton i destilirana voda),
a njihovi rezultati su pokazali da su najve¢i prinosi fenolnih spojeva dobiveni s primjenom 80 %
vodene otopine metanola kao otapala, a najmanji s primjenom destilirane vode. Fecka i Turek
(2008) su proveli ekstrakciju fenolnih spojeva iz timijana 1 mazurana upotrebom razli¢itih vodenih
otopina metanola (30, 50 i 70 %) u vremenu od 15-30 minuta te zakljuéili da je koli¢ina
ekstrahiranih fenolnih spojeva znacajno ovisila o udjelu vodene faze u otapalu. S ekoloskog
stajaliSta preporucena je upotreba manje toksi¢nih otapala kao $to su etanol, n-butanol i izopropanol
(Bartnick i sur., 2006) u ekstrakciji bioaktivnih spojeva iz biljnog materijala, iako se prema
istrazivanjima nekih autora primjenom metanola ekstrahiraju ve¢i udjeli fenolnih spojeva (Ma 1
sur., 2009).

S ciljem postizanja maksimalnih masenih udjela fenolnih spojeva u ekstraktima, odredivan
je i utjecaj vremena trajanja konvencionalne ekstrakcije na koli¢inu ovih spojeva u dobivenim
ekstraktima. Konvencionalna ekstrakcija je provedena tijekom 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210
minuta primjenom 80 % vodenih otopina metanola i etanola za koje je u ovom istrazivanju
dokazano da omoguc¢avaju dobivanje najvecih prinosa. 1z rezultata prikazanih na Slikama 18 i 19
vidljivo je da povecanjem vremena ekstrakcije s 30 na 60 minuta prinosi ukupnih fenola u

metanolnim i etanolnim ekstraktima lista tr§lje znacajno mijenjaju, nakon Cega je tijekom 90-te

62



DOKTORSKI RAD - Sanja Dragovi¢ 4. Rezultati i rasprava

minute nastupilo zasi¢enje te nije zabiljeZzen daljnje povecanje prinosa. Produljenjem vremena
ekstrakcije na 120, 150, 180 i 210 min, doslo je do postepenog ali znacajnog opadanja prinosa
ciljanih fenolnih spojeva. Razlog smanjenja masenog udjela ukupnih fenola produljenim
vremenom ekstrakcije (120, 150, 180, 210 min) vjerojatno je posljedica oksidacije osjetljivih
fenolnih spojeva zbog izlaganja kisiku (Fischer i sur., 2013; Cisse i sur., 2012).

Vrijeme ekstrakcije od 90 minuta se pokazalo dostatnim za ekstrakciju ukupnih fenola iz lista
trslje putem konvencionalne ekstrakcije uz primjenu 80 % vodenih otopina metanola i etanola.
Primjena mono sustava (voda, 100 % metanol i etanol) kao otapala kod konvencionalne ekstrakcije
je iskljucena u daljnjem istrazivanju zbog dokazanog slabijeg ekstrakcijskog kapaciteta u odnosu

na primjenu binarnih sustava otapala (80 % vodena otopina metanola i etanola).

Statisticka obrada utjecaja vremena i vrste otapala na maseni udio UF postupkom
konvencionalne ekstrakcije
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Slika 20. Optimalni uvjeti ekstrakcije ukupnih fenola iz lista trslje postupkom konvencionalne

ekstrakcije
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S ciljem definiranja optimalnih procesnih uvjeta za provodenje ekstrakcije BAM-a iz lista
trslje postupkom konvencionalne ekstrakcije primijenjena je metoda odzivnih povrsina, a koja se
bazira na definiranju minimuma odzivne povrsine koji predstavlja optimalne procesne uvijete.
Analiziran je utjecaj dvije varijable (vremena i otapala) na koncentraciju ukupnih fenola lista trslje.
Na Slici 20 prikazani su dvodimenzionalni prikazi zavisnosti izlaznih varijabli i procesnim
uvjetima te procijenjeni optimalni procesni uvjeti. 1z rezultata statisticke obrade dobivenih
rezultata prikazanih na Slici 20 se moZe uociti da vrijeme trajanja ekstrakcije i odabir otapala imaju
znacaj utjecaj na udio fenola. U pripremljenim ekstraktima lista tr§lje udio ukupnih fenola je
kvantificiran u rasponu od 10,00 mg GAE/g do 110 mg GAE/g dok prema modelu optimalni udio
ukupnih fenola iznosi 73,156 mg GAE/g, a postiZe se optimalnim vremenom trajanja ekstrakcije

od 90 minuta i 80 % vodenom otopinom metanola kao otapalom.
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4.1.1. Utjecaj lokacije i fenoloSke faze na masene udjele BAM-a u ekstraktima lista trslje

Na Slikama 21 — 25 prikazani su rezultati spektrofotometrijskog odredivanja masenih udjela
ukupnih fenolna (UF), flavonoida (UFL), flavonola (UFLAV) i hidroksicimetnih kiselina (HCK)
u ekstraktima lista tr$lje dobivenih metodom konvencionalne ekstrakcije uz 80 % vodenu otopinu
metanola i etanola kao otapala, iz uzoraka trslje s ¢etiri lokacije (Barbariga, Lun, Hvar i Vela Luka)

branih tijekom tri fenoloske faze (3.1.1.).
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Slika 21. Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja udjela ukupnih fenola u 80 %-tnim
metanolnim i etanolnim ekstraktima, dobivenih konvencionalnom ekstrakcijom lista trslje

uzorkovanih sa 4 lokacije (Barbariga, Lun, Hvar, Vela Luka) tijekom 3 fenoloske faze
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Slika 22. Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja udjela ukupnih flavonoida u 80 %-tnim
metanolnim i etanolnim ekstraktima, dobivenih konvencionalnom ekstrakcijom lista trslje

uzorkovanih sa 4 lokacije (Barbariga, Lun, Hvar, Vela Luka) tijekom 3 fenoloske faze
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Slika 23. Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja udjela ukupnih flavonola u 80 %-tnim
metanolnim i etanolnim ekstraktima, dobivenih konvencionalnom ekstrakcijom lista trslje

uzorkovanih sa 4 lokacije (Barbariga, Lun, Hvar, Vela Luka) tijekom 3 fenoloske faze
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Slika 24. Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja udjela ukupnih hidroksicimetnih kiselina u
80 %-tnim metanolnim i etanolnim ekstraktima, dobivenih konvencionalnom ekstrakcijom lista

trSlje uzorkovanih sa 4 lokacije (Barbariga, Lun, Hvar, Vela Luka) tijekom 3 fenoloSke faze

Najveci maseni udjeli ukupnih fenola, flavonoida, flavonola i hidroksicimetnih kiselina su
odredeni u metanolnim i etanolnim ekstraktima lista trSlje dobivenim iz uzoraka tr§lje ubranim na
lokaciji Hvar, ali tijekom razli¢itih fenoloskih faza. Najve¢i maseni udjeli UF u metanolnim
ekstraktima lista tr8lje iznosili su 235,45 + 1,88 mg GAE/g, UFL 44,10 + 0,57 mg QE/100 g,
UFLAV 5,71 £ 0,08 mg QE/100 g, HCK 2,88 + 0,04 mg KAF/100 g, dok su u etanolnim
ekstraktima vrijednosti masenih udjela UF i UFL bile u prosjeku manje za 32 %, UFLAYV za 14 %,
a HCK vece za 26,38 %.

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja su pokazali da su najnize vrijednosti masenih
udjela UF, UFL, UFLAV i HCK u metanolnim i etanolnim ekstraktima lista tr§lje odredene u
ekstraktima dobivenim iz uzoraka lista tr§lje ubranim na lokaciji Lun ali takoder tijekom razli¢itih
fenoloSkih faza. Vrijednosti najnizih masenih udjela u metanolnim ekstraktima lista trSlje
dobivenim iz uzoraka ubranim sa lokacije Lun su za UF iznosile 113,30 + 0,09 mg GAE/g, UFL
18,35 + 0,45 QE/100 g, UFLAV 2,02 + 0,10 QE/100 g te HCK 1,02 + 0,04 KAF/100 g, dok u
etanolnim ekstraktima vrijednosti masenih udjela UF su bile manje za 8,33 %, UFL i UFLAV u

prosjeku za 38 % manje, a maseni udjeli HCK vece za 16 %.
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Rezultati masenih udjela dobivenih sprektrofotometrijskom metodom, ukazuju na razlike
izmedu masenih udjela svih promatranih fenolnih spojeva dobivenih u obje vrste ektrakata iz
uzoraka lista tr§lje ubranim sa lokacija Lun i Hvar §to se moze pripisati razlici u nadmorskoj visini.
Istrazivanja su pokazala da je visina jedan od abiotickih ¢imbenika koja je povezana sa nizom
promjena u okoliSnim ¢imebnicima kao $to su temperatura, padaline, jakost sunceve svjetlosti i
UV-B zracenje (Kofidis i sur., 2003). Uzorci tr$lje na lokaciji Lun su rasli zaklonjeni okolonom
florom na nadmorskoj visini od 15 m, dok su uzorci trslje na lokaciji Hvar rasli na 330 m nadmorske
visine direktno izloZeni suncevoj svjetlosti. Promjene u temperaturi i izlozenosti sunc¢evoj svjetlosti
uzrokuju aktivaciju biljnog obrambenog mehanizma na nacin da se aktivira proizvodnja
sekundarnih metabolita kao $to su fenolne kiseline i flavonoidi, a koji posjeduju sposobnost
apsorpcije ultraljubicastih zraka (Wulff i sur., 1999). Mnogobrojna istrazivanja su pokazala da je
porast u masenim udjelima fenolnih spojeva posljedica obrambenog mehanizama biljke kako bi se
uspjes$no nosila sa stresom nastalim zbog promjena u abioti¢kim ¢imbenicima kao $to je razlika u
nadmorskoj visini (Bravo i sur., 2012; Korner, 2007). Rezultati istrazivanja koje su proveli Kaur i
sur. (2016) su pokazali da uzorci biljke Ehinacea purpurea koji su rasli na ve¢oj nadmorskoj visini
su za 3,73 puta bogatiji fenolnim spojevima od uzoraka biljke koji su rasli na nizoj nadmorskoj
visini. Prema istrazivanju koje su poveli Nchabeleng i sur. (2012), nadmorska visina se pokazala
kao kljucni abioticki faktor koji utjeCe na masene udjele fenolnih spojeva u biljci Athrixia
phylicoides. Naime, u njihovom istrazivanju najve¢i maseni udjeli fenolnih spojeva su
kvantificirani u uzorcima biljke koje je rasla na 1410 m nadmorske visine.

Iz rezultata prikazanih na Slikama 21 — 24 moze se uociti da vrijednosti masenih udjela UFK
i HCK u metanolnim i etanolnim ekstraktima lista tr$lje dobivenim iz uzoraka ubranim sa lokacija
Barbariga, Hvar i Vela Luka su opadali iz FF1 do FF 3 u kojoj su kvantificirani najmanji maseni
udjeli. Prema istraZivanju koje su proveli Yosr i sur. (2018), najvece vrijednosti masenih udjela
ukupnih fenola u ekstraktima lista tr§lje porijeklom iz Tunisa su kvantificirane tijekom FF 1
(vegetativna faza), a najmanje tijekom FF 3 (faza zrelog ploda), Sto je u skladu s rezultatima
dobivenim u ovom istrazivanju. Vrijednosti masenih udjela UFL i UFLAV su pokazali porast iz
FF 1 u FF 2, nakon ¢ega je uslijedio nagli pad tijekom FF 3. Ve¢i maseni udjeli ukupnih fenola i
hidroksicimetnih kiselina, odredeni tijekom FF 1, su posljedica uloge fenolnih kiselina kao

prekursora u biosintezi Calkona, flavonoida, lignana 1 antocijana (Alam i sur., 2016).
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Za razliku od ostale tri lokacije, u uzorcima tr§lje ubranim sa lokacije Lun se pokazao
drugaciji trend rasta i pada masenih udjela BAM-a tijekom razli¢itih fenoloskih faza tijekom kojih
je doslo do porasta UF i HCK od FF 1 do FF3, odnosno smanjenja masenih udjela UFL i UFLAV

Sto se moze pripisati utjecaju lokalnih klimatskih ¢imbenika (Tablica 1).
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4.1.2. Identifikacija i kvantifikacija pojedinac¢nih fenolnih spojeva u ekstraktima lista trSlje primjenom visoko djelotvorne

tekucinske kromatografije (HPLC) uz UV Photo Diode Array (PDA) detekciju

Sastav i masene koncentracije fenolnih spojeva odredeni u ekstraktima lista trslje dobivenim konvencionalnom ekstrakcijom iz uzorka

lista tr§lje ubranim sa lokacija Barbariga, Pag, Hvar i Vela Luka tijekom 3 fenoloske faze su prikazani u Tablicama 13 i 14.

Tablica 13. Rezultati kromatografskog odredivanja masenih koncentracija pojedina¢nih fenolnih kiselina u 80 %-tnim metanolnim i

etanolnim ekstraktima lista tr§lje ubranih sa 4 lokacije (Brabariga, Lun, Hvar, Vela Luka) tijekom tri fenoloske faze biljke
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(28,970,30)°°
(69,34:0,56)'
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(47,1620,14)'
(40,63+0,28)h

(19,10£0,27)c.4f
(48,02+0,19)1

(14,55+0,25)bc:de
(5,47+0,25)%0

(22,460,398
(12,60£0,22)°
(24,40+0,23)1
(13,20+0,15)°
(0,67+0,03)?
(19,45+0,31)°
(26,7320,29)F
(23,3320,09)"
(73,64+0,46)°
(69,20+0,19)"
(44,52+0,41)"
(67,54+0,41)
(34,57+0,29)
(17,68+1,18)

(7,63+0,35)¢
(1,58+0,03)°

(0,62+0,05)?

#VRezultati u pojedina¢nim linijama oznaceni istim slovima se statisticki znacajno ne razlikuju pri p<0,05.
AMono-galoil glukoza (MG-Glu), Galna kiselina (GA), 5-O-galoilkina kiselina (5-GKK), 3,5-di-O-galoilkina kiselina (3,5-diGKK),

3,4,5-tri-O- galoilkina kiselina (3,4,5-tGKK), Kafeinska kiselina (CA), Kafeinska kiselina derivirana [CA (der)], ukupne fenolne

kiseline (UFK)
1 — faza cvjetanja (svibanj, 2019); 2 — faza ranog plod (kolovoz, 2019); 3 — faza zrelog ploda (listopad, 2019)

(0,58+0,03)?

(177,11£0,81)K
(172,95+0,72)}
(147 55+0,38)"
(73,16+0,61)"
(17,31%0,52)
(106,97+0,49)°
(127,74+0,22)
(169,25+1,02)’
(371,38+1,45)!
(324,10+1,14)°
(180,64+0,87)'
(309,60+2,13)"
(157,16+0,55)"
(151,22+2,21)9



Tablica 14. Rezultati kromatografskog odredivanja masenih koncentracija flavonola glikozida i katehina u 80 %-tnim metanolnim i

etanolnim ekstraktima lista tr§lje uzorkovanih sa 4 lokacije (Brabariga, Lun, Hvar, Vela Luka) tijekom tri fenoloske faze biljke

Otapalo

=80 %

¢(metanol)

=80 %

o¢(etanol)

Vela Luka Hvar Lun Barbariga Lokacija

Barbariga

Lun

Fenoloska

W N PPN PN PREON PR, ODN RPN

faza

My-GA

(15,270,43)!
(20,60:£0,21)K
(10,56+0,28)"
(13,46+0,21)"
(17,70+0,26)!
(8,45£0,32)°
(20,56:+0,26)k
(26,58+0,42)m
(20,66+0,21)k
(20,240,26)K
(10,62:0,35)"
(17,50+0,25)!
(8,24+0,14)%¢
(10,63+0,42)"
(7,43+0,27)%4
(6,59+0,37)°
(10,50+0,32)
(2,5740,27)

My-Glu

(30,43+0,21)¢
(48,50+0,36)™
(18,46+0,28)°
(41,96:+0,31)K
(41,39:+0,43)K
(17,86+0,15)°
(41,64+0,29)k
(56,09+0,04)n
(36,370,37)]
(57,44+0,46)°
(22,43+0,32)°
(46,48+0,35)!
(28,19+0,30)°
(30,28+0,14)¢
(19,81+0,18)¢
(25,57+0,35)
(28,65+0,18)"
(8,12+0,09)?

My-R

(51,56+0,34)}
(93,44+0,30)
(30,50+0,33)"
(63,35:0,26)'
(59,97+0,13)
(26,41+0,35)d¢
(35,38+0,32)g
(72,600,160
(97,52+0,32)r
(75,50+0,32)°
(20,42+0,44)°
(62,50+0,28)'
(25,180,15)?
(69,57+0,36)"
(27,62+0,21)°
(48,47+0,30)
(49,42+0,34)]
(17,40+0,26)

Que-R

v (mg/L)

(11,40+0,37)"
(14,74+0,34))
(6,48+0,35)c
(15,59+0,30)i
(9,42+0,34)9
(9,300,34)¢
(5,56+0,33)b,c
(11,44+0,30)h
(23,62+0,37)
(23,55+0,42)'
(4,42+0,29)2°
(24,22+0,25)'
(5,49+0,23)b¢
(7,560,27)d¢f
(5,41+0,30)b¢
(8,41£0,31)"
(6,310,18)°d
(4,58+0,23)*v

F-Gder1l

(1,48+0,23)"°
(5,55+0,26)e
(5,29+0,24)°
(0,81+0,03)?
(1,23£0,14)%b
(1,55+0,27)b<
(1,51+0,23)b*
(1,4620,15)b
(1,44+0,31)b*

UFG

(108,67+0,15)]
(177,29+0,23)°
(67,48+0,16)°
(134,3520,12)'
(128,49+0,09)
(62,030,11)¢
(166,7240,20)"
(183,72+0,17)°
(103,1420,17)"
(155,00+0,11)™
(177,7320,12)°
(57,88+0,13)°
(67,91£0,24)°
(119,28+0,18)’
(61,83+0,26)"
(96,35:0,14)7
(90,54+0,17)f
(34,11£0,18)?

katehin

(45,35£0,25)]
(30,25:0,20)"
(8,120,16)?
(23,360,34)°
(30,57+0,31)"
(10,50+0,27)°
(39,4+0,18)h
(35,11+0,52)g
(28,38+0,23)d
(29,53+0,40)°
(35,48+0,38)¢
(27,48+0,23)’



Hvar

Vela Luka

(10,51+0,31)"
(23,2740,21)"
(10,80+0,16)"¢
(10,66+0,28)"
(4,23£0,24)°
(11,590,17)¢

(25,2920, 15)f
(48,02+0,13)"
(31,35+0,24)"
(35,28+0,21)’
(14,29+0,16)"
(36,58+0,36)’

(27,65+0,18)¢
(74,50£0,14)°
(66,62+0,31)™
(43,50+0,33)"
(22,53+0,41)°
(49,55+0,28)

(3,59+0,23)
(8,14+0,14)19
(16,31+0,15)i
(12,160,16)"

(3,53+0,10)
(16,56+0,27)*

(1,43£0,27)°
(1,50+0,23)P°
(4,63£0,22)
(1,98+0,09)°
(1,52+0,20)b°
(4,62+0,24)

(129,7120,16)
(155,43+0,20)™
(68,48+0,22)°
(103,57+0,31)"
(118,91+0,23)]
(46,10+0,23)°

#'Rezultati u pojedina¢nim linijama oznaceni istim slovima se statisticki zna¢ajno ne razlikuju pri p<0,05.

A Miricetin glukuronid (My-G), miricetin glukozid (My-Glu), miricetin ramnozid (My-R), kvercetin ramnozid (Que-R), flavonol-
glikozid der 1 (FI-Gly der 1); ukupni flavonol glikozidi (UFG)

1 — faza cvjetanja (svibanj, 2019); 2 — faza ranog plod (kolovoz, 2019); 3 — faza zrelog ploda (listopad, 2019)



U analiziranim metanolnim i etanolnim ekstraktima lista tr$lje, identificirano i kvantificirano
je 7 fenolnih kiselina (FK) (monogaloil-glukoza, galna kiselina, 5-O-galoilkina kiselina, 3,5-
digaloilkina kiselina, 3,4,5-trigaloilkina kiselina, kafeinska kiselina i derivirana kafeinska kiselina)
(Tablica 13) i 5 flavonol glikozida (miricetin-3-O-glukuronid, miricietin-3-O-glukozid, miricetin-
3-O-ramnozid, kvercetin-3-O-ramnozid i derivirani flavonol glikozid 1) te flavanol katehin

(Tablica 14) sto je u skladu s rezultatima istrazivanja koje su proveli Mehenni i sur. (2016).

Ukupne fenolne kiseline (UFK)

5-O-galoilkina kiselina je odredena kao dominantna fenolna kiselina tijekom FF 1, s
vrijednostima masenih koncentracija u rasponu od 53,72 mg/L do 186,50 mg/L u metanolnim,
odnosno od 22,51 mg/L do 104,42 mg/L u etanolnim ekstraktima. Prema kvantificiranim masenim
koncentracijama po padaju¢em nizu slijede mono-galoil glukoza, 3,5-digaloilkina kiselina, 3,4,5-
trigaliolkina kiselina, galna kiselina i kafeinska kiselina (Tablica 13).

Masene koncentracije UFK odredene u metanolnim i etanolnim ekstraktima lista trslje su
iznosile od 279,33 mg/L do 457,24 mg/L odnosno od 106,97 mg/L do 371,38 mg/L. Razlike u
kvantificiranim masenim koncentracijama fenolnih spojeva su posljedica odabira otapala (80 %
vodena otopina metanola ili etanola). Prema istrazivanju koje su proveli Bhebe i sur. (2016)
poznato je da odabir odgovarajuceg otapala ima znacajan utjecaj na ekstrahirani sastav fenolnih
spojeva, te da binarni sustavi kao §to su vodene otopine imaju veéi ekstrakcijski kapacitet (Do i
sur., 2014; Galanakis i sur., 2013).

Iz rezultata utjecaja lokacije na masene koncentracije UFK koji su prikazani u Tablici 15
moze se uociti da su najvece vrijednosti masenih koncentracija UFK odredene u metanolnim 1
etanolnim ekstraktima dobivenim iz uzoraka lista tr§lje ubranim sa lokacije Hvar (457,24 + 1,10
mg/L, etanol 371,38 + 1,45 mg/L), a najmanje vrijednosti u ekstraktima dobivenim iz uzoraka lista
trSlje ubranim sa lokacije Barbariga (136,82 + 0,54, odnosno 17,31 + 0,52 mg/L).

Osim u ovisnosti o lokaciji, iz rezultata prikazanih u Tablici 14 uocene su znacajne razlike u
vrijednostima masenih koncentracija UFK i u ovisnosti o fenoloskoj fazi. Najvece vrijednosti
masenih koncentracija UFK odredene su u obje vrste ekstrakata dobivenim iz uzoraka lista trslje
ubranim sa lokacija Barbariga, Hvar i Vela Luka tijekom FF1, a koje su tijekom daljnjeg
vegetacijskog procesa (od FF 1 do FF 3) pokazali trend opadanja. Kao i kod rezultata masnih udjela

UFK odredenih spektrofotometrijom, metanolni i1 etanolni ekstrakti lista trSlje ubranim sa lokacije
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Lun su se pokazali kao iznimka s porastom vrijednosti masenih koncentracija polaze¢i od FF 1 do
FF 3 tijekom koje su odredene najveée vrijednosti masenih koncentracija UFK (241,90 + 0,27,
odnosno 1427,74 + 0,22 mg/L).

Osim sli¢nih abiotickih ¢imbenika tj. bioklimatskih uvjeta uzduz Jadranske obale,
morofoloski izgled biljke koji je posljedica utjecaja abiotickih ¢imbenika na razvoj biljke, ima
znacajan utjecaj na sastav i koli¢inu fenolnih spojeva. Ekstrakti lista trSlje dobiveni iz uzoraka
ubranim sa lokacija Barbariga, Hvar i Vela Luka su ubrani sa biljke u formi grma koja je slobodno
rasla nezaklonjena ostalom florom $to je tr$lji omogucilo neometani pristup suncevoj svjetlosti,
dok su uzorci lista tr§lje sa lokacije Lun brani sa tr§lje u obliku stabla koje je bilo zaklonjeno
ostalom rastu¢om florom (Olea europaea i Pistacia terebinthus) bez direktnog pristupa suncevoj
svjetlosti. Prema istrazivanju koje su proveli Linatoc i sur. (2018), izlaganjem lis¢a M. indica
direktnoj suncevoj svjetlosti je uzrokovalo akumulaciju vecih koli¢ina fenolnih spojeva u
usporedbi s onim biljkama koje su rasle u hladu, $to je u skladu s rezultatima ovog istrazivanja.
Istrazivanjem koje su proveli Liu i sur. (2016), dokazali su da postoji pozitivna korelacija izmedu
povecanja nadmorske visine, temperature zraka i ukupnih flavonoida u biljci Lycium chinense, $to

je posljedica povecanja ultraljubi¢astog zracenja.

Ukupni flavonol glikozidi (UFG)

Miricetin ramnozid je odreden kao dominantni flavonol glikozid tijekom FF 3, s
vrijednostima masenih koncentracija u rasponu od 20,42 mg/L do 97,52 mg/L u metanolnim,
odnosno od 17,40 mg/L do 74,50 mg/L u etanolnim ekstraktima. Prema kvantificiranim masenim
koncentracijama po padaju¢em nizu su slijedili spojevi miricetin glukozid, miricetin glukuronid,
kvervetin ramnozid te flavonol-glikozid der 1 (Tablica 14).

U ovisnosti 0 lokaciji, najvece vrijednosti masenih koncentracija UFG su odredene u
metanolnim i etanolnim ekstraktima lista tr§lje dobivenim iz uzoraka lista tr§lje ubranim sa lokacije
Hvar (183,83 £ 0,17, odnosno 155,43 £ 0,20 mg/L), a najmanje u obje vrste ekstrakata dobivenim
iz uzoraka lista trSlje ubranim sa lokacije Lun (62,03 = 0,11 odnosno 34,11 + 0,18 mg/L).

U ovisnosti o fenoloskoj fazi, najvece vrijednosti masenih koncentracija odredene su tijekom
FF 2 u metanolnim i etanolnim ekstraktima dobivenim iz uzoraka lista tr$lje ubranima sa lokacija
Barbariga, Hvar i Vela Luka, dok su u ekstraktima dobivenim iz uzoraka lista tr§lje ubranima sa

lokacije Lun najvece vrijednosti masenih koncentracija odredene tijekom tijekom FF 1. Rezultati
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su u skladu s istrazivanjem koje su proveli Jakovljevi¢ i sur. (2013). Njihovi rezultati su pokazali
da se najnize masene koncentracije flavonoida u biljci Chelidonium majus postizu tijekom pocetka
cvatnje, te da se isti povecavaju tijekom fenoloske faze ranog ploda.

Najvece masene koncentracije katehina su odredene u ekstraktima lista tr§lje dobivene iz
uzoraka lista trSlje ubranim sa lokacije Barbariga (43,35 £ 0,25 mg/L) tijekom FF 1, u ekstraktima
lista tr§lje dobivenim iz uzoraka lista tr§lje ubranim sa lokacije Lun tijekom FF 2 (30,57 £ 0,31
mg/L), a u ekstraktima dobivenim iz uzoraka lista tr§lje ubranim sa lokacija lokacija Hvar i Vela

Luka tijekom FF 2 (39,40 + 0,18 mg /L odnosno 35,48 + 0,38 mg/L).

StatistiCka obrada utjecaja otapala, lokacije i fenoloSke faze trilje na sastav BAM-a

U Tablici 15 su prikazani statisticki rezultati utjecaja ekstrakcijskog otapala, lokacije i
fenoloske faze tr§lje na sastav BAM u ekstraktima lista tr$lje, dok su u Tablici 18 prikazani
statisti¢ki rezultati kombiniranog utjecaja lokacije i vremena berbe na sastav BAM-a metanolnih i

etanolnih ekstrakata lista trslje

Tablica 15. Utjecaj ekstrakcijskog otapala, lokacije i fenoloske faze tr§lje na sastav BAM u

ekstraktima lista trslje

Ekstrakcijski parametri N Bioaktivni spojevi (mg/L)

UFK UFG
Otapalo

p<0,01* p<0,01*
@(metanol)=80 % 36 (259,23+0,17)° (126,87+0,12)°
o(etanol)=80 % 36 (178,05+0,17)? (91,02+0,12)?

Lokacija p<0,01* p<0,01*
Barbariga 18 (143,22+0,24)? (100,41+0,17)°
Lun 18 (174,88+0,24)° (90,98+0,17)?
Hvar 18 (325,56+0,24)¢ (134,53+0,17)¢
Vela Luka 18 (230,89+0,24)¢ (109,86+0,17)°
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Fenoloska faza” p<0,01* p<0,01*
1 24 (284,03+0,21)° (120,29+0,15)"
2 24 (204,72+0,21)° (143,92+0,15)°
3 24 (167,160,21) (62,63+0,15)2

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna pogreska. Prema Tukey’s HSD testu ista
slova unutar stupca nisu statistic¢ki razli¢ita kod p<0,01.

*StatistiCki znacajan faktor kod 99% pouzdanosti

N — broj ponavljanja; UFK — ukupne fenolne kiseline; UFG — ukupni flavonol glikozidi

A1 — faza cvjetanja (svibanj, 2019); 2 — faza ranog plod (kolovoz, 2019); 3 — faza zrelog ploda
(listopad, 2019)
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Tablica 16. Kombinirani utjecaj lokacije i vremena berbe na sastav BAM-a metanolnih i etanolnih ekstrakata lista trslje

Ekstrakcijski parametri BAM (mg/L)
Lokacija Vrijeme N ¢(metanol)=80 % o(etanol)=80 %
berbe UFK UFG UFK UFG
p<0,01* p<0,01* p<0,01* p<0,01*

Barbariga 1 (279,33 + 0,49)! (108,67+ 0,51)° (147,55 + 0,66)° (67,91 + 0,33)¢
Barbariga 2 (205,15 + 0,49)° (177,29 + 0,51)) (73,16 % 0,66)" (119,28 + 0,33)!
Barbariga 3 (136,82 + 0,49)° (67,48 £ 0,51)° (17,31 £ 0,66) (61,83  0,33)°

Lun 1 (183,36 + 0,49)¢ (134,35 + 0,51)° (106,97 + 0,66)° (96,35 + 0,33)"9

Lun 2 (220,05 + 0,49)f (128,49 + 0,51)f (127,74 + 0,66)¢ (90,54+ 0,33)°

Lun 3 (241,90 + 0,49)° (62,03 + 0,51)° (169,25 + 0,66)" (34,11 + 0,33)

Hvar 1 (457,24 + 0,49)! (166,72 + 0,51)! (371,38 + 0,66)' (129,71 + 0,33)}

Hvar 2 (352,84 + 0,49)) (183,72 + 0,51) (324,10 + 0,66) (155,43 + 0,33)k

Hvar 3 (267,15 + 0,49)" (103,14 + 0,51)¢ (180,64 + 0,66)! (68,48 + 0,33)¢
Vela Luka 1 (416,85 + 0,49)k (155,00 + 0,51)" (309,60 + 0,66)) (103,57 + 0,33)"
Vela Luka 2 (177,11 + 0,49)° (177,73 + 0,51)) (157,64 + 0,66)° (118,91 + 0,33)!
Vela Luka 3 (172,95 + 0,49)° (57,88 + 0,51) (151,22 + 0,66)f (46,10 + 0,33)°

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost & standardna pogreSka. Prema Tukey’s HSD testu ista slova unutar stupca nisu statisticki

razli¢ita kod p<0,01. *Statisticki znacajan faktor kod 99% pouzdanosti

N — broj ponavljanja; UFK — ukupne fenolne kiseline; UFG — ukupni flavonol glikozidi
Al — faza cvjetanja (svibanj, 2019); 2 — faza ranog plod (kolovoz, 2019); 3 — faza zrelog ploda (listopad, 2019)
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Prema rezultatima statisticke analize prikazanim u Tablicama 15 i 16, pojedinacni utjecaj
otapala, lokacije rasta i fenoloske faze biljke, te kombinirani utjecaj lokacije rasta i fenoloske faze
biljke, imaju znacajan utjecaj na kvantificirane masene udjele UFK i UFG u metanolnim i
etanolnim ekstraktima lista tr§lje (p<0,01).

U ovisnosti o lokaciji, najveée vrijednosti masenih koncentracija UFK i UFG su odredene u
ekstraktima lista tr§lje dobivenim iz uzoraka ubranim sa lokacije Hvar (325,56 = 0,24 mg/L
odnosno 134,53 £ 0,17 mg/L), a najmanje u ekstraktima lista tr§lje dobivenim iz uzoraka ubranima
sa lokacije Barbariga (143,22 £+ 0,24 mg/L, odnosno 100,41 + 0,17 mg/L).

Osim navedenih pojedinac¢nih utjecaja vrste otapala i lokacije, fenoloska faza je takoder imala
utjecaj na masene koncentracije UFK 1 UFG. Najvece masene koncentracije UFK su odredene
tijekom FF 1 (284,03 + 0,21 mg/L), a UFG tijekom FF 2 (143,92 + 0,15 mg/L).

Rezultati statistiCke analize kombiniranog utjecaja lokacije i fenoloske faze (Tablica 16) na
metanolne i etanolne ekstrakte lista tr§lje su pokazali da nema statisticki znacajnije razlike u
masenim koncentracijama UFG u metanolnim ekstraktima lista trslje tijekom FF 2 u ekstraktima
dobivenim iz uzoraka ubranim sa lokacija Barbariga (177,29 + 0,51 mg/L) i Vela Luka (177,73 +
0,51 mg/L) te u etanolnim ekstraktima lista tr$lje tijekom FF 1 dobivenim iz uzoraka lista trslje
ubranim sa lokacija Barbariga (67,91 + 0,33 mg/L) i FF 3 s lokacije Hvar (68,48 + 0,33 mg/L).

4.2. Optimiranje uvjeta ekstrakcije BAM iz listova trslje primjenom ekstrakcije

potpomognute mikrovalovima (MAE)
Za utvrdivanje optimalnih uvjeta izolacije fenolnih spojeva primjenom ekstrakcije

potpomognute mikrovalovima iz lista tr§lje, ekstrakcija je provedena prema eksperimentalnom

dizajnu prikazanim u Tablici 5 ¢iji su rezultati prikazani u Tablici 17.
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Uzorak  Temperatura

10

11

12

13

Tablica 17. Maseni udjeli fenolnih spojeva dobiveni ekstrakcijom potpomognutom mikrovalovima u 80 %-tnim metanolnim i

etanolnim ekstraktima lista trslje

(°C)

50
50
50
50
70
70
70
70
43
77
60
60

60

Snaga (W)

200
200
500
500
200
200
500
500
350
350
98
602

350

Vrijeme
(min)

12

12

12

12

UF
(mg GAE/q)

90,48 + 0,05
98,59 + 0,03
89,60 + 0,07
101,65+ 0,13
82,49 + 0,08
95,18 + 0,06
79,43 £ 0,06
106,79 £ 0,05
84,31 + 0,05
103,50 £+ 0,05
90,71+ 0,04
103,24 £ 0,07

61,32 £ 0,05

¢(metanol)=80 %

UFL
(mg QE/g)

31,86 + 0,06
38,57 £ 0,08
30,15 + 0,06
36,57 £ 0,07
29,87 + 0,05
34,52 £ 0,05
27,93+0,04
40,60 + 0,09
28,57 + 0,06
40,10 + 0,08
35,18 + 0,07
38,24 £ 0,04

25,59 + 0,08

UFLAV
(mg QE/g)

4,10+ 0,05
4,79 £ 0,07
3,93+0,04
3,60 £ 0,06
3,10+0,08
4,11 £ 0,09
3,08 0,04
3,91+0,04
2,90 + 0,07
3,50 £ 0,06
3,11+ 0,07
4,18 £ 0,06

2,12+0,05

HCK
(mg KAF/g)

13,54 + 0,06
15,58 £ 0,07
12,25 + 0,07
12,89+ 0,09
13,15+ 0,09
13,07 £ 0,07
12,10 + 0,05
14,60 £ 0,05
12,68 + 0,06
12,11+ 0,07
13,11 + 0,07
14,17 £ 0,05

11,11 +0,05

UF
(mg GAE/qg)

93,17 £ 0,09
106,15 £ 0,10
93,17 £ 0,07
102,07 £ 0,05
87,19+ 0,10
98,49 £ 0,05
83,30+ 0,04
111,26 £0,11
88,45+ 0,10
109,65 + 0,08
94,35+ 0,09
108,07 = 0,07

68,44 + 0,08

o(etanol)=80 %

UFL
(mg QE/g)

33,70+ 0,16
40,54 + 0,15
32,21+0,10
38,73+ 0,16
31,68 +0,16
37,57+0,14
30,38 £ 0,15
41,22 + 0,15
31,20+ 0,15
39,84 £ 0,09
36,73+ 0,13
39,77+£0,11

25,48 + 0,09

UFLAV
(mg QE/q)

4,30+ 0,05
4,70 £ 0,06
3,90+ 0,05
3,84 £0,05
3,24+ 0,05
3,93 £ 0,07
3,00+ 0,05
4,11 £ 0,07
3,12+0,05
3,87 £0,03
3,25+ 0,06
4,04 £ 0,07

2,31+0,05

HCK
(mg KAF/g)

13,22 + 0,07
15,52 £ 0,06
12,30 + 0,07
12,62 + 0,06
12,69 + 0,34
12,86 £ 0,53
11,92 + 0,03
14,54 £ 0,05
12,92 + 0,07
12,34+ 0,08
12,81 + 0,06
13,84 £ 0,05

11,27 + 0,06



14 60 350 15 91,58 + 0,03 36,18 £0,09 3,15+0,05 13,34+ 0,05 94,06 + 0,04 36,20+ 0,15 3,40+0,06 13,59+ 0,04
15 (K) 60 350 8 90,80 + 0,06 33,48+0,07 3,30+0,06 14,24 +0,07 94,86 £ 0,09 3589+006 355+005 13,91+0,04

16 (K) 60 350 8 89,91 + 0,06 32,25+0,08 3,24+0,06 13,39+ 0,06 93,12+ 0,08 3439+0,15 3,28+0,06 @ 13,67 +0,05
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Vrijednosti masenih udjela ukupnih fenola u ekstraktima lista tr§lje dobivenim primjenom
MAE koristenjem 80 % - tne vodene otopine metanola kao otapala su iznosile od 61,32 £+ 0,05 do
106,79 + 0,05 mg GAE/g, ukupnih flavonoida od 25,59 + 0,08 do 40,60 £ 0,09 mg QE/g, ukupnih
flavonola od 2,12 + 0,05 do 4,79 mg QE/g te ukupnih hidroksicimetnih kiselina od 11,111 + 0,05
do 15,58 + 0,07 mg KAF/g. Primjenom 80 % vodene otopine etanola maseni udjeli kvantificirani
za ukupne fenole su iznosili od 68,44 + 0,08 do 111,26 + 0,11 mg GAE/qg, ukupne flavonoide 25,48
+ 0,09 do 41,22 + 0,15 mg QE/g, ukupne flavonole od 2,31 £ 0,05 do 4,70 £ 0,06 mg QE/g te
ukupnih hidroksicimetnih kiselina od 11,27 + 0,06 do 15,52 £ 0,06 mg KAF/g.

