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POPIS SIMBOLA | KRATICA

ANOVA - eng. Analysis of variance- analiza varijance

CO2 — ugljikov dioksid

FID —eng. Flame lonization Detector — plameno — ionizacijski detektor

GC - eng. Gas Cromatography - plinska kromatografija

MS — eng. Mass Spectrometry — masena spektrometrija

MUFA - eng. Monounsaturated Fatty Acids — mononezasi¢ene masne kiseline
pc — kriti¢ni tlak

PUFA —eng. Polyunsaturated Fatty Acids — polinezasi¢ene masne kiseline
RSM - eng. Response Surface Methodology — metoda odzivnih povrsina

SCF —eng. Supercritical Fluids - superkriti¢ni fluidi

SFA —eng. Saturated Fatty Acids — zasi¢ene masne kiseline

SFE — eng. Supercritical Fluid Extraction - ekstrakcija superkriticnim fluidima
scCO, — eng. Supercritical Carbon Dioxide - superkriti¢ni ugljikov dioksid
Tc — kriticna temperatura

TLC —eng. Thin Liquid Chromatography — tankoslojna kromatografija
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1. UVvOD

Mirta (lat. Myrtus communis L.) je ljekovita biljka mediteranskih krajeva bogata
mnostvom bioaktivnih spojeva koja se u drevnim medicinskim tradicijama upotrebljavala kao
lijek za lijecenje raznih oboljenja (Giampieri i sur., 2020). Listovi mirte bogati su sastavnicama
etericnog ulja, flavonoidima te fenolnim kiselinama, a plodovi sadrze visoke udjele antocijana,
tanina, masnih i organskih kiselina. Budu¢i da listovi i plodovi mirte sadrze fitokemikalije s
antioksidativnim djelovanjem, u¢inkoviti su u smanjenju oksidativnog stresa (San i sur., 2015).
Plodovi mirte vrlo su bogati esencijalnom n-6 linolnom kiselinom, koju ljudsko tijelo ne moze
sintetizirati te u visokom udjelu sadrze oleinsku i palmitinsku masnu kiselinu (Correddu i sur.,
2019). Mirta se upotrebljava u kulinarstvu te u kozmetickim, farmaceutskim i prehrambenim
proizvodima. Jedan od najpoznatijih proizvoda dobivenih iz plodova mirte jest poznati
sardinijski slatki liker ,,Mirto di Sardegna“ koji sadrzi veliku koli¢inu antocijana i tanina te mu

je priznata Oznaka zemljopisnog podrijetla (Giampieri i sur., 2020).

Ekstrakcija superkritiénim fluidima zasniva se na primjeni superkriti¢nog fluida kao
otapala karakteriziranog svojom kriti¢cnom temperaturom i tlakom. Ugljikov dioksid poprima
superkriti¢na svojstva na temperaturi iznad 31,1 °C te na tlaku viSem od 73,8 bar, a otapa
ve¢inom lipofilne komponente poput triacilglicerola, fitosterola te hlapljivih sastavnica
eteri¢nih ulja (Sahena i sur., 2009). Budu¢i da se ekstrakcija superkriti¢cnim COz uobicajeno
provodi pri niskim temperaturama, prikladna je za ekstrakciju bioaktivnih molekula zbog toga
§to ne uzrokuje oStecenja termolabilnih komponenti poput masnih kiselina (Ahmad i sur.,

2019).

Istrazivanja superkriti¢ne ekstrakcije mirte provelo je nekoliko grupa autora (Pereira 1
sur., 2013; Ghasemi i sur., 2011; Zermane i sur., 2014), medutim sve ove studije su ukljucivale
listove mirte i bile su fokusirane na fenolne spojeve ili eteri¢na ulja. Jedino istrazivanje koje je
ukljucilo i plod mirte proveli su Pereira i sur. (2016) koji su istraZivali antioksidacijski kapacitet
superkriti¢nih CO; ekstrakata lista i ploda mirte uz odredivanje ukupnih i pojedina¢nih fenolnih
spojeva 1 antioksidacijske aktivnosti ekstrakta. Rezultati su pokazali veci antioksidacijski
kapacitet u superkritiénim ekstraktima koji je povezan s koncentracijom fenolnih spojeva
flavonol glikozida i miricetin O-glikozida. Pregledom dostupne literature nije pronadeno
nijedno istrazivanje koje bi ukljucilo superktiticnu ekstrakciju plodova mirte s fokusom na

lipofilne spojeve poput triacilglicerola odnosno masnih kiselina i fitosterola. Dodatno, sastav



fitosterola kao vrijednih bioaktivnih spojeva potencijalno prisutnih u plodu mirte jo$ nije

istrazen.

1.1. MIRTA

Mirta (lat. Myrtus communis L.) aromati¢na je ljekovita biljka, tipi¢na za obalna podrucja
mediteranskih regija, poput sjeverne Afrike ili juzne Europe, a nalazi se i u Juznoj Americi,
Australiji te odredenim podru¢jima Himalaje. Pripada obitelji mirti (lat. Myrtaceae) koja
obuhvaca oko 3000 vrsta te raste kao zimzeleni grm ili malo stablo (Giampieri i sur., 2020).
Ova biljka je samonikla u Iranu, Spanjolskoj, Francuskoj, Grékoj, Turskoj, Alziru, Maroku,
Hrvatskoj te Crnoj Gori. Osim navedenoga, mirta se zbog svojih mirisnih cvjetova uzgaja i u
vrtovima, osobito u sjeverozapadnoj Indiji (Hussain i sur., 2021).

Biljka moZe dose¢i visinu od 2,5 m, a cvjetovi su joj zvjezdasti, mirisni te mogu biti bijeli
ili ruzicasti. Mirta je vrlo aromati¢na biljka zbog visokog udjela etericnog ulja u Zlijezdama
liS¢a, cvijeta i ploda. Listovi mirte dugacki su 3 - 5 cm te sadrZe tanine, flavonoide 1 hlapljiva
ulja (Aleksi¢ i Knezevi¢, 2014). Plodovi mirte sazrijevaju izmedu listopada 1 veljace, jestivi su,
sitni, okruglog oblika te sadrze mnogo sjemenki. Uglavnom su plavo-crne boje, kao §to je
prikazano na slici 1, medutim, postoje sorte koje karakteriziraju bijelo-zuti plodovi (Giampieri

i sur., 2020).

Slika 1. Tamnoplavi plodovi mirte (Martin, 2008)

Mirta se uglavnom upotrebljava u kulinarstvu te u kozmetickim, farmaceutskim i
prehrambenim proizvodima. Primjerice jedan od najpoznatijih proizvoda dobivenih iz plodova
mirte jest poznati sardinijski slatki liker ,,Mirto di Sardegna®. Liker sadrZi veliku koli¢inu
antocijana i tanina te mu je priznata Oznaka zemljopisnog podrijetla (EZ Reg. br. 110/2008)

(Giampieri i sur., 2020). Osim navedenoga, razli¢iti dijelovi biljke te eteri¢no ulje iz listova,



cvjetova 1 plodova nasiroko se upotrebljavaju za aromatiziranje mesa i umaka (San 1 sur.,

2015).

1.1.1. Ljekovita svojstva mirte

U drevnim medicinskim tradicijama, razli¢iti dijelovi mirte, osobito plodovi, listovi,
cvjetovi te etericna ulja, nasiroko su se koristili kao lijek za lijeCenje kaslja; gastrointestinalnih
poremecaja poput peptickog ulkusa, dijareje i hemoroida; bolesti urinarnog trakta (tj. uretritisa)
te koznih bolesti poput crvenila koze, kao i za inaktivaciju mikroorganizama te za zacjeljivanje
rana (Giampieri i sur., 2020). Budu¢i da listovi i plodovi mirte sadrze brojne spojeve s
antioksidativnim djelovanjem, ucinkoviti su i u smanjenju oksidativnog stresa te uklanjanju
slobodnih radikala. Etericno ulje dobiveno iz listova mirte koristi se uglavnom za lijeCenje
pluénih bolesti (San i sur., 2015). Sva navedena ljekovita svojstva posljedica su Sirokog spektra
i visokog udjela bioaktivnih spojeva prisutnih u razli¢itim dijelovima mirte, poput polifenola,
flavonoida, antocijanina, fenolnih kiselina, lignana, tanina, antioksidansa, organskih kiselina,

masnih kiselina i minerala (Medjeldi i sur., 2022).
1.1.2. Kemijski sastav plodova mirte

Glavni sekundarni metaboliti prisutni u listovima mirte su sastavnice eteri¢nog ulja,
fenolne kiseline 1 flavonoidi, a plodovi mirte sadrZe visoke udjele tanina, antocijana, masnih i
organskih kiselina (Aleksi¢ i Knezevi¢, 2014). Prosje¢ni kemijski sastav plodova mirte ovisi o
nekoliko ¢imbenika poput genotipa biljke, geografskog podrucja uzgoja, klimatskih uvjeta te

zrelosti (Giampieri i sur., 2020).
1.1.2.1. Masne kiseline

Masne kiseline dijele se na zasi¢ene (eng. Saturated Fatty Acids, SFA), mono-
nezasi¢ene (eng. Monounsaturated Fatty Acids, MUFA) i viSestruko nezasiene (eng.
Polyunsaturated Fatty Acids, PUFA), ovisno o broju dvostrukih veza koje posjeduju u svojoj
molekularnoj strukturi (Saini i Keum, 2018) te ih definira metilna grupa na jednom kraju lanca
(n- kraj lanca) i karboksilna grupa na drugom kraju lanca (De Carvalho i Caramujo, 2018).
Buduc¢i da zasi¢ene masne kiseline sadrze ugljikove atome medusobno povezane jednostrukim
kovalentnim vezama, manje su reaktivne te su stoga stabilnije. Nezasi¢ene masne kiseline,
budu¢i da sadrze jednu ili viSe dvostrukih kovalentnih veza, nestabilne su te im reaktivnost
raste s porastom broja dvostrukih veza, §to je posljedica moguénosti njihovog pucanja
(Nogueira i sur., 2019). Pojedine masne kiseline pomazu u prevenciji bolesti poput dijabetesa,

bolesti srca te odredenih vrsta karcinoma. Ljudsko tijelo moZze sintetizirati masne kiseline koje
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su mu potrebne, s izuzetkom a-linolenske i linolne kiseline, koje se u organizam unose putem
hrane (Tang i sur., 2018).

Ukupni udio ulja u plodovima razli¢itih genotipova mirte iznosi od 3,83 do 5,90 %, a
njihovim zrenjem raste ukupni udio masnih kiselina u plodovima (San i sur., 2015; Wannes i
sur., 2010). Najzastupljenije masne kiseline su linolna (71 — 75 %), oleinska (9,25 — 9,41 %,)
te palmitinska (10,18 — 13,40 %) (Correddu i sur., 2019) ¢ije su strukturne formule prikazane

na slici 2.

\/\/\/\/WOH

oleinska kiselina

/W;/;N\A)LOH

linolna kiselina

O

/\/\/\/\/\/\/‘\)LOH

palmitinska kiselina

Slika 2. Strukturne formule oleinske, linolne i palmitinske masne kiseline (Fey, 2020)

San i sur. (2015) navode kako je udio SFA u plodovima mirte 14,00 — 18,03 %, odnosno
19,97 % kako navode Serce i sur. (2010). Od SFA najzastupljenije su palmitinska i stearinska
masna kiselina, pri ¢emu udio stearinske masne kiseline iznosi 2,93 — 4,34 % (San i sur., 2015),
odnosno 3,99 — 4,26 % (Correddu i sur., 2019). Ostale SFA poput arahidonske i behenske

kiseline prisutne su u vrlo niskim koncentracijama (manje od 1%) (San i sur., 2015).

Udio nezasi¢enih masnih kiselina u plodovima mirte ¢ini 81,09 — 83,97 % ukupnih, od
¢ega je vecina (otprilike 70 %) polinezasi¢enih (San 1 sur., 2015). Serce 1 sur. (2010) navode
kako je udio nezasi¢enih masnih kiselina u plodovima mirte 73,68 %. Najzastupljenije MUFA
u plodovima mirte su oleinska (10,14 — 13,48 %) te eikozenska masna kiselina (0,31 — 0,41 %).
Od PUFA, zastupljene su linolna (69,47 — 71,71 %) te linolenska masna kiselina, ¢iji je udio u
plodovima mirte nizi od 1 %. Linolna kiselina vrlo je vazna za ljudski organizam jer stabilizira

strukture stani¢énih membrana i koZe (San i sur., 2015). Osim navedenoga, Wannes i sur. (2009)
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navode kako su u plodovima mirte prisutne laurinska (0,36 %), miristinska (0,35 %) te

palmitoleinska masna kiselina (0,32 %).

1.1.2.2. Fitosteroli

Steroidi su esencijalne triterpenoidne molekule prisutne u svim eukariotima koje
moduliraju fluidnost i fleksibilnost stanicnih membrana te sluze kao signalne molekule koje su
klju¢ne za rast, razvoj i diferencijaciju viSestani¢nih organizama. Steroidi pripadaju jednoj od
najistaknutijih skupina bioloskih spojeva te su najvazniji prirodni produkti koji su Siroko
rasprostranjeni u biljkama 1 zivotinjama. U skupinu steroida ubrajaju se fitosteroli (steroidni
alkoholi) od kojih je u zivotinjskim stanicama najzastupljeniji kolesterol. Prekursor u sintezi
steroida je linearni terpenoid skvalen koji je nac¢injen od 30 ugljikovih atoma, a svim steroidima

zajednicka strukturna karakteristika jest tetraciklicki prstenasti sustav (Pollier i sur., 2019).

Fitosteroli, odnosno biljni steroli, sli¢ni su kolesterolu u pogledu strukture i bioloske
aktivnosti, a nalaze se veéinom u biljnim uljima (1500 — 12310 mg kg™?) (Bai i sur, 2021),
oraSastim plodovima, vocu i zitaricama. Ovu skupinu ¢ini viSe od 200 razlicitih kemijskih
spojeva te se dijele na sterole koji sadrze dvostruku vezu u B prstenu i zasi¢ene stanole. U
razli¢itim biljnim vrstama najzastupljeniji steroli su kampesterol, stigmasterol i sitosterol dok
su kampestanol i sitostanol najéesci stanoli (Nattagh-Eshtivani i sur., 2022) prikazani na slici
3.

Sitosterol Kampesterol

Slika 3. Strukturne formule sitosterola, kampesterola, sitostanola i kampestanola (Plat i sur.,
2005)

Smatra se da fitosteroli posjeduju ¢itav niz razli¢itih farmakoloskih svojstava od kojih

najvaznija ukljucuju djelovanje na smanjenje razina ukupnog kolesterola 1 lipoproteina niske



gustoce ¢ime utjecu i na smanjenje rizika od kardiovaskularnih bolesti. Fitosterolima se Cesto
pripisuje i protuupalna, antimikrobna i imunomodulacijska aktivnost kao i djelovanje na
smanjenje dijabetesa i tjelesne tezine. Uz navedeno, odredene studije isticu antikancerogeno
djelovanje fitosterola, pri ¢emu prehrana bogata ovim spojevima moze smanjiti rizik od pojave

karcinoma za 20 % (Jiang i sur., 2019).

Buduc¢i da u dostupnoj literaturi nije pronaden niti jedan znanstveni rad koji iznosi
podatke o fitosterolima prisutnim u plodovima mirte te obzirom na morfolosku i kemijsku
slicnost s mirtom, kao referenca za usporedbu navodi se udio i sastav fitosterola u pasjem trnu
(lat. Hippophae rhamnoides L.). Udio fitosterola u pasjem trnu ovisi o podrijetlu te vremenu
berbe plodova, kao i 0 metodama izolacije ulja. U svjezim plodovima, udio fitosterola je u
rasponu od 350 — 500 mg kg, od ¢ega je 70 — 80 % zastupljeno u pulpi dok ulje sjemenki
sadrzi oko 1 — 2 % fitosterola, a ulje pulpe 1 — 3 %. Sitosterol ¢ini 60 — 70 % fitosterola u
sjemenkama te do 80 % fitosterola pulpe dok AS5-avenasterol ¢ini 10 — 20 % fitosterola
sjemenki te 2 — 5 % fitosterola pulpe. Od ostalih fitosterola, u rasponu od 1 — 5 %, zastupljeni
su kampesterol, stigmastanol, citrostadienol, A7-avenasterol, cikloartenol, 24-metilen-

cikloartanol, obtusifoliol (Yang i Kallio, 2002).
1.1.2.3. Etericno ulje

Eteri¢na ulja mirisni su hlapljivi spojevi prisutni u 10 % biljnog carstva. Pohranjena su
u posebnim krhkim sekretornim strukturama biljaka poput Zlijezda, sekretornih dlacica,
sekretornih kanala, sekretornih Supljina ili smolnih kanala. Ukupni udio eteri¢nog ulja u
biljkama opcenito je vrlo nizak te rijetko prelazi 1 % ukupne mase. Eteri¢na ulja su hidrofobna
te su stoga slabo topiva u vodi, a topiva su u alkoholu, nepolarnim ili slabo polarnim otapalima,
voskovima i uljima. Ve¢inom su bezbojna ili blijedozuta, tekuca te imaju manju gustocu od
vode, a po svom su sastavu slozene mjeSavine koje sadrze mnogo razli€itih spojeva (Bowles,

2003).

Spojevi koji ¢ine etericna ulja mirte mogu se razvrstati u kategorije: terpeni
(monoterpenski ugljikovodici i seskviterpenski ugljikovodici), terpenoidi (oksigenirani
monoterpeni i oksigenirani seskviterpeni) i fenilpropanoidi te ugljikovodici i oksigenirani
spojevi (Aleksi¢ i Knezevié, 2014). Prema Giampieri i sur. (2020) u eteri¢nom ulju plodova
mirte najzastupljeniji su 1,8-cineol, a-pinen, limonen, geranil acetat, linalol, estragol, a-terpinil
acetat, mirtenil acetat, bergamoten i E-kariofilen, a strukture nekih od navedenih spojeva

prikazane su na slici 4. Eteri¢na ulja zastupljena u plodovima mirte prikupljenim na Visu



sastoje se od mirtenil acetata (12,2 — 33,2 %), 1,8-cineola i limonena (10,9 — 21,1 %), a-pinena
(4,0 — 15,3 %) te linalola (4,7 — 7,7 %) (Jerkovi¢ i sur., 2002).

CHs
CH; Z CH,
° CH3O/©N HC\ITO/
CHa estragol CH, limonen
1,8 - cineol
CHs
HaG i =
HSCJ@/\O CH,  HaC
mirtenil acetat a-pinen E - kariofilen ©Hs

Slika 4. Monoterpeni i seskviterpeni pronaden u etericnom ulju plodova mirte (prema

Giampieri i sur., 2020)

Na udio i sastav eteri¢nih ulja prisutnih u plodovima mirte moZe utjecati nekoliko
¢imbenika, ukljucujuéi sortu, kemotip, geografsko podrucje, vrstu ekstrakcije i susenja biljnih
dijelova, razvojnu fazu biljke i fazu sazrijevanja plodova, uvjete skladiStenja te okoliSne

¢imbenike (Giampieri i sur., 2020; Kaya i sur., 2020).

Prema istrazivanjima razli¢itih autora, kemijskim spojevima prisutnim u eteriénom ulju
mirte pripisuju se razli¢ita bioloska djelovanja poput antimikrobnog, antifungalnog i
antioksidacijskog (Hennia i sur., 2019), kao i protektivna djelovanja kod gastroezofagealnog
refluksa, ulceroznog kolitisa i dijareje (Giampieri i sur., 2020).



1.2. EKSTRAKCIJA SUPERKRITICNIM FLUIDIMA

Ekstrakcija superkriti¢nim fluidima (eng. Supercritical Fluid Extraction, SFE) zasniva
se na primjeni superkriticnog fluida kao otapala. Svaki fluid karakteriziran je kriticnom
tockom, koja je definirana kriticnom temperaturom (T¢) te kriticnim tlakom (pc). Tvar poprima
superkriticna svojstva kada je iznad svoje kriti¢ne temperature i kriticnog tlaka. Otapala koja
se koriste kao superkriti¢ni fluidi su etilen (T¢ = 9,4 °C, pc = 5,04 MPa), etan (T = 32,3 °C, pc
=4,87 MPa), n-heksan (T¢ =234,5 °C, pc = 3,01 MPa), metanol (T. = 239,6 °C, pc = 8,09 MPa),
etanol (T¢ = 240,9 °C, pc = 6,14 MPa), voda (T¢ = 374,1 °C, pc= 22,06 MPa) i CO2 (T = 31,1
°C, pc = 7,38 MPa) (Sahena i sur., 2009).

Metoda superkriti¢ne ekstrakcije ekoloski je prihvatljivija u odnosu na druge
konvencionalne metode ekstrakcije otapalima ili enzimima te se primjenjuje u prehrambenoj i
farmaceutskoj industriji. Superkriti¢ni fluidi (eng. Supercritical Fluids, SCF) imaju pozeljna
svojstva koja ih cine prikladnima za ekstrakcije razli¢itih skupina kemijskih spojeva.
Najvaznija svojstva SCF-a su njihova gustoca, viskoznost, difuzivnost, toplinski kapacitet te
toplinska vodljivost. Visoka gustoca SCF-a doprinosi vecoj topivosti ciljnih spojeva, a niska
viskoznost omogucuje prodiranje fluida u ¢vrsti materijal te protok uz manje trenje. Promjena
temperature 1 tlaka iznad kriticnih tocaka utjece na svojstva SCF-a te poboljSava njihovu
sposobnost prodiranja i ekstrakcije (Ahangari i sur., 2021). Zbog odsutnosti toksi¢nih ostataka
otapala u kona¢nom proizvodu, medu ostalim prednostima, superkriticni fluidi posebno su
korisni za ekstrakciju vrijednih bioaktivnih spojeva kao §to su arome, bojila 1 druge
biomolekule te za uklanjanje nepoZeljnih spojeva kao §to su organski zagadivaci, toksini i

pesticidi (Mendiola i sur., 2013).

Prilikom ekstrakcije superkritiénim fluidima upotrebljavaju se kootapala. Kootapala
su spojevi koji se dodaju primarnoj tekucini kako bi se poboljSala u¢inkovitost ekstrakcije.
Primjerice, dodatkom razli¢itih udjela metanola ili etanola kao kootapala za superkriti¢nu
ekstrakciju ugljikovim dioksidom raste moguénost ekstrakcije veceg broja polarnih

komponenti iz medija koji se ekstrahira (Tyskiewicz 1 sur., 2018).

Neke od glavnih prednosti SFE su da superkriti¢ni fluidi uz relativno nisku viskoznost
imaju i visoku difuzivnost (difuzivnost SCF-a jest 10 cm? s%, a difuzivnost tekuéih otapala
jest 10° cm? st), stoga SCF mogu prodrijeti u porozne ¢vrste materijale u¢inkovitije od tekuéih
otapala te mogu ostvariti mnogo brzi prijenos mase Sto rezultira brzim ekstrakcijama. Prilikom

superkriticnih ekstrakcija, snagom otapala moze se manipulirati promjenom tlaka i/ili



temperature te se stoga moze postici izrazito visoka selektivnost. Ova podesiva mo¢ otapanja
SCF-a osobito je korisna za ekstrakciju slozenih uzoraka kao Sto su biljni materijali. Uglavnom
se superkriti¢ne ekstrakcije provode pri niskim temperaturama te je stoga SFE idealna metoda
za ekstrakciju termicki labilnih spojeva. U SFE procesima velikih kapaciteta, fluid (najcesce
CO») se moze reciklirati ili ponovno upotrijebiti Cime se smanjuje stvaranje otpada, Sto je vazno

s ekoloskog aspekta (Grosso 1 sur., 2010).
1.2.1. Superkriticni CO2

Ugljikov dioksid poprima superkriti¢na svojstva pri temperaturi iznad 31,1 °C te tlaku
visem od 73,8 bar (slika 5) S$to ga ¢ini idealnim otapalom za ekstrakciju toplinski osjetljivih
materijala poput triacilglicerola. Stovise, CO> je dobro otapalo za ekstrakciju spojeva topivih
u lipidima i omogucuje visoka iskoriStenja (Sahena i sur., 2009). Najcesc¢e je koriSteno
superkriti¢éno otapalo koje se primjenjuje u prehrambenoj industriji jer je jeftin, lako dostupan,
siguran za rukovanje te fizioloski bezopasan u niskim koncentracijama u kojima je prisutan u

hrani (Brunner, 2005).
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Slika 5. Fazni dijagram superkriti¢nog CO> (prema Brunner, 2005)

Superkritiéni CO2 otapa nepolarne ili blago polarne spojeve, ima visoku sposobnost
otapanja spojeva male molekulske mase te smanjenu sposobnost otapanja spojeva s viSom
molekulskom masom. Osim navedenoga, pokazuje visok afinitet prema oksigeniranim
organskim spojevima srednje molekulske mase te nema mogucénost otapanja proteina,
ugljikohidrata i mineralnih soli. PoviSenjem tlaka pokazuje sposobnost odvajanja manje

hlapljivih spojeva koji imaju veéu molekulsku masu i/ili su polarni (Ahmad i sur., 2019).



1.2.2. Optimizacija SFE i utjecaj uvjeta scCO ekstrakcije na iskoristenje

Tijekom osmiSljanja i optimizacije procesa superkriticne ekstrakcije potrebno je
poznavati karakteristike sirovine poput pocetne koncentracije otopljene tvari, udjela vode te
potrebe za predobradom sirovine susenjem i mljevenjem. Osim navedenoga, nuzno je
prilagoditi parametre koji se primjenjuju prilikom ekstrakcije, a to su tlak, temperatura, brzina

protoka otapala te podaci o ravnotezi tekuce faze (Ahangari i sur., 2021).

Prilikom pripreme uzorka za ekstrakciju, paznju treba posvetiti veli¢ini Cestica koja
definira povrsinu uzorka izlozenog scCO2, a na ucinkovitost ekstrakcije utjece i udio vode u
uzorku. Visok udio vode smanjuje kontakt scCO2 s uzorkom zbog pastozne konzistencije
uzoraka, a voda djeluje kao prepreka difuziji scCO2 u materijal kao i difuziji lipida iz njega.
Stoga se uzorci s visokim udjelom vode obicno prije ekstrakcije scCO2 suse klasi¢nim
metodama ili suSenjem zamrzavanjem kako bi se poboljsala ucinkovitost ekstrakcije

(Laboureur i sur., 2015).

Kao i kod ostalih SCF, pri konstantnoj temperaturi porastom tlaka mo¢ otapanja CO>
raste te se povecava iskoristenje ekstrakcije. U blizini kriti¢ne tocke, povecanjem tlaka dolazi
do eksponencijalnog povecanja topljivosti, pri ¢emu komponente s vis§im tlakom pare imaju
vecu topljivost. Topljivost vec¢ine komponenti u scCO2 takoder raste s pove¢anjem gustoce, Sto
se isto postize povecanjem tlaka ekstrakcije. Nadalje, na topljivost komponenti utjece i
polarnost te molekulska masa komponenti kao 1 temperatura ekstrakcije. Slicno opcenitom
principu, u SFE procesima s CO,, topljivost komponenti se smanjuje kako se polarnost i/ili
molekularna masa otopljenih tvari povec¢ava. Povecanje temperature, pri konstantnom tlaku,
potiCe dva suprotna u¢inka: smanjuje snagu otapala CO2 smanjenjem gustoce, a s druge strane
povecava tlak pare otopljenih tvari koje lakSe mogu penetrirati u superkritiénu fazu.
Uravnotezeni uc¢inak na topljivost otopljene tvari u superkriticnom otapalu stoga ovisi o
radnom tlaku. U blizini kriticnog tlaka prevladava uc€inak gustoce tekucine, tako da umjereno
povecanje temperature dovodi do velikog smanjenja gustoce tekucine, a time i do smanjenja
topljivosti otopljene tvari. Medutim, pri visokim tlakovima prevladava porast tlaka pare pa se
topljivost povecava s temperaturom. Navedena pojava se naziva retrogradno ponasSanje
topljivosti ¢vrste tvari. Nakon odabira tlaka i temperature ekstrakcije, vazan je i utjecaj protoka
superkritiénog fluida na iskoriStenje ekstrakcije. Brzina protoka otapala mora biti dovoljno
visoka da osigura dobar prinos ekstrakcije u kratkom vremenu, ali takoder treba omoguciti

dovoljno vrijeme kontakta izmedu otapala 1 otopljenih tvari (Mendiola 1 sur., 2013).
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1.2.3. Superkriticna ekstrakcija lipofilnog ekstrakta iz plodova mirte

Pereira i sur. (2016) navode kako su optimalni uvjeti za ekstrakciju eteri¢énog ulja iz
plodova mirte temperatura od 45 °C, tlak od 230 bar, protok scCO, od 0,3 kg h* (5 g min™) te
protok kootapala (etanola) od 0,09 kg h. Nadalje, navode kako je potrebno nadiniti
predtretman plodova mirte tako da ih se osusi na zraku, bez prisutnosti sunceve svjetlosti te ih

se samelje.

Prinos eteri¢nog ulja plodova mirte ekstrahiranih na ovaj nacin iznosi 0,07 — 0,11 %. S
druge strane, Zermane i sur. (2014) optimizacijom uvjeta scCO, ekstrakcije listova mirte
utvrdili su da se najvece iskoristenje etericnog ulja od 4,89 % dobiva pri temperaturi od 40 °C,

tlaku 300 bara i promjeru manjem od 0,315 mm.

Takoder, Pereira i sur. (2022) navode da je scCO; ekstrakt listova mirte siguran za

primjenu i moze umanjiti genotoksi¢na oste¢enja izazvana slobodnim radikalima.

Detaljnom pretragom dostupne literature nije pronaden niti jedan znanstveni rad koji
iznosi podatke o superkriti¢noj ekstrakciji lipofilnih spojeva iz plodova mirte, stoga ovaj

znanstveni rad predstavlja prvu objavu navedenih podataka.

Istrazivanjem ekstrakcije plodova pasjeg trna, Pavlovi¢ i sur. (2016) utvrdili su da u
pogaci nakon scCOz ekstrakcije zaostaje svega 0,58 % ulja. Autori stoga zakljucuju kako je
upotrebom scCO2 moguée gotovo u potpunosti ekstrahirati lipide iz ovog biljnog materijala pri

¢emu je pogacu, zbog izostanka toksi¢nih spojeva, moguce koristiti 1 za daljnje ekstrakcije.
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2. OPCI 1 SPECIFICNI CILJEVI RADA

Zahvaljujuci Sirokom spektru kemijskih spojeva s bioaktivnim djelovanjem, listovi i
plodovi mirte (Myrtus communis L.) od davnina se koriste u tradicionalnoj medicini kod
razliCitih respiratornih, gastrointestinalnih, urinarnih i dermatoloskih poremecaja. Ova
djelovanja potvrdena su i brojnim znanstvenim istrazivanjima koja takoder isti¢u
antioksidacijsko, antibakterijsko i antifungalno djelovanje ekstrakata mirte (Giampieri i sur.,
2020).

Obzirom na razlike bioaktivnih spojeva u kemijskim strukturama, vezama unutar
biljnog matriksa i polarnosti, za njihovu izolaciju koriste se razli¢ite metode ekstrakcije. Jedna
od naprednih tehnika ekstrakcije koja u posljednje vrijeme ulazi u Siru komercijalnu primjenu
je i ekstrakcija superkriti¢cnim CO.. Ova tehnika Cesto je isticana kao dobro rjeSenje za
ekstrakciju razlicitih, posebice lipofilnih spojeva, obzirom na ocuvanje funkcionalnih
svojstava, dostupnost CO:> i izostanak rezidua otapala u ekstraktima (Ahmad i sur., 2019).
Detaljnim pregledom dostupne literature utvrdeno je kako je ucinkovitost ekstrakcije
superkriti¢cnim CO2 do sad ispitana u nekoliko istrazivanja provedenih na listu mirte u kojima
je prac¢ena ekstrakcija polifenolnih i hlapljivih spojeva npr. Pereira i sur. (2016), Zermane i sur.
(2014) i Ghasemi isur. (2011). S druge strane, primjena scCO- ekstrakcije na plodovima mirte
opisana je samo u jednom znanstvenom radu (Pereira i sur., 2016) koji se takoder fokusira na
polifenolne spojeve, dok je skupina lipofilnih spojeva u potpunosti zapostavljena. Nadalje, bez
obzira na njihovu iznimnu bioaktivnu vrijednost, pregledom literature nije pronadeno niti jedno

istrazivanje koje opisuje udio i sastav fitosterola u plodovima mirte.

Zbog navedenog nedostatka literaturnih podataka op¢i cilj rada bio je istraziti bioaktivni
potencijal ekstrakata plodova mirte s naglaskom na lipofilne spojeve (masne kiseline,
fitosterole i hlapljive spojeve) i utvrditi utjecaj uvjeta ekstrakcije superkriticnim CO2
(temperatura, tlak i protok) na iskoristenje ekstrakta i prinose navedenih spojeva. Nadalje, kao
specificni cilj definirana je procjena prikladnosti primjene metode odzivnih povrSina (RSM)
uz Box-Behnkenov dizajn eksperimenta u optimiranju ove ekstrakcije. Preporuceni optimalni
procesni uvjeti postavit ¢e temelj za dobivanje formulacija ekstrakata specifi¢nih sastava
bioaktivnih komponenti koji se mogu koristiti u prehrambenoj, kozmetickoj i farmaceutskoj

industriji.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Plodovi mirte

U istrazivackom dijelu rada upotrijebljeni su plodovi mirte (lat. Myrtus communis L.)

koji su prikupljeni na ekoloski ¢istom podrucju Mljeta u veljaci 2021. godine. Plodovi su u

svjezem obliku transportirani u Zagreb te podvrgnuti postupku susenja pri sobnoj temperaturi

(21 £ 1 °C). Uzorci osusenih plodova mirte ¢uvali su se u zatvorenim staklenim posudama do

provodenja pokusa te su prije ekstrakcije superkriticnim CO2 dodatno suseni u susSioniku.

3.1.2. Aparatura i kemikalije

Aparatura

Centrifuga model Rotina 35, Hettich Zentrifugen (Westphalia, Njemacka)

Elektri¢ni mlin Sencor (Ricany, Republika Ceska)

Laboratorijska vaga model ABP 200-5DM, Kern (Balingen, Njemacka)

Rotavapor Biichi (Flawil, Svicarska)

Susionik Inko (Zagreb, Hrvatska)

Tresilica LLG-Vortex UnitEXER (Meckenheim, Njemacka)

Ultrazvucna kupelj Bandelin Sonorex (Ettenheim, Njemacka)

Uredaj za plinsku kromatografiju, Agilent Technologies 6890N Network GC System
(Santa Clara, SAD)

Uredaj za superkriticnu ekstrakciju S51 Extratex-S.F.I (Neuves-Maisons, Francuska)

Uredaj za odredivanje udjela suhe tvari Ohaus (New York, SAD)

Kemikalije

Aluminijev oksid (Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka)
40 % NaCl (Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka)
Dietileter (Carlo Erba, Emmendingen, Njemacka)

Etanol (96 %) (J. T. Baker, Avantor, Pennsylvania, SAD)
Etil-acetat (Carlo Erba, Emmendingen, Njemacka)

Etanolna otopina kalijevog hidroksida (0,5 mol L)
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Priprema: odvaze se 3 g kalijevog hidroksida, otopi u 5 mL vode i razrijedi etanolom do 100

mL.

Interni standard, a-kolestanol (1,0 mg mL?, Honeywell Fluka, Seelze, Njemacka)

Priprema: odvaze se 0,1 g a-kolestanola i razrijedi acetonom do 100 mL.

Heksan (J. T. Baker, Avantor, Pennsylvania, SAD)

Izooktan (J. T. Baker, Avantor, Pennsylvania, SAD)
Izopropanol (J. T. Baker, Avantor, Pennsylvania, SAD)
Kalijev hidroksid (J. T. Baker, Avantor, Pennsylvania, SAD)
n-heksan (J. T. Baker, Avantor, Pennsylvania, SAD)

Reagens za sililiranje (mjeSavina piridina, heksametildisilazana trimetilklorsilana)

(Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD)
Standardna smjesa 37 masnih kiselina (F.A.M.E. C4 - C24, Supelco)

Standardi fitosterola: kampesterol, stigmasterol i B-sitosterol (Sigma Aldrich, St. Louis,
Missouri, SAD)

Standardi eteri¢nih ulja: Komercijalni standardi za (+)-a-pinen, kamfen, (-)-B-pinen,
(R)-(-)-o-felandren, 3-karen, p-cimen, o-cimen, y-terpinen, 1,8-cineol, mirtenol i
mirtenil acetat te mjeSavina o-fenhil acetata, (+)-karvona, geraniola, karvakrola i
standardne otopine alkana C7-C30 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD); mircen, butil
butirat, linalool, a-terpineol i eugenol (Merck, Darmstadt, Njemacka); R-(+)-limonen i
nerol (Fluka Analytical, Miinchen, Njemacka); a-terpinen (Dr. Ehrenstorfer GmbH,

Augsburg, Njemacka)
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3.2. METODE
3.2.1. Ekstrakcija superkriticnim CO2

Plodovi mirte suSeni su 18 sati u suSioniku pri 45 °C do udjela suhe tvari od 96,23 %.
Na taj nacin osuseni plodovi usitnjeni su u laboratorijskom elektricnom mlinu Sencor. Nakon
usitnjavanja plodovi su prosijani kroz sito veli¢ine otvora 1,5 mm te ¢uvani staklenoj posudi u
hladnjaku pri 4 °C do provedbe ekstrakcije superkriticnim CO». Ekstrakcija je provedena na
uredaju za superkriti¢nu ekstrakciju S51 Extratex-S.F.l prikazanom na slici 6. U spremnik za
ekstrakciju superkriti¢cnim CO2 doda se 30 £ 0,5 g prosijanih osusenih plodova mirte. Spremnik
se potom pri¢vrsti na za to predvideno mjesto u ekstraktoru te se podese parametri protoka,
tlaka i temperature za pojedinu ekstrakciju dobiveni prema Box-Behnken eksperimentalnom
dizajnu prikazanom u tablici 4 (poglavlje 4.2.5.). Pojedina ekstrakcija provodi se u trajanju od
2 sata, a po zavrSetku ekstrakcije ekstrakt iz separatora prikuplja se u prethodno izvagane
staklene vijale i ¢uva pri -18 °C do daljnje analize. 1zgled dobivenog ekstrakta prikazan je na

slici 7.

Slika 6. Uredaj za superkriti¢nu ekstrakciju S51 Extratex-S.F.l (vlastita fotografija)

Dobivena masa ekstrakta odredena je upotrebom laboratorijske vage modela ABP 200-
5DM Kern s precizno$¢éu od + 0,0001 g. Po zavrSetku pojedine ekstrakcije, uredaj se 20 minuta
prociséuje s 20 mL izopropanola pri protoku od 30 g min™. Izopropanol otapa ekstrakt zaostao
u cjevovodima uredaja te se isti upari na rotavaporu pri 40 °C, a masa zaostalog ekstrakta odredi
se vaganjem i pribroji masi Cistog ekstrakta te se na taj nacin dobije ukupna masa ekstrakta radi

odredivanja iskoristenja. Iskoristenje ekstrakcije racuna se prema izrazu [1]:

Iskoristenje (%) = —skstrakta 5 100 [1]

Myzorka
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gdje je:
Mekstrakta = UKUPNa masa (g) ekstrakta

Muzorka= Masa (g) samljevenih osusenih plodova mirte koriStena za ekstrakciju

Slika 7. Superkritiéni ekstrakt mirte (vlastita fotografija)

3.2.2. Odredivanje sastava masnih kiselina plinskom kromatografijom

Sastav masnih kiselina odreduje se plinskom kromatografijom (GC) prije koje se masne
kiseline prevode u svoje metilne estere metilacijom s metanolnom otopinom kalijevog
hidroksida.

Priprema metilnih estera masnih kiselina

Prema metodi 1SO 12966-2:2017 metilni esteri masnih kiselina odreduju se na nacin da
se najprije odvaze 0,1 £ 0,0001 mg uzorka scCO2 ekstrakta plodova mirte koji se zatim otopi
u 2 mL izooktana u epruveti volumena 10 mL s ¢epom na navoj. Potom se u epruvetu otpipetira
100 pL metanolne otopine KOH (c = 2 mol L) te se epruveta snazno protrese tijekom jedne
minute. Epruveta s dodanim reagensima ostavi se na sobnoj temperaturi kako bi nastupila
reakcija. Nakon 2 minute u reakcijsku smjesu otpipetira se 2 mL otopine NaCl (40 g NaCl-a u
100 mL vode) te se smjesa malo protrese. Izooktanski sloj se odvoji te se u njega doda bezvodni
natrijev hidrogensulfat u koli¢ini od 1 g kako bi se uklonila zaostala voda te se smjesa protrese.
Bistra otopina prebaci se u vijalu te se tako pripremljen uzorak analizira na plinskom

kromatografu.
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Analiza metilnih estera masnih kiselina plinskom kromatografijom

Pripremljeni uzorci analiziraju se prema metodi 1ISO 12966-4:2015 pomocu plinskog
kromatografa Agilent Technologies 6890N Network GC System (Santa Clara, SAD)

opremljenog sustavom za injektiranje s 8 mjesta i plameno-ionizacijskim detektorom (FID)

spojenim na racunalo s instaliranim ChemStation softverom (Agilent, Santa Clara, SAD).

Uvjeti analize zadani su nakon provedenih preliminarnih ispitivanja prema kojima su odabrani

optimalni uvjeti (temperatura kolone, detektora i injektora, protok plina te koli¢ina injektiranog

uzorka) prikazani u tablici 1. Identifikacija masnih kiselina vrsi se usporedbom retencijskog

vremena metilnih estera pojedine masne kiseline s retencijskim vremenima metilnih estera

standardne smjese 37 masnih kiselina (F.A.M.E. C4 — C24, Supelco) poznatog sastava.

Tablica 1. Uvjeti rada plinskog kromatografa za odredivanje sastava masnih kiselina

KOLONA

DB-23 kapilarna kolona (Agilent, Santa Clara, SAD); 60 m x 0,25
mm X 0,25 um debljina filma

STACIONARNA FAZA

(50 %-cijanopropil)-metilpolisiloksan

(SF)
TEMPERATURNI 60 do 220 °C uz 7 °C min';
PROGRAM KOLONE | 220 °C 17 min
PLIN NOSITELJ Helij
PROTOK PLINA )
1,5 mL min?
NOSITELJA
TEMPERATURA
250 °C
INJEKTORA
SPLIT 60:1
TEMPERATURA
280 °C
DETEKTORA
KOLICINA
INJEKTIRANOG 1,0 uL
UZORKA
TRAJANJE ANALIZE | 39,86 min

3.2.3. Odredivanje udjela i sastava fitosterola

Modifikacija metode HRN EN 1SO 12228:2014-1 upotrijebljena je za odredivanje

udjela i sastava fitosterola u uzorcima lipofilnog ekstrakta plodova mirte.
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Princip metode

Metoda je zasnovana na dodavanju a-kolestanola (unutarnji standard) scCO- ekstraktu
plodova mirte dobivenom superkriticnom ekstrakcijom s CO.. Potom se uzorku dodaje i
etanolna otopina KOH kako bi nastupila saponifikacija te se neosapunjiva frakcija ekstrahira
dodatkom dietiletera na koloni koja je ispunjena aluminijevim oksidom. Aluminijev oksid
upotrebljava se kako bi zadrzao anione masnih kiselina i propustio negliceridne komponente.
Pomocu tankoslojne kromatografije (TLC) iz neosapunjive frakcije na bazi¢nom silikagelu
izdvaja se sterolna frakcija koja se potom prevodi u trimetilsililestere te analizira plinskim

kromatografom s plameno ionizacijskim detektorom (FID - detektor).

Priprema neosapunjive frakcije

Neosapunjiva frakcija priprema se na nacin da se u okruglu tikvicu s ravnim dnom (50
mL) izvaze 0,250 + 0,001 g lipofilnog ekstrakta plodova mirte. Potom se u tikvicu s izvaganim
uzorkom doda 1 mL prethodno pripremljenog a-kolestanola (¢ =1 mg mL™), 5 mL KOH (c =
0,5 mol L ) i dvije do tri kuglice za vrenje. Tikvica se zatim spoji na povratno hladilo i
zagrijava na grijacoj ploc€i te se ostavi da vrije to¢no 15 minuta, nakon ¢ega se odvoji od
zra¢nog hladila te se pomocu pipete doda 5 mL etanola. Kada je tikvica potpuno ohladena,

slijedi kromatografija u stupcu.

Priprema kolone za kromatografiju u stupcu

Kolona za kromatografiju u stupcu dugacka 25 cm, unutarnjeg promjera 1,5 cm sa
sinterom na dnu pri¢vrsti se za metalni stalak. Vata se postavi na dno kolone i doda se malo
etanola kako bi vata prionula uz sinter te se potom pomocu staklenog $tapica istisne zrak kako
ne bi zaostao u vati. Odvaze se 10 g aluminijevog oksida koji se uz 20 mL etanola prenese u
kolonu za kromatografiju. Potrebno je $to pazljivije provesti ovaj korak kako ne bi nastale
pukotine u stupcu aluminijevog oksida. Visak etanola propusti se iz kolone na nacin da razina

etanola bude 0,5 cm iznad razine vrha stupca aluminijevog oksida.

Ekstrakcija neosapunjive frakcije kromatografijom u stupcu

Ohladen uzorak se pomocu pipete iz tikvice prebaci na pripremljenu kolonu. Eluiranje
traje sve dok otopina ne dosegne vrh sloja aluminijevog oksida. Eluat se skuplja u tikvicu s
okruglim dnom od 100 mL. U kolonu za kromatografiju pipetom se doda 5 mL etanola te se
nastavi proces eluiranja. Tikvica u kojoj se nalazio uzorak, ispere se s 10 mL dietiletera te se

prenese na kolonu. Nakon §to dietileter dosegne vrh sloja aluminijevog oksida, na kolonu se
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doda jos§ 20 mL dietiletera (u dva navrata po 10 mL svaki) kojim se zavrSava postupak eluiranja.

Na rotavaporu se dobiveni eluat pri 40 °C otpari do suhog, kako je prikazano na slici 8.

Slika 8. Uparavanje na rotavaporu (vlastita fotografija)

Izdvajanje sterolne frakcije tankoslojnom kromatografijom

U 2 mL dietiletera otopi se uzorak neosapunjive frakcije te se pomocu mikropipete
nanese na gotovu plocu sa silikagelom (Silikagel F254, veli¢ine 20 x 20 cm, debljine 0,25 mm)
u ravnoj liniji 2 cm od donjeg ruba ploce. Na istoj se visini ispred ove linije nanese 2 - 3 pL
referentne otopine a-kolestanola s ciljem identifikacije fitosterola nakon S$to se razvije
kromatogram. Potom se ploca postavi u kadu za razvijanje koja sadrzi 100 mL otopine heksan
- dietileter (1:1, v/v) te se poklopi poklopcem. Kromatogram se razvija pri sobnoj temperaturi,
do trenutka kad linija otapala dosegne visinu od 1 cm ispod gornjeg ruba ploce. Nakon toga
ploca se susi u digestoru te kada se osusi, ravnomjerno se poprska metanolom, a traka
fitosterola prepoznaje se po referentnoj mrlji. Olovkom se iscrtaju rubovi mrlje, a metalnom
Spatulom sastruze se silikagel (slika 9) unutar oznac¢enih rubova te se prebaci u lijevak s filter
papirom. Doda se 0,5 mL 96 %-tne otopine etanola te se ispire tri puta s 5 mL dietiletera. U
tikvici s okruglim dnom od 50 mL skuplja se sterolna frakcija. Kada se skupi sterolna frakcija,
otparava se na rotavaporu pri temperaturi od 40 °C do volumena od 1 mL. Koncentrat se potom
prenese U epruvetu te se pod strujom dusika osusi dok ne postane suh. Tikvica u kojoj je
prethodno skupljana sterolna frakcija ispere se s 0,5 mL dietiletera, a sadrzaj se prebaci u

epruvetu 1 susi pod strujom dusSika. Dobiveni suhi ostatak predstavlja sterolnu frakciju.

19



Slika 9. 1zdvajanje sterolne frakcije tankoslojnom kromatografijom — ploc¢a s trakom

fitosterola (vlastita fotografija)

Priprema trimetilsililestera:

U epruvetu sa sterolnom frakcijom se na svaki miligram frakcije doda 50 pL reagensa
za sililiranje koji jest mjesavine piridina, heksametildisilazana i trimetilklorsilana u omjeru
5:2:1 (V:V:V). Potom se epruveta poklopi te protrese na vorteksu do potpunog otapanja
fitosterola te stavi zagrijavati u susionik pri temperaturi od 105 °C tijekom 15 minuta. Nakon
susenja, epruveta se ohladi u eksikatoru te centrifugira 10 min pri 3000 okretaja po minuti.
Zatim se bistri supernatant odvoji od taloga te prenese u vijale od 2 mL unutar kojih se nalazi
insert od 100 pL.

Analiza sastava fitosterola plinskom kromatografijom:

Na plinskom kromatografu Agilent Technologies 6890N Network GC System (Santa
Clara, SAD) analizira se pripremljeni uzorak. Kromatograf sadrzi sustav za injektiranje s 8
mjesta i plameno-ionizacijski detektor (FID) spojen na racunalo s instaliranim ChemStation
softverom (Agilent, Santa Clara, SAD). Po zavrsetku preliminarnih ispitivanja prema kojima
su odabrani optimalni uvjeti (protok plina, temperatura kolone, detektora i injektora te koli¢ina

injektiranog uzorka), zadani su slijedeci uvjeti analize navedeni u tablici 2.
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Tablica 2. Uvijeti rada plinskog kromatografa za odredivanje udjela fitosterola

KOLONA DB-17 kapilarna kolona (Agilent, Santa Clara, SAD); 30 m x 0,32
mm x 0,25 um debljina filma
STACIONARNA FAZA ) o
(50 %-fenil)-metilpolisiloksan
(SF)
TEMPERATