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1. uvoD

Trslja (Pistacia lentiscus L.) pripada grupi biljaka iz porodice Anacardiaceae, a najviSe je
rasprostranjena u mediteranskim podrucjima, dok u Republici Hrvatskoj najvise raste duz
Jadranske obale te na otocima. Predmet je brojnih istraZivanja zbog visokog sadrzaja
razlicitih skupina bioaktivnih molekula koje se nalaze u gotovo svim dijelovima biljke kao Sto
su listovi, plodovi, herba ili cijeli nadzemni dio biljke te korijen. U trslji su prisutne strukturno
razliCite skupine bioaktivnih molekula, a jedna od najzastupljenijih skupina su polifenoli.
Najzastupljeniji spojevi u listovima trslje su polifenoli, posebnice spojevi iz skupine flavonoida
(kvercetin i njegovi derivati te derivati miricetina), hidroksicimetnih kiselina (klorogenska
kiselina, p-kumarinska-4-O-glukozid i kafeoilkina kiselina) te galna kiselina i njezini derivati.
Navedeni spojevi naroCito su vazni jer imaju izrazita antioksidativna, antimikrobna,

protuupalna i brojna druga pozitivha djelovanja.

Trslja takoder sadrzi manji udio etericnih ulja koji ¢ine smjese kemijskih spojeva za koje je
dokazano da posjeduju antibakterijska, antifungalna, antiviralna i druga svojstva, a sastav
etericnih ulja ovisi o kemotipu. Neke od znacajnijih sastavnica etericnih ulja trslje su
monoterpeni (a-pinen, B-pinen, B-mircen, limonen, terpinen-4-ol) i seskviterpeni (B-
kariofilen, germakren D, y-kadinen). TrSlja se zbog zanimljivog i bogatog sastava smatra vrlo
pogodnom za proizvodnju biljnih ekstrakata te takoder za izolaciju eteri¢nih ulja. Za izolaciju
bioaktivnih molekula iz trslje vazno je dobro poznavati njihovu molekulsku strukturu, fizikalna
i kemijska svojstva, a za dobivanje ekstrakata i eteri¢nih ulja s visokim prinosima bioaktivnih
molekula vazan je izbor metode ekstrakcije te definiranje optimalnih uvjeta (temperatura,
vrijeme, izbor otapala, odabir tehnike ekstrakcije, pH, veli¢ina Cestica itd.) pri kojima se
dobivaju visoki prinosi. Medu najéesée primjenjivane tehnike ekstrakcije spadaju
konvencionalne metode poput maceracije, dekokcije, perkolacije, Soxlet ekstrakcije, dok se
za eteri¢na ulja najviSe koriste razliCite metode destilacije poput destilacije vodom, parom i
vodenom parom. Osim konvencionalnih metoda sve viSe se ispituju i razliCite napredne
tehnike kao Sto su ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (MAE), ekstrakcija
potpomognuta ultrazvukom (UAE), ekstrakcija superkriticnim fluidima (SFE) i ubrzana
ekstrakcija otapalima pri povisenom tlaku (ASE). Navedene tehnike pred konvencionalnim
imaju prednost zbog manje upotrebe organskih otapala, skracenog vremena ekstrakcije te

sve vece primjene zelenih otapala.



Stoga su ciljevi ovog rada bili: (i) prikazati pregled bioaktivnih molekula trslje (ii) definirati
sastavnice eteri¢nih ulja trslje (iii) usporediti postupke ekstrakcije bioaktivnih molekula trslje
primjenom konvencionalnih i naprednih tehnika te (iv) opisati postupke izolacije eteric¢nih

ulja.

2. TEORIJSKI DIO

2.1.Morfoloska i botanicka obiljezja trslje (Pistacia lentiscus L.)

Trslja ili krilata smrdljika (Pistacia lentiscus L.) je zimzelena biljka roda Pistacia, porodice
vonjaca (Anacardiaceae). Raste kao grm ili nisko stablo do visine od 5 metara s dobro

razvijenim korijenovim sustavom (Toli¢, 2003).

Kora trslje je u pocetku zelenkastosiva, a kasnije postaje tamnozelena i ispucana sa sitnim
ljuskama, a karakteristicna je po istjecanju smolastog mirisnog soka iz ispucale kore koji se
zove mastika. Listovi su ovalni i parni te perasti duzine 5 do 10 centimetara. Sastavljeni su
od 3 do 5 pari jajoliko kozastih listica tamnozelene boje. Trslja cvate od oZujka do svibnja.
Cvjetovi su jednospolni, razlikuju se muske i zenske biljke. Cvjetovi na muskim biljkama su
tamnocrvene, a na zZenskim Zute boje u obliku klasica (Landau i sur., 2014). Imaju
jednostavno ocvijeée sastavljeno od 3-5 listi¢a. Plodovi su sitni, veliine 2-3 mm, spljostene
okrugle kostunice crvene boje i nalaze se gusto na granama. Dozrijevaju 150 do 230 dana od
pocCetka cvatnje te mijenjaju boju u iz crvene u crnu. Sjemenke se rasprostranjuju pticama
(Landau i sur., 2014).

Slika 1. Izgled listova i ploda trslje (Pistacia lentiscus L.) (Anonymous 1)



Trslja je sastavni dio mediteranske vegetacije i moze se naci u svim zemljama Sredozemlja,
od Maroka i Pirenejskog poluotoka na zapadu preko juzne Francuske i Turske do Iraka i
Irana na istoku (Landau i sur., 2014). U Hrvatskoj raste na otocima i priobalju (Toli¢, 2003), i
sastavni je dio mediteranske makije te ima razli¢ita narodna imena: mrca, crnomrta, smarca,
lanjstik, entisk, lentiska, mastika (Anonymous 2). Trslja je danas osobito popularna u Grckoj,
gdje raste poseban varijetet koji proizvodi puno smole. TrSlja raste na suncanim i suhim
stjenovitim podrucjima i otporna je na posolicu i zegu. Uspijeva i na loSijim skeletnim tlima
uz morsku obalu. Zbog dobro razvijenog korijenova sustava ima veliku ekolosku funkciju jer
stiti tlo od erozije (Toli¢, 2003).

2.2. Upotreba trslje

Plodovi, smola i lis¢e trslje imaju dugu tradiciju upotrebe u narodnoj medicini jos iz vremena
starih Grka. Zapisi o upotrebi trSlie medu lokalnim stanovnistvom za lijeenje
gastrointestinalnih problema ili za kozmeticku upotrebu mogu se pronadi ¢ak i u tekstovima
starih grckih filozofa Galena, Teofrasta i Dioskorida (Pachi i sur, 2020). Mastika se stolje¢ima
koristila kao osvjezivac daha, jer djeluje protiv bakterija koje metaboliziraju sumporne
spojeve koji najcesce i izazivaju loS zadah. Takoder su se od nje pripravljali najstariji balzami
koji su koristeni kao lijek za razli¢ita oboljenja (Toli¢, 2003). Plodovi i liS¢e su se u narodnoj
medicini koristili kao stimulans, diuretik i antihipertenziv, te za ublaZzavanje kaslja, upale grla,
ekcema, bolova u trbuhu, bubreznih kamenaca i zutice (Benhammou i sur., 2008). Stari
Egipcani su koristili mastiku kao tamjan i za balzamiranje te kao konzervans. Filozof Avicena
je spomenuo mastiku u svome djelu ,Kanon medicine" kao lijek za abnormalna krvarenja iz
maternice i kao hepatoprotektiv, obi¢no kao sastojak lijeka pripravijanog od vise bilja.
Arapski lijeCnici mastiku su smatrali deterdZzentom i adstrigentnim sredstvom. U jordanskoj
narodnoj medicini vodeni ekstrakt koristio se za lijeCenje Zutice. U sjevernoafrickoj
tradicionalnoj medicini mastikovo ulje se kao lijek za vanjsku upotrebu koristilo za lije¢enje
grlobolje, opekotina i rana, a oralno za respiratorne poremecaje. U tuniskoj narodnoj
medicini ulje se koristilo i kao antiseptik i za lijeCenje raka (Akbar, 2020). Mastika vrlo
ucinkovito uniStava bakteriju Heliobacter pylori koja je odgovorna za nastanak peptickog

ulkusa i gastritisa.