Najveca vrijednost masenih udjela odredenih u metanolnim i etanolnim ekstraktima lista
trslje ukupnih fenola 111,26 + 0,011 mg GAE/g i ukupnih flavonoida 41,22 + 0,15 mg GAE/g
odredena je u uzorku 8 ¢iji ciklus je trajao 12 min pri temperaturi od 70 °C i snazi mikrovalova od
500 W, te ukupnih flavonola 4,79 + 0,07 mg QE/g i ukupnih hidroksicimetnih kiselina 15,58 +
0,07 mg KAF/g u uzorku broj 2 pri temperaturi od 50 °C tijekom 12 minuta uz snagu mikrovalova
od 200 W.

Najnize vrijednosti masenih udjela svih promatranih fenolnih spojeva su odredene u uzorku
broj 13 pri temperaturi od 60 °C, trajanju ciklusa od 1 min i pri snazi mikrovalova od 350 W.
Nadalje, iz rezultata prikazanih u Tablici 17 je vidljivo da su dobivene sli¢ne vrijednosti masenih
udjela ukupnih fenola povecanjem snage mikrovalova s 98 W uzorak broj 11 (90,71 + 0,04 mg
GAE/g) na 350 W uzorak broj 15 (K) (90,80 + 0,06 mg GAE/qg) pri istim vrijednostima temperature
(60 °C) i vremena ekstrakcije (8 min).

Najvece vrijednosti masenih udjela ukupnih fenola i ukupnih flavonoida su u metanolnim i
etanolnim ekstraktima lista trS$lje odredeni u uzorku broj 8 uz trajanje ciklusa od 12 min pri
temepraturi od 70 °C te snagu mikrovalova od 500 W, a ukupnih flavonola i hidroksicimetnih
kiselina u uzorku broj 2 uz trajanje ciklusa od 12 min pri temepraturi od 50 °C te uz snagu
mikrovalova od 200 W. Najmanje vrijednosti masenih udjela svih promatranih fenolnih spojeva u
metanolnim i etanolnim ekstraktima lista tr$lje su odredeni u uzorku broj 13 pri temperaturi od 60
°C, trajanju ciklusa od 1 min i pri snazi mikrovalova od 350 W.

Prilikom poveéanja snage mikrovalova s 98 W na 350 W, uocene su sli¢ne vrijednosti
masenih udjela ukupnih fenola uzoraka 11 i 15 (K) u metanolnim i etanolnim ekstraktima lista

trslje, pri temperaturi od 60 °C i trajanju ciklusa od 12 min.
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Prema odredenim masenim udjelima svih promatranih fenolnih skupina u metanolnim i
etanolnim ekstraktima lista trslje, a koji su prikazani u Tablici 17, moze se zakljuciti da sa porastom

vremena ekstrakcije, dolazi do rasta njihovih masenih udjela.
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a) b)

c) d)

B <15

Slika 25. Trodimenzionalni prikaz odzivnih povrSina za maseni udio ukupnih fenola (a), ukupnih
flavonoida (b), ukupnih flavonola (c) i ukupnih hidroksicimetnih kiselina (d) u 80 %-tnom
metanolnom ekstraktu lista trslje pri konstantnoj snazi mikrovalova (350 W), u ovisnosti o

temperaturi i vremenu ekstrakcije
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DOKTORSKI RAD - Sanja Dragovi¢ 4. Rezultati i rasprava

a) b)

c) d)

Slika 26. Trodimenzionalni prikaz odzivnih povr$ina za maseni udio ukupnih fenola (a), ukupnih
flavonoida (b), ukupnih flavonola (c) i ukupnih hidroksicimetnih kiselina (d) u 80 %-tnom
etanolnom ekstraktu lista trSlje pri konstantnoj snazi mikrovalova (350 W), u ovisnosti o

temperaturi i vremenu ekstrakcije

Na Slikama 25 i 26 prikazan je trodimenzionalni prikaz odzivnih povrSina za maseni udio

ukupnih fenola (mg GAE/Q) (a), ukupnih flavonoida (mg QE/g) (b), ukupnih flavonola (mg QE/g)
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DOKTORSKI RAD - Sanja Dragovi¢ 4. Rezultati i rasprava

(c) 1 ukupnih hidroksicimetnih kiselina (mg KAF/g) (d) u 80 %-tnim metanolnim i etanolnim
ekstraktima lista tr§lje dobivenim pri konstantnoj snazi mikrovalova (350 W) u ovisnosti o vremenu
ekstrakcije 1 temperaturi. Iz trodimenzionalnog prikaza odzivnih povrSina vidljivo je da vrijeme
ekstrakcije ima klju¢an utjecaj na maseni udio svih grupa bioaktivnih spojeva u oba otapala,
odnosno povecanjem vremena ekstrakcije dovelo je do poveéanja masenog udjela ukupnih fenola
(@), ukupnih flavonoida (b), ukupnih flavonola (c) i ukupnih hidroksicimetnih kiselina (d).
Trodimenzionalni prikaz odzivnih povrSina u skladu je rezultatima ANOVE gdje je vrijeme
ekstrakcije ima signifikantan utjecaj na maseni udjel ukupnih fenola tj. poveéanje vremena

ekstrakcije rezultira ve¢im masenim udjelom ukupnih fenola.

4.2.1. Utjecaj procesnih parametara na prinos fenolnih spojeva primjenom ekstrakcije

potpomognute mikrovalovima

Utjecaj vremena ekstrakcije

Vrijeme ekstrakcije signifikantno (p<0,05) je utjecalo na ucinkovitost ekstrakcije svih
promatranih skupina fenolnih spojeva iz metanolnih i etanolnih ekstrakata lista trslje. Rezultati
ukazuju da povecanjem vremena ekstrakcije dolazi do poveéanja ekstrakcijskih prinosa. Najvisi
maseni udjeli ukupnih fenola, flavonoida, flavonola i hidroksicimetnih kiselina iz metanolnih i
etanolnih ekstrakta lista trSlje dobivene su provedbom ekstrakcije u trajanju od 12 minuta, dok su
najnizi maseni udjeli svih promatranih skupina fenolnih spojeva dobivena u najkra¢im trajanjem
ekstrakcije od 1 minute. Vrijednosti najvisih masenih udjela ukupnih fenola, flavonoida, flavonola
i hidroksicimetnih kiselina su iznosile za metanolni ekstrakt 106,79 mg GAE/g, 40,60 mg QE/g,
4,79 mg QE/g i 15,58 mg KAF/g, te za etanolni ekstrakt 111,26 mg GAE/qg, 41,22 mg QE/qg, 4,70
mg QE/g i 15,52 mg KAF/g. Daljnjim povecanjem vremena na 15 min masni udjeli ukupnih fenola,
flavonoida, flavonola i hidroksicimetnih kiselina se smanjuju na 91,528 mg GAE/g, 36,15 mg
QE/g, 3,15 mg QE/g i 13,34 mg KAF/g u metanolnom ekstraktu, te 94,06 mg GAE/g, 36,20 mg
QE/g, 3,40 mg QE/g i 13,59 mg KAF/g u etanolnom ekstraktu.

Dobiveni rezultati su u skladu s dosadasnjim istrazivanjima 1 literaturnim navodima. Rafiee
isur., (2011) istrazivali su utjecaj vremena ekstrakcije potpomognute mikrovalovima (2 - 15 min)
na uéinkovitost izolacije fenolnih spojeva iz liS¢a triju varijeteta maslina te su zakljucili da s

porastom vremena ekstrakcije raste i udio fenolnih spojeva Sto je u skladu s ovim istrazivanjem.
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Rezultati istrazivanja Jafari i sur., (2011) su u skladu s rezultatima ovog istrazivanja kada je najveci
prinos dobiven ekstrakcijom potpomognutom mikrovalovima u trajanju od 12 minuta, a daljnje
povecanje vremena je imalo za posljedicu i smanjenje prinosa ekstrakcije. U istraZivanju koje su
proveli Dragovi¢ — Uzelac 1 sur. (2012) odredivanja optimalnih uvjeta za ekstrakciju fenolnih
spojeva iz kadulje (Salvia officinalis L.) varirali su vrijeme ekstrakcije potpomognute
mikrovalovima od 3 do 11 minuta i zakljucili kako je ekstrakcijski prinos bio najucinkovitiji pri 9
minuta. Utjecaj vremena, otapala, temperature i snage mikrovalova MAE na fenolne spojeve iz
cvijeta trnine istrazivali su Lovri¢ i sur. (2017) ¢iji su rezultati pokazali da je produljenjem vremena
ekstrakcije znaCajno povecana koli¢ina ukupnih fenola odnosno povecanjem vremena (15 — 25
minuta) dobiveni su veéi prinosi ukupnih fenola. S druge strane, produljenje vremena ekstrakcije
od 5 do 25 minuta nije imao signifikantan utjecaj na ukupne flavonole. Ekstrakcija potpomognuta
mikrovalovima je ograni¢ena na izolaciju malih molekula fenolnih spojeva kao §to su fenolne
kiseline (galna i elaginska kiselina), kvercetin, izoflavin i trans-resveratrol iz razloga $to su takve
molekule stabilne pod zra¢enjem mikrovalova do 100 °C tijekom 20 min (Panzella i sur., 2020).
Dodatni ciklusi MAE imaju za posljedicu pad u prinosima fenolnih spojeva i flavanoida koji je

uzrokovan oksidacijom spojeva (Panzella i sur., 2020).

Utjecaj temperature ekstrakcije

Temperatura kao procesni parametar na prinos ekstrakcije nije znacajno utjecala na masene
udjele ukupnih fenola, flavonoida, flavonola i hidroksicimetnih kiselina u metanolnim i etanolnim
ekstraktima lista tr$lje. KoriStene temperature u ovom istrazivanju su bile u rasponu 43-77 °C, s
najve¢im masenim udjelima ukupnih fenola i flavonoida postignutim ekstrakcijom pri temperaturi
od 70 °C, a ukupnih flavonola i hidroksicimetnih kiselina pri temperaturi od 50 °C. Ekstrakcijama
pri temepraturama od 50 — 70 °C, maseni udjeli ukupnih fenola i flavonoida pokazuju trend
povecéanja, dok pri temepraturi ekstrakcije od 77 °C dolazi do opadanja njihovih masenih udjela
koja je uzrokovana degradacijom spojeva.

U slucaju ukupnih flavonola i hidroksicimetnih kiselina, vidljiv je trend povecanja masenih
udjela sa 43 °C na 50 °C. Lafka i sur., (2017) u svom istrazivanju su zakljucili kako porast

temperature ekstrakcije iznad 60 °C rezultira smanjenjem ukupnih fenola iz komine grozda.
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Utjecaj snage mikrovalova

Pri provedbi ekstrakcije potpomognute mikrovalovima primjenjivala se snaga mikrovalova
u rasponu od 98 - 602 W, a najvec¢i maseni udjeli ukupnih fenola u obje vrste otapala postignuta je
pri koristenoj snaga od 500 W, pri temperaturi od 70 °C i vremenu od 12 minuta i iznosila je 106,78
u metanolnim i 111,26 u etanolnim i mg GAE/g ekstraktima. Isti procesni parametri su se pokazali
najbolji i u ekstrakciji ukupnih flavonoida u metanolnim ekstraktima (14,60 mg QE/g) dok su za
istu skupinu BAM-a u etanolnim ekstraktima bolji procesni parametri bili: 77 °C, 350 W i 8 minuta.
Najve¢i maseni udjeli ukupnih flavonola u obje vrste ekstrakata dobiveni su kada je MAE
provedena pri 50 °C, 200 W i vremenu ekstrakcije 12 minuta, $to se ujedno pokazalo kao najbolji
procesni parametri za ekstrakciju HCK kada se kao otpalo koristi 80 %-tni etanol. Dobiveni
rezultati su pokazali da snaga kao procesni parametar nije imao signifikantan utjecaj na prinos
ekstrakcije (p<0,05). U ekstrakciji potpomognutoj mikrovalovima snaga i temperatura su
medusobno povezane na nafin da povecanjem snage povecava se temperatura ekstrakcijskog
postupka, tako da previsoka snaga moZe prouzrociti termicku degradaciju bioaktivnih spojeva.
Song i sur., (2011) provodili su ekstrakciju potpomognutu mikrovalovima na lis¢u slatkog
krumpira pri ¢emu su varirali snagu od 150 - 550 W. Ekstrakcijski prinos se proporcionalno
povecavao kako se povecavala snaga mikrovalova do 350 W. Pri daljnjim povecanjem snage

mikrovalova doslo je do pada u prinosu ukupnih fenola.

Tablica 18. Jednadzba regresijskog modela i koeficijent determinacije za koncentraciju ukupnih
fenola, ukupnih flavonoida, ukupnih flavonola i ukupnih hidroksicimetnih kiselina u 80 %-tnim

etanolnim ekstraktima lista trslje

Varijabla Model R?

Ukupni fenoli (Y) Y=98,7528 - 5,5809X - 1,2565X,2 - 11,2835X,— 1,8984X2? + 4,4610X3 + 8,5020X3? + 0,45
15,1346X:X>— 12,4311 X1 X35 — 18,7632X2X3

Ukupni flavonoidi (Y) = Y=35,75815 — 1,93650X + 0,24539X,2— 7,97948X,— 1,56 7X,% + 4,12138X3 + 5,61893X5?> 0,53
+7,99176X1X2— 8,00689X1X3— 8,77322X2X3

Ukupni flavonoli (Y) Y=3,317217 + 0,110434X - 0,129987X,2— 0,952090X;— 0,134092X,2 - 0,199250X; + 0,63
0,054427X3%+ 0,985802X1 X2 + 0,014074X:X3— 0,949228X,X3
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Ukupne HCK (Y) Y=12,65306 — 0,4986X; + 0,51075X:2— 2,50265X,— 0,61045X,2 + 1,89513X3 + 0,51
1,91289X3% + 2,03257X1 X2 — 2,84188X1X3— 1,44269X,X3

Tablica 19. Jednadzba regresijskog modela i koeficijent determinacije za koncentraciju ukupnih
fenola, ukupnih flavonoida, ukupnih flavonola i ukupnih hidroksicimetnih kiselina u 80 %-tnim

metanolnim ekstraktima lista trslje

Varijabla Model R?

Ukupni fenoli () Y=94,8562 - 11,7064 X1 + 1,7839X,2 - 6,2287X,— 0,3387X2? + 8,6618X5 + 11,2995X 32 + 0,42
10,8103X1X2— 17,0613 X1 X3— 15,9384 X>X3

Ukupni flavonoidi (Y) Y=34,53663 + 0,29131X; — 1,24623X1% - 8,59164 X, — 3,15003X,2 + 4,03305X3 + 0,44
3,98738X32 + 9,97380X1 X, — 5,33645X1X3— 7,96337X2X3

Ukupni flavonoli (YY) Y=2,98026 + 0,30759X: - 0,13017X1%— 1,29044X, + 0,24300X,%— 0,79452X3 + 0,21745Xz?> 0,76
+ 0,92835X1 X2 + 0,10909X1X3— 1,81995X,X3

Ukupne HCK (Y) Y=12,53361 — 0,77946X; + 0,75297X1%— 2,23517X,— 0,49748X,2 + 2,10125X3 + 0,58
2,17845X32 + 1,91995X1 X, — 3,37758X1X3— 1,09738X2X3

U Tablicama 18 i 19 prikazane su jednadzbe regresijskog modela i pripadajuci koeficijent
determinacije za masene udjele ukupnih fenola, ukupnih flavonoida, ukupnih flavonola i ukupnih
hidroksicimetnih kiselina u 80 %-tnim etanolnim i metanolnim ekstraktima lista tr§lje. Jednadzba
regresijskog modela omogucava predvidanje masenih udjela ukupnih fenola za svaku vrijednost
temperature, snage mikrovalova i vremena ekstrakcije. Pripadajuéi koeficijent determinacije (R?)
pokazuje kolika je preciznost modela za predvidanje ukupnih fenola. Vrijednost koeficijenta
determinacije za ukupne flavonole (0,63) u etanolnim ekstraktima ukazuje na dobro prilagoden

model, dok je taj model za istu skupinu spojeva u metanolnim ekstraktima jos bolji (0,76).
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Tablica 20. Optimalni parametri za ekstrakciju potpomognutu mikrovalovima lista trslje s

predvidenim i dobivenim masenim udjelima ukupnih fenola te dobivenim masenim udjelima

ukupnih fenola postupkom konvencionalne ekstrakcije

otapalo

Optimalni parametri
MAE

Temperatura 43 °C

Snaga 98 W
mikrovalova

Vrijeme 10 minuta

Uvjeti konvencionalne
ekstrakcije

Vrijeme 90 minuta
Temperatura 76 °C

Snaga 602 W
mikrovalova

Vrijeme 12 minuta

Uvjeti konvencionalne
ekstrakcije
Vrijeme 90 minuta

*P=predvideni maseni udjeli BAM,
D=dobiveni maseni udjeli BAM

Ukupni fenoli
(mg GAE/Q)
P D
107,74 101,6
- 70,52
124,24 110,57
- 90,73

Ukupni
flavonoidi
(mg QE/g)
P D

40,38 38,26
- 23,63
47,56 41,36
- 33,90

Ukupni flavonoli

(mg QE/g)
P D
4,92 4,43
- 2,12
4,84 4,26
- 3,22

Ukupne HCK
(mg KAF/g)
P D*
15,01 14,28
- 2,29
14,58 12,81
- 1,47

U Tablici 20 prikazani su optimalni parametri ekstrakcije potpomognute mikrovalovima

ukupnih fenola, ukupnih flavonoida, ukupnih flavonola i ukupnih hidroksicimetnih kiselina u 80

%-tnim etanolnim 1 metanolnim ekstraktima iz lista tr§lje. Vrijeme od 10 minuta, temperatura 43

°C 1 snaga 98 W su optimalni parametri kojima se postize najve¢i maseni udjeli ukupnih fenola,
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ukupnih flavonoida, ukupnih flavonola 1 ukupnih hidroksicimetnih kiselina kada se kao
ekstrakcijsko otapalo koristi 80 %-tni etanol. UvrStavanjem u dobiveni regresijski model dobiva se
predvideni maseni udjel ukupnih fenola 107,47 mg GAE/g, ukupnih flavonoida 40,38 mg QE/qg,
ukupnih flavonola 4,92 mg QE/g i ukupnih HCK 15,01 mg KAF/g. Provedbom ekstrakcije pri
optimalnim uvjetima dobiveni su eksperimentalni maseni udjeli svih promatranih BAM koji su u
skladu s vrijednostima predvidenim modelom. U etanolnim ekstraktima lista trSlje, postoci
dobivenog masenog udjela UFK, UFL 1 HCK su u prosjeku manji za 5 % odnosno u slu¢aju HCK
za 10 % od predvidenih masenih udjela.

Kada se kao ekstrakcijsko otapalo koristio 80 % metanol optimalni uvjeti mikrovalne
ekstrakcije pri kojima se postizu najvec¢i maseni udjeli BAM-a su pri temperaturi 76 °C, snazi
mikrovalova 602 W i vremenu ekstrakcije 12 minuta. Provedbom eksperimenta pri tim uvjetima
dobiveni su maseni udjeli svih BAM sukladno predvidenom modelu, ali u nesto nizem postotku (u
prosjeku 90 %) u odnosu na etanolne ekstrakte gdje su maseni udjeli BAM-a dobiveni
eksperimentom pri optimalnim uvjetima bili u prosjeku oko 95 % izracunate vrijednosti.

Takoder, provedena je konvencionalna ekstrakcija ukupnih fenola iz lista tr§lje postupkom
maceracije potpomognute tresenjem u trajanju od 90 minuta. Maseni udjeli svih BAM-a u obje
vrste ekstrakcijskih otapala su bili manji u odnosnu na ekstrakciju potpomognutu mikrovalovima.
Usporedbom dobivenih rezultata vidljivo je da su maseni udjeli BAM-a u etanolnim ekstraktima
dobivenim konvencionalnom ekstrakcijom bili od 16 % (HCK) do 70 % (ukupni fenoli) vrijednosti
dobivenim pri optimalnim uvjetima MAE. Te vrijednosti su viSe u metanolnim ekstraktima u
kojima maseni udjeli variraju od 12 % (HCK) do 82 % (ukupni fenoli i ukupni flavonoidi) masenih
udjela BAM u ekstraktima dobivenim pri optimalnim uvjetima MAE.

Dobiveni rezultati su u skladu s ocekivanjima buduc¢i da je najveca prednost novih
ekstrakcijskih tehnika medu kojima je ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima bitno skrac¢ivanje
vremena potrebno za izolaciju BAM iz biljnih materijala.

Istrazivanjem koje su proveli Pan i sur., (2003) istrazili su utjecaj razli¢itih ekstrakcijskih tehnika
(ekstrakcija pri sobnoj temperaturi (20 h), ekstrakcija pod refluksom tijekom 45 minuta, MAE (0,5-
8 minuta) i ekstrakcija potpomogunta ultrazvukom tijekom 90 minuta na izolaciju polifenola iz
listova zelenog caja. Dobiveni rezultati su pokazali kako se MAE pokazala kao najucinkovitija
metoda za ekstrakciju polifenola iz listova zelenog ¢aja u kojoj su tijekom 4 minute dobiveni

najveci prinosi ukupnih polifenola u odnosu na ostale metode kod kojih je bilo dulje vrijeme
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ekstrakcije. Nadalje, Dragovi¢ — Uzelac i sur., (2012) su dokazali da je izolacija polifenola iz
listova kadulje znatno kraca kod MAE u usporedbi s konvencionalnom ekstrakcijom. Oba tipa
ekstrakcije su provedena pri istim temperaturama (80 °C) i dobiveni rezultati su pokazali da je
ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima u trajanju od 9 min dala ve¢e koncentracije ukupnih
fenola nego konvencionalna ekstrakcija u trajanju od 30 min.

Maseni udjeli antocijana i fenolnih kiselina iz visSnje Maraske (Prunus cerasus var. Marasca)
dobiveni ekstrakcijom potpomognutom mikrovalovima (50 - 70 °C, 5 - 12 min, snaga mikrovalova
250 - 500 W) i konvencionalnom ekstrakcijom u trajanju od 20 min su pokazali da su ekstrakcijom
potpomognutom mikrovalovima su dobiveni veci prinosi ukupnih fenola nego konvencionalnom
ekstrakcijom (Elez Garofuli¢ i sur., 2013).

Nakon §to je provedeno optimiranje postupka ekstrakcije fenolnih spojeva primjenom MAE,
u ekstraktima dobivenim pri optimalnim uvjetima provedena je UPLC-MS/MS analiza, s ciljem
utvrdivanja i onih fenolnih spojeva ¢ije koncentracije su bile preniske da bi se odredile primjenom
HPLC analize. Primjena UPLC-MS/MS analize pokazala se kao izvrsna nadogradnja bududi je
identificiran znatno veéi broj fenolnih spojeva i dobivena sveobuhvatna slika sastava fenolnih

spojeva u listovima trslje.

Tablica 21. Identificirani i kvantificirani fenolni spojevi iz metanolnih i etanolnih ekstrakta lista
trslje (Pistacia lentiscus L.)

Spoj R?ﬁ'};’%ﬁ“ Pigf]k(‘:;ff)r Téﬁg(m skt | cketrald | dentifikacija
(min) (mg/100g) (mg/100 g)
1 0,905 367 193 1,88 2,30 3-O-feruloilkina kiselina
2 0,916 337 173 0,16 0,20 4-p-kumaroilkina kiselina
3 0,918 353 191 0,41 0,50 3-O-kafeoilkina kiselina
4 0,979 331 169 15,41 18,80 monogaloil glukoza
5 1,313 169 125 3,60 4,40 galna kiselina*
6 2,144 343 191 2,54 3,10 5-O-galoilkina kiselina
7 2,639 353 191 0,25 0,30 klorogenska kiselina*
8 3,251 495 343 496,92 606,00 digaloilkina kiselina
9 3,346 579 427 11,15 13,60 procijanidin B1*
10 3,468 579 427 8,51 10,70 procijanidin B2*
11 3,602 337 163 0,32 0,40 3-p-kumaroilkina kiselina
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12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

3,935
3,944
5171
5,208
5,836
5,992
5,992
6,549
6,665
6,77
6,886
6,946
7,309
7,312
7,342
7,452
7,702
8,373
8,585
9,989
11,162
11,185

291
291
459
647
627
495
319
611
465
4429
465
449
595
595
435
581
449
419
433
287
637
271

139
139
139
495
319
319
273
303
319
139
303,1
287
287
287
303
287
303
287
287
153
287
153

26,11
25,99
8,52
91,26
433,69
246,12
250,22
26,67
1461,57
1,23
31,47
15,22
2,05
1,95
8,40
0,16
107,33
1,80
9,30
21,81
0,17
1,64

31,65
31,70
9,20
102,10
528,90
300,00
304,10
31,90
1782,4
1,50
39,40
19,50
2,50
2,40
10,7
0,20
130,90
2,20
11,30
26,60
0,20
2,00

epikatehin*

katehin*

epigalokatehin galat*
trigaloilkina kiselina
miricetin-rutinozid
miricetin-glukuronid
miricetin*
kvercetin-3-rutinozid
miricetin-ramnozid
epikatehin galat*
kvercetin-3-glukozid*
kamferol-3-glukozid
kamferol-ramnozil-heksozid
kamferol-3-rutinozid*
kvercetin-pentozid
kamferol-pentozil-heksozid
kvercetin-ramnozid
kamferol-pentozid
kamferol-ramnozid
luteolin*
kamferol-acetil-rutinozid

apigenin*

U listu tr8lje odreden je veliki broj strukturno razli¢itih spojeva koji se mogu svrstati u 5 grupa:

hidroksibenzojeve Kkiseline, hidroksicimetne kiseline, flavanoli, flavonol glikozidi i flavoni.

Neovisno o upotrijebljenom otapalu (metanol ili etanol) pri ekstrakciji, odredene su iste skupine

spojeva.

Iz grupe hidroksibenzojevih kiselina najzastupljenije su: galna kiselina, monogaloil glukoza, 5-

O-galoilkina kiselina, trigaloilkina kiselina, digaloilkina kiselina, a iz grupe hidroksicimetnih

kiselina 4-p-kumaroilkina kiselina, 3-p-kumaroilkina kiselina, klorogenska Kkiselina, 3-O-

kafeoilkina kiselina, 3-O-feruloilkina kiselina.
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Veliki broj spojeva identificiranih u listu tr$lje pripada skupini flavonoida §to je izuzetno vazno
bududi da spojevi iz ove skupine najéesée pokazuju izraZzena bioaktivna svojstva. Tri najznacajnije
grupe flavonoida lista trSlje pripadaju podskupinama flavanola, flavonol glikozida i flavona.
Najzastupljeniji  flavanoli su katehin, procijanidin B2, procijanidin B1, epikatehin,
epigalokatehingalat, epikatehingalat, iz podskupine flavonol glikozida su: miricetin, miricetin-
rutinozid, miricetin-glukuronid, miricetin-ramnozid, kamferol-3-rutinozid, kamferol-3-glukozid,
kamferol-ramnozil-heksozid, kamferol-pentozil-heksozid, kamferol-pentozid, kamferol ramnozid,
kamferol-acetil-rutinozid,  kvercetin-3-glukozid,  kvercetin-pentozid,  kvercetin-ramnozid,
kvercetin-3-rutinozid, dok apigenin i luteonin su nazastupljeniji flavoni.

U metanolnim i etanolnim ekstraktima lista tr§lje u najve¢im masenim udjelima kvantificirani
su spojevi iz grupe flavonol glikozida, a dominiraju glikozidi kamferola, kvercetina i miricetina. U
ekstraktima koji su dobiveni primjenom 80 % -tnog metanola i 80 % -tnog etanola u najve¢em
masenom udjelu odreden je miricetin-ramnozid, i to u vrijednosti od 1461,57 mg/100 g uzorka
odnosno 1782,4 mg/100 g uzorka. Dobiveni rezultati u skladu su s prethodno provedenom
istrazivanju u kojem je odredeno da se u listu Pistacia lentiscus L. od ukupnog sadrzaja fenola
gotovo 20 % odnosi se na derivate miricetina (Bozorgi i sur., 2013).

Spoj 1 identificiran je kao 3-O-feruloilkina kiselina, a kvantificiran je prema referentnom
standardu ferulinske kiseline koji ima prekursor ion m/z 367, a fragment ion m/z 193. Nadalje, spoj
3 identificiran je kao 3-O-kafeoilkina kiselina, prema standardu klorogenske kiseline s prekursor
ionom m/z 353 i fragment ionom m/z 191. Spojevi 2 i 11 kvantificirani su prema standardnoj
krivulji p-kumarinske kiseline, te je utvrdeno da oba spoja imaju prekursor ion m/z 337. Spoj 2,
ima fragment ion m/z 173 $to upucuje na zakljucak da je rije¢ o 4-p-kumaroilkina kiselini, a spoj
11 koji sadrzi fragment ion m/z 163 odgovara 3-p-kumaroilkina kiselini. Na temelju masenih
fragmenata, spojevi 5 i 7 identificirani su usporedbom s referentnim standardima galne i
klorogenske kiselina te su potvrdene pretpostavljene strukture, kao i da navedeni spojevi pripadaju
grupi fenolnih kiselina. Spojevi 4, 6, 8 i 15 identificirani su kao derivati galne kiseline, a
kvantitativne vrijednosti odredene su prema standardnoj krivulji galne kiseline. Za spoj 4 utvrdeno
je da ima prekursor ion m/z 331, te uslijed gubitka glukoze (-162 amu) nastaje fragment ion m/z
169, koji je karakteristi¢an ali i1 istovremeno upucéuje na strukturu monogaloil-glukoze. Nadalje,
spoj 6 je identificiran kao 5-O-galoilkina kiselina, na §to upucuje podatak o prekursor ionu m/z 343

i fragment ionu m/z 191 koji nastaje kao posljedica gubitka galoil jedinice (-152 amu). Spoj 8 s
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prekursor ionom m/z 495 i fragment ionom m/z 343 kvantificiran je kao digaloilkina kiselina, dok
je spoj 15 identificiran kao trigaloilkina kiselina s prekursor ionom m/z 647, te fragment ionom m/z
495 koji nastaje zbog gubitka galoil jedinice (-152 amu) (Wyrepkowski i sur., 2014).

Iz skupine fenolnih kiselina, u metanolnim i etanolnim ekstraktima lista trSlje dominiraju galna
kiselina 1 njeni derivati, a zajedno ¢ine 70 % spojeva prisutnih u listu tr§lje (Romani i sur., 2002).
Vrijednosti masenih udjela galne kiseline u metanolnom i etanolnom ekstraktu lista tr$lje su iznosili
3,60 mg/100 g uzorka i 4,4 mg/100 g uzorka, dok njen derivat digaloilkina kiselina je kvantificirana
u masenom udjelu od 496,92 mg/100 g uzorka odnosno 606 mg/100 g uzorka. HPLC analizom
ekstrakta lista tr§lje, Romani i sur., (2002) zakljucuju da 3,5-O-digaloilkina kiselina, pokazuje
najve¢i maseni udio u iznosu od 2680 + 467 mg/100 g suhe tvari ekstrakta. Usporedbom masenih
udjela hidroksicimetnih i hidrokisbenzojevih kiselina u metanolnim i etanolnim ekstraktima lista
tr§lje, maseni udjeli hidroksicimetnih kiselina u obje vrste ektstrakta su se pokazali nizim (do 2,3
mg/100 g uzorka).

Svi spojevi iz skupine flavanola, koji su u Tablici 21 prikazani kao spojevi 9, 10, 12, 13, 14 i
21, identificirani su usporedbom s referentnim standardima kao $to su procijanidin B1, procijanidin
B2, epikatehin, katehin, epigalokatehin-galat, epikatehin-galat. Navedeni spojevi su odredeni i u
metanolnom i etanolnom ekstraktu, a nesto ve¢i maseni udjeli su odredeni u ekstraktima lista trslje
dobivenim uz upotrebu etanola kao otapala. Od navedenih spojeva najzastupljeniji flavanoli u
ekstraktu lista trSlje su katehin 1 epikatehin s time da je katehin odreden u masenom udjelu od 25,99
mg/100 g u metanolnom ekstraktu lista trslje i 31,7 mg/100 g uzorka u etanolnom ekstraktu lista
trslje, dok su maseni udjeli epikatehina bili 26,11 mg/100 g uzorka u metanolnom odnosno 31,65
mg/100 g uzorka u etanolnom ekstraktu lista tr§lje. Maseni udjeli procijanidina B1 u metanolnom
ekstraktu lista trSlje su iznosili 11,15 mg/100 g uzorka odnosno 13,60 mg/100 g uzorka u
etanolnonm ekstraktu lista tr§lje. IstraZivanja koje su proveli Zitouni i sur., (2016) te Mehenni 1
sur., (2016) dokazuju prisustvo katehina listu tr§lje s odredenim vrijednostima masenih udjela od
4,106 mg/100 g suhe tvari i 31,79 £ 5,76 mg/g suhe tvari.

Spojevi 18, 22 i 25, koji pripadaju skupini flavonol glikozida, su identificirani usporedbom s
referentnim standardima kao $to su miricetin, kvercetin-3-glukozid i kamferol-3-rutinozid, a
rezultati usporedbe su pokazali da je miricetin s masnim udjelom od 250,22 mg/100 g odnosno
304,10 mg/100 g najzastupljeniji flavonol glikozid u metanolnim i etanolnim ekstraktima lista

trslje.
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Spojevi 16, 17, 20, okarakterizirani fragmentnim ionom m/z 319, identificirani su kao derivati
miricetina. Spoj 16 ima prekursor ion m/z 627, a fragmentacijom odnosno uslijed gubitka ramnoze
(-146 amu) i glukoze (-162 amu) nastaje fragmentni ion m/z 319 $to odgovara strukturi miricetin-
rutinozida (Osterc i sur., 2014). MS/MS spektar spoja 17 ima prekursor ion m/z 495, a gubitak
glukuronilne jedinice (-176 amu) rezultira fragment ionom ¢iji je m/z 319 $to nas navodi na
zakljucak da navedeni spoj ima strukturu miricetin-glukuronida (Carocho i sur., 2014).

Spoj 20 je miricetin-ramnozid koji je okarakteriziran prekursor ionom m/z 465 i fragmentnim
ionom m/z 319 koji odgovara gubitku ramnoze (-146 amu). Od svih derivata miricetina, najvece
masene udjele pokazuje miricetin-ramnozid u iznosima 1461,57 mg/100 g uzorka u metanolnom
ekstraktu odnosno 1782,40 mg/100 g uzorka u etanolnom ekstraktu, a rezultati pokazuju da su
dobivene vrijednosti masenih udjela najvece od svih 32 identificirana fenolna spoja. U dostupnim
istrazivanjima fenolnih spojeva lista trslje, mirietin-ramnozid su identificirali i Bampouli i sur.,
(2014) sto je u skladu s ovim istrazivanjem.

Spojevi 19, 26, 28 identificirani i kvantificirani su prema standardu kvercetin-3-glukozida,
pokazalo se da su strukturno sli¢ni i da je rije¢ o derivatima kvercetina, a zajednicka karakteristika
im je da posjeduju zajednicki fragmentni ion m/z 303, Kvercetin-rutinozid (spoj 19) ima prekursor
ion m/z 611, dok fragmentni ioni ovog spoja ukazuju na gubitak heksoze (-162 amu) i ramnoze (-
146 amu). MS/MS analiza pokazala je da je spoj 26 strukturno razliCit od spoja 19, iako im je
osnovni kostur isti. Prema MS/MS spoj 26 identificiran je kao kvercetin pentozid za koji je
karakteristi¢no da ima prekursor ion m/z 435, dok fragmentni ion pokazuje da je doslo do gubitka
pentozil jedinice (-132 amu). Nadalje, spoj 28 ima prekursor ion m/z 449, te fragmentni ion Koji
upucuje na gubitak ramnoze (-146 amu), Sto odgovara strukturi kvercetin-ramnozida (Carocho i
sur., 2014). Od derivata kvercetina u ekstraktu lista tr§lje najzastupljeniji je kvercetin-ramnozid, a
odreden je u masenom udjelu od 107,33 mg/100 g uzorka u metanolnom i 130,9 mg/100 g uzorka
u etanolnom ekstraktu Njegova prisutnost je dokazana i u listovima i u bobicama trslje u
istrazivanju koje su proveli Mehenni i sur., (2016).

Uz pomo¢ standarda kamferol-3-rutinozida, identificirani i kvantificirani su spojevi 23, 24, 27,
29, 30 i 32 kao derivati kamferola, a navedeni spojevi imaju karakteristi¢ni fragmentni ion m/z
287. Svi navedeni spojevi identificirani su prema karakteristicnim fragmentnim gubicima Sto je
omogucilo njihovu identifikaciju. Spoj 23 je identificiran kao kamferol-3-glukozid (prekursor ion
m/z 449, gubitak -162 amu $to odgovara gubitku glukoze), spoj 24 kao kamferol-ramnozil-heksozid
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(prekursor ion m/z 595, gubici -142 amu i -162 amu $to odgovara gubitku ramnoze i heksoze), 27
kao kamferol-pentozil-heksozid (prekursor ion m/z 581, gubici -132 amu i -162 amu odgovaraju
gubitku pentoze i heksoze), spoj 29 kao kamferol-pentozid (prekursor ion m/z 419, gubitak -132
amu Kkoji odgovara gubitku pentoze), spoj 30 kao kamferol-ramnozid (prekursor ion m/z 433,
gubitak -146 amu upucuje na gubitak ramnoze) i spoj 32 koji je identificiran kao kamferol-acetil-
ramnozil-heksozid (prekursor ion m/z 637) (Barros i sur., 2013). Od svih identificiranih spojeva
derivata kamferola s najve¢im masenim udjelima odreden je kamferol-3-glukozid €iji su maseni
udjeli iznosili 15,22 mg/100 g u metanolnom i 19,5 mg/100 g uzorka u etanolnom ekstraktu lista
trSlje. Bampouli i sur., (2014) takoder identificiraju derivate kamferola u listu trslje.

Spojevi 31 i 33 pripadaju skupini flavonoida tj. podskupini flavona, a identificirani su prema
referentnim standardima kao Sto su luteolin 1 apigenin. Usporedbom vrijednosti rezultata masenih
udjela luteolina i apigenina odredenih u metanolnom i etanolnom ekstraktu lista trslje, primije¢eno
je da su maseni udjeli luteolina zna¢ajno veci od onih od apigenina. Prisustvo luteolina u listovima

tr§lje potvrdili su istrazivanjem Bampouli i sur., (2014).
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4.3. Utjecaj abiotickih faktora na prinos i sastav eteri¢nog ulja lista tr$lje

Razli¢iti okolisni ¢imbenici mogu svojim utjecajem znacajno promijeniti kvalitativne i
kvantitativne karakteristike eteri¢nog ulja, §to znaci da biljne vrste koje pripadaju istoj porodici ne
moraju iskazivati iste ili sli¢ne reakcije u ovisnosti o okolisSnim ¢imbenicima (Brant 1 sur., 2008).
Utjecaj klimatskih promjena na kvalitativni 1 kvantitativni sadrzaj eteri¢nih ulja dobivenih iz
razli¢itog biljnog materijala je tema mnogobrojnih istrazivanja s ciljem identifikacije optimalnih
uvjeta (vrijeme branja, fenoloska faza biljke, lokacija, klimatski uvjeti, parametri destilacije)
izolacije eteri¢nog ulja iz biljnog materijala u svrhu postizanje maksimalnog prinosa i optimalnog

sastava aromati¢nih spojeva.

Tablica 22. Prinosi eteri¢nih ulja uzoraka lista tr§lje ubranima na 4 lokacije tijekom 3 fenoloske

faze pomocu parne destilacije pri razlic¢itim tlakovima

Lokacija Fenoloska faza p (bar)
0,3 0,7 1
1 (%)
Barbariga 1 0,217 £ 0,01 0,267 £ 0,025 0,453 £ 0,015
Lun 1 0,182 + 0,015 0,237 £ 0,015 0,413 £ 0,025
Hvar 1 0,348 £ 0,025 0,490 £ 0,02 0,633+ 0,03
Vela Luka 1 0,365 + 0,011 0,513 £ 0,02 0,767 £ 0,02
Barbariga 2 0,123 + 0,025 0,157 £ 0,015 0,203 £ 0,025
Lun 2 0,117 + 0,03 0,113 £ 0,015 0,233 £ 0,015
Hvar 2 0,163 £ 0,025 0,303 + 0,025 0,426 + 0,026
Vela Luka 2 0,173+ 0,015 0,411 + 0,027 0,492 + 0,02
Barbariga 3 0,140 £ 0,026 0,185+ 0,011 0,351 + 0,017
Lun 3 0,132 + 0,027 0,142 + 0,013 0,379 £ 0,013
Hvar 3 0,215 + 0,04 0,396 + 0,014 0,517 £ 0,015
Vela Luka 3 0,243 + 0,027 0,485 + 0,017 0,559 + 0,017

p - tlak (bar); I - ostvareni prinos (%)
1 — faza cvjetanja (svibanj, 2019); 2 — faza ranog plod (kolovoz, 2019); 3 — faza zrelog ploda
(listopad, 2019)

Panel grupa, koju je sacinjavalo 10 certificiranih ocjenjivaca Ireks Arome d.o0.0., vizualnim
I osjetilnim pregledom ocijenila je organolepticke karakteristike svih uzoraka eteri¢nih ulja lista

trslje dobivenih parnom destilacijom. Rezultati ocjenjivanja panela su pokazali da je boja izoliranih
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eteri¢nih ulja tr$lje dobivenih sa razlicitih lokacija tijekom fenoloskih faza varirala od blijedo-zute
do zute boje, aromati¢no-zeleno-zaCinskog mirisa $to je u skladu s organoleptickim

karakteristikama etericnog ulja lista trslje porijeklom iz Maroka (Zrira 1 sur., 2003).

Utjecaj tlaka na prinos etericnog ulja trslje

Iz prezentiranih rezultata u Tablici 22 moze se uociti da se primjenom razli¢itih tlakova
postizu razli¢iti prinosi eteri¢nog ulja trslje, te da se primjenom najviseg tlaka od 1 bara tijekom
procesa parne destilacije postizu najveci prinosi etericnog ulja lista trslje.

Najvisi prinos je postignut parnom destilacijom pri tlaku od 1 bara (0,767 %) a najnizi pri
tlaku od 0,3 bara (0,117 %) (Tablica 22). Prinos od 0,767 %, koji je postignut destilacijom pri 1
baru tijekom fenoloske faze 1, je slian prinosima etericnog ulja lista tr$lje porijeklom iz Tunisa
(0,4 %) (Lo Presti i sur., 2008), Korzike (0,2 - 0,5 %) (Zrira i sur., 2003), ali vi$i od dobivenog
prinosa eteri¢nog ulja porijeklom iz Maroka (0,2 %) (Barra i sur., 2007), Italije (0,3 %) (Negro i
sur., 2014), Sardinije (0,3%) (Douissa i sur., 2005) i Sicilije (0,1 %) (Castola i sur., 2000).
Dobiveni rezultati su u skladu s istrazivanjem utjecaja tlaka (0,2; 0,4; 0,6; 0,8 bara) na prinos
etericnog ulja iz latica Bugarske ruze (Rosa damascena Mill.) koje su proveli Babu i sur. (2002).
Njihovi rezultati su pokazali da je najveci prinos eteri¢nog ulja postignut pri destilaciji primjenom

najviseg tlaka od 0,8 bara.

Utjecaj fenoloSke faze i lokacije na prinos etericnog ulja tr§lje

Lokacija 1 fenoloSka faza biljke definirane su okoliSnim ¢imbenicima (varijacije u
temperaturi i svjetlosti, koli¢ini oborina, vjetaru, geografskim karakteristikama) koji u razli¢itim
biljnim vrstama uzrokuju razli¢ite odgovore na novonastale stresne uvjete kao $to je pad ili rast
udjela etericnog ulja u biljci tijekom neke fenoloske faze. Mnogobrojna istrazivanja provedena na
raznovrsnom biljnom materijalu su dokazala ovisnost prinosa eteri¢nih ulja o fenoloskoj fazi biljke
(Maizi i sur., 2019) i lokaciji (Souto-Bachiller i sur., 1997).

Usporedujuci prinose eteri¢nog ulja dobivenih destilacijom uzoraka lista trslje u ovisnosti o
fenoloskoj fazi biljke (Tablica 24) moze se zakljuciti da su najveci prinosi eterinog ulja lista trslje
postignuti tijekom FF 1 u kojoj je najveci prinos eteri¢nog ulja trslje je dobiven iz uzoraka lista

tr$lje ubranim sa lokacije Vela Luka (0,767 %), potom s Hvara (0,633 %), a zatim slijede prinosi
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eteri¢nih ulja dobiveni iz uzoraka lista trSlje ubranim sa lokacija Barbariga (0,453 %) i najnizi iz
Luna (0,413 %). Isti trend je primijecen i za FF 21 3.

Varijacije u prinosima po fenoloskim fazama eteri¢nih ulja lista tr§lje dobivenih iz uzoraka
trslje iz lokacije Vele Luke se preslikavaju i na prinose eteri¢nih ulja dobivenih iz uzoraka trslje iz
ostalih lokacija Barbariga, Lun i Hvar. Mozebitni razlog najveéeg prinosa tijekom FF 1 je Cinjenica
da biljke proizvode eteri¢na ulja tijekom cvatnje kako bi privukle oprasivace (Pala-Padl i sur.,
2001). Ovi rezultati su u skladu s rezultatima istrazivanja koje su proveli Zrira i sur. (2003) u kojem
su utvrdili da najveci prinos eteriénog ulja lista tr§lje porijeklom iz Maroka je dobiven tijekom
fenoloske faze cvatnje. Naghdi Badi i sur. (2004) su istrazivanjem dokazali da se najveci prinos
eteri¢nog ulja dobivenog iz biljke Thymus vulgaris L. postize tijekom fenoloske faze cvatnje $to je
dokazano i na drugim vrstama biljnog materijala kao $to su Salvia officinalis (Farhat i sur., 2016),
Hyptis suaveolens (Oliveira i sur., 2005), Satureja rechingeri (Sefidkon i sur., 2007), Origanum
majorana (Hamrouni Sellami i sur., 2009) i ostalima.

Iz bioklimatskih podataka (Tablica 4), tijekom FF 1 zabiljezene su vrlo sli¢ne vrijednosti
prosjeéne temperature (17,20 - 19,70 °C) i prosjecne insolacije (289,40 - 318,10 h) za sve lokacije,
ali uoc€ene su znacajne razlike u vrijednostima prosjecnih oborina izmedu lokacija Hvar (33,30
mm) i Vela Luke (19,30 mm), te Barbarige (84,20 mm) i Luna (48,70 mm). lako su tijekom FF 1
postignuti najveci prinosi etericnog ulja lista tr§lje, usporedbom prinosa izmedu lokacija FF 1,
vidljivo je da uzorci s lokacija Barbariga i Lun imaju nesto niZe prinose etericnog ulja koji mogu
biti posljedica poviSene koli¢ine oborina. Castelo i sur. (2012) su istrazivanjem okoliSnih
¢imbenika na prinos eteri¢nog ulja B. salicifolis i P. myrsinites dosli do zakljucka da biljke postizu
vece prinose eteri¢nog ulja tijekom sezone s manjom koli¢inom oborina. Meier i Mediavilla (1998)
su pretpostavili da biljka Cannabis sativa L. daje manje prinose eteri¢nog ulja kada je biljka
izloZena znatnoj koli€ini kiSe, a pretpostavili su da je razlog uniStenja trihoma.

Tijekom FF 2 uoceno je da je na svim lokacijama doslo do smanjenja u prinosu eteri¢nih ulja
lista trSlje, najvjerojatnije uzrokovano promjenom u okoliSnim ¢imbenicima. U odnosu na
klimatske uvjete tijekom FF 1, tijekom FF 2 doslo je do znaCajnog porasta prosjecne temperature
za 41,90 % 1 prosjecne insolacije za 19,41 % ali pada u koli¢ini oborina za 92,11 %. Tijekom FF
2, u odnosu na FF 1, doslo je do pada prinosa eteri¢nih ulja dobivenih destilacijom uzoraka trslje
ubranih sa lokacija Barbariga, Lun, Hvar i Vela Luka za 50,84 %, 35,70 %, 53,16 % i 52,60 %

zbog novonastalih klimatskih uvjeta (povisena temperatura) koji su uzorkovali stresne uvjete rasta
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tr$lje na nacin da je doslo do dehidracije biljke (Hazzoumi i sur., 2015) §to je imalo za posljedicu
manju proizvodnju eteri¢nog ulja u biljci (Alavi-Samani i sur., 2013; Khorasaninejad i sur., 2011).
Tijekom FF 2, istiCu se prinosi eteri¢nog ulja trSlje dobiveni destilacijom uzoraka trslje koji su
ubrani sa lokacija Hvar i Vela Luka, a koji su u prosijeku visi za 41,00 % od prinosa eteri¢nih ulja
dobivenih destilacijom iz uzoraka tr$lje ubranima sa lokacija Barbariga i Lun. Iz bioklimatskih
podataka (Tablica 4) moze se uociti da na lokacijama Hvar i Vela Luka tijekom FF 2 nisu
zabiljezene oborine Sto je u biljci uzorkovalo stres prouzrofen nedostatkom vode S§to je za
posljedicu imalo povecanje prinosa etericnog ulja. Nedostatak vode u biljkama moze prouzrociti
razne fizioloske poremecaje kao Sto je redukacija fotosinteze (Sarker i sur., 2005), te znacajne
promjene u prinosu i sastavu eteri¢nih ulja. Pod uvjetima stresa kao §to je nedostatak vode dolazi
do smanjenja povrSine lista i zgu$njavanja zlijezda ¢ime dolazi do povecanje akumulacije eteri¢nog
ulja (Simon 1 sur., 1992). Baher i1 sur. (2002) su provedenim istrazivanjem dokazali da stres
prouzrokovan nedostatkom vode u biljci Satureja Hortensis uzrokuje povecanu akumulaciju
etericnog ulja, a time i sami prinos.

U odnosu na FF 2, tijekom FF3 dolazi do povecéanja prinosa eteri¢nih ulja dobivenih iz
uzoraka tr$lje ubranih sa lokacija Barbariga, Lun, Hvar i Vela Luka u rasponu od 12,82 - 72,90 %.
Mogu¢i razlog tome je stabilizacija bioklimatskih uvjeta na svim lokacijama tj. umjerenih
vrijednosti prosjecene temperature (14,40 - 17,50 °C), prosjecne insolacije (174,40 - 243,10 h) i
prosjeéne koli¢ine oborina (25,30 - 40,50 mm). lako tijekom FF 3 dolazi do povecanja prinosa
eteri¢nog ulja, prinos je manji za U prosjeku za 30 % za eteri¢na ulja dobivena iz uzoraka trslje
ubranih sa svih lokacija, u odnosu na prinose eteri¢nih ulja dobivene iz uzoraka tr§lje ubranih
tijekom FF 1.

Tijekom svih fenoloskih faza, primije¢ene su slicnosti u prinosima etericnih ulja lista trslje
dobivenih iz uzoraka tr§lje ubranima sa lokacija Hvar i Vela Luka, te prinosa eteri¢nih ulja
dobivenih iz uzoraka tr§lje ubranih sa lokacija Barbariga i Lun. Lokacije i fenoloske faze biljke su
se medusobno razlikovale po klimatskim uvjetima i geografskom polozaju uzoraka (Tablica 4).
Uzorci trSlje ubrani sa lokacije Barbariga su rasli najmanje udaljeni od morske obale sa
djelomi¢nim pristupom suncevoj svjetlosti tijekom dana, uzorci sa lokacije Lun su bili potpuno
zaklonjeni (u hladu) okolnom florom, a uzorci trslje ubrani sa lokacija Hvar i Vela Luka na
visinama od 330 m i 45 m su bili izloZeni direktnoj suncevoj svjetlosti tijekom cijelog dana. 1z

navedenog moze se zakljuciti da osim ocite promjene u klju¢nom abiotickom faktoru kao §to je
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nedostatak vode, kombinirani utjecaj ostalih okolisnih faktora ima izraziti utjecaj na proizvodnju
tj. prinos eteri¢nih ulja u listu trlje. Fernandes i sur. (2013) su istrazivanjem utjecaja koli¢ine
svjetlosti i visine kao limitiraju¢ih ¢imbenika na rast i razvoj Ocimum gratissimum, pokazali da sa
povecanjem visine dolazi po povecanja u izlaganju biljke suncevoj svjetlosti te da time dolazi do
mijenjanja morfoloskih karakteristika lista (njegovog zadebljanja), povecanja biomase biljke, a

samim time 1 povecanja prinosa eteri¢nog ulja.
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Slika 27. Optimalni uvjeti dobivanja eteri¢nog ulja iz lista tr§lje postupkom parne destilacije u

ovisnosti o fenoloskoj fazi, lokaciji i primjenjenom tlaku

Na Slici 27 su prikazani trodimenzionalni prikazi odzivnih povr§ina optimalnih uvjeta
dobivanja eteri¢nih ulja iz lista tr$lje postupkom parne destilacije u ovisnosti o fenoloskoj fazi,
lokaciji 1 primijenjenom tlaku. Iz rezultata se moze zakljuciti da se se optimalni uvjeti postiZu pri

tlaku od 1 bara, destilacijom biljke tijekom tijekom FF 1 ubranom sa lokacije Vela Luka.

Tako optimirani uzorci etericnih ulja lista trSlje su dalje koriSteni u kvantificiranju 1i

identifikaciji sastavnica pomocu GC-MS analize i odredivanju antimikrobnog utjecaja eteri¢nog
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ulja lista trslje na odabrane sojeve mikroorganizama (Erwinia amylovora soj EaED, Escherichia
coli soj AB1157.)
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4.4. Sastavnice eteri¢nog ulja lista trslje (Pistacia lenticus L.)

Pomocu GC-MS analize identificirano je 56 sastavnica koji predstavljaju 99,19 — 100 % ukupnog sastava eteri¢nog ulja dobivenog
iz lista trSlje procesom parne destilacije (Tablica 23). Kao glavne sastavnice identificirani su a-pinen (9,19 - 23,88%), limonen (6,38 -
12,45%) i B-pinen (2,43 - 12,17 %). Ostale znacajne sastavnice su mircen (1,04 - 12,51 %), sabinen (1,33-19,82 %), germakren D (1,63
- 11,68 %), a-terpinen (1,89 - 6,35 %), y-terpinen (2,59 - 8,96 %), terpinen-4-ol (1,75 - 8,64 %), B-kariofilen (1,36 - 4,73 %) i 6-kadinen
(1,92 - 4,85 %).

Tablica 23. Sastavnice eteri¢nog ulja lista tr§lje dobivenih iz uzoraka lista tr$lje branima na lokacijama Barbariga, Pag, Hvar i Vela

Luka tijekom tri fenoloske faze pomocu parne destilacije pri talku od 1 bara

RT RI Sastavnica Bl B2 B3 L1 L2 L3 H1 H2 H3 VL1 VL2 VL3
5,86 853 3-heksen-1-ol n.d. 0,36 n.d. n.d. 0,53 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,21 0,39
6,12 866 n-heksanol n.d. 0,11 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,1 n.d.
7,52 927 triciklen 0,98 0,30 0,34 0,37 0,40 0,32 0,33 0,82 0,46 0,45 0,87 0,32
7,59 931 a-tujen 0,86 0,16 0,22 0,30 0,33 0,14 0,38 2,15 0,32 0,14 0,19 0,70
7,84 939 a-pinen 9,19 19,32 21,22 16,15 19,51 11,70 11,31 23,88 10,61 21,91 23,26 9,23
8,24 954 kamfen 2,48 1,39 1,84 1,66 1,58 1,55 1,61 3,53 1,91 1,93 3,39 1,24
8,89 977 sabinen 5,25 9,65 4,01 8,74 19,82 2,25 1,33 1,40 3,94 7,95 6,02 6,34
9,03 982 B-pinen 4,75 9,90 9,10 3,13 2,43 6,30 5,89 11,88 4,62 7,23 12,17 3,96
9,33 992 mircen 10,13 1,16 3,89 1,07 1,18 15,08 12,51 2,02 8,89 1,04 1,66 4,01
9,64 1004 3-heksen-1-ol acetat n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,33
9,79 1008 a-felandren 5,32 2,56 1,76 2,64 0,92 4,03 3,71 2,97 1,72 0,58 3,15 4,86
10,04 1018 1,4-cineol n.d. n.d. 0,05 n.d. n.d. n.d. 0,29 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
10,14 1020 a-terpinen 1,89 3,33 6,35 5,30 4,86 4,14 4,00 511 6,16 2,63 2,34 4,59

10,38 1028 p-cimen 2,48 0,65 0,77 0,91 1,23 0,93 1,91 0,97 1,47 0,91 0,69 1,91



10,57
10,64
11,03
11,18
11,27
11,46
11,88
12,44
12,73
12,85
15,48
15,90
16,11
17,78
17,88
19,14
19,25
21,15
21,26
22,21
22,68
23,68
24,01
24,61
24,74
24,98

1034
1038
1049
1056
1058
1062
1076
1091
1099
1102
1182
1193
1201
1251
1254
1289
1292
1353
1356
1383
1397
1430
1442
1461
1466
1473

limonen

cis- p-ocimen
trans-p-ocimen
pentil izobutanoat
izopentil butanoat
v-terpinen
p-menta-3,8-dien
terpinolen
2-metilbutil izovalerat
izopentil izovalerat
terpinen-4-ol
a-terpinol
v-terpinol

pentil izoheksanoat
izopentil heksanoat
bornil acetat
undekanon
a-terpenil acetat
a-kubaben
a-kopaen
B-kubaben+ B-elemen
B-kariofilen
izopentil benzoat
murola-3,5-dien
a-humulen

alloaromadendren

7,63
n.d.
0,27
0,33
n.d.
2,59
n.d.
1,70
n.d.
0,30
1,75
0,41
n.d.
n.d.
n.d.
1,09
0,49
n.d.
0,39
1,52
1,68
3,80
0,44
0,62
1,71
1,09

9,45
n.d.
0,29
0,26
0,08
5,35
n.d.
1,83
0,08
0,09
5,72
0,59
n.d.
0,16
0,05
0,13
0,12
n.d.
n.d.
0,50
0,52
2,05
0,11
0,17
1,36
0,52

10,24
0,28
1,19
0,75
0,2
8,96
n.d.
3,47
0,20
0,32
8,40
1,57
0,24
0,09
n.d.
0,76
0,25
0,05
n.d.
0,14
0,15
1,36
0,29
0,09
0,48
0,07

7,18
n.d.
n.d.
0,68
0,23
7,91
n.d.
3,26
0,31
0,30
8,21
0,81
n.d.
0,38
n.d.
0,50
0,83
n.d.
n.d.
0,62
0,76
1,95
0,32
0,29
1,28
0,54

6,38
n.d.
0,14
0,56
0,12
7,32
n.d.
2,44
0,15
0,13
8,64
0,57
n.d.
0,36
0,12
0,29
0,44
n.d.
n.d.
0,29
0,35
3,22
0,07
0,08
0,63
0,19

9,22
0,72
2,73
0,29
0,09
5,70
n.d.
2,68
0,22
0,13
4,72
1,21
n.d.
n.d.
n.d.
0,53
0,36
n.d.
n.d.
0,26
0,25
2,12
0,22
0,18
0,7
0,19

9,92
0,33
1,44
0,97
0,23
5,09
0,19
4,27
0,36
0,47
5,92
391
n.d.
0,19
0,35
0,26
0,69
0,80
n.d.
0,55
0,42
3,69
0,40
0,27
1,22
0,30

12,45
0,12
0,6
0,19
n.d.
7,15
n.d.
3,24
0,08
0,16
6,69
1,94
n.d.
0,05
n.d.
0,88
n.d.
n.d.
n.d.
0,12
n.d.
3,56
0,11
0,06
0,61
0,07

7,99
0,73
2,01
0,58
0,15
7,59
n.d.
4,47
0,32
0,40
8,31
1,64
0,11
0,21
n.d.
0,71
0,89
0,63
0,10
0,74
0,55
3,03
0,29
0,32
1,29
0,45

7,50
n.d.
0,22
0,41
n.d.
4,01
n.d.
1,81
0,17
0,19
3,37
0,45
n.d.
0,27
n.d.
1,03
0,78
1,13
n.d.
0,84
0,90
3,12
0,16
0,33
1,65
0,65

10,22
0,24
1,23
0,29
n.d.
3,50
n.d.
1,45
0,11
0,12
4,03
0,94
n.d.
0,20
n.d.
1,59
0,25
0,10
n.d.
0,58
0,42
2,86
0,12
0,21
1,11
0,39

7,32
n.d.
0,35
0,8
0,28
5,69
n.d.
3,18
0,41
0,34
6,90
1,49
0,82
0,36
n.d.
1,41
1,05
n.d.
n.d.
0,68
1,12
4,73
0,35
0,54
1,63
0,56



25,40
25,61
25,94
26,11
26,18
26,26
26,55
26,80
26,90
27,09
27,25
28,14
30,30
30,41
30,66
31,42

1487
1493
1504
1510
1513
1515
1525
1533
1536
1543
1548
1576
1651
1655
1664
1690

y-murolen
germakren D
murola-4(14),5-dien
a-murolen

farnezen
p-bisabolen
v-kadinen
6-kadinen
B-kadinen
kadina-1(2),4-dien

a-kadinen

3-heksen-1-ol benzoat

t-kadinol
6-kadinol
a-kadinol
a-bisabolol

Ukupno

2,54
6,00
1,50
3,27
0,56
0,60
1,49
4,44
0,79
0,72
0,55
n.d.
1,93
0,45
1,37
n.d.

99,99

1,14
11,68
0,46
1,66
0,20
0,11
0,35
3,66
0,32
0,19
n.d.
n.d.
0,71
0,11
0,50
n.d.
100

0,44
2,47
0,14
0,77
2,40
n.d.
0,13
2,92
0,22
0,10
n.d.
n.d.
0,45
0,06
0,29
n.d.
99,9

1,43
7,84
0,59
1,97
0,31
0,23
0,68
4,85
0,45
0,49
0,32
n.d.
1,53
0,23
1,14
0,20
99,97

RT- retencijsko vrijeme; RI- retencijski indeks; n.d. — nije detektirano

B - lokacija Barbariga; L - lokacija Lun; H - lokacija Hvar; VL - lokacija Vela Luka
1 — faza cvjetanja (svibanj, 2019); 2 — faza ranog plod (kolovoz, 2019); 3 — faza zrelog ploda (listopad, 2019)

0,60
9,02
0,23
0,98
n.d.
n.d.
0,20
2,27
0,12
0,07
n.d.
n.d.
0,31
n.d.
0,21
n.d.
99,9

0,65
3,00
0,29
1,12
1,77
n.d.
0,34
3,06
0,37
0,19
n.d.
n.d.
1,29
0,20
0,72
n.d.
99,19

1,19
3,00
0,33
1,50
0,37
n.d.
0,33
3,68
0,60
0,31
n.d.
0,22
0,91
0,47
n.d.
99,99

0,37
1,63
0,10
0,47
0,46
n.d.
0,06
1,92
0,26
0,10
n.d.
0,12
0,47
0,07
0,30
n.d.
99,85

1,41
5,30
0,53
1,39
n.d.
0,24
0,31
3,73
0,44
0,34
0,11
n.d.
0,79
0,12
0,46
n.d.
99,98

1,67
10,38
0,83
2,60
n.d.
0,44
0,72
4,84
0,45
0,35
0,26
n.d.
1,38
0,20
0,84
0,13
99,97

1,09
6,96
0,42
1,44
n.d.
0,12
0,27
3,39
0,32
0,18
n.d.
n.d.
0,49
n.d.
0,24
n.d.
99,99

1,54
5,90
0,86
2,64
n.d.
1,32
0,98
3,55
0,46
0,39
0,57
n.d.
1,05
0,18
0,81
n.d.
99,96
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Dostupna istrazivanja sastava etericnih ulja lista trSlje iz razlicitih zemalja su pokazala
postojanje nekoliko razli¢itih vrsta kemotipova koje karakteriziraju dominantne sastavnice kao §to
su mircen (19,00 %, Spanjolska) (Boelens i Jimenez, 1991), a-pinen (15,00 %, Francuska) (Buil i
sur., 1974), terpinen-4-ol (22,00 %, Sardinija; 33,00 — 44,00 %, Maroko) (Picci i sur., 1987; Zrira
i sur., 2003), 8-3-karen (65,00 %, Egipat) (De Pooter i sur., 1991) i a -terpineol (13,00 %, lzrael)
(Fleisher i1 Fleisher, 1992). Dobiveni rezultati su u skladu s istrazivanjem koje su proveli Gardeli i
sur. (2008), a koji su dokazali da su glavne sastavnice u etericnom ulju lista tr§lje porijeklom iz
Gréke a-pinen (9,40 — 24,9 %) i limonen (9,00 — 17,80 %), a ostale sastavnice u visokom postotku
su germakren D (2,70 — 13,50 %), terpinen-4-ol (6,80 - 10,60 %), B-pinen (2,00 — 6,90 %), sabinen
(1,00 — 6,70 %), y-terpinen (3,10 — 3,60 %) i a-terpineol (2,50 — 4,00 %). Nadalje, rezultati ovog
istrazivanja su takoder i u skladu s rezultatima istrazivanja koje su proveli Derwich i sur. (2010).
Njihovim istrazivanjem je identificirano i kvantificirano 23 sastavnica etericnog ulja lista trslje, a
glavnim sastavnicama su odredeni a-pinen (24,25 %), B-pinen (12,58 %), limonen (7,56 %),
terpinen-4-ol (6,98 %), a-terpineol (4,89 %) i mircen (2,09 %). Takoder, rezultati su vrlo sli¢ni
istrazivanjima provedenim na identifikaciji sastava eteri¢nog ulja lista trSlje porijeklom iz Italije
(Sardinija), Maroka, Tunisa, Gréke i Francuske, u kojemu su a-pinen i terpinen-4-ol odredeni kao
dominantne sastavnice (Barra i sur., 2007; Douissa i sur., 2003; Zrira i sur., 2003; Castola i sur.,
2000; Gardeli 1 sur., 2008). Prema istrazivanju koje su proveli Ismail 1 sur. (2012), identifikacijom
27 sastavnica (98,90 % ukupnog sastava) identificirali su glavne sastavnice etericnog ulje lista
tr§lje porijeklom iz Tunisa (regija Korbous) kao a-pinen (20,60 %), limonen (15,30 %), B-pinen
(9,60 %), germakren D (8,40 %) i terpinen-4-ol (8,20 %).

Najveci udjeli a-pinena tijekom FF 2 su odredeni u etericnim uljima dobivenim iz uzoraka
lista trSlje ubranim sa lokacija Hvar (23,88 %), Vela Luka (23,26 %) i Lun (19,51 %), a najnizi
udjeli na istim lokacijama su odredeni tijekom FF 3 u vrijednostima od 10,61 %, 9,23 % 1 11,70
%. U eteri¢cnim uljima dobivenim iz uzoraka lista trSlje ubranim sa lokacije Barbariga, najveci
udjeli a-pinena su odredeni tijekom FF 3 (21,22 %), a najnizi tijekom FF 1 (9,19 %).

Najveci odredeni udjeli a-pinena u uzorcima eteri¢nih ulja lista trslje dobivenih iz uzoraka
trSlje ubranim sa lokacija Lun, Hvar i Vele Luke, su posljedica kombiniranog djelovanja povecane
insolacije i smanjene koli¢ine oborina tijekom FF 2. Prema istrazivanju koje su proveli Feijo i sur.
(2014), najve¢i udjeli a-pinena u etericnom ulju biljke Varronia curassavica su posljedica

insolacije §to ujedno dokazuje da je a-pinen spoj ovisan o bioklimatskim ¢imbenicima. Nadalje,
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istrazivanje koje su proveli Serralutzu i sur. (2020) je pokazalo da a-pinen, glavna sastavnica
etericnog ulja dobivenog iz biljke Rosmarinus officinalis porijeklom sa Sardinije, iskazuje
znaCajnu statisticku korelaciju s temperaturom zraka, tj. da s njenim povecanjem dolazi do
povecanja udjela o-pinena tijekom fenoloskih faza. Postoji vise mogucih uzroka koji imaju za
posljedicu razliku u udjelima sastavnica etericnih ulja. Naime, biosinteza sastavnica eteri¢nih ulja
uvjetovana je razli¢itim okoliSnim ¢imbenicima koji znacajno utjecu na njihov udio. Neki od tih
¢imbenika su intenzitet svjetlosti, Klimatski uvjeti i dostupnost hranjivih tvari u tlu (Ben Taarit i
sur., 2010; Sarmoum i sur., 2019). Lakusi¢ i sur. (2013) su u svom radu naveli da razlike u udjelima
1 kvaliteti eteri¢nih ulja ovise o razli¢itim ¢imbenicima kao §to su razlike prisutne izmedu biljnih
vrsta, zatim o koriStenju razli¢itih dijelova biljaka za izoalciju, stadiju razvoja u kojem je ubrana,
kao 1 moguénost uzgoja biljaka na razli¢itim lokacijama pri ¢emu dolazi do promjena u kemijskom
sastavu biljaka uslijed njihove prilagodbe na razli¢ite okolisne uvjete.

Najveéi udjel limonena u vrijednosti od 12,45 % je odreden u etericnom ulju lista trslje
dobivenom iz uzoraka tr$lje ubranim sa lokacije Hvar tijekom FF 2, a najnizi u vrijednosti od 6,38
% je odreden u etericnom ulju tr§lje dobivenom iz uzoraka lista tr§lje ubranim sa lokacije Lun
takoder tijekom FF 2. Udjeli limonena u eteri¢nom ulju tr§lje dobivenom iz uzoraka trslje koji su
ubrani sa lokacija Lun i Barbariga su dosegli najvece udjele tijekom FF 3 (10,24 % i 9,92 %), dok
SuU najveci udjeli limonena iz uzoraka eteri¢nih ulja dobivenih iz lista trSlje ubranim sa lokacija
Hvar i Vela Luka odredeni tijekom FF 2 (12,45 % i 10,22 %). Najvec¢i udjeli limonena koji su
odredeni tijekom FF 2 u eteri¢nim uljima dobivenim iz uzoraka tr§lje ubranim sa lokacija Hvar i
Vela Luka, su posljedica povecanja prosje¢ne temperature i prosjene insolacije, dok udjeli
limonena odredeni u eteri¢nim uljima dobivenim iz uzoraka tr§lje ubrani sa lokacija Barbarige 1
Luna su posljedica smanjenja koli¢ine oborina tijekom FF 3. Ovi rezultati su u skladu s
istrazivanjem koje su proveli Sgarbossa i sur. (2019) u kojemu su dokazali da u eteriénom ulju
Aloysia triphylla udjeli limonena ovise o okolinim ¢imbenicima kao §to su prosje¢na temperatura
zraka 1 koli¢ina oborina tj. udjeli limonena opadaju s izlaganjem biljke velikoj koli¢ine vode, a
rastu s porastom temperature.

Najveci udjeli B-pinena su odredeni u etericnim uljima dobivenim iz uzoraka lista trslje
ubranim sa lokacija Vela Luka (12,17 %), Hvar (11,88 %) i Barbariga (9,90 %) tijekom FF 2, a sa
lokacije Lun tijekom FF 3 (6,30 %). Povecana sinteza [-pinena odgovara uvjetima povecane

prosjecne temperature i insolacije tijekom kolovoza za etericna ulja dobivena iz biljnog materijala
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ubranim sa lokacija Barbariga, Hvar i Vela Luka. Kasna sinteza B-pinena u uzorcima eteri¢nog ulja
dobivenog iz uzoraka tr§lje ubranim sa lokacije Lun, takoder moze biti posljedica povecane
dostupnosti sunceve svjetlosti jer se biljka u prve 2 fenoloSke faze razvijala zaklonjena ostalom
florom koja je bila visa od nje, a tijekom FF 3 ta flora je zapocela ciklus kraja vegetacije ili
dormitativnu fazu (gubi lis¢e) Sto je P. lentiscus omogucilo pristup suncevoj svjetlosti.

Najveci udjeli glavnih sastavnica (o-pinen, limonen i B-pinen) eteri¢nog ulja lista trslje
porijeklom iz Grcke, u ovisnosti o fenoloskoj fazi, su odredeni tijekom faze cvatnje (svibanj)
(Gardeli 1 sur., 2008), dok u ovom istrazivanju najveci udjeli istih sastavnica su odredeni tijekom
fenoloske faze ranog ploda (kolovoz). Naime, u Grckoj tijekom svibnja prosjecne temperature su
znatno vise u odnosu na Jadranskoj obali, a poznato je da temperatura kao abioticki ¢imbenik ima
znatan utjecaj na biosintezu sastavnica eteri¢nih ulja. Takoder, istrazivanje Gardeli i sur. (2008) je
pokazalo da sa krajem cvatnje je doslo do pada udjela glavnih sastavnica §to je u skladu s ovim
istrazivanjem jer kako se moze uociti iz Tablice 23, nakon FF 2 dolazi do znatnog pada sastavnica
tijekom FF 3. Prema Nhu-Trang i sur. (2006) pad udjela sastavnica u eteri¢nom ulju se moze
pripisati biosintezi oksidiranih spojeva kao §to je npr. p-cimen koji je njihov prekursor.

Udjeli mircena su pokazali najvecu varijabilnost od svih identificiranih sastavnica u
etericnim uljima lista tr$lje izmedu fenoloskih faza jedne lokacije Sto je u skladu s rezultatima
istrazivanja koje su proveli Barra i sur. (2007) opisuju¢i mircen u etericnom ulju lista trslje
porijeklom iz Italije kao najvarijabilniju sastavnicu. Udjeli mircena su odredeni u rasponu od 1,04
— 15,08 %, s najvec¢im udjelom odredenim u eteri¢cnom ulju tr§lje dobivenom iz lista tr§lje ubranom
sa lokacije Lun (15,08 %) tijekom FF 3, a najnizim od 1,04 % odreden je u eteriénom ulju
dobivenom iz lista tr§lje ubranim sa lokacije Vela Luka tijekom FF 1. Udjeli mircena u uzrocima
eteri¢nih ulja dobivenih iz lista tr§lje ubranima sa lokacija Barbariga i Hvar su se smanjili za 79,45
% i 72,19 % tijekom prijelaza izmedu FF 1 u FF 2, dok se u uzorcima eteri¢nih ulja dobivenih iz
lista tr§lje ubranima sa lokacija Lun i Vela Luka dogodio porast od 85,48 % 141,44 % iz FF 2 u FF
3. Osim mircena, znacajnu varijabilost u ovisnosti o fenoloskim fazama i lokaciji pokazuje i
sabinen, ¢iji je najmanji udjel u vrijednosti od 1,33 % odreden u eteri¢nom ulju tr§lje dobivenom
iz uzorka lista tr§lje ubranim sa lokacije Hvar tijekom FF 1, a najve¢i od 19,82 % u eteri€énom ulju
trslje dobivenom iz uzoraka lista tr$lje ubranim sa lokacije Lun tijekom FF 2.

Pored kvantitativnih varijacija zajednickih sastavnica, vidljive su i varijacije u prisutnosti ili

nedostatku sastavnica tijekom fenoloskih faza ili lokacija $to je posljedica geneti¢kog utjecaja ali 1
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okolisnih ¢imbenika koji uzrokuju vrijacije u sastavu sekundarnih metabolita (Feijé i sur., 2014).
Sastavnica 3-heksen-1-ol je identificirana i kvantificirana tijekom FF 2 u etericnim uljima
dobivenim iz uzoraka tr§lje ubranim sa lokacija Barbariga (0,36 %), Lun (0,53 %) i Vela Luka
(0,21 %), ali i tijekom FF 3 u etericnom ulju dobivenom iz lista tr§lje ubranima sa lokacije Vele
Luke (0,39 %). Tijekom FF 2, n-heksanol je identificiran i kvantificiran u etericnim uljima
dobivenim iz uzoraka tr§lje ubranim sa lokacija Barbarige (0,11 %) i Vele Luke (0,1 %). Sastavnica
1,4-cionel je identificirana samo u uzorcima eteri¢nog ulja dobivenog iz uzoraka lista tr§lje ubranim
sa lokacija Barbariga tijekom FF 3 (0,05 %) i Hvara tijekom FF 2 (0,29 %). Monoterpenski alkohol,
y-terpinol identificiran i kvantificiran je samo tijekom FF 3 u uzorcima eteri¢nih ulja dobivenih iz
uzoraka trSlje ubranim sa lokacija Barbariga (0,24 %), Hvar (0,11 %) i Vela Luka (0,82 %).

Tablica 24. Udjeli kemijskih grupa u uzrocima eteri¢nih ulja dobiveni parnom destilacijom

uzoraka lista tr§lje ubranima sa lokacija Barbariga, Lun, Hvar i Vela Luka tijekom 3 fenoloske

faze

Kemijska skupina Lokacija i fenoloska faza

B1 B2 B3 L1 L2 L3 H1 H2 H3 VL1 VL2
Monoterpeni 54,67 64,43 7191 56,99 67,32 66,15 62,08 76,67 6066 5741 69,66
Monoterpenski alkoholi 2,16 6,31 10,21 9,02 921 593 983 863 10,06 3,82 497
Monoterpenski oksidi 0,00 000 005 000 000 000 029 000 000 000 0,00
Monoterpenski esteri 1,09 013 081 0,5 0,29 0,53 1,06 0,88 1,34 2,16 1,69
Seskviterpeni 31,94 2457 1166 23,83 18,13 14,12 17,16 953 19,73 29,32 19,44
Seskviterpenski alkoholi 4,53 1,49 0,91 3,6 0,52 2,63 1,78 0,94 1,78 312 0,88
Alifatski esteri 0,63 0,72 1,56 1,90 144 0,73 257 048 1,66 1,04 0,72
Aromatski esteri 0,44 0,11 029 032 007 022 062 023 029 016 0,12
Ostalo 1,34 1,51 199 2,46 2,19 1,70 2,83 162 313 1,69 1,29
Ukupno identificirano 96,81 99,26 99,38 98,62 99,17 92,01 98,22 9898 98,64 98,71 98,76

B- lokacija Barbariga; L- lokacija Lun; H- lokacija Hvar; VL- lokacija Vela Luka
1 — faza cvjetanja (svibanj, 2019); 2 — faza ranog plod (kolovoz, 2019); 3 — faza zrelog ploda
(listopad, 2019)

U Tablici 24 prikazane su vrijednosti udjela osam kemijskim skupina identificiranih u
uzorcima eteri¢nih ulja lista tr§lje dobivenim iz lista trSlje koji su ubrani sa lokacija Barbariga, Lun,
Hvar i Vela Luka tijekom 3 fenoloSke faze tr§lje. Kvalitativni profili svih dobivenih uzoraka

eteri¢nih ulja lista tr§lje su okarakterizirani najve¢im udjelima monoterpena (52,10 - 76,67 %) u
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0,35
3,03
97,44



DOKTORSKI RAD - Sanja Dragovi¢ 4. Rezultati i rasprava

koje pripadaju odredene glavne sastavnice eteri¢nog ulja lista trslje kao §to su a-pinen, limonen i
B-pinen. Kemijska skupina seskviterpena, s glavnim sastavnicama germakrenom D, a-murolenom,
d-kadinenom, je druga najzastupljenija kemijska skupina (9,53 - 31,94 %). Zrira i sur. (2003),
Douissa i sur. (2005) i Gardeli i sur. (2008) istrazivanjem sastava eteri¢nih ulja lista tr§lje
porijeklom iz Maroka, Tunisa i Gréke takoder odreduju glavne kemijske skupine kao monoterpene
i seskviterpene, $to su potvrdili i EI-Sherei i sur. (2014). Ostale kvantificirane kemijske skupine su
monoterpenski alkoholi (9,53 - 31,94 %), seskviterpenski alkoholi (0,88 - 4,54 %), alifatski esteri
(0,48 - 2,57 %), monoterpenski esteri (0,29 - 2,16 %), aromatski esteri (0,11 - 0,62 %) i
monoterpenski oksidi (0,05 - 0,29 %).

Najveci udjel monoterpena (76,67 %) je odreden u eteriénom ulju dobivenom iz lista trslje
ubranim sa lokacije Hvar tijekom FF 2, a najnizi u eteri¢cnom ulju tr§lje dobivenom iz lista trslje
ubranim sa lokacije Vela Luka tijekom FF 3 (52,11 %). U eteri¢nim uljima dobivenim iz uzoraka
tr§lje ubranim sa lokacija Lun, Hvar i Vela Luka, najvec¢i udjeli su odredeni tijekom FF 2 (67,32
%, 76,67 %, 69,65 %), dok u etericnom ulju dobivenom iz uzorka tr§lje ubranim sa lokacije
Barbariga najve¢i udjel je odreden tijekom FF 3 (71,90 %). NajniZi udjeli monoterpena tijekom FF
1, su odredeni u etericnom ulju dobivenom iz uzoraka trSlje ubranim sa lokacija Barbariga i Lun
(54,67 %, 56,99 %), a u eteri¢nim uljima dobivenim iz lista trSlje ubranim sa lokacija Hvar i Vela
Luka tijekom FF 3 (57,40 %, 52,11 %). Varijacije u udjelima monoterpena se mogu pripisati

znacajnoj varijabilnosti mircena tijekom fenoloskih faza razlic¢itih lokacija.
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Tablica 25. Utjecaj lokacije (Barbariga, Lun, Hvar, Vela Luka) na masene udjele kemijskih skupina eteri¢nog ulja trslje

N Monoterpeni

63,49+0,01°
63,41+0,01°
66,48+0,01°
59,74+0,01*

o ©O© O o

L- lokacija; N-broj ponavljanja

Monoterpenski
alkoholi

6,26+0,08"
8,16+0,08°
9,36+0,08¢
5,850,082

Monoterpenski
oksidi

0,02+0,00°
0,00+0,00?
0,09+0,00¢
0,00+0,00?

Monoterpenski

esteri

0,69+0,03"
0,44+0,03%
1,13+0,03°¢
1,77+0,034

22,61+0,06°
18,75+0,06°
15,43+0,06%
25,040,061

Seskviterpeni

1- lokacija Barbariga; 2- lokacija Lun; 3- lokacija Hvar; 4- lokacija Vela Luka

Tablica 26. Utjecaj fenoloske faze na masene udjele kemijskih skupina eteri¢nog ulja trslje

N  Monoterpeni

12 57,80+0,092
12 69,39+0,09°
12 62,65+0,09°

Monoterpenski

alkoholi
6,17+0,072
7,24+0,07°
8,82+0,07¢

Monoterpenski

oksidi
0,07+0,00¢
0,00+0,002
0,01+0,00°

FF- fenoloska faza ; N-broj ponavljanja
1 — faza cvjetanja (svibanj, 2019); 2 — faza ranog plod (kolovoz, 2019); 3 — faza zrelog ploda (listopad, 2019)

Monoterpenski

esteri

1,27+0,03¢

0,76+0,03%
1,00+0,03°

Seskviterpeni

25,55+0,05°
17,93+0,052
17,89+0,052

Seskviterpenski ~ Alifatski
alkoholi esteri
2,30+0,04° 0,99+0,042
2,20+0,04° 1,29+0,04°
1,48+0,042 1,59+0,04¢
2,16+0,04° 1,44+0,04¢
Seskviterpenski  Alifatski
alkoholi esteri
3,25+0,03° 1,54+0,03°
0,93+0,03? 0,81+0,032
1,93+0,03" 1,62+0,03°

Aromatski
esteri

0,29+0,01°
0,20+0,012
0,39+0,01°
0,21+0,012

Aromatski
esteri

0,40+0,01°
0,13+0,012
0,28+0,01°

Ostalo

1,61+0,042
2,12+0,04°
2,55+0,04°¢
2,12+0,04°

Ostalo

2,10+0,04°
1,66+0,042
2,54+0,04¢

Ukupno
identificirano

98,26+0,15°
96,58+0,15%
98,50+0,15%
98,330,152

Ukupno
identificirano

98,16+0,13°
98,85+0,13°
96,74+0,13%
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Tablica 27. Kombinirani utjecaj fenoloske faze i lokacije (Barbariga, Lun, Hvar, Vela Luka) na masene udjele kemijskih skupina

etericnog ulja trslje

faza

N P W NP W DN RPN

3

N  Monoterpeni

W W W W W W W W W W W

3

54,62+0,18°
64,35+0,18"
71,50£0,18)
56,69+0,18°
67,30£0,18"
66,22+0,189
62,52+0,18¢
76,46+0,18k
60,45+0,18¢
57,38+0,18°¢
69,4340,18'
52,41+0,18?

N- broj ponavljanja
1- lokacija Barbariga; 2- lokacija Lun; 3- lokacija Hvar; 4- lokacija Vela Luka
1 — faza cvjetanja (svibanj, 2019); 2 — faza ranog plod (kolovoz, 2019); 3 — faza zrelog ploda (listopad, 2019)

Monoterpenski
alkoholi

2,07+0,132
6,45+0,13¢
10,27+0,13"
9,39+0,13f
9,31+0,13f
5,79+0,13¢
9,57+0,13"¢
8,43+0,13¢
10,09+0,139"
3,67+0,13°
4,76+0,13¢
9,12+0,13f

Monoterpenski
oksidi

0,00+0,012
0,000,017
0,05+0,01°
0,00+0,017
0,00+0,017
0,00£0,012
0,28+0,01°¢
0,00£0,012
0,00+0,017
0,00+0,017
0,00+0,012
0,00+0,012

Monoterpenski
esteri

1,13+0,06¢
0,13+0,06°
0,81+0,06¢
0,50+0,06"
0,28+0,06%°
0,5410,06°¢
1,23+0,06¢
0,82+0,06¢
1,35+0,06¢
2,21+0,06f
1,81+0,06¢
1,29+0,06¢

Seskviterpeni

31,70+0,10K
24,64+0,10
11,49+0,10°
23,730,109
18,28+0,10¢°
14,23+0,10°
17,360,104
9,38+0,102
19,54+0,10°
29,39+0,10
19,42+0,10°
26,32+0,10'

Seskviterpenski
alkoholi

4,53+0,069
1,46+0,06°
0,92+0,06°
3,59+0,06f
0,530,062
2,480,061
1,76+0,06°
0,93+0,06°
1,76+0,06°
3,14+0,06°
0,80+0,06°
2,550,061

Alifatski
esteri

0,64+0,06°
0,75+0,06°
1,57+0,06%¢
1,80+0,06°
1,3240,060¢
0,75+0,06%
2,65+0,06¢
0,46+0,06%
1,65+0,06¢
1,09+0,06°
0,73+0,06%
2,50£0,06¢

Aromatski
esteri

0,48+0,02f
0,12+0,022
0,26+0,02¢¢
0,32+0,029¢
0,07+0,022
0,23%0,02b¢
0,64+0,029
0,23%0,02b¢
0,29+0,02¢4¢
0,15+0,022b
0,12+0,022
0,35+0,02¢

Ostalo

1,35+0,072
1,53+0,07P
1,95+0,07¢4
2,45+0,07¢f
2,21+0,079¢
1,71+0,073b¢
2,81%0,07f
1,54+0,07°
3,29+0,079
1,78+0,07°¢
1,37+0,072
3,19+0,079

Ukupno
identificirano

96,52+0,26P
99,430,264
98,84+0,26¢¢
98,4810,26°¢
99,30+0,26°¢
91,960,262
98,82+0,26¢¢
98,25+0,26¢¢
98,4210,26¢
98,81+0,26°¢
98,43+0,26¢¢
97,74+0,26°¢



DOKTORSKI RAD - Sanja Dragovi¢ 4. Rezultati i rasprava

Prema rezultatima statistiCke analize, pokazalo se da pojedinacno lokacija i fenoloska faza
(Tablice 251 26), ali i njihovo kombinirano djelovanje (Tablica 27) imaju znacajan utjecaj na udjele
kemijskih skupina eteri¢nih ulja lista tr§lje. Zrira i sur. (2003) su dokazali da je kemovarijabilnost
eteri¢nog ulja lista trslje porijeklom iz Maroka posljedica utjecaja sezone i1 lokacije branja, Sto su
potvrdili i Sgarbossa i sur. (2019) istrazivanjem sastava eteri¢nog ulja Aloysia triphylla.

Izracunati statistiCki podaci ovisnosti kemijskih skupina eteri¢nog ulja tr§lje o lokaciji
(Tablica 25), su pokazali da je najveci prinos monoterpena (66,48 + 0,01 %), monoterpenskih
alkohola (9,36 = 0,08 %), alifatskih estera (1,59 + 0,04 %) i aromatskih estera (0,39 £ 0,01 %),
odredeni u eteri¢nim uljima dobivenim iz uzoraka lista tr§lje ubranim sa lokacije Hvar. Najveci
udjeli monoterpenskih estera (1,77 £ 0,03 %) i seskviterpena (25,04 £ 0,06 %) su odredeni u
eteriénim ulju dobivenom iz uzoraka lista tr§lje ubranim sa lokacije Vela Luka. Seskviterpenski
alkoholi su u najve¢im udjelima odredeni u eteri¢nim uljima dobivenim iz uzoraka lista trslje
ubranim sa lokacije Barbariga (2,30 £ 0,04 %) i Luna (2,20 + 0,04 %), izmedu kojih nije bilo
znaCajne statisticke razlike. Prema udjelima monoterpena, ponavlja se trend grupiranja prema
lokaciji, Barbariga i Lun izmedu kojih nema znacajne statisti¢ke razlike, te Hvar i Vela Luka, §to
je posljedica sli¢nih klimatskih uvjeta. Naime, prosje¢ne oborine (mm) izmjerene na lokacijama
Barbariga i Lun su tijekom 2019. godine za 2,45 puta veée od prosje¢nih oborina izmjerenih na
lokacijama Hvar 1 Vela Luka. Prema istrazivanju koje su proveli Boira 1 Blanquer (1998), porast
monoterpena u biljci Thymus piperella L. je posljedica susnih razdoblja tj. nedostatka vode.

Iz Tablice 26 u kojoj je prikazani statisticki podaci utjecaja vremena fenoloske faze na
pojedine grupe kemijskih spojeva o fenoloSkoj fazi, moze se zakljuciti da najveéi udjeli
monoterpena (69,39 £ 0,09 %) su odredeni tijekom FF 2, monoterpenskih alkohola tijekom FF 3
(8,82 £ 0,07 %), dok tijekom FF 1 odredeni su najveci udjeli monoterpenskih estera (1,27 + 0,03
%), seskviterpena (25,55 + 0,05 %), seksviterpenskih alkohola (3,25 + 0,03 %), alifatskih i
aromatskih estera (1,54 = 0,03 % 1 0,40 + 0,01 %). Izmedu FF 2 i 3 nije bilo znacajne statisticke
razlike u udjelima seskviterpena (17,93 £+ 0,05 % odnosno 17,89 + 0,05 %).

Kombinirani utjecaj lokacije i fenoloSke faze na udjele kemijskih skupina eteri¢nih ulja lista
trslje je vidljiv iz rezultata koji su prikazani u Tablici 27. Iz rezultata vidljivo su da najveci udjeli
monoterpena u etericnim uljima dobivenim iz uzoraka lista tr§lje ubranim sa lokacija Lun, Hvar i
Vela Luka postignuti tijekom FF 2 (67,30 = 30 %, 76,46 = 46 %, 69,43 £ 0,18 %), dok je najveci

udjel monoterpena etericnih ulja dobivenih iz uzoraka lista trSlje ubranim sa lokacije Barbariga
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odreden tijekom FF 3 (71,50 £ 0,18 %). Najveci udjeli monoterpena eteri¢nih ulja se ne poklapaju
s FF 1 tijekom koje su dobiveni najveci prinosi eteri¢nih ulja §to je u skladu s istrazivanjem Chagas
1 sur., (2011) koji su zakljucili da sinteza eteri¢nih ulja nije uvjetovana fazom tijekom koje biljka
postize najvecu biomasu ve¢ koli¢inom stresa kojoj je biljka izlozena. 1z tablice je takoder vidljivo
da tijekom sinteze monoterpena, u uzorcima lista tr§lje ubranima sa lokacija Lun, Hvar i Vela Luka,
ne dolazi do sinteze ostalih kemijskih skupina.

Sinteza seksviterpena u najviSe uzoraka eteri¢nog ulja lista tr$lje odvijala se tijekom FF 1
(Barbariga, Lun i1 Vela Luka), dok su najve¢i udjeli seskviterpena za etericno ulje dobiveno iz
uzoraka lista tr$lje ubranim sa lokacije Hvar odredeni tijekom FF 3. Udjeli seskviterpenskih
alkohola su pratili trend sinteze seskviterpena koja se odvijala tijekom FF 1, s najve¢im udjelom
odredenim u uzorcima eteri¢nih ulja dobivenim iz uzoraka lista trSlje ubranim sa lokacija Barbariga
(4,53 = 0,06 %), potom iz Luna (3,59 £+ 0,06 %), Vela Luke (3,14 + 0,06 %) i Hvara (1,76 £ 0,06
%). U eteri¢nim uljima dobivenim iz uzoraka lista trlje ubranih sa lokacije Hvar, izmedu FF 1
(1,76 = 0,06 %) i 3 (1,76 £ 0,06 %), nije bilo znacajne statisticke razlike. Najveci udjeli
monoterpenskih alkohola su odredeni tijekom FF 3 u uzorcima eteri¢nih ulja dobivenih iz lista
tr$lje ubranim sa lokacija Barbariga (10,27 + 0,13 %), Hvar (10,09 + 0,13 %) i Vele Luke (9,12 +
0,13 %), dok u uzorcima dobivenim iz uzoraka lista tr§lje ubranim sa lokacije Lun najveci udjeli
su odredeni tijekom FF 1 (9,39 £ 0,13 %) 1 2 (9,31 + 0,13 %) jer izmedu njih nije bilo znacajne

statisti¢ke razlike.

4.5. Antimikrobno djelovanje eteri¢nog ulja lista trslje

Eteri¢na ulja izolirana iz aromati¢nog bilja su sekundarni metaboliti karakteristicni po niskoj
toksi¢nosti zbog Cega se koriste u prehrambenoj industriji kao dodaci prehrani, arome i
konzervansi, a od nedavno se sve viSe istrazuju kao potencijalni prirodni agensi za kontrolu
nametnika zbog insekticidnog, repelentnog i herbicidnog djelovanja kako bi zamijenili sinteticke
pesticide ¢ije djelovanje je Stetno za ljudski organizam (Isman, 2006; Nerio 1 sur., 2010; Conti 1
sur., 2010, 2011; Benelli i sur., 2012). Osim u prehrambenoj i agro-kemijskoj industriji, primjena
eteri¢nih ulja kao prirodnih antimikrobnih agensa je sve viSe istrazivana u farmaceutskoj industriji.

Antimikrobna aktivnost eteri¢nih ulja lista tr§lje ispitana je primjenom disk difuzijske metode
kojom se odreduje osjetljivost odabranih sojeva mikroorganizma na antimikrobne agense prema

principu radijalne difuzije mikrobnog agensa kroz agar pri ¢emu nastaje gradijent koncentracije.

115



DOKTORSKI RAD - Sanja Dragovi¢ 4. Rezultati i rasprava

Tablica 28. Antimikrobna aktivnost etericnih ulja lista tr$lje dobivenih parnom destilacijom pri
optimalnim uvjetima iz uzoraka s 4 lokacije branim tijekom 3 fenoloske faze odredena disk-
difuzijskom metodom prema gram negativnim bakterijama E. coli soj AB1157 i Erwinia

amylovora soj EaED

Lokacija Fenoloska Escherichia coli soj AB1157 Erwinia amylovora soj EaED
faza Zona inhibicije (mm) Zona inhibicije (mm)
© 1 0,41 0,43
2
S
_ces 2 0,43 0,86
3 3 0,91 1,29
1 0,52 1,29
5 2 0,95 0,89
J
3 0,24 0,41
1 0,58 1,29
;ZE 2 1,33 2,15
3 0,43 0,86
S 1 0,51 0,43
=)
J 2 1,21 0,89
(1]
2 3 0,43 1,29

Promjer diska je iznosio 6 mm i njegov promjer nije dio izmjerenih inhibicijskih zona.
Prezentirani rezultati (Tablica 28) ukazuju da su svi uzorci eteri¢nih ulja pokazali inhibitorni
uc¢inak prema rastu bakterija Escherichia coli soj AB1157 i Erwinia amylovora soj EaED, te da je
antibiotik kloramfenikol najuc¢inkovitiji u inhibiranju rasta odabranih sojeva bakterija. Vidljivo je
da izrazitiji inhibicijski ucinak eteri¢no ulje lista tr§lje ima na bakteriju Erwinia amylovora soj
EaED u odnosu na Escherichia coli soj AB1157.

Kloramfenikol, antibiotik koji je upotrijebljen kao pozitivna kontrola, ostvario je zone
inhibicije od 5,15 mm na bakteriju Escherichia coli soj AB1157 i 11,37 mm na bakteriju Erwinia
amylovora soj EaED. U usporedbi s kontrolnim antibiotikom, eteri¢na ulja lista trslje dobivena iz
uzoraka lista tr§lje ubranim sa lokacija Barbariga, Lun, Hvar i Vela Luka tijekom 3 fenoloSke faze
su pokazala umjereno antimikrobno djelovanje prema gram-negativnim bakterijama Escherichia

coli soj AB1157 i Erwinia amylovora soj EaED.
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Antimikrobni ucinak eteri¢nih ulja lista tr§lje na odabrane mikroorganizme je dokazan
izmjerenim promjerima zone inhibicije u rasponu od 0,24 mm do 1,33 mm na E. coli soj AB1157,
te 0,414 do 2,15 mm na E. amylovoru soj EaED (Tablica 28). 1z prikazanih rezultata vidljivo je da
je inhibicijska aktivnost testirana na oba mikroorganizma varirala ovisno o lokaciji i fenoloskoj
fazi trSlje. Usporedujuéi vrijednosti izraunatih zona inhibicije, moze se zakljuciti da su
primijenjena eteri¢na ulja lista tr$lje imala slican inhibitorni uc¢inak na oba soja gram - negativnih
bakterija (E. coli soj AB1157 i E. amylovoru soj EaED).

Najveca izmjerena zona inhibicije kod E. coli soj AB1157 je iznosila 1,33 mm, a za E.
amylovoru soj EaED 2,15 mm, obje dobivene tijekom FF 2 inhibicijskom aktivnos¢u eteri¢nih ulja
tr§lje porijeklom sa Hvara u kojima su odredeni najveci udjeli a-pinena (23,88 %), B-pinena (11,88
%) i limonena (12,45 %). Najmanje vrijednosti od 0,24 mm i 0,41 mm za E. coli soj AB1157 i E.
amylovoru soj EaED izmjerene tijekom FF 3 antimikrobnom aktivnos¢u eteri¢nog ulja lista trslje
dobivenim iz uzoraka tr§lje ubranim sa lokacije Lun u kojima su odredeni jedni od najnizih udjela
a-pinena (11,70 %) i sabinena (2,25 %). Ispitivanjem antimikrobne aktivnosti eteri¢nog ulja lista
trslje na bakteriji E. coli disk difuzijskom metodom, Gkogka i sur., (2013) su izmjerili zonu
inhibicije u iznosu od 10 mm. Prema rezultatima od Mharti i sur. (2011), eteri¢no ulje lista trslje je
pokazalo jaku antimikrobnu aktivnost prema gram-negativnoj bakteriji Klebsiella pneumoniae s
izmjerenom zonom inhibicije od 16 mm 1 jace djelovanje od antibiotika levofloksacina i
amipicilina, ali bez postignute aktivnosti prema Pseudomonas aeruginosa.

Antimikrobni utjecaj eteri¢nih ulja je posljedica njihovog sastava, to¢nije udjela sastavnica
kemijskih grupa. Kemijske skupine eteri¢nih ulja kao Sto su monoterpeni 1 seskviterpeni mircen,
a-pinen, limonen i germakren D, posjeduju citotoksicna svojstva prema razli¢itim
mikroorganizmima (Cole i sur., 2007; Abdallah i Ezzat, 2011; Salvador i sur., 2011; Satya i sur.,
2012). Istrazivanje koje su proveli Knobloch i sur., (1989), dokazalo je da monoterpeni, a- i -
pinen, iskazuju umjereni do jaki inhibitorni u¢inak na mikroorganizme §to su potvrdila i ostala
dostupna istrazivanja (Hajji 1 sur., 1993; Derwich i sur., 2010). Nadalje, istrazivanje koje su proveli
Alessandra i sur. (1999), je dokazalo da a-terpineol iz etericnog ulja lista tr§lje pokazuje inhibitorni
ucinak prema bakteriji E. coli. Haloui i sur. (2015) su dokazali da eteri¢no ulje lista trslje zbog
visokih udjela a-pinena, germakrena D iskazuje inhibitornu aktivnost prema Bacillus subtilis,

Staphylococcus aureus i E. coli.
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Antimikrobnu aktivnost je vrlo teSko povezati s specificnom spojem zbog njihove
kompleksnosti (Mélanie i sur., 2012), te se prema dostupnim istrazivanjima antimikrobne
ucinkovitosti kemijskih grupa etericnih ulja i pojedinih sastavnica moze zakljuciti da je
antimikrobna aktivnost eteri¢nih ulja svih testiranih uzoraka posljedica sinergistickog djelovanja
sastavnica etericnog ulja. Sinergisti¢ko djelovanje sastavnica etericnog ulja lista tr§lje porijeklom
iz Gr¢ke prema bakterijama Escherichia coli, Staphylococcus aureus i Bacillus subtilis su dokazali
Koutsoudaki i sur. (2005). U njihovom istrazivanju ispitivan je inhibitorni u¢inak etericnog ulja
lista tr§lje i zasebnih glavnih sastavnica (a-pinen, B-mircen, [B-pinen) prema navedenim
bakterijama. Eteri¢no ulje lista tr$lje je pokazalo antimikrobnu aktivnost prema svim bakterijama
s izmjerenim zona inhibicje od 12,00 mm, 18,50 mm i 17,00 mm na bakterije E. coli, S. aureus i
B. subtilis. Nadalje, rezultati njihovog ispitivanja antimikrobnog djelovanja glavnih pojedinac¢nih
sastavnica a-pinena, f-mircena i f-pinena na bakterije E. coli i S. aureus ne pokazuje antimikrobnu
aktivnosti, te da je bakterija B. subtilis rezistentana prema djelovanju a-pinena ali ne i B-mircena i
B-pinena. Zakljucili su da antimikrobno djelovanje eteri¢nog ulja lista tr§lje nije posljedica
inhibitornog ucinka glavnih sastavnica, nego medusobnog medudjelovanja sastavnica ulja s
velikim udjelima i onih kojih su detektirani u tragovima.

Medutim, disk difuzijskom metodom nije moguce odrediti djeluje li spoj mikrobiocidno ili
mikrobiostaticki, pa je potrebno provesti daljnja istraZivanja odredivanja minimalne inhibitorne 1
minimalne baktericidne koncentracije eteri¢nog ulja lista trslje.

Provedeno antimikrobno istraZivanje je dokazalo da eteri¢no ulje lista tr§lje ima znaajan
inhibitorni u¢inak na obje gram negativne bakterije, te da ima jaci inhibitorni u¢inak iskazan prema

bakteriji E. amylovoru soj EaED.
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Na temelju provedenog istrazivanja, dobivenih rezultata i provedene rasprave moze se zakljuciti
slijedece:

1. Optimalni uvjeti za provodenje ekstrakcije BAM-a iz lista trSlje postupkom
konvencionalne ekstrakcije su vrijeme trajanja ekstrakcije od 90 min i upotreba 80 %
vodene otopine metanola kao otapala, pri kojima se dobiva najvec¢i maseni udio ukupnih
fenola u iznosu od 73,156 mg GAE/g.

2. Upotreba 80 % vodene otopine metanola, temperatura od 76 °C, snaga mikrovalova 602
W i vrijeme ekstrakcije od 12 min su se pokazali kao optimalni uvjeti za postizanje najvecih
masenih udjela BAM-a primjenom ekstrakcije potpomognute mikrovalovima.

3. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima se pokazala izrazito efikasnom za izolaciju
ukupnih fenola iz lista tr$lje zbog visokog ekstrakcijskog prinosa i1 kra¢eg vremena u
usporedbi s konvencionalnom ekstrakcijom.

4. U ekstraktima tr§lje dobivenim pri optimalnim uvjetima kvalitativnom i kvantitativnom
analizom pojedinacnih fenolnih spojeva primjenom HPLC - UV/Vis PDA te LC-MS/MS-
a u identificirano je ukupno 33 fenolna spoja (5 hidroksibenzojevih kiselina, 5
hidroksicimetnih kiselina, 6 flavanola, 15 flavonola i 2 flavona). U najveéim
koncentracijama su odredeni derivati galne kiseline, derivati miricetina 1 derivati
kvercetina.

5. Abioticki faktori kao $to su lokacija i fenoloska faza biljke su zna¢ajno utjecale na masene
koncentracije fenolnih spojeva u ektraktima lista tr$lje. U ovisnosti o lokaciji i fenoloskoj
fazi, najve¢e masene koncentracije UFK i UFG su odredene iz uzoraka lista tr§lje ubranim
sa iste lokacije Hvar tijekom fenoloske faze 1 odnosno 2. Najnize masene koncentracije
UFK i UFG takoder su odredene iz uzoraka ubranim sa iste lokacije Lun ali tijekom
fenoloSke faze 3 odnosno fenoloske faze 1.

6. Osim za biljne ekstrakte, list tr§lje se pokazao kao pogodan materijal za izolaciju etericnog
ulja iako je istrazivanje pokazalo da su prinosi vrlo niski. Najveci prinos eteri¢nog ulja lista
trslje dobiven je parnom destilacijom uzoraka trSlje ubranim tijekom fenoloske faze 1 sa
lokacije Vela Luka (0,767 + 0,02 %), najnizi tijekom fenoloSke faze 2 iz uzoraka lista tr§lje
ubranim sa lokacije Lun (0,117 £ 0,03 %).

7. Unato¢ malim prinosima, GC-MS analizom identificirano je 56 sastavnica koje
predstavljaju 99,19 — 100 % ukupnog sastava eteri¢nog ulja lista trSlje, a u kojem
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dominiraju monoterpeni. Od glavnih sastavnica identificirani su a-pinen (9,19 - 23,88 %),
limonen (6,38 - 12,45 %) i B-pinen (2,43 - 12,17 %).

8. Svi uzorci eteri¢nih ulja lista trslje su pokazali inhibitorni uc¢inak prema gram-negativnim
bakterijama E. coli soj AB1157 i E. amylovori soj EaED. Antimikrobna aktivnost je
dokazana izmjerenim promjerima zone inhibicije od 0,24 mm do 1,33 mm za E. coli soj
AB1157, te od 0,41 do 2,15 mm za E. amylovoru soj EaED. Antimikrobna aktivnost
etericnih ulja svih testiranih uzoraka posljedica sinergistickog djelovanja sastavnica
eteri¢nog ulja ali i uvjeta okoline.

9. Zbog utvrdenog visokog udjela bioaktivnih molekula, ekstrakti i etericna ulja dobivena iz
lista tr§lje se smatraju visokovrijednim supstratima koji imaju potencijal u farmaceutskim

proizvodima ili kao hrana s dodanom vrijednoscu.
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