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1. Uvod

TrSlja (Pistacia lentiscus L.) je samonikla biljka karakteristicna za Mediteransko podrucje, a
najéeSCe se moze pronadi na pretezito suhom i neplodnom tlu priobalnog podrudja
Spanjolske, Italije, Hrvatske, Gréke te Tunisa, AlZira i Izraela. Veé od davnina poznata su
liekovita svojstva trslje koja se pripisuju brojnim bioaktivnim spojevima koji su sadrzani u
listu ili bobicama, a koji se najéesée primjenjuju u obliku etanolnih ili vodenih ekstrakata.
Ekstrakti se mogu pripremati iz cijelih mladih stabljika, liS¢a ili bobica primjenom razlicitih
otapala (najc¢esce voda, etanol ili vodene otopine etanola) ovisno o krajnjoj namjeni. Vodeni
ekstrakti lis¢a i mladih stabljika pripremaju se kao infuzije ili kao dekokti, a dokazano je da
imaju antimikrobna, antifungalna, protuupalna svojstva te potencijalno antikancerogeno
djelovanje. Ekstrakti trslje se upotrebljavaju za lijeenje Zelucanih cireva, ekcema, probavnih
smetnji i infekcija Zdrijela (Yemmen i sur,, 2015), ispiranje usne Supljine, lije¢enje mikoticne
infekcije tiemena (Landau i sur., 2014). Takoder je potvrdeno da etanolni ekstrakti liS¢a trslje
(R Lentiscus) imaju potencijanu primjenu u prevenciji hiperkolesterolemije (Cheurfa i sur,
2015) te hepatoprotektivno djelovanje u prevenciji nekroze jetre uslijed Stetnog djelovanja
paracetamola (Mehenni i sur, 2016). Navedeni biopotencijal trSlje povezuje se kemijskim
sastavom i prisutnosti bioaktivnih spojeva iz skupine fenola i terpena, od kojih mnogi
pokazuju i antioksidativno djelovanje. Fenolni spojevi trSlje najveé¢im dijelom pripadaju
skupini flavonoida i derivata hidroksibenzojeve kiseline, a od njih dominiraju flavanoli poput
katehina i epikatehina te galna kiselina i njeni esteri. Udio fenolnih spojeva trslje znacajno
varira u ovisnosti o dijelu biljke, ali i o lokacijama te terminima berbe. U usporedbi s cvijetom
list trslje sadrzava veci udio ukupnih fenola (Botsaris i sur,, 2015) dok je sam cvijet kao i plod
bogat na terpenima (Landau i sur, 2014). Uslijed starenja biljke odnosno njenim zrenjem
sukladno se mijenja i njen kemijski sastav. Razlike u udjelu ukupnih fenola zamijecene su
analiziranjem trslje ubrane u fazi prije i tijekom cvjetanja te prema Gardeli i sur. (2008) udio
ukupnih fenola raste prijelazom biljke u stadij cvjetanja. Kao samonikla bilika, trslja je
rasprostranjena po obalnom podrucju Mediterana i iako taj zahvaceni pojas karakterizira
specificna klima, razlike u okoliSu (tip i salinitet tla) i varijacije u klimatskim uvjetima
(temperatura, koli¢ina padalina, broj suncanih sati) medu podru¢jima dovode do razlika u
kemijskom sastavu trSlje (Landau i sur, 2014). TrSlja je josS uvijek nedovoljno istrazena,
naroCito trslja s podruéja Republike Hrvatske. Stoga je cilj ovog istrazivanja odrediti udio
ukupnih fenola u etanolnom ekstraktu liS¢a i odrediti kako on korelira s antioksidacijskom

aktivnoséu te usporediti utjecaj lokacije i vr.emena berbe na promatrane parametre.



2. Teorijski dio

2.1. Morfoloske karakteristike trslje (P. /entiscus L.)

Trslja (Pistacia lentiscus L.) je biljka iz porodice Anacardiaceae, a u prirodi raste samoniklo
kao zimzeleni grm od 1 do 5 metara visine, specifi¢an za priobalno Mediteransko podrucje.
Raste na predjelima ispod 1100 metara nadmorske visine, na suncanim i suhim mjestima
stjenovitih podrucja. Lisce je izduZenog, ovalnog oblika, oko 5 cm duzine, a cvijeta od
sredine ozujka do kraja svibnja. Cvjetovi su mali, rasporedeni u gustim cvatovima, s tim da
su muski cvjetovi crvene boje dok su Zenski zute. Bobice (plod) su sitne, okruglastog oblika,
crvene boje, a zreli plodovi su crne boje, promjera oko 4 mm (Landau i sur., 2014).
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Slika 1. Trslja (Landau i sur., 2014)
2.2. Fenolni spojevi trslje

Kao sekundarni biljni metaboliti, fenolni spojevi sintetiziraju se u biljci kao odgovor na
okolisne i fizioloSke stresove poput napada patogena i insekata, UV zracenja i samog
osteéenja biljnog materijala (Khoddami i sur., 2013). Sintetiziraju se iz fenilalanina ili u

manjoj mjeri iz tirozina (Shahidi i Naczk, 2001).



Fenolni spojevi po svojoj kemijskoj strukturi sadrzaju barem jedan benzenski prsten s
jednom ili viSe hidroksilnih skupina. Dijelimo ih na flavonoide (flavanoli, flavonoli, flavoni,
izoflavoni, flavanoni, antocijani), fenolne kiseline (hidroksicimetna i hidroksibenzojeva
kiseline i njihovi derivati) i neflavonoidne komponente (lignani, stilbeni, kumarini,

hidrohalkoni). Cesce su prisutni u formi glikozida nego kao aglikoni (Durackova, 2014).

Flavonoidi su C6-C3-C6 strukture (Slika 1.) odnosno sadrze difenilni propanski kostur kojeg
¢ine kondenzirani benzenski i piranski prsten (piranska jezgra) i nekondenzirani benzenski

prsten povezan s piranskim.

i

8 0 1 '

T el
5 3
\5/ F

Slika 2. Osnovna kemijska struktura flavonoida (Shahidi i Naczk, 2004)

Od fenolnih kiselina razlikujemo hidroksicimetne i hidroksibenzojeve kiseline, a u prirodi su
nadeni njihovi brojni derivati. Razlike u kemijskoj strukturi prikazanoj Slikom 2 za
hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline proizlaze iz stupnja hidroksilacije i metilacije
spojeva. Na benzenski prsten vezani su supstituenti poput hidroksilne i metoksilne skupine
ovisno o derivatu. Jedan od primjera derivata hidroksibenzojeve kiseline, ujedno i
identificiran u trslji, je galna kiselina (3,4,5-trihidroksibenzojeva kiselina), a derivati

hidroksicimetne kiseline su primjerice p-kumarinska i kafeinska kiselina.
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Slika 3. Osnovna struktura hidroksibenzojeve kiseline (lijevo) i hidroksicimetne kiseline
(desno) (Shahidi i Naczk, 2004)



Brojni znanstveno-istrazivacki radovi usporedujuci fitokemijski sastav pojedinih nadzemnih

dijelova biljke trslje navode list kao komponentu bogatijom ukupnim fenolima dok se bobica

navodi kao bogatija terpenima (Landau i sur., 2014). U tablici 1 navedeni su udjeli ukupnih

fenola, flavonoida i hidroliziranih tanina u nadzemnim dijelovima biljke (list, cvijet i stabljika)

i podzemnim (korijen). List sadrzava najveéi udio svih odredivanih skupina fenolnih spojeva

te ukupnih fenola, dok plod i korijen npr. sadrze manje udjele flavonoida i hidroliziranih
tanina (Zitouni i sur., 2016).

Tablica 1. Usporedba sadrzaja ukupnih fenola, kondenziranih tanina i flavonoida u

metanolnim ekstraktima razliCitih dijelova biljke A. /entiscus (Nedroma, Alzir) (Zitouni i sur.,

2016)

Dio biljke

Ukupni fenoli (mg
GAE/g suhe tvari

Kondenzirani tanini
(mg CE/g suhe tvari)

Flavonoidi (mg CE/g

suhe tvari)

List

216,289 + 20,62

121,515 £ 9,171

19,162 = 0,436

Stabljika

121,399 + 3,354

80,215 £ 3,113

16,788 = 0,733

Plod

103,342 £ 2,317

7,893 £ 0,481

4,696 + 0,329

korijen

30,188 £ 1,291

7,166 + 0,818

4,287 £ 0,106

CE = cathehin equivalent, ekvivalent katehina

GAE = gallic acid equivalent, ekvivalent galne kiseline

Identificirane fenolne komponente u liscu trslje pripadaju flavonoidima i derivatima fenolnih

kiselina. Od flavonoida se u vecoj koncentraciji navode spojevi koji pripadaju flavan-3-olima

(katehin, epikatehin), flavonolima (kvercetin-3-glukozid) te u manjoj koncentraciji antocijani

(cijanidin-3-0-glukozid i delfinidin-3-0O-glukozid), a od fenolnih kiselina u najvecoj mjeri su

prisutni derivati hidroksibenzojeve kiseline i to galna kiselina i njeni metilni esteri (3,4,5-tri-O-

galolilkina kiselina, B-glukogalin) (Bozorgi i sur., 2013).

Missoun i suradnici (2017) medu identificiranim komponentama navode flavonoide, alkaloide,

saponine, tanine, glikozide, terpenoide i steroide u liS¢u i stabljici . /entiscus koja potjece iz

zapadnog AlZira. Rodriguez-Perez (2013) i suradnici u najvisim koncentracijama navode

miricetin glukozid, katehin, B-glukogalin i kvercetin galat.

Pridodana svojstva (poput protuupalnog, antimikrobnog itd.) proizlaze iz fenolnog profila lista

trslje kojeg su Mehenni i suradnici (2016) odredili HPLC-DAD analizom. Dobiven je visok
udio galne kiseline (161,67 + 35,27 mg/g s.tv.) iza koje slijedi katehin (31,79 £ 5,76 mg/g



s.tv.), siringinska (52,66 + 7,23 mg/g s.tv.) te elaginska kiselina (9,54 + 0,63 mg/g s.tv.),
fenolni spojevi od prije poznatog visokog antioksidacijskog kapaciteta koji proizlazi iz njihove
kemijske strukture.

Kvantitativna analiza fenolnih komponenata u etil-acetatnom ekstraktu lista trslje s podrucja
Nedroma, Alzir takoder je pokazala prisutnost askorbinske kiseline (118,41 ug/g suhe tvari),
p-kumarinske kiseline (131,90 ug/g suhe tvari), ferulinske kiseline (91,23 pg/g suhe tvari),
kvercetina (1945,45 pg/g suhe tvari) i naringinina (1652,04 ug/g suhe tvari) (Zitouni i sur.,
2016).

2.3. Utjecaj lokacije rasta trslje na njen fitokemijski sastav

Udio fenolnih spojeva lista trslje varira ovisno od kuda biljka potjece, no HPLC analizama
utvrdena je prisutnost istih spojeva neovisno o regiji rasta. Tako, prikazano tablicom 2,
istrazivanja provedena u Italiji, Izraelu i Alziru navode hidrolizirane tanine, flavonol glukozide
i glukozide miricetina, cijanidina i kvercetina kao prisutne sastavnice nadene u listovima

trslje. Kao najzastupljenije komponente navode se katehin i galna kiselina.

Tablica 2. Sadrzaj fenola (mg/g suhe tvari) u listovima trslje ubranim u Italiji, Izraelu i Alziru
odreden HPLC analizom (Landau i sur., 2014)

Kemijski spoj Izrael Italija Alzir
Hidrolizirani tanini 26,7 37,0 -
Katehin 5,7 1,8 3,4
Klorogenska kiselina 17,5 - -
Galna kiselina 1,22 3,7 0,3
Cijanidin-3-O-glukozid - 0,4 -
Miricetin-3-O-rutinozid 6,8 4,5 -
Miricetin-3-O-ramnozid - - 6,2
Kvercetin-3-O-rutinozid 13,6 - -
Kvercetin-3-0O-
ramnozid ) 37 )

Okolisni faktori koji utjeu na rast i razvoj te posljedicno i njen fitokemijski sastav ukljucuju
tip tla na kojem biljka uspijeva, koli¢inu padalina, temperaturu, salinitet, broj suncanih sati i
dr..



Tip tla na kojemu biljka raste utjeCe na njen konacan fitokemijski sastav Sto Llorens-Molina i
suradnici (2015) pokazuju u istrazivanju sastava etericnih ulja dobivenih iz lis¢a trslje
ubranog s dva razli¢ita tipa tla u Valenciji, Spanjolskoj, a veoma sli¢nih drugih klimatskih
uvjeta. UocCene su razlike u prevladavaju¢im komponentama esencijalnog ulja, terpenima te
u silikatnom tlu prevladavaju seskviterpeni (39,9 %) dok u vapnenom tlu prevladavaju
monoterpeni (57,5 %) (Llorens-Molina i sur., 2015).

Koli¢ina padalina pokazala se kao faktor koji je utjecao na fitokemijski sastav analiziranih
etericnih ulja dobivenih iz liS¢a sa tri lokacije u Tunisu u istrazivanju Bachrouch i suradnika
(2013). Podrudja s kojeg potjece analizirano liS¢e kategorizirana su na vlazno, poluvlazno i
polusuho te je pokazano da je najsuse podrucje rezultiralo najvecim udjelom monociklickog
monoterpena limonena te biciklickih monoterpena a-pinena i a-felandrena, a najvlaznije s
najve¢im udjelom seskviterpena B-kariofilena dok kod poluvlaznog prevliadavaju monociklicki

monoterpeni terpinen-4-ol i a-terpineol.

Salinitet je jedan od vecih abiotickih stres faktora koji utjeCe na rast i reproduktivnost biljke.
Poznato je da je trslja rasprostranjena po pretezno suhom i toplom Mediteranskom podrucju
te da je stoga adaptirana na neplodna tla i ekstremne vremenske uvjete poput dugih
razdoblja susSe. Cristiano i suradnici (2016) u svojem istrazivanju promatrali su utjecaj
saliniteta na fiziologiju trslje u kontroliranim uvjetima. Osim Sto 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 trslja izrazito
prilagodljiva biljka koja moze tolerirati i akumulirati sol pri visokim koncentracijama stoga je
njen uzgoj potencijalno pogodan za obnavljanje napustenih (uslijed nepogodnog saliniteta

tla) agrokulturnih podrucja.

2.4. Utjecaj vremena berbe na fitokemijski sastav trslje

Uz uvjete okolisa vezanih za lokaciju biljke, vrijeme berbe takoder utjee na kemijski sastav
odreden iz ekstrakta liS¢a trslje. S razvitkom biljke odnosno s njenim zrenjem sukladno se
mijenja i njen kemijski sastav te je za oCekivati da ¢e dobivene vrijednosti varirati ovisno o
starosti biljke koja se analizira. U tablici 3 je prikazana jedna takva usporedba udjela ukupnih
fenola i ispitan je antioksidacijski kapacitet FRAP metodom ovisno o dobu godine kada je

biljka ubrana.



Tablica 3. Sadrzaj ukupnih fenola i antioksidacijski kapacitet odreden FRAP metodom u

metanolnim ekstraktima lis¢a trslje u tri termina berbe (Gardeli i sur., 2008)

Ukupni fenoli FRAP (mmol
Vegetativho N N
an Vrijeme berbe (mg GAE/g Fe?*/L biljnog
stanje . )
osusenog lista) ekstrakta)
Prije .
) _ Veljaca 483 + 2,7 84,6 = 3,5
cvjetanja
Cvjetanje Svibanj 588 + 32,7 131,4 £ 10,1
Formiranje
Kolovoz 581 + 14,0 105,0 £ 12,2
ploda

Prema Gardeli i suradnicima (2008) trslja s otoka Zakynthos, Grcka sadrzava najvise
monoterpena koji dosezu svoju maksimalnu koncentraciju u fazi cvjetanja ujedno kada je
uocen i najvedi udio ukupnih fenola (588 + 32,7 mg GAE/g uzorka) i najvisi antioksidacijski
kapacitet odreden FRAP metodom (131,4 =+ 10,1 mmol Fe?*/L). S obzirom na korelaciju
dobivenih vrijednosti udjela ukupnih fenola i AO kapaciteta autori navode da rezultati

upucuju da je trslja potencijalan prirodan izvor antioksidansa.

2.5. Primjena ekstrakta herbe trslje

Proveden je odredeni broj istrazivanja na temelju kojih se moze zakljuciti da je trslja bogat
izvor bioaktivnih spojeva kojima se pripisuju razli¢ita pozitivha djelovanja u prevenciji nekih
oboljenja. Prema jednom od provedenih /n vitro istrazivanja utvrdeno je da bioaktivni spojevi
metanolnog ekstrakta liS¢a trslje (iz podrucja sjevernog Tunisa) imaju potencijal u prevenciji
pa djelomicno i lijecenju karcinoma debelog crijeva. U spomenutom istrazivanju navodi se da
bioaktivni spojevi ekstrakta lista trslje uzrokuju apoptozu stanica karcinoma debelog crijeva
(Yemmen i sur., 2015).

Catalani i sur. (2017) proveli su istrazivanje utjecaja eteri¢nog ulja proizvedenog iz herbe
trslje koja potjece sa Sardinije, Italije na stanice raka. Na temelju provedene GG-MS analize
kao glavne sastavnice identificirani su monoterpeni mircen i a-pinen, za koje se smatra da

su odgovorne za antikancerogeno djelovanje.

Osim antikancerogenog djelovanja u jednom dijelu istrazivanja navodi se antibakterijska
aktivnost nadzemnih dijelova biljke P. Lentiscus. Analiziranjem djelotvornosti dekokta
pripremljenog od liS¢a trslje (iz podrucéja zapadnog Alzira) na rast bakterija uocena je izrazita
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antibakterijska aktivnost prema Gram pozitivnoj bakteriji S. aureus te inhibicija rasta Gram
negativne £. coli (Missoun i sur., 2017). Slabije izrazenu antibakterijsku aktivnost pokazuje
vodeni ekstrakt liS¢a. Aiche i suradnici (2015) usporeduju veli¢ine zona rasta razlicitih
bakterija te je pokazana najizrazenija inhibicija rasta bakterija Pseudomonas aeruginosa,
Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus te Bascillus cereus.

S obzirom na pokazanu antibakterijsku aktivnost trslje Botsaris i suradnici (2015) pokazali su
potencijalnu primjenu ekstrakta liS¢a trslje kao konzervansa u hrani. Ekstrakt liS¢a trslje bio
je dio smjese za svjezu svinjsku kobasicu koja je potom skladistena na 4 °C. U usporedbi s
kontrolnim uzorkom, uzorak koji je sadrzavao ekstrakt liS¢a trslje pokazao je dulju
mikrobiolosku ispravnost te je zakljuceno da je ekstrakt liS¢a trslje potencijalan konzervans u
mesnatim proizvodima. Takoder je zakljueno da pokazana inhibicija lipidne oksidacije
proizlazi iz antioksidacijskog kapaciteta polifenolnih spojeva prisutnih u ekstraktu.

2.6. Antioksidacijski kapacitet fenolnih spojeva trslje

Slobodni radikali kao vrlo reaktivne Cestice zbog prisustva nesparenog elektrona u svojoj
konfiguraciji ulaze u reakcije s drugim molekulama ili kao oksidansi oksidiraju¢i molekulu s
kojom su u reakciji ¢ime se sami reduciraju ili kao reducensi prilikom cega elektron
akceptorska molekula postaje reducirana ¢ime se stvara potencijal za daljnje odvijanje
lancane reakcije.

Slobodni radikali zasluzni su za proces starenja, kancerogeneze te brojne
neurodegenerativne i endokrine bolesti, ali imaju i ulogu u imunoloskim mehanizmima i
kemijskoj signalizaciji u tijelu. Iako u tijelu imaju kljucnu ulogu u stani¢nim procesima,
slobodni radikali u odredenim okolnostima su Stetni za stanicu.

Oksidativni stres definiran je kao narusena ravnoteza izmedu prisutnih antioksidansa i
slobodnih radikala. Narusavanjem ravnoteze izmedu slobodnih radikala i antioksidansa
dovodi do oksidativnih promjena na proteinima, lipida i nukleinskim kiselinama (Chabert i
sur., 2014).

U slucaju suvisne produkcije slobodnih radikala odnosno u stanju narusene oksidativne
ravnoteZe, organizam posjeduje nekoliko mehanizama obrane od Stetnog djelovanja

slobodnih radikala. Jedan od njih je mehanizam djelovanja antioksidansa.



Antioksidansi su molekule koje prevode molekule slobodnih radikala u neradikalne i
netoksi¢ne metabolite. Osim endogenih antioksidansa u organizam je moguce unijeti
egzogene antioksidanse putem hrane poput askorbinske kiseline i B-karotena (Durackova,
2014).

Dobrobit od konzumacije hrane biljnog podrijetla poput voca i povréa veéim dijelom se
povezuje sa prisutnoséu fenolnih spojeva. Zdravstvena dobrobit polifenola povezana je s
njihovom antioksidacijskom i antiupalnom aktivnoS¢u. Njihova svojstva proizlaze iz njihove
kemijske strukture odnosno zbog prisutnosti hidroksilnih skupina te konjugirane dvostruke
veze u benzenskom prstenu. Fenolni spojevi kao antioksidansi djeluju na prevenciju sréanih
bolesti, smanjenje upalnih procesa, smanjuju mogucnost pojave karcinoma i dijabetesa te
smanjuju ucestalost pojave mutageneze u ljudskim stanicama (Khoddami i sur., 2013).

Povezanost udjela ukupnih fenola s antioksidacijskom aktivnoS¢u pokazana je u nekoliko
istrazivackih radova. Tako Hamiani i suradnici (2016) u svom istrazivanju navode da
sposobnost reduciranja DPPH radikala raste s porastom koncentracije ulja lis¢a trslje. Gardeli
i suradnici (2008) u svom istrazivanju pokazali su da je udio ukupnih fenola povezan s
antioksidacijskom aktivnos¢u odnosno da smanjenje udjela ukupnih fenola prati smanjenje
antioksidacijske aktivnosti. Za berbu u svibnju autori navode antioksidacijsku aktivnost od
131,4 + 10,1 mmol Fe?*/L dok je za berbu u kolovozu antioksidacijska aktivnost bila 105,0 +
12,2 mmol Fe?*/L.

Znacajnost trslje proizlazi iz njene znacajne antioksidacijske aktivnosti. U istraZivanju Bozorgi
i suradnika (2013) antioksidacijska aktivnost lista trslje odredena je FRAP metodom, a ona se
krece od 84,6 mmol Fe?*/L do 131,4 mmol Fe?*/L. Na temelju dobivenih vrijednosti autori
zakljuCuju da trslja kao biljka visokog antioksidacijskog kapaciteta je dobar prirodan izvor

antioksidansa.

Iako je list Cest subjekt znanstvenih radova s obzirom na pokazanu antioksidacijsku
aktivnost, i drugi dijelovi biljke poput ploda pokazuju odredeni stupanj antioksidacijskog
kapaciteta. U jednom takvom istrazivanju navodi se da se antioksidacijska aktivnost
odredena DPPH metodom za plodove krece od 70,2 + 5,3 mg TE (Troloks ekvivalenta)/g
ekstrakta do 387,6 £ 16,8 mg TE/g ekstrakta, a za list od 123,9 £ 7,7 mg TE/g ekstrakta do
510,3 + 6,6 mg TE/g ekstrakta. U istom istrazivanju antioksidacijska aktivnost odredena je
ABTS metodom i FRAP metodom te koriste¢i ABTS metodu ona se za plodove se kretala od



21,3 £ 7,3 mg TE/g ekstrakta do 290,2 £+ 28,1 mg TE/g ekstrakta, a za list od 92,4 £ 3,9 mg
TE/g ekstrakta do 384,6 £ 6,7 mg TE/g ekstrakta. FRAP metodom dobivena je
antioksidacijska aktivnost od 42,2 + 2,4 mg TE/g ekstrakta, a za plodove te 518,8 + 37,2 mg
TE/g ekstrakta. S obzirom na dobivene vrijednosti antioksidacijske aktivnosti autori navode
vaznost trslje kao prirodnog izvora antioksidansa (Botsaris i sur., 2015).

Istrazivanja ukazuju da su za postizanje antioksidacijskog ucinka /n vitro potrebne izrazito
visoke koncentracije antioksidansa nego Sto je to moguce postici /n vivo zbog njihove
ogranicene biodostupnosti i slabe apsorpcije u organizmu. Stoga se smatra da je njihov
fizioloski ucinak ograni¢en (Chabert i sur., 2014).

2.6.1. Metode odredivanja antioksidacijskog kapaciteta

Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta odabranog biljnog materijala provodi se koristenjem
vise metoda radi utvrdivanja njegove tocnosti. Generalno se metode mogu podijeliti u dvije
velike grupe: metode koje se temelje na transferu elektrona u redoks reakciji antioksidansa i
oksidansa Sto se ocituje promjenom boje reakcijske smjese (SET, single elekctron transfer
capacity) i metode bazirane na transferu hidrogen atoma u pracenoj reakciji (HAT, Aydrogen
atom transfer) (Chabert i sur., 2014). Neke od metoda koje pripadaju HAT grupi su ORAC
(Oxygen radical absorbance capacity) i ABTS metoda. ABTS metoda bazira se na redukciji
ABTS radikal-kationa (2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) u prisutnosti
antioksidansa pri cemu dolazi do smanjenja vrijednosti apsorbancije ABTS radikala sto je
vidljivo i iz gubitka boje otopine reakcijske smjese (Pisoschi i Negulescu, 2011). ORAC
metoda bazira se na mjerenju gubitka fluorescentnosti uslijed raspada molekule AAPH (2,2'-
azobis-2-amidinopropan) djelovanjem peroksidnog radikala. Raspad AAPH molekule
sprijeava se prisutnoS¢u antioksidansa u reakcijskoj smjesi odnosno gubitak fluorescentnosti
je manje izrazen Sto je viSe antioksidansa prisutno (Huang i sur., 2005). SET grupi pripadaju
FRAP ( Ferric reducing antioxidant power) i DPPH metoda. DPPH metoda bazira se na reakciji
antioksidansa i DPPH (2,2-difenil-1-pikril-hidrazil) radikala pri ¢emu dolazi do redukcije DPPHe
u DPPH sto prati gubitak intenziteta ljubicaste boje reakcijske smjese koji se mjeri
spektrofotometrijski pri apsorpcijskom maksimumu na 520 nm. (Pisoschi i Negulescu, 2011).
FRAP metoda koja je ujedno i koristena u ovom radu bazira se na sposobnosti antioksidansa
da reducira trovalentno Zeljezo u dvovalentno pri ¢emu dolazi do stvaranja plave boje
reakcijske smjese Ciji intenzitet direktno ovisi o koliCini reduciranog Zeljeza (Chabert i sur.,
2014).
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3. Materijali i metode

3.1. Materijali

Istrazivanje je provedeno na listovima trslje (Pistacia lentiscus L.) koji su ubrani po¢etkom
svibnja te pocetkom kolovoza 2017. godine, na Cetiri lokacije: Lun (44,683128 / 14,754214),
Hvar (43,130962/16,942946), Barbariga (44,991008/13,736675) i Vela Luka
(42,961182/16,721574). Uzorci su, nakon branja suseni u prozracnom i sjenovitom prostoru
bez direktnog utjecaja sunca pri sobnoj temperaturi tijekom 5 dana. Nakon 5 dana, osuseni
listovi trslje su samljeveni, stavljeni u plasticne posudice s Cepom, te skladisteni na 4°C do

provedbe analize.

3.2. Metode
3.2.1. Ekstrakcija fenolnih spojeva lista trslje

Postupak ekstrakcije provodi se primjenom vodene otopine etanola (70%, v/v) s ciljem bolje
ekstrakcije fenolnih spojeva iz biljnog materijala. Prema dosadasnjim istrazivanjima bolji
prinosi fenolnih spojeva postizu se primjenom binarnih sustava otapala Sto je i u ovom
istrazivanju primijenjeno. Za dodatno povedanje prinosa fenolnih spojeva ekstrakcija je

provedena uz primjenu ultrazvucne kupelji.

Aparatura i pribor

e Analiticka vaga (Ohaus, AX224, Ohaus corporation)

e Ultrazvucna kupelj (Bandelin Sonorex, RK 100 H, Bandelin electronic)
e Vodena kupelj(Heating Bath, B-490, Buchi)

o Vortex

e Staklene epruvete

e Odmijerene tikvice volumena 50 mL

e Stakleni lijevak

e Filter papir
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Kemikalije

Etanol, 96 %-tni (Gram Mol)
Etanol (70 %-tni)

Priprema: Za pripremu 500 mL 70 %-tne otopine etanola otpipetira se 364,58 mL 96
%-tnog etanola.

3.2.1.1. Postupak pripreme ekstrakta

U Erlenmeyerovu tikvicu odvaze se 1g uzorka s to¢nos¢éu +0,0001 g i doda se 40 mL vodene
otopine etanola (70%-tni). Sadrzaj se ekstrahira pomocu ultrazvuéne kupelji na 40 kHz pri
50°C 20 minuta. Preko filter papira sadrzaj Erlenmeyerove tikvice profiltrira se u odmjernu

tikvicu od 50 mL koja se potom nadopuni do oznake sa 70%-tnom otopinom etanola.

3.2.2. Odredivanje ukupnih fenola

3.2.2.1. Princip odredivanja

Odredivanje ukupnih fenola provodi se spektrofotometrijski koristei Folin Ciocalteu reagens,
smjesu fosforwolframove i fosformolbidenske kiseline koje u blago luznatim uvjetima u
reakciji s fenolnim spojevima djeluju kao oksidansi, a pritom se reduciraju u wolframov oksid
i molbidenov oksid koji su plavo obojeni. Intenzitet plavog obojenja mjeri se
spektrofotometrijski na valnoj duljini 765 nm, a on je vedi Sto je u otopini prisutno vise
hidroksilnih skupina koje su reagirale s Folin Ciolcalteu reagensom odnosno sto je
koncentracija ukupnih fenola veca. Rezultat je izrazen u mg ekvivalenta galne kiseline (GAE)

po gramu uzorka.

Aparatura i pribor

e Spektrofotometar (VWR UV-1600PC Spectrophotometer)
e Analiticka vaga (Ohaus, AX224, Ohaus corporation)

e Vodena kupelj (Heating Bath, B-490, Buchi)

o Vortex

e Staklene kivete

e Staklene epruvete

e Pipete

12



e Propipeta
e Odmijerne tikvice od 100 mL

Kemikalije

Folin-Ciocalteu reagens (Fisher Scientific, Velika Britanija)
Zasi¢ena otopina natrijeva karbonata (20%-tna)

Priprema: 200 g anhidrida natrijeva karbonata (Gram-mol, Hrvatska) otopi se u 800
mL vruce destilirane vode i ohladi na sobnu temperaturu te se doda nekoliko kristali¢a
natrijeva karbonata, nadopuni u odmjernoj tikvici od 1000 mL i nakon 24 sata filtrira.

Standard galne kiseline (Sigma, Njemacka)

3.2.2.2. Postupak odredivanja ukupnih fenola

Neposredno prije mjerenja pripremljeni ekstrakt razrijedi se 10 puta koristeéi otapalo za
ekstrakciju (70 %-tni etanol). U staklenu epruvetu redom se otpipetira 100 pL razrijedenog
ekstrakta, 200 pL Folin Ciolcalteu reagensa i 2 mL destilirane vode te nakon 3 minute 1 mL
zasicene otopine natrijeva karbonata. Sadrzaj epruvete promijeSa se pomoc¢u Vortexa te
potom termostatira 25 minuta pri T=50°C. Na spektrofotometru se mjeri apsorbancija pri
valnoj duljini 765 nm. Slijepa proba pripremi se na isti nacin, ali umjesto ekstrakta uzima se

ista koliina otapala za ekstrakciju (70 %-tna otopina etanola).

3.2.2.3. Izrada bazdarnog dijagrama

Odabrana metoda bazira se na spektrofotometrijskom odredivanju koristedi vanjski standard.
U ovom slucaju koristen je standard galne kiseline, a bazdarni dijagram prikazuje ovisnost

izmjerene apsorbacije i otopina galne kiseline 5 razliCitih koncetracija.

Izrada bazdarnog dijagrama

500mg galne kiseline otopi se u 10 mL 96 %-tnog etanola i prenese se u odmjernu tikvicu od
100 mL koja se nadopuni destiliranom vodom do oznake.

U odmjerne tikvice od 100 mL redom se otpipetira 1, 2, 3, 5i 10 mL alikvota pripremljene

standardne otopine galne kiseline i potom se nadopunjavaju destiliranom vodom do oznake.
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Koncentracije galne kiseline u tikvicama redom iznose 50, 100, 150, 250 i 500 mg/L. Iz svake
tikvice otpipetira se 100 L otopine standarda u epruvete. Potom se dodaje 200 pL Folin
Ciolcalteu reagensa, 2 mL destilirane vode i nakon 3 minute 1 mL zasi¢ene otopine natrijeva
karbonata. Epruvete se promijeSaju na Vortexu te termostatiraju 25 minuta pri T=50 °C u
kupelji od rotavatora. Za pripremu slijepe probe postupak je isti osim Sto se umjesto
standarda galne kiseline uzima 100 pL destilirane vode. Apsorbancija se mjeri pri valnoj

duljini 765 nm, a dobivene vrijednosti prikazane su u Tablici 4.

Tablica 4. Izmjene apsorbancije pri 765 nm za standardne otopine galne kiseline pri danim

koncentracijama
mg/L A 765 nm
50 0,194
100 0,347
150 0,535
250 0,902
500 1,761

Bazdarni pravac predstavlja ovisnost izmjerenih vrijednosti apsorbancije pri 765 nm o

poznatih koncentracija standardnih otopina galne kiseline (slika 4).

y = 0.0035x

1.8
R?=0.9995

1.6
1.4

1.2

A 765 nm

0.8
0.6
0.4

0.2

0 100 200 300 400 500 600
mg GAE/L

Slika 4. Bazdarni dijagram za ukupne fenole
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Koncentracija ukupnih fenola u traZzenim uzorcima izracuna se uvrstavanjem u jednadzbu
bazdarnog pravca:
y = 0,0035 - x

gdje je:

y — apsorbancija pri 765 nm,

x — koncentracija ukupnih fenola (mg GAE/L)
R? — koeficijent determinacije

3.2.3. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom

3.2.3.1. Princip odredivanja

Odredivanje antioksidacijske kapaciteta FRAP metodom bazira se na reakciji redukcije Zuto
obojenog kompleksa Zeljezo-2,4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ) pri ¢emu nastaje plavo obojeni
kompleks fero-tripiridiltriazin koji ima apsorpcijski maksimum pri 593 nm. Reakcija se odvija
u kiselom mediju pH 3,6 ¢ime se osigurava dobra topljivost Zeljeza i nizi ionizacijski potencijal
koji omogucuje prijenos elektrona, a ujedno povecava i redoks potencijal (koji dodatno
omogucava pomak reakcije u smjeru prijenosa elektrona). Redoks potencijal reakcije
Fe(III)/Fe(II) iznosi 0,77 V pa Ce svi spojevi s nizim redoks potencijalom ulaziti u reakciju
redukcije Zeljeza i tako doprinijeti rezultatu antioksidacijskog kapaciteta. Reakcija traje 4 do
6 minuta stoga se moZze koristiti za opisivanje antioksidacijskog kapaciteta onih fenolnih
spojeva koji ulaze u reakciju veoma brzo dok za spojeve s duzim vremenskim pomakom u
mehanizmu djelovanja ova metoda nije prikladna. FRAP vrijednosti u ovom sluéaju izrazavaju

se preko askorbinske kiseline.

Aparatura i pribor

e Spektrofotometar (VWR UV-1600PC Spectrophotometer)
e Staklene kivete

e Analiticka vaga (Ohaus, AX224, Ohaus corporation)

e Mikropipete

e Staklene epruvete

e Staklene pipete

e Odmijerne tikvice
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o Vortex
e Plasti¢na ladica za vaganje

e Stakleni lijevak

Kemikalije

Klorovodicna kiselina (37%-tna) (Carlo Erba reagents)
Klorovodicna kiselina, 40 mM

Priprema: U odmjernu tikvicu od 100 mL otpipetira se 300 pL 37%-tne klorovodicne
kiseline i nadopuni destiliranom vodom.
TPTZ (2, 4, 6-tripiridil-s-triazin), 10 mM

Priprema: U plasti¢nu ladicu odvaze se 0,0311 g TPTZ (Sigma-aldrich) i kvantitativno
prenese u odmjernu tikvicu od 10 mL i nadopuni do oznake s 40 mM klorovodi¢nom
kiselinom.
Zeljezo (111)-klorid heksahidrat (FeCls x 6H,0), 20 mM

Priprema: U plasti¢nu ladicu odvaze se 0,0541 g Zeljezo (III)-klorida heksahidrata
(Gram-mol, Hrvatska) i kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 10 mL i nadopuni
do oznake s destiliranom vodom.
Glacijalna kiselina
Acetatni pufer, 0,3 M, pH 3,6

Priprema: 3,1 g natrij-acetat trihidrat (Kemika, Hrvatska) kvantitativno se prenese u
odmjernu tikvicu od 1 L u koju se potom otpipetira 16 mL glacijalne kiseline (J. T. Baker,
Njemacka) i nadopuni destiliranom vodom do oznake.
FRAP reagens

Priprema: u staklenu ¢asu od 50 mL pomijeSa se 25 mL acetatnog pufera (0,3 M), 2,5
mL TPTZ reagensa (Sigma-aldrich) i 2,5 mL zeljezo (III)-klorida u omjeru 10:1:1.
Standard askorbinske kiseline (100 mg/L)

Priprema: 0,100 g askorbinske kiseline (Gram mol, Hrvatska) kvantitativho se prenese

u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni do oznake s destiliranom vodom.

3.2.3.2. Postupak odredivanija

Neposredno prije odredivanja pripremljeni ekstrakt razrijedi se 125 puta koristeéi otapalo za
ekstrakciju (70 %-tni etanol).
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U staklene epruvete redom se otpipetira 30 pL razrijedenog ekstrakta i 2250 uL FRAP
reagensa. Sadrzaj epruveta promijeSa se na Vortexu te termostatira 10 minuta pri 37 °C
koriste¢i vodenu kupelj od rotavatora. Slijepa proba priprema se na isti nacin osim Sto se
umijesto ekstrakta uzima ista koli¢ina otapalo u kojem je uzorak ekstrahiran (70 %-tni
etanol). Apsorbancija se mjeri pri 593 nm.

3.2.3.3. Izrada bazdarnog dijagrama

KoriSteno je spektrofotometrijsko odredivanje pomocu vanjskog standarda koji je u ovom
slu¢aju standard askorbinske kiseline.

Izrada bazdarnog dijagrama

Od pripremljene otopine askorbinske kiseline (100 mg/L) u odmjerne tikvice pripreme se
razrjedenja u koncentracijama: 5, 10, 20 i 50 mg/L na nacin da se uzima alikvot od: 0,5, 1, 2
i 5 mL otopine askorbinske kiseline te se odmjerne tikvice nadopune destiliranom vodom do

oznake.

U staklene epruvete redom se otpipetira 300 L razrijedene otopine standarda askorbinske
kiseline i 2250 pL FRAP reagensa te se na Vortexu dobro promijeSa. Sadrzaj epruveta
termostatira se 10 minuta na temperaturi 37 °C u vodenoj kupelji od rotavatora. Slijepa
proba priprema se na isti nacin osim Sto se umjesto standarda askorbinske kiseline uzima
ista koli¢ina destilirane vode. Apsorbancija se mjeri pri 593 nm, a dobivene vrijednosti

prikazane su u tablici 5.

Tablica 5. Apsorbancija standardnih otopina askorbinske kiseline pri 593 nm

(mg/L) A 593 nm
5 0,053
10 0,195
20 0,712
50 1,635

Bazdarni pravac nacrta se iz dobivenih vrijednosti apsorbancija pri 593 nm na osi ordinata i

poznatih koncentracija standarda askorbinske kiseline na osi apscisa (prikazano slikom 5).
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Slika 5. Bazdarni dijagram za FRAP metodu

AA = ascorbic acid, askorbinska kiselina

Antioksidacijski kapacitet odreden FRAP metodom izracuna se iz jednadZzbe bazdarnog

pravca:
y = 0,0353 x - 0,1021

gdje je:
y — apsorbancija pri 593 nm,
x — ekvivalent askorbinske kiseline (AAE) (mg/L)

R? — koeficijent determinacije
Bududi da u oksidoreduktivnoj reakciji askorbinska kiselina moze primiti dva elektrona, a za
redukciju Zeljeza Fe3* u Fe?* potreban je jedan elektron, dobivene ekvivalente askorbinske

kiseline (AAE) potrebno je pomnoziti sa 2:

FRAP = ekvivalent askorbinske kiseline (AAE) x 2
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4. Rezultati i rasprava

Razlike u sastavu analiziranog liS¢a trslje proizlaze iz razlika u njihovim stanistima. Faktori
poput sastava tla, saliniteta i promjene u temperaturi tijekom cijele godine izazivaju stres u

biljci koja onda ovisno o prilagodljivosti pokazuje razliCitu toleranciju.

Na slici 6 prikazani su maseni udjeli ukupnih fenola u osusenim listovima trslje koji su ubrani

na Cetiri lokacije tijekom 2 termina berbe.

Vela Luka Hvar Barbariga
m 1. berba 104.02 83.24 83.54 73.93
W 2. berba 63.44 91.29 85.22 84.51

120.00

100.00

80.00

60.00

mg GAE/g uzorka

40.00

20.00

0.00

Slika 6. Udio ukupnih fenola u uzorcima trslje sa Cetiri lokacije i dva termina berbe
GAE = gallic acid equivalent (ekvivalent galne kiseline)

Najve¢i maseni udio ukupnih fenola za prvi termin berbe odreden je u listovima trslje
ubranim na podrucju Vela Luke (104,02 mg GAE/g uzorka) dok u padaju¢em nizu slijede
uzorci ubrani na Hvaru (83,54 mg GAE/g uzorka), Lunu (83,24 mg GAE/g uzorka) te
Barbarigi (73,93 mg GAE/g uzorka). Udio ukupnih fenola u uzorcima iz Vela Luke u drugom
terminu berbe (63,44 mg GAE/g uzorka) bio je znacajno nizi u usporedbi s 1. berbom i to za
39,01 %. Takoder, maseni udio ukupnih fenola u listovima trslje s podrucja Vele Luke u 2.
terminu berbe bio je najnizi u usporedbi s ostalim lokacijama. Maseni udjeli ukupnih fenola

na ostalim lokacijama u 2. terminu berbe bili su podjednaki i neznatno visi u usporedbi s
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masenim udjelima ukupnih fenola u 1. terminu berbe. Razlike u masenim udjelima ukupnih
fenola s obzirom na termine berbe nisu znacajne odnosno nije uocena znacajna razlika u
udjelu ukupnih fenola u listovima trslje ubranim u svibnju od onih u kolovozu. Do sli¢nog
zakljucka dosli su Gardeli i suradnici (2008) pri ¢emu navode da se maseni udio ukupnih
fenola u listovima trslje ubranim u svibnju razlikuje za 0,012 % u odnosu na listove ubrane u

kolovozu odnosno vrijednosti se znac¢ajno ne razlikuju.

Missoun i suradnici (2017) proveli su odredivanje udjela ukupnih fenola u listovima trslje iz
zapadnog Alzira te su u 80 %-tnom etanolnom ekstraktu dobili podjednake vrijednosti
(114.95 £+ 12 mg GAE/g suhe tvari) kao i u listovima trslje s podrucja Vele Luke. Slicne
vrijednosti dobivene su analiziranjem liS¢a trslje iz sjeveroistocnog Alzira (142,76 + 19,98 mg
GAE/g suhe tvari) pri Cemu je kao otapalo za ekstrakciju koristen 50 %-tni etanol, a sama
ekstrakcija je bila potpomognuta ultrazvukom (20 kHz 15 minuta) (Dahmoune i sur., 2014).

S druge strane u listovima trslje ubranim u Republici Hrvatskoj na Cetiri lokacije dobivene su
znacajno nize vrijednosti ukupnih fenola u usporedbi s listovima trslje iz drugih podneblja.
Tako su npr. Zitouni i suradnici (2016) u metanolnom ekstraktu lista trslje iz
sjeverozapadnog Alzira odredili udio ukupnih fenola 216,29 + 20,62 mg GAE/g suhe tvari, a
Gardeli i suradnici (2008) ¢ak 588 mg GAE/g uzorka u listovima trslje s otoka Zakynthos,
Grcka. Znacajno veci udio ukupnih fenola (632,9 + 1,35 mg GAE/g ekstrakta) odreden je iz
liS¢a trslje iz podrucja sjevernog Alzira pri ¢emu je kao otapalo za ekstrakciju koristen 80 %-
tni metanol (Cherbal i sur., 2012). Jedan od razloga vecih masenih udjela ukupnih fenola u
metanolnim ekstraktima listova trslje osim zbog lokacije uzgoja moze biti i u ve¢em, odnosno

boljem ekstrakcijskom kapacitetu primijenjenog otapala kao i samoj metodi ekstrakcije.

U prethodno navedenim istrazivanjima autori su istaknuli utjecaj lokacije na udio ukupnih
fenola. Usporedujudi ta istrazivanja koja su provedena na biljkama ubranim u Alziry, ali na
razlicitim lokacijama potvrduje se hipoteza o utjecaju lokacije na fitokemijski sastav biljke, pa
time i udjel ukupnih fenola. U uzorcima trslje ubranim u RH na veéini lokacija dobivene su
podjednake vrijednosti udjela ukupnih fenola iz ¢ega proizlazi da okoliSni uvjeti koji utjecu na
fitokemijski sastav biljke se drasti¢no ne razlikuju od lokacije do lokacije. Izuzetak su uzorci
iz Vela Luke Sto je moguci odraz njenog geografskog polozaja odnosno njene juznije lokacije
od preostalih tri. S obzirom na juzniji geografski polozaj moguée su varijacije u klimatskim
uvjetima, sastavu tla i drugim okoliSnim parametrima Sto naposljetku utje¢e na udio ukupnih

fenola u biljci.
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Osim Sto rezultati upucuju na mogudi utjecaj lokacije rasta trslje potrebno je razmotriti
koriStena otapala za ekstrakciju i provesti paralelnu studiju otapala u razlicitim
koncentracijama radi utvrdivanja optimalnog otapala za postupak ekstrakcije bioaktivnih
komponenata lis¢a trslje.

Na slici 7 prikazane su vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta etanolnog ekstrakta lista trslje
i njihova usporedba s obzirom na lokaciju i vrijeme berbe. Najveci antioksidacijski kapacitet
za prvu berbu pokazuje lis¢e ubrano sa podrucja Vele Luke (429,36 mg AAE/g uzorka), a
najmaniji antioksidacijski kapacitet pokazuje lis¢e s podrucja Barbarige (320,85 mg AAE/g
uzorka). S druge strane najveci antioksidacijski kapacitet za drugi termin berbe pokazuje
uzorak s Barbarige (444,30 mg AAE/g uzorka) Sto ga Cini ve¢im za 38,48 % od izmjerenog
antioksidacijskog kapaciteta na istoj lokaciji u terminu prve berbe. Najmaniji antioksidacijski
kapacitet za drugi termin berbe pokazuje uzorak lis¢a s podrucja Vele Luke (284,69 mg
AAE/g uzorka) te je u usporedbi s prvim terminom berbe manji za 33,69 % na istoj lokaciji.
Takoder, antioksidacijski kapacitet odreden u uzorku lis¢a trslje iz drugog termina berbe sa
podrucja Vele Luke bio je najmanji u usporedbi s vrijednostima s drugih lokacija. Pokazano je
da je vrijeme berbe parametar koji znacajno utje¢e na antioksidacijski kapacitet lis¢a trslje. U
uzorcima liS¢a iz kasnijeg termina berbe dobivene su nize vrijednosti antioksidacijskog
kapaciteta u usporedbi s vrijednostima za raniji termin berbe. Izuzetak su uzorci s Barbarige
u kojima je odreden rast antioksidacijskog kapaciteta s prijelazom iz svibnja u kolovoz. Dobar
antioksidacijski kapacitet odreden FRAP metodom za liS¢e ubrano u svibnju (131,4 + 10,1
mmol Fe?*/L) i kolovozu (105,0 £ 12,2 mmol Fe?*/L) dobili su Gardeli i suradnici (2008) te je

vidljivo da im vrijednosti takoder opadaju u kasnijem terminu berbe.
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Slika 7. Antioksidacijski kapacitet ekstrakata lista trslje s razliCitih lokacija iz dva termina
berbe

AAE = ascorbic acid equivalent, ekvivalent askorbinske kiseline

S prijelazom iz stadija cvjetanja u svibnju do pune zrelosti u kolovozu rezultati ukazuju na
mijenjanje fitokemijskog sastava biljke s gledista antioksidacijskog kapaciteta. Buduéi da se
udjeli fenolnih spojeva u uzorcima znacajno ne mijenjaju, uoceni trend medu rezultatima za
antioksidacijsku aktivnost upucuje na mogucu promjenu u fenolnom sastavu uzoraka tijekom

vremena.

Rezultati upuéuju na povezanost masenog udjela ukupnih fenola u lis¢u trslje s njihovim
antioksidacijskim kapacitetom. Slikom 8 prikazana je ovisnost antioksidacijskog kapaciteta o
udjelu ukupnih fenola u uzorcima trslje za prvu i drugu berbu te je izracunata njihova

korelacija.
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Slika 8. Ovisnost antioksidacijskog kapaciteta o udjelu ukupnih fenola u uzorcima trslje za
berbu 1 (plavo) i berbu 2 (narancasto)
AOA = antioksidacijska aktivhost

R? = koeficijent determinacije, r = koeficijent korelacije

Dobivena je vrlo dobra linearna korelacija za prvu berbu (r = 0,9526) dok je za drugu berbu
korelacija slaba (r = 0,3547). Povecanje odnosno smanjenje udjela ukupnih fenola praceno
je istovremenim povecanjem odnosno smanjenjem antioksidacijskog kapacitet Sto je dobro
vidljivo usporedujuci vrijednosti za prvu i drugu berbu uzoraka s Vele Luke i Barbarige. Za
uzorke s Hvara i Luna za prvi i drugi termin berbe vrijednosti masenih udjela ukupnih fenola
znacajno se ne razlikuju te se u istom trendu i njihovi antioksidacijski kapaciteti znacajno ne

mijenjaju.

Dobivena vrlo dobra korelacija antioksidacijskog kapaciteta s udjelom ukupnih fenola u listu
trslje upuduje na vaznost te biljke kao prirodnog izvora antioksidansa. Stoga trslja ima
potencijalnu primjenu u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji. Potrebno je provesti daljnje
analize radi identificiranja pojedinacnih fenolnih spojeva koji su prisutni u ekstraktu lista i
njihove pojedinacne antioksidacijske aktivnosti kako bi se mogla utvrditi izvornost za

pridodana svojstva.
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Slaba korelacija za drugi termin berbe upuéuje na prisutnost drugih spojeva koji su
odgovorni za dobivene vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta, a ovim radom nisu

obuhvaceni.

Potrebne su daljnje analize jer odabrana metoda za odredivanje ukupnih fenola (koristenje
Folin Ciolcalteu reagensa) je ograniena u svojoj tocnosti iz razloga Sto analizirani ekstrakt
nije bio procis¢en od potencijalnih interferenata (Seceri, amini) koji su mogli uci u reakciju s
Folin Ciolcalteu reagensom i doprinijeti intenzitetu plavog obojenja (odnosno izmjerenoj
apsorbanciji) te na taj nacin utjecati na konacan rezultat. Takoder pokazano je da polozaj
hidroksilnih skupina moze utjecati na ishod reakcije te da je reduktivna mo¢ udvostrucena
kada su hidroksilne skupine pozicionirane u orthoi para polozaju (Frankel i sur., 1995).

5. Zakljucak

Maseni udio ukupnih fenola u liS¢u trslje kretao se u rasponu od 63,44 mg GAE/g uzorka do
104,02 mg GAE/g uzorka.

Vrijeme berbe nije znacajno utjecalo na maseni udio ukupnih fenola odnosno dobivene
vrijednosti za berbu u svibnju znacajno se ne razlikuju od onih za berbu u kolovozu. Izuzetak
su uzorci prikupljeni sa podrucja Vele Luke na kojima je uo€ena najveca razlika u udjelu

ukupnih fenola s obzirom na termin berbe trslje.

Lokacija berbe za obalno podrucje RH nije se pokazala kao znacajan faktor koji utjece na
udio ukupnih fenola u lis¢u trslje Sto dovodi do zakljucka da su okolisni uvjeti (tip tla,

temperatura, koli¢ina padalina) za ispitivana podrucja slicni.

Neovisno o lokaciji berbe dobiven je znacajan antioksidacijski kapacitet za sve uzorke.
Antioksidacijska aktivhost odredena FRAP metodom kretala se u rasponu od 306,58 mg
AAE/g uzorka do 444,30 mg AAE/g uzorka Sto dovodi do zakljucka da je trslja znacajan izvor
antioksidansa.

Vrijeme berbe pokazao se kao faktor koji je utjecao na dobivene razlike u vrijednostima.
Uzorci iz kasnijeg termina berbe pokazali su smanjenu antioksidacijsku aktivnost u usporedbi
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s uzorcima iz ranijeg termina berbe. Izuzetak su uzorci prikupljeni s podrucja Barbarige u
kojima je utvrden rast antioksidacijskog kapaciteta u drugom terminu berbe s obzirom na

prvi termin.

Dobivena je vrlo dobra korelacija masenog udjela ukupnih fenola sa antioksidacijskom
aktivnoscu za prvi termin berbe dok slaba korelacija za drugi termin berbe upucuje na
prisutnost drugih spojeva koji nisu odredeni u ovom radu, a zasluzni su za antioksidacijsku

aktivnost lisca trslje.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj
izradi nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.

,/Mf% 2247’