Listovi i plodovi su se tradicionalno koristili u lijeCenju arterijske hipertenzije zahvaljujudi
svojim diuretickim svojstvima. Listovi imaju protuupalno, antibakterijsko, antifungalno,

antipiretsko, adstrigentno, hepatoprotektivho i ekspektorantno djelovanje te djeluju kao



stimulans. Koriste se u lijeCenju ekcema, oralnih infekcija, proljeva, bubreznih kamenaca,
Zutice, glavobolje, astme i respiratornih problema. U Tunisu su se plodovi trslje koristili u
lijeCenju svraba, reumatizma, manjih opekotina i u proizvodnji lijekova protiv dijareje
(Trabelsi i sur., 2016).

Etericno ulje dobiveno od smole trslje naziva se mastikovo ulje, dok se ulje dobiveno iz liS¢a
naziva lentiskovo ulje. Plodovi trSlje sadrze puno ulja i tijeStenjem prokuhanih plodova se
dobiva jestivo ulje. Destilacijom vodenom parom listova dobiva se eteri¢no ulje koje se moze
koristiti u tretiranju proSirenih vena, bolnih i umornih nogu, zastoja limfe (otecene noge) i
hemoroida, a zna se koristiti i kod prostatitisa, jer smanjuje tegobe nastale upalnim
povecanjem prostate (Boudieb i sur., 2019). Listovi su bogati taninima i u proslosti su se

koristili za bojanje tkanina i kao prehrambena bojila (Longo i sur., 2007).

Vodeni ekstrakti lisS¢a i mladih grancica pripremaju se kao infuzije i dekokti. Ljudi su ih
upotrebljavali za prevenciju probavnih problema, bronhitisa, pranje zubi, protiv Zutice,
mokrenja u krevet i glavobolje uzrokovane prehladom. LiS¢e i mlade grancice takoder se
koriste u veterini za lijeCenje ektoparazita, zacjeljivanje rana (vanjska primjena ulja
dobivenog od plodova i liS¢a) te nadimanja i bolova u trbuhu (oralan unos lis¢a) (Landau i
sur., 2014).

U posljednje vrijeme se ulje liS¢a i grancica koristi u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji,
te parfumeriji i aromaterapiji u obliku krema, losiona, Sampona i ulja, a danas se koristi i kao

aroma u alkoholnim pié¢ima i Zvaka¢im gumama (Lo Presti i sur., 2008).

U proslosti se trslja koristila kao prehrambeni sastojak mnogih jela. Kao zacin, u Grckoj se i
danas koristi za aromatiziranje alkoholnih pi¢a i likera (tradicionalni napitak otoka Chios-a
Mastichato), zvakadih guma i brojnih kolaca, peciva, slastica i deserta. Ponekad se koristi i u
izradi sira. Mastika je kljucni sastojak grckih festivalskih kruhova, na primjer slatkog kruha
tsoureki i tradicionalne novogodiSnje torte vasilopita. Takoder se koristi za izradu dondurma
(turskog sladoleda) i turskog pudinga. U Libanonu i Egiptu se koristi kao zacin za

aromatiziranje mnogih jela, od juha i mesnih jela do deserata.

Ekstrakt trslje koristi se kao dodatak tradicionalno proizvedenim ciparskim kobasicama za
sprecavanje oksidacije lipida i produljenje trajnosti tradicionalnih kobasica od svjezeg

svinjskog mesa (Botsaris i sur., 2015).



U 2015. godini Europska agencija za lijekove (EMA) prepoznala je mastiku kao biljni lijek s
dvije terapijske indikacije — za blage dispepticke poremecaje i upalu koZe/zacjeljivanje

manjih rana (Pachi i sur., 2020).

2.3.Fenolni spojevi trslje

Pored tradicionalnih primarnih metabolita: lipida, ugljikohidrata, aminokiselina i proteina,
biljke cesto akumuliraju raznoliku skupinu sekundarnih metabolita — fenolne spojeve. Fenolni
spojevi imaju ulogu u formiranju arome, okusa i boje (Sto je vazno zbog privlacenje insekata
i ptica za opraSivanje i raznoSenje sjemenki), sluze kao obrambeni mehanizam biljke,
sudjeluju u regulaciji fizioloskih procesa (rast, zrenje i dozrijevanje) te Stite od UV zracenja.
Uglavnom se akumuliraju na povrsini ploda (epidermalni i subepidermalni slojevi) jer
biosinteza ovisi o svjetlu. Fenolni spojevi su bioloski aktivhe molekule Ciju osnovnu strukturu
¢ini jedan ili vise benzenskih prstena na koje mogu biti vezane hidroksilne skupine ili drugi
supstituenti (Trablesi i sur., 2016). Postoji viSe nacina klasifikacije fenolnih spojeva, najéesce
se klasificiraju u skupine prema broju prstena koje sadrze i vrstama supstituenta. Takoder se
mogu klasificirati s obzirom na biosintetski put kojim nastaju ili bioloSku aktivnost (Ozcan i
sur., 2014). Fenolni spojevi obuhvacaju oko 8000 razli¢itih molekulskih vrsta i s obzirom na
strukturu dijele se na: flavonoide i ne-flavonoide. Flavonoidi su flavonoli, flavoni, flavanoni,
flavanoli, izoflavoni, i antocijani, dok u ne-flavonoide spadaju fenolne kiseline
(hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline), tanini (hidrolizirani i kondenzirani), stilbeni,
kumarini i lignani (Shirahigue i Ceccato-Antonini, 2020), a u trslji se uglavhom koncentriraju

u liséu i granc¢icama (Landau i sur., 2014).

Ekstrakti trSlje su dobar izvor bioaktivnih spojeva koji pokazuju snazno antioksidacijsko
djelovanje, stite stanicu od oksidacije i smanjuju rizik od pojave razli¢itih degenerativnih
bolesti (karcinoma, dijabetesa, kardiovaskularnih i neurodegenerativnih bolesti) koje su
povezane s oksidativnim stresom. TrSlja ima neuroprotektivni ucinak zbog visokog udijela
flavonola i galne kiseline (Azib i sur., 2019). Dosadasnja istrazivanja su pokazala da na
kemijski sastav biljke jako utjeCu vanjski uvjeti poput klime, sastava tla i geografskog
smjestaja (Trabelsi i sur., 2016). BioloSka aktivnost ovisi o broju, poziciji i vrsti supstituenata
(Kurtagi¢, 2017).

Tri glavne klase sekundarnih metabolita trslje su: (1) galna kiselina i derivati galola glukoze i
kvininske kiseline; (2) flavonolni glikozidi, tj. miricetin i kvercetin i (3) antocijani: delfinidin 3-
O-glukozid i cijanidin 3-O-glukozid. Sadrzi i male koliCine katehina. Koncentracija galolnih
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derivata predstavlja 5,3% suhe mase liS¢a, a takoder sadrzi i znacajne koli¢ine derivata

miricetina (Romani i sur., 2002).

Analiza lis¢a, stabljika, plodova i korijena P. lentiscus pokazala je prisutnost glavnih skupina
sekundarnih metabolita - flavonoida, tanina i antocijana. Ukupna koncentracija fenolnih
spojeva u lis¢u (216. 289 + 20. 62 mg galne kiseline/g suhe tvari) bila je znacajno veca od
onih otkrivenih u stabljikama (121.399 + 3.354 mg galne kiseline/g suhe tvari) i plodu
(103.342 + 2.317 mg galne kiseline/g suhe tvari). Korijen je imao razmjerno nizu ukupnu
koncentraciju fenolnih spojeva, 30.188 = 1.291 mg galne kiseline/g suhe tvari. Listovi
takoder sadrze najvece koncentracije flavonoida (121.515 + 9.171 mg katehina/g suhe tvari)
i kondenziranih tanina (19.162 + 0.436 mg katehina/g suhe tvari), a plodovi nesto nize
koncentracije flavonoida (4.696 + 0.329 mg katehina/g suhe tvari) i kondenziranih tanina
(7.893 £ 0.481 mg katehina/g suhe tvari). Ekstrakti liS¢a, stabljike i korijena imaju snaZan
ukupni antioksidacijski kapacitet te mogucnost uklanjanja slobodnih radikala, za smanjenje
snage i inhibiciju oksidacije B-karotena. Plodovi imaju najslabije antioksidacijsko djelovanje
(Zitouni i sur., 2016; Botsaris i sur., 2015).

U lis¢u su najzastupljeniji fenolni spojevi galna kiselina, katehin, siringinska kiselina,
elaginska kiselina, kvercetin-3-O-ramnozid i luteolin, a u plodovima su najzastupljenije galna
kiselina, katehin, 3,4-dihidroksicimetna kiselina, benzojeva kiselina, salicilna kiselina i luteolin
(Mehenni i sur., 2016).

Fenolni spojevi

L AN

Flavonoidi Ne-flavonoidi

Flavonoli Fenolne kiseline \ Tanini, stilbeni i
Flavoni lignani

Flavanoni l \

Flavanoli

1zoflavoni Hidroksicimetna | | Hidroksibenzojeva
Antocijani kiselina kiselina

Slika 2. Klasifikacija fenolnih spojeva (Shirahigue i Ceccato-Antonini, 2020)



2.3.1. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline se po strukturi mogu podijeliti u dvije grupe: hidroksibenzojeva i
hidroksicimetna kiselina. Hidroksibenzojeve kiseline su galna, 4-hidroksibenzojeva,
protokatehinska, vanilinska, elaginska i siringinska kiselina, koje imaju zajednicku strukturu
C6-C1. U prirodi su uglavnom prisutne u slobodnom obliku ili konjugirane u Seéerima i
organskim kiselinama. Hidroksicimetne kiseline su aromatski spojevi sa strukturom C6-C3, a

najcesée su p-kumarinska, kava, ferulinska i sinapinska kiselina (Ozcan i sur., 2014).

O
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Slika 3. Strukturni prikaz hidroksibenzojeve kiseline (Anonymous 3)
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Slika 4. Strukturni prikaz hidroksicimetne kiseline (Anonymous 4)

Galna kiselina je najzastupljenija fenolna kiselina u liS¢u trslje te koncentracija iznosi 161.67
+ 35.27 mg galne kiseline/g. Nakon galne kiseline druga po zastupljenosti u lis¢u trslje je
siringinska kiselina, cija koncentracija iznosi 52,66 * 7,23 mg/g. Elaginska kiselina je

najmanije zastupljena u lis¢u trslje, 9.54 £+ 0.63 mg/g (Mehenni i sur., 2016).

Za razliku od lis¢a, plodovi su slabi izvor fenolnih kiselina. Koncentracija galne kiseline u
plodovima trslje iznosi samo 5.67 + 0.017 mg/g (Mehenni i sur., 2016). Digalna kiselina iz

plodova trslje ima antimutagena svojstva (Bozorgi i sur., 2013).



Listovi trSlje bogat su izvor derivata galne kiseline poput mono, di i tri-O-galol-kvininske
kiseline i monogaloil glukoze, dok su u plodovima trslje identificirane 1,2,3,4,6-pentagaloil
glukoza i 3,4,5-O-trigaloilkina kiselina (Bozorgi i sur. 2013; Benhammou i sur., 2008).
Derivati hidroksicimetne kiseline prisutni u plodovima trslje su p-kumarinska-4-O-glukozid,

kvininska kiselina i kava kiselina (Bozorgi i sur. 2013).

2.3.2. Flavonoidi

Flavonoidi su spojevi male molekulske mase Cija se temeljna struktura sastoji od C6-C3-C6
kostura. Sastoje se od dva benzenska prstena (A i B) povezana piranskim prstenom (C).
Uglavnom su podijeljeni u dvije klase: antocijane i antoksantine (skupina bezbojnih spojeva
koja su podijeljeni u flavone, flavane, flavonole, izoflavone i njihove glikozide) (Ozcan i sur.,
2014). U prirodi se flavonoidi nalaze uglavnom u obliku glikozida, tj. povezani su s razlicitim

molekulama Secera (Kurtagi¢, 2017).

®
o
OH ZNoH

flavan-3-ols

flavonols

flavones flavanones isoflavones

Slika 5. Podjela flavonoida (Anonymous 5)



Flavonoidi su pigmenti odgovorni za vedinu obojenja u cvjetovima i plodovima trslje ali i
ostalih biljaka. Imaju mnogo terapijskih svojstva i utjeCu na odrzavanje dobre cirkulacije.
Mogu imati i protuupalna i antivirusna svojstva ali i zastitne ucinke na jetru (Trabelsi i sur.,
2016).

Ekstrakti trSlje sadrze znacajne kolic¢ine flavonola (u plodu od 8,0 + 0,1 do 33,1 £ 1,1 i u
liS¢u od 20,1 £+ 1,1 do 34,6 £+ 1,3 mg rutina/g ekstrakta) i hidroksicinamata (u plodu od 5,4
+ 0,2 do 22,2 + 0,8 i u liS¢u od 8,4 + 0,3 do 16,5 = 0,7 mg kafeinske kiseline/g ekstrakta)
(Botsaris i sur., 2015). Udio flavonoida u trslji je od 13.78 mg rutina/g do 23.46 mg rutina/g
(Trabelsi i sur., 2016).

Flavonoli cine znacajnu skupinu flavonoida trslje, a najzastupljeniji su kvercetin, taksifolin,
kvercetin-3-O-glukuronid i luteolin 6,8-di-C-heksozid (Trabelsi i sur., 2016). U plodovima
trslje previadava derivat kvercetina, kvercetin-3-O-glukuronid (Trabelsi i sur., 2016). U liS¢u
trslje identificiran je kvercetin-3-O-ramnozid u koncentraciji od 0,12 + 0,053 mg/g suhog
ekstrakta lista (Mehenni i sur., 2016). Kvarcetin-3-glukozid takoder je izoliran iz liS¢a trslje
(Bozorgi i sur., 2013). Derivati miricetina predstavljaju 20% ukupne koncentracije fenolnih
spojeva lis¢a trSlje (Bozorgi i sur., 2013). Derivati mircetina u liS¢u trSlje su miricetin 3-O-

ramnozid i miricetin 3-O-rutinozid (Romani i sur., 2002).

Flavoni su Siroko rasprostranjeni medu biljkama u obliku aglikona ili glikozida (Murkovic,
2003). Najznacajniji predstavnici flavona su luteolin i apigenin (Pathak i sur., 2018). Luteolin
se u plodovima trslje nalazi u koncentraciji od 2.97 + 0.1 mg/g suhog ekstrakta ploda, a
njegova koncentracija u liS¢u je neSto manja, iznosi 0.61 + 0.01 mg/g suhog ekstrakta
(Mehenni i sur., 2016).

Flavanoli ili flavan-3-oli su skupina flavonoida od kojih su najzastupljeniji u biljkama
katehini i proantocijanidini (Pathak i sur., 2018). Katehini su monomerni flavonoli, a ostali
monomerni flavonoidi su epikatehin, epigalokatehin, galokatehin i njihovi derivati galata.
Proantocijanidi su polimerizirani flavanoli (Watson i sur., 2017). Od flavanola, u trslji se
jedino nalazi katehin u manjim koli¢inama. Katehin se u liS¢u trSlje nalazi u koncentraciji od
31.79 £ 5.76 mg/g suhog ekstrakta, a njegova koncentracija u plodovima je znatno manja,
iznosi 0.2 £ 0.001 mg/g suhog ekstrakta (Mehenni i sur., 2016).

Antocijanini su biljni pigmenti u glikoziliranom obliku. Odgovorni su za crvenu, ljubicastu i

plavu boju voca i povréa. Cijanidin-3-glukozid je glavni antocijanin koji se nalazi u vecini



biljaka. Najcesdi tipovi antocijanidina su cijanidin, delfinidin, pelargonidin, peonidin, petunidin
i malvidin (Khoo i sur., 2017). Antocijani cijanidin-3-O-glukozid i delfinidin-3-O-glukozid
otkriveni su u bobicama i liS¢u trslje (Bozorgi i sur., 2013). U liS¢u trslje cijanidin-3-O-
glukozid nalazi u koncentraciji od 0.4 + 0.12 mg/g suhog ekstrakta, a koncentracija
delfinidin-3-0O-glukozida iznosi 0.8 + 0.22 mg/g suhog ekstrakta (Romani i sur., 2002). U
trslji je takoder identificiran cijanidin-3-O-arabinozid u manjim koncentracijama (Longo i sur.,
2007).

2.3.3. Ostali fenolni spojevi

Osim fenolnih kiselina i flavonoida, ostali fenolni spojevi trslje su tanini i sekoiridoidi (Trablesi
i sur., 2016).

Tanini se dijele u dvije skupine: hidrolizirani i kondenzirani tanini. Hidrolizirani tanini se dijele
na galotanine, elagitanine i sloZzene tanine (derivate Seéere - uglavnhom glukoze, galne
kiseline i derivate elaginske kiseline). Kondenzirani tanini se joS nazivaju i procijanidini
(Swanson, 2003). Tanini trslje su hidrolizirani (galotanini) i kondenzirani tanini (Boudieb i
sur., 2019). 75% fenolnih spojeva trslje su hidrolizirani tanini koji su vec¢inom topljivi u vodi
(Mehenni i sur., 2016). Koncentracije tanina u plodovima i liS¢u trslje razlikuju se ovisno o
klimi i tlu gdje biljka raste. Azaizeh i sur. (2013) navode da je koncentracija kondenziranih
tanina (flavonol glukozida) u trslji od 22,8% (od ukupnih fenolnih spojeva) u biljci koja je
rasla u Italiji do 28,6% u biljci iz Izraela. Takoder navode da koncentracija hidroliziranih
tanina (galoil derivata) varira od 63,6% u biljci porijeklom iz Izraela do 74,7% u biljci

porijeklom iz Italije.

Tanini se u lisCu trslje nalaze u koncentraciji od 409.87 + 6.9 mg taninske kiseline/g suhog
ekstrakta, od toga su kondenzirani tanini 19.162 + 0.436 mg CE/g (Mehenni i sur., 2016;
Zitouni i sur., 2016). U plodovima koncentracija tanina iznosi 309.45 + 6.88 mg taninske
kiseline/g suhog ekstrakta (Mehenni i sur., 2016). Mladi listovi trslje su bogatiji izvor tanina u

usporedbi sa zrelim liSéem (Dogan i sur., 2003).

Identificirani sekoiridoid u plodovima trslje je oleozid, a osim u trslji prisutan je u maslinama i
maslinovom ulju. Vaznost ovog spoja je u tome Sto sprjecava ili usporava rast razlicitih

bakterija i gljivica (Trabelsi i sur., 2016).
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2.4.Etericna ulja trslje

Etericna ulja sastavljena su od lipofilnih tvari i sadrze lako hlapive spojeve koji ¢ine aromu
biljnog materijala. Etericno ulje predstavlja mali udio biljnog sastava, a sastoji se uglavhom
od terpena odnosno monoterpena (C10) koji mogu Ciniti viSe od 80% etericnog ulja i
seskviterpena (C15), te njihovih kisikovih derivata poput alkohola, aldehida, ketona, kiselina,

fenola, etera, estera, itd. (Fornari i sur., 2012).

Etericna ulja se mogu dobiti iz korijena, lis¢a, grana, cvjetova, plodova i siemenki biljke. Iako
svi dijelovi biljke sadrze etericna ulja, njihov sastav moze znatno varirati ovisno o dijelu biljke
koji se koristi kao sirovina. Ostali Cimbenici kao Sto su obrada, tlo i klimatski uvjeti, vrijeme

branja takoder mogu odrediti sastav i kvalitetu eteri¢nog ulja (Fornari i sur., 2012).

Smola se dobiva zarezivanjem biljke, poput grancica i listova, te takoder moze sluziti za
destilaciju eteri¢nog ulja. Smola nastaje reakcijom spoja B-mircena koji se polimerizira, pri
¢emu nastaje polimircen, no u sastavu smole se istiCu i spojevi poput pinena.

EteriCna ulja trSlje se sastoje od monoterpena, monoterpenskih estera i monoterpenskih
alkohola (45-68,3%) te seskviterpena (9,2—-28,1%) (Landau i sur., 2014; Chryssavgi i sur.,
2008). Koncentracija monoterpena je najveca u fazi cvatnje i iznosi 81,6% (Chryssavgi i sur.,
2008).

Eteri¢na ulja trslje sadrze 19-25% mircena, 16% o-pinena, 22%- 44% terpinen-4-ola i 65%
d-3-karena, 13% o-terpineola te u manjim koncentracijama limonen, sabinen, p-cimen i y-

terpinen (Benhammou i sur., 2008; Lo Presti i sur., 2008).

a-pinen u oleorezinu (smoli), B-mircen i sabinen u plodu, te limonen, mircen, sabinen i
teroinen-4-ol u liS¢u trslje su glavni spojevi u etericnom ulju trslje (Bozorgi i sur., 2013). U
ulju lis¢a su najviSe zastupljeni monoterpenski ugljikovodici, a-pinen (37,9-51,5%) i mircen
(27,0-69,7%) (Mecherara-Idjeri i sur., 2008). Seskviterpeni su znatno slabije zastupljeni u
etericnom ulju trslje od monoterpena. Germacren-D i B-kariofilen u etericnom ulju liséa trslje

su najzastupljeniji seskviterpeni (Bozorgi i sur., 2013).

Smola biljaka roda Pistacia sadrzi i triterpene, penta i tetraciklicke triterpene. Triterpeni trslje
su mastikadienska kiselina, mastikadienoli¢na kiselina, oleanolinska kiselina, ursolicna kiselina

te njihovi derivati (Bozorgi i sur., 2013).
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Ulje sjemena trslje ima visok sadrzaj nezasi¢enih masnih kiselina (priblizno 80%) s najviSe
oleinske (>50%) i linolne (>20%) kiseline te s vise od 8 mg/g tokoferola, koji daje
antioksidacijsko djelovanje (Landau i sur., 2014). Ulje trSlje sadrzi 119 mg o-tokoferola/kg

ulja, a y-tokoferola 23 mg/kg (Mezni i sur., 2020).

Ukupni udio triacilglicerola tijekom zrenja plodova se brzo povecava sa 105 na 966 mg/100 g
ulja izmedu 35. i 175. dana nakon stvaranja plodova. Dioleopalmitin (POO) je glavni
triacilglicerol u drugom stupnju sazrijevanja. U ulju P. /entiscus identificirane su Cetiri klase
fosfolipida: fosfatidinska kiselina (PA), fosfatidiletanolamin (PE), fosfatidilglicerol (PG) i
fosfatidilinozitol (PI). Ukupni sadrzaj fosfolipida tijekom zrenja plodova se smanjuje sa 45,5%

u 15. danu zrenja na 6,88% u 175. danu zrenja (Trablesi i sur., 2014).

2.5.Bioloska svojstva ekstrakata i etericnih ulja trslje (fenoli i eteri¢na ulja)

Ekstrakti i etericna ulja trSlje imaju antibakterijsko, antifungalno, antioksidativno i

antihepaticko djelovanje te utjecu na apoptozu i angiogenezu.

Ekstrakti listova trslje imaju antioksidativno djelovanje, Sto se moZe pripisati djelovanju
bioaktivnih spojeva poput fenolnih kiselina i flavonoida (Chryssavgi i sur., 2008). Ekstrakti
liS¢a imaju sposobnost uklanjanja DPPH (1,1-difenil-2 pikril-hidrazil) radikala i anionskih
superoksidnih radikala (Benhammou i sur., 2008). Derivati kvininske i galne kiseline, poput
5-O-galola, 3,5-O-digalola, 3,4,5-O-trigaloilkina kiseline imaju sposobnost uklanjanja DPPH,
superoksidnih (O,") i hidroksilnih (OH") radikala. Takoder smanjuju oksidaciju lipoproteina
niske gustoce (LDL) (Benhammou i sur., 2008; Baratto i sur., 2003).

Konzumacija mastike smanjuje koncentracije ukupnog serumskog kolesterola, LDL
kolesterola, omjera ukupnog kolesterola i HDL kolesterola, lipoproteina, apolipoproteina Al
(uklanjaju prekomjerni kolesterol iz tkiva), apolipoproteina B, ALT (alanin-aminotransferaza,
se izluCuje u krvotok kada su oStecene stanice srca ili jetre), AST (aspartat-aminotransferaza,
se izluCuje u krvotok kada su oStecene stanice srca ili jetre) Sto ukazuje na hepato-zastitno

djelovanje mastike (Landau i sur., 2014).

Prisutnost galne kiseline i njenog derivata, 1,2,3,4,6-pentagaloil glukoza u plodovima, ima
zastitnu ulogu protiv peroksidacije lipida izazvane vodikovim peroksidom (H,0,)

(Benhammou i sur., 2008).
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Trélja ima potencijalno antikancerogeno djelovanje. Mastikovo ulje uzrokuje inhibiciju
proliferacije stanica raka (Landau i sur., 2014). Mastika s grckog otoka Chiosa sadrZi spojeve
koji inhibiraju proliferaciju i induciraju smrt HCT116 stanica raka debelog crijeva kod ljudi
(Benhammou i sur., 2008). Digalna kiselina iz ploda trslje ima proapoptoticki ucinak na

stanice leukemije kod ljudi (Landau i sur., 2014).

Ekstrakti flavona trsSlje pokazuju antifungalno djelovanje protiv kvasca i plijesni, ali ne i
antibakterijsko. Ekstrakti imaju sposobnost inhibicije rasta plijesni roda Fusarium izmedu
8,251 28,81% (Benhammou i sur., 2008).

Ulje mastike pokazuje antibakterijska, protuupalna i antioksidacijska svojstva (Serifi i sur.,
2019). Ulje trslje se koristi u tradicionalnoj medicini za zacjeljivanje rana i lijecenje zelucanih
tegoba i astme. Ima antioksidativna i antibakterijska svojstva, te zastitni ucinak u slucaju

trovanja tesSkim metalima (Mezni i sur., 2020).

a-tokoferol, koji se uglavnom dobiva iz ulja sjemenki trslje, ima znacajnu vitaminsku
aktivnost, inhibira aktivnost protein kinaze C, enzima koji sudjeluje u proliferaciji stanica i
diferencijaciji stanica glatkih miSi¢a, trombocita i monocita. Takoder ima jaka antioksidacijska
i protuupalna svojstva (Mezni i sur., 2020). Monoterpeni u ulju trSlje imaju jako

antioksidacijsko djelovanje (Chryssavgi i sur., 2008).

Etericno ulje smole trslje ima antimikrobno i antifungalno djelovanje, dok ulja dobivena iz
lis¢a i grancica imaju umjereno djelovanje protiv bakterija i potpuno su neaktivna protiv
gljivica. Ulje plodova trSlje se moze primjenjivati i kao antidijaroici (Benhammou i sur.,
2008).

Ulje mastike pokazuje antibakterijsku aktivnost protiv bakterija S. aureus i B. subtilis, te
srednju aktivnost protiv £. coli. Sve su bakterije otporne na djelovanje a-pinena. Iako
verbenon, a-terpineol i linalool predstavljaju samo 0,07, 0,01 i 0,5% mastikova ulja, oni
imaju snazno antibakterijsko djelovanje i jako doprinose antibakterijskom djelovanju ulja.
Mastika i ekstrakti mastike imaju antibakterijsko djelovanje protiv bakterije Helicobacter
pylori koja uzrokuje gastritis. Istrazivanja na Stakorima su pokazala da konzumacija mastike
pomaze i kod smanjivanja simptoma gastritisa te da smanjuje oSte¢enje na zelucanoj sluznici
uzrokovano gastritisom (Landau i sur., 2014). Konzumacija mastike kao Zvakace gume

smanjuje koncentraciju bakterije S. mutans u ustima (Landau i sur., 2014).
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2.6. Postupci ekstrakcije fenolnih spojeva trslje

Ekstrakcija je ucinkovita i brza metoda razdvajanja i koncentriranja tvari. Ekstrakcija tvari iz
homogenih smjesa provodi se na osnovi njene razlicite topljivosti u razli¢itim otapalima koja
se medusobno ne mijesaju. Ekstrakcija je proces prijenosa jedne ili viSe tvari iz materijala u
kojem se nalaze u tekucéu fazu nakon cega slijedi proces separacije i izdvajanja tvari iz tekuée
faze. Temelji na koncentracijskom gradijentu; koncentracija komponenti u otapalu manja je
od njihove koncentracije u bioloSkom materijalu i komponente procesom difuzije prelaze iz
bioloSkog materijala u otapalo (Lloyd i van Wyk, 2012). Vrijeme potrebno za ekstrakciju ovisi
o0: viskoznosti otapala, povrsSini materijala izlozenog ekstrakciji, topljivosti komponenti u

otapalu te temperaturi (Rezek Jambrak, 2017).

Na djelotvornost ekstrakcije fenolnih spojeva utjeCu velicina Cestica, vrste i polarnost
otapala, odnos otapala i uzorka, vrijeme i temperatura te metoda ekstrakcije (Hernandez i
sur., 2009; Mariya John i sur., 2006). Ekstrakcija se moze odvijati kao kontinuirana i
diskontinuirana, jednostepena, viSestepena, viSestepena protustrujna te kao ekstrakcija

unakrsnim stupanjem s jednim otapalom.

2.6.1. Konvencionalne tehnike ekstrakcije

U konvencionalnim metodama ekstrakcije obi¢no se koriste organska otapala i potrebna je
velika koliina otapala te dugo vrijeme ekstrakcije (Zhang i sur., 2018). Konvencionalne
metode dobivanja biljnih ekstrakata provode se postupcima maceracije, dekokcije,
perkolacije uz primjenu vode, vodenih otopina alkohola ili organskih otapala. Ekstrakcija
organskih tvari iz ¢vrste faze moze se izvoditi pri sobnoj temperaturi (maceracija, perkolacija)

i pri poviSenoj temperaturi (infuzija, dekokcija).

Maceracija je jednostavna metoda ekstrakcije. Sirovina se natapa u odabranom otapalu na
sobnoj temperaturi najmanje 3 dana, uz cesto mijeSanje. Nakon ekstrakcije, otapalo se
ukloni iz smjese, Cesto vakuumskim isparavanjem, zbog koncentriranja produkta. Najvazniji
je izbor otapala, a ono moze biti polarno ili nepolarno. Nedostatak ove metode je dugo
vrijeme ekstrakcije i mala ucinkovitosti ekstrakcije (Mazzutti i sur., 2020). Maceracija se
moze izvoditi na sobnoj temperaturi ili na hladnom. Hladna maceracija odvija se na
temperaturama nizim od 15 °C pri ¢emu dolazi do ekstrakcije aromatskih spojeva (npr.
monoterpena), a izbjegava se veca ekstrakcija polifenolnih spojeva sklonih oksidaciji (Jagatic¢
Korenika i sur., 2017). Ova metoda je pogodna za ekstrakciju termolabilnih komponenti
(Zhang i sur., 2018).
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Dekokcija je metoda ekstrakcije biljke kuhanjem u kljucaloj vodi. Vrijeme kuhanja je
izmedu 5 i 15 minuta. Ova metoda se koristi za tvrde dijelove biljke poput korijena i kore za
koje je potrebno duze vrijeme da vruca voda prodre u unutrasnjost biljnih dijelova i
ekstrahira aktivne tvari (Nagalingam, 2017). Dekoracija se ne moze koristiti za ekstrakciju
termolabilnih komponenti ili onih koje lako isparavaju poput eteri¢nih ulja (Zhang i sur.,
2018).

Perkolacija je kontinuirana ekstrakcija usitnjenog biljnog materijala na sobnoj temperaturi
(Anonymous 6). Kod perkolacije biljka se stavi iznad posude s otapalom, a iznad biljnog
materijala postavi se hladilo. Otapalo se zagrijava na temperaturu vrenja otapala, te ono
isparava, hladi se u hladilu i kapa po biljnom materijalu vrSeéi na taj nacin ekstrakciju.
Otapalo s ekstrahiranim spojevima iz biljke pada nazad u zagrijanu posudu s otapalom.
Buduci da se otapalo konstantno zagrijava na temperaturu vrenja, neprestano se ponavlja
ciklus u kojem se otapalo kondenzira i kapa na biljni materijal te se otopljene tvari skupljaju
u posudu ispod biljnog materijala (Anonymous 7). Perkolacija se moze provoditi uz primjenu
vode, organskih otapala (poput etanola) ili vodenih otopina alkohola. Perkolacija je
ucinkovitija od maceracije jer je to kontinuirani proces u kojem se zasiCeno otapalo

neprestano zamjenjuje svijezim otapalom (Zhang i sur., 2018).

Ekstrakcija po Soxhletu je metoda ekstrakcije spojeva iz Cvrstih materijala kojom se
odreduje sadrzaj masti. Glavna prednost ove metode je kontinuirano ekstrahiranje biljke
svjezim otapalom (Zhang i sur., 2018). Svjeze otapalo se kondenzira i ekstrahira biljni
materijal kontinuirano. Nedostatci ove metode su Sto se ekstrakt kontinuirano zagrijava na
temperaturu vrenja otapala, Sto moze dovesti do termickog razlaganja spojeva u uzorku i
dugo vrijeme ekstrakcije (Handa i sur., 2008).
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Slika 6. Soxhlet metoda (Gunturu, 2018)
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Otapala koja su najcesce koristena u konvencionalnim metodama izolacije fenolnih spojeva iz
trslje su etanol (Benhammou i sur., 2008), metanol (Trabelsi i sur., 2016) i otopina metanol :
voda = 70 : 30 (Chryssavgi i sur., 2008). Vecina klasi¢nih metoda koristi organska otapala u
velikim kolicinama i okarakterizirane su niskom selektivnoséu i potrebom za visokim
temperaturama, Sto moze dovesti do degradacije termolabilnih spojeva. Upravo iz tih razloga
sve znacajnije mjesto u industriji zauzimaju suvremene metode ekstrakcije kao Sto su
ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima, ekstrakcija pomocu ultrazvuka i ubrzana

ekstrakcija otapalima pri poviSenom tlaku (Rajic i sur., 2015).

2.6.2. Napredne tehnike ekstrakcije

Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (eng/. Microwave-assisted extraction, MAE)
je jednostavna i ekonomicna ekoloski prihvatljiva tehnika za ekstrakciju bioloski aktivnih
spojeva iz razlicitih biljnih materijala (Kothari i sur., 2012), koja koristi energiju mikrovalova
za zagrijavanje otapala s ¢vrstom uzorkom kako bi se izazvalo izdvajanje komponenti uzorka

u otapalo (Veggi i sur., 2013).

Mikrovalovi stvaraju elektricna i magnetska polja koja su okomita jedna na druga. Elektricno
polje izaziva zagrijavanje pomocu dva mehanizma, dipolne rotacije i ionske provodljivosti.
Mikrovalovi zagrijavaju cijeli volumen uzorka istovremeno i ostecuju vodikove veze poticuci
rotaciju dipola (Kothari i sur., 2012). Toplina dobivena mikrovalovima izravno se prenosi na
otapalo i vodu unutar uzorka te to dovodi do intenzivhog gibanja molekula i rotacije dipola
odnosno zagrijavanja uzorka. Zagrijana vlaga iz uzorka isparava, stvarajuéi visoki tlak pare
koji stvara pritisak na stanicnu stijenku i dolazi do njenog pucanja. Pucanjem stani¢ne
stijenke omogucuje se prodor otapala unutar stanice i oslobada se eteri¢no ulje (Handa i
sur., 2008).

Otapala koristena za MAE imaju visoku dielektricnu konstantu i sposobnost da apsorbiraju
mikrovalnu energiju (Kothari i sur., 2012). Izbor otapala ovisi o: topljivosti ekstrakata,
selektivnosti otapala prema ekstrahiranom spoju, sposobnosti otapala da stupi u interakciju s
matriksom Cvrste tvari, dielektricnoj konstanti i mogucnosti upijanja energije mikrovalova.
Sto je veca dielektricna konstanta otapala, to je brze zagrijavanje uzorka (Kothari i sur.,
2012).
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Otapala poput acetona koja ne apsorbiraju mikrovalove pokazala su se najboljima za
ekstrakciju fenolnih spojeva, a otapala poput heksana za ekstrakciju termolabilnih

komponenti (Kothari i sur., 2012).

Postoje dvije vrste ekstrakcije potpomognute mikrovalovima, ekstrakcija u zatvorenim
posudama pri kontroliranom tlaku i temperaturi te ekstrakcija u mikrovalnim peénicama pri

atmosferskom tlaku (Kothari i sur., 2012; Kaufmann i Christen, 2002).
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Slika 7. Frekvencija mikrovalova (Anonymous 8)

Prednost ove tehnike je Sto ima krace vrijeme ekstrakcije, manje otapala je potrebno za
ekstrakciju, vecu Cistocu ekstrakta, niske troskove i bolji prinos ekstrakcije u usporedbi sa
Soxhlet metodom (Kothari i sur., 2012; Zhang i sur., 2018).

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (engl. Ultrasound assisted extraction, UAE)
ukljucuje primjenu visoko intenzivnih, visokofrekventnih zvucnih valova i njihovu interakciju s
uzorkom (Kothari i sur., 2012). Spada u jednu od novijih tehnika koje omogucuju visoku
reproducibilnost u kracem vremenskom periodu, jednostavnije rukovanje, nize temperature
te koriStenje manijih koli¢ina otapala (Drmi¢ i Rezek Jambrak, 2010). Tijekom tretiranja
uzorka ultrazvukom, dolazi do fenomena kavitacije koji uzrokuje brzo razaranje stani¢ne
stijenke, oslobadanje stani¢nog materijala i olakSan je pristup otapala stanicnom sadrzaju Sto
rezultira skracenim vremenom ekstrakcije i poveéanom efikasnoSéu ekstrakcije te
poboljSavanjem prijenosa mase (Kothari i sur., 2012). Ultrazvucni valovi mogu se podijeliti na
visokofrekventni ultrazvuk, te ultrazvuk visokog intenziteta. Ultrazvuk visoke snage, djeluje

na nizim frekvencijama, obi¢no od 20 do 100 kHz, s intenzitetom zvuka u rasponu od 10 do
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1000 W/cm? gdje uslijed djelovanja kavitacije na stanine stijenke, omogucuje vece
prodiranje otapala u materijal te povecava prijenos mase. Uslijed pucanja stanicnih stijenki
dolazi do direktnog kontakta sa sadrzajem stanice i povecane efikasnosti ekstrakcije. Uz
otapalo, temperaturu i tlak, za optimiziranje procesa potrebno je optimizirati i ostale faktore
poput frekvencije, vremena tretiranja, snage ultrazvuka te distribucije ultrazvucnih valova.
Metodom ultrazvucne ekstrakcije bioaktivnih tvari nastoji se smanijiti upotreba otapala ili
potpuno izbjegnuti njihova upotreba, a sve viSe se primjenjuju GRAS otapala (,generally
recognised as safe") (Drmic¢ i Rezek Jambrak, 2010). Visoka razina energije koja je dostupna
u ultrazvuku visoke snage Cini ga prikladnim za upotrebu u prehrambenoj industriji za
poboljSanje procesa poput ekstrakcije ulja, ekstrakcije bioaktivnih spojeva, povrsinske
dekontaminacije, inaktivacije mikroba, inaktivacije enzima te odvajanje Skroba i proteina
(Bimakr i sur., 2017).

Ova metoda ne zahtijeva slozene instrumente i relativno je jeftina te je zbog toga jedna od
najjednostavnijih ekstrakcijskih tehnika. Za novije tehnike izolacije bioaktivnih spojeva cesto
su potrebni posebni uvjeti izvodenja Sto otezava njihovu svakodnevnu primjenu te
skupocjena aparatura, Sto ovoj metodi daje prednost jer zahtjeva niske troSkove odrzavanja,

jednostavna je te sigurna za upotrebu.

Ultrasonic ‘
generator \ ! Sonotrode
: [ A Hotplate
= /

Slika 8. Shematski dijagram ekstrakcije potpomognute ultrazvukom (Sulaiman, 2016)

Ubrzana ekstrakcija otapalima pri poviSenom tlaku (ASE) je noviji postupak
ekstrakcije u zatvorenom sustavu pri visokim tlakovima (35 — 200 bara) i temperaturama
iznad temperature vrenja (50 - 200 °C) pri ¢emu se koriste organska otapala. Ekstrakcija

traje kratko vremensko razdoblje (5 — 25 minuta) pri ¢emu se troSe male koli¢ine otapala
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(15-45 mL). To je metoda ekstrakcije razlicitin spojeva iz ¢vrste ili polucvrste matrice uzorka
(Richter i sur., 1996; Mottaleb i Sarker, 2012). PoviSena temperatura ubrzava ekstrakciju, a
poviseni tlak odrzava otapalo ispod tocke vrenja i u tekuéoj fazi, omogucujuéi brzu, sigurnu i
ucinkovitu ekstrakciju ciljnih analita iz razli¢itih matrica (Mottaleb i Sarker, 2012). Ekstrakcija
pri poviSenom tlaku i temperaturi poboljSava ucinkovitost ekstrakcije, u usporedbi s
ekstrakcijom pri sobnoj temperaturi i atmosferskom tlaku, zbog efekta topljivost i prijenosa

mase te utjecaja na povrsinsku napetost (Richter i sur., 1996).

Na poviSenim temperaturama povecava se sposobnost otapala za otapanje analita.
Povecanjem temperature ekstrakcije takoder se povelava i brzina difuzije. Poveéanjem

temperature od 25 do 150 °C mozZe se povecati brzina difuzije otprilike 2-10 puta.

Ako se tijekom ekstrakcije dodaje svjeze otapalo to rezultira poboljSanim prijenosom mase te
time i povecanim stupnjem ekstrakcije. Uvodenjem svjeZzeg otapala povecava se
koncentracijski gradijent izmedu otopine u stanici i povrSine uzorka matrice, Sto utje¢e na

brzi stupanj prijenosa mase (Richter i sur., 1996).

Utjecaj na povrSinsku napetost imaju temperatura i tlak. Pri poviSenoj temperaturi slabe
medumolekulske interakcije kao Sto su Van der Waalsove interakcije, vodikove veze i dipol-
dipol veze. PoviSena temperatura takoder smanjuje viskoznost otapala i povrSinsku napetost
te se time povecava prodiranje otapala u matricu i pospjesuje ekstrakcija. Visoki tlak
omogucuje da otapalo prodre dublje u matricu uzorka time pospjesujuci ekstrakciju analita iz
pora matrice (Richter i sur., 1996) i pomaze da se proces odvija brze (Mottaleb i Sarker,
2012).
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Slika 9. Shematski prikaz ubrzane ekstrakcije otapalima pri poviSenom tlaku
(Richter i sur., 1996)
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Otapalo za ekstrakciju odabire se prema polarnosti, a trebalo bi biti Sto sli¢nije polarnosti
spojeva koji se izoliraju. Za ASE ekstrakciju mogu se koristiti otapala razliitog polariteta od

n-heksana do metanola (Mottaleb i Sarker, 2012).

Pri viSim temperaturama smanjuje se selektivnost primijenjene metode i izoliraju se razlicite
grupe spojeva. Selektivnost se takoder smanjuje koriStenjem vise polarnih otapala, no moze
se koristiti niz razliCitih otapala, pri ¢emu je svako sljede¢e polarnije od prethodnog, za
dobivanje selektivnih ekstrakcija (Mottaleb i Sarker, 2012).

2.7. Postupci izolacije etericnih ulja trslje

Metode dobivanja eterinog ulja destilacijom najceS¢e obuhvacaju destilaciju vodenom
parom, vodom i parom, a primjenjuju se i metode ekstrakcije uz primjenu otapala (Akdag i
Ozturk, 2019). Destilacija je najceS¢a metoda za odvajanje sekundarnih biljnih metabolita
koji se odvajaju u razli¢itim fazama i sluzi za odjeljivanje ili procis¢avanje komponenti iz
njihovih smjesa. Odvajanje smjese destilacijom moguce je ako je jedan sastojak laksSe
hlapljiv, odnosno ima nizu temperaturu vrenja od drugog sastojka od kojeg ga odjeljujemo.
Razdvajanje razlicitih bioaktivnih sastojaka u smijesi vrsi se zagrijavanjem vodenog oblika
smjese na temperaturu vrenja (razliciti sastojci smjese imaju razlicita vrelista) pri cemu
tekucina prelazi u plinovitu fazu. Tvar koja ima nizu temperaturu vreliSta isparava prva.
Nastale pare se kondenziraju i prikupljaju su u posebnim tikvicama te se dobiju destilati. U
parnoj fazi ima viSe lakSe hlapljivih komponenti nego u tekucoj fazi, u kojoj je veci sadrzaj

komponenti s viSim vreliStem (Rakhee i sur., 2018; Anonymous 9; Anonymous 10).

Hladno presanje se odnosi na svaki fizicki proces u kojem se bioloSki materijal razbija ili drobi
kako bi se oslobodilo etericno ulje. Ovim procesom se dobije emulzija ulje - voda koja se

obi¢no odvaja centrifugiranjem (Forde i sur., 2014).

2.7.1. Destilacija etericnih ulja vodom, vodenom parom i parom

Za proizvodnju eteri¢nih ulja uglavnom se koristi destilacija vodenom parom biljke u svijezem
stanju. Koji ¢e se postupak izolacije etericnih ulja primijeniti ovisi o vrsti i svojstvu sirovine,
kvalitativnom i kvantitativnom sastavu eteri¢nog ulja, a posebno o njegovoj primjeni (Raji€ i
sur., 2015).
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Kod destilacije vodom biljni materijal je potpuno uronjen u vodu, a pare vode i etericnog
ulja isparavaju i kondenziraju se u kondenzatoru. Glavni nedostatak destilacije vodom je Sto
nije moguéa potpuna ekstrakcija etericnog ulja. Kod ove metode komponente ulja poput
estera osjetljive su na hidrolizu, dok su druge komponente poput aciklickih monoterpenskih
ugljikovodika i aldehida osjetljive na polimerizaciju (Handa i sur., 2008). Djelovanje visoke
temperature takoder negativno utjeCe na kvalitetu ekstrahiranog etericnog ulja (Fornari i
sur., 2012). Destilacija vodom vremenski dulje traje od destilacije vodenom parom ili

destilacije vodom i parom (Handa i sur., 2008).

Destilacija vodenom parom temelji se na svojstvu mnogih spojeva da hlape zajedno s
vodenom parom pri temperaturi (<100°C) znatno nizoj od njihova vrelista. U smjesi dviju ili
viSe tekudina koje se ne mijeSaju svaka tekucina pokazuje vlastiti tlak para. Kada ukupan tlak

para postane jednak atmosferskom tlaku smjesa ée se destilirati.

Nedostaci destilacije vodenom parom su niska ucinkovitost i selektivnost ekstrakcije,
upotrebe velikih koli¢ina otapala i dugo vrijeme ekstrakcije. Na kvalitetu etericnog ulja moze
utjecati hidroliza ili oksidacija, Sto se moze dogoditi zbog dugog vremena ekstrakcije i/ili
velike koliCine otapala (Stratakos i Koidis, 2016). Prednosti ove metode su Sto se koli¢ina
pare moze lako kontrolirati te nema termickog raspadanja sastojaka etericnog ulja (Handa i
sur., 2008).

Destilacija vodom i parom je brza metoda od destilacije vodom i njome se bolje
iskoriStavaju etericna ulja, uz manje izrazenu hidrolizu estera i polimerizaciju aldehida.
Provodi se tako da se iznad sloja vode koja vrije postavi mrezica s biljnim materijalom, a

voda ne dotice biljni materijal, nego samo vodena para prolazi kroz njega.

Prednosti destilacije vodom i vodenom parom:

veci prinos ulja
komponente hlapljivog ulja su manje podlozne hidrolizi i polimerizaciji
gubitak polarnih sastojaka je minimaliziran ako se kontrolira refluks

kvaliteta ulja dobivenog destilacijom vodenom parom je reproducibilna

YV V V VYV V

destilacija vodenom parom je brza od destilacije vodom pa je energetski
ucinkovitija (Handa i sur., 2008).
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Nedostaci destilacije vodom i vodenom parom:

> zbog niskog tlaka pare, ulja s visokom tockom kljuCanja zahtijevaju vecu koliinu
pare, a time je i duze trajanje destilacije
> biljni materijal postaje mokar, Sto usporava destilaciju jer sama para mora ispariti

vodu u materijalu kako bi mogla kondenzirati (Handa i sur., 2008).

Za izolaciju etericnih ulja trslje najceSce se koriste destilacija vodenom parom, ekstrakcija

superkriticnim fluidima i ekstrakcija Soxhlet metodom (Bampouli i sur., 2014).

2.7.2. Ekstrakcija superkriticnim fluidima

Ekstrakcija superkriticnim fluidima je metoda prijenosa tvari koja se bazira na Cinjenici da
pojedini plinovi postaju izuzetno dobra otapala za odredene vrste kemijskih spojeva u blizini
svoje kritine tocke, ili u superkritichom podrucju. Superkriticna ekstrakcija je postupak
ekstrakcije fluidom koji se nalazi u superkriticnom stanju, na temperaturi iznad svoje kriticne
temperature (T.) i na tlaku iznad svog kriticnog tlaka (p.). Ekstrakcije superkritinim fluidima

imaju brojne prednosti u odnosu na klasi¢ne ekstrakcije s otapalima (Rajic¢ i sur., 2015).

Ekstrakcijom superkriticnim fluidom znacajno se ubrzava proces difuzije i time se ubrzava
proces ekstrakcije. Fluid sluzi kao nosac i istovremeno se odvijaju ekstrakcija i separacija.

Dolaskom u standardne uvjete, fluid ishlapi, pri ¢emu ostaje Cisti ekstrakt.

Prednosti superkriticnog otapala su bolja difuzija, niZza viskoznost i manja povrSinska
napetost, ¢ime je omoguceno njegovo bolje prodiranje u materijal iz kojeg se ekstrahira
Zeljena tvar. Takoder, ovim postupkom omogucena je visoka selektivnost i kontrola
sposobnosti otapanja superkriticnog fluida promjenom tlaka i temperature te jednostavno

uklanjanje otapala iz ekstrakta (Joki¢ i sur., 2011).

Kao superkriticni fluid se najcéesce koristi ugljicni dioksid (CO,) (Raji¢ i sur., 2015). CO, ima
umijereno nizak kriticni tlak (74 bara) i temperaturu (32°C), netoksican je, nezapaljiv,
dostupan u visokoj CistoCi i relativno niskoj cijeni, te se lako uklanja iz ekstrakta. Superkriti¢ni
CO, dobro je otapalo za lipofilne (nepolarne) spojeve, dok ima nizak afinitet s polarnim
spojevima (Fornari i sur., 2012). CO,, kao otapalo, ima oznaku GRAS te se smatra potpuno

sigurnim za primjenu u proizvodnji i preradi hrane (Jokic i sur., 2011).
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Superkriticni fluidi imaju veliku moguénost primjene u mnogim procesima, ali veéinom se
primjenjuju za ekstrakcije eteri¢nih ulja i drugih supstanci koje se koriste u farmaceutskim

proizvodima (Joki¢ i sur., 2011).

Etericna ulja mogu se lako ekstrahirati primjenom superkriticnog CO, pri umjerenom tlaku i
temperaturi. Za ekstrakciju eteri¢nih ulja iz biljne matrice potreban je relativno nizak tlak, 9-
12 MPa. Mogu se primjenjivati i visi tlakovi kako bi se unaprijedio ucinak kompresije na biljnu

stanicu, Sto pospjesuje prijenos mase i oslobadanje ulja iz stanice (Fornari i sur., 2012).

U usporedbi s klasichom ekstrakcijom:

e Vedi prinos ekstrakcije

e Sastav ekstrakta

e Antioksidacijska aktivnost

e Antimikrobna aktivnost

e NiZe temperature ekstrakcije

¢ Nema kontaminacije otapalom

e Energetska efikasnost (istovremena ekstrakcija i separacija).

]

Liquid CO, storage tank Compressor Heating
Condensator Separator
Extractor .

B Supercritical CO, ~
@ Supercritical CO, + extract

2 o %o °
B Gaseous CO, 0
M Liquid CO, Eibract

Slika 10. Ekstrakcija superkriticnim fluidom (Anonymous 11)

23



2.8. Pregled dosadasnjih istrazivanja ekstrakcije bioaktivnih spojeva trslje

U literaturi nema velik broj istraZivanja koja su bila fokusirana na usporedbu konvencionalnih

i naprednih tehnika ekstrakcije i izolaciju etericnih ulja.

Provedeno je istrazivanje kojim je obuhvaéena izolacija BAM trslje uz upotrebu vode kao
otapala, a usporedivan je i utjecaj temperature te je tako provedena ekstrakcija pri sobnoj
temperaturi i zagrijanom vodom. Na temelju rezultata spomenutog istrazivanja zakljuceno je
da se vedi prinosi ukupnih fenola dobivaju pri maceraciji uz zagrijavanje. Uz maceraciju pri
sobnoj temperaturi koncentracija ukupnih fenola iznosila je 759,45 umol GAE/g suhe tvar, a
uz zagrijavanje gotovo dvostruko vise tj. 1359,10 pmol GAE/g suhe tvari (Gongalves i sur. ,
2013).

Usporedbom konvencionalne, MAE i UAE dokazano je da tehnika ekstrakcije znacajno utjece
na prinose fenolnih spojeva. Ekstrakcija svjezeg liS¢a trslje potpomognuta mikrovalovima s
vodom kao otapalom pokazala je najveci prinos ekstrakcije (48,11 + 0,56% suhe tvari).
Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom je imala prinos ekstrakcije 39,39 £ 1,13% suhe tvari,
a dobiveni ekstrakti su imali najvecu antioksidacijsku aktivnost (Bampouli i sur., 2014). U
opisanom istrazivanju takoder je utvrdeno da na ucinkovitost ekstrakcije znatno utjecu
polarna otapala voda i etanol, dok upotreba heksana ili etil acetata nije imala znacajan

utjecaj. Utjecaj otapala narocito do izrazaja dolazi kod konvencionalne tehnike ekstrakcije.

Dahmoune i sur. (2014) su optimizirali ekstrakciju bioloski aktivnih molekula iz lista trslje s
podrucja Alzira, a usporedivali su prinose fenolnih spojeva u ekstraktima dobivenim
primjenom naprednih tehnika poput MAE i UAE, te ekstrakte dobivene s konvencionalnom
metodom ekstrakcije. Optimalni uvijeti za izolaciju BAM pomocu MAE bili su 46 % vodena
otopina etanola, vrijeme ekstrakcije od 60 s, omjer tekucine i krutine 28:1 i snaga valova od
17,86 W/mL, a pri navedenim uvjetima koncentracija fenolnih spojeva iznosila je 185,69 +

18,35 mg GAE/g st. Usporedbom sve tri tehnike, najveci prinosi dobiveni su primjenom MAE.

Pri izolaciji etericnih ulja trslje uglavnom se koristi destilacija vodom, vodenom parom ili
parom, a medu naprednije tehnike spadaju ekstrakcija superkriticnim fluidima (SFE) ili
ekstrakcija mikrovalovima bez upotrebe otapala. U istrazivanju koje su proveli Congiu i sur.
(2002), usporedivani su prinosi etericnog ulja pri izolaciji iz lista i bobica trsSlje porijeklom iz
dvije regije Sardinije (Costa Rey i Capoterra), a izolacija je provedena pomocu SFE i vodene

destilacije. Dokazano je da nema znacajne razlike u prinosima etericnog ulja ovisno o
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primijenjenoj tehnici ekstrakcije, dok su na koli¢inu i sastav ulja viSe utjecali faktori poput
lokaliteta s kojeg je biljka ubrana i dio biljke koriSten za ekstrakciju. Najvece iskoristenje
dobiveno je za etericno ulje lista trslje dobiveno vodenom destilacijom u biljci iz regije Costa
Rey u iznosu od 0,45 %, dok je uzorak porijeklom iz regije Capoterra imalo iskoriStenje u

iznosu od 0,28 %.

3. ZAKLJUCAK

Razliciti dijelovi trslje (Pistacia lensticus L), poput liS¢a, plodova, grancica i korijena bogat su
izvor razli¢itih bioaktivnih spojeva medu kojima se istiCu fenolni spojevi te mono- i
seskviterpeni kojima pripadaju najznacajnije sastavnice etericnog ulja trSlje. Za ucinkovitu
ekstrakciju ciljanih bioaktivnih spojeva vazno je odabrati ucinkovitu tehniku ekstrakcije te
definirati optimalne uvjete pri kojima se postizu najveéi prinosi ekstrakcije BAM. Unatoc
poznatim nedostacima konvencionalne tehnike ekstrakcije jos uvijek imaju znacajno mjesto u
ekstrakciji bioaktivnih molekula iz raznih biljnih vrsta pa tako i iz trslje. Uz konvencionalne
sve viSe se ispituje opravdanost upotrebe naprednih tehnika i usporeduju ostvareni prinosi,
ali pri tome je vazno tehnoloski u obzir uzeti i ekonomski aspekt. Ovaj rad predstavlja
pregled dijela tehnika koje Ce se koristiti kao dio istrazivanja koja se provode u okviru
projekta ,Bioaktivne molekule ljekovitog bilja kao prirodni antioksidansi, mikrobiocidi i
konzervansi“. Provodit ¢e se optimiranje postupaka ekstrakcije BAM trslje (ali i ostalih vrsta
bilja) primjenom konvencionalnih i naprednih tehnika te usporedba ucinkovitosti

primijenjenih tehnika.
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Izjava o izvornosti

Izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj

izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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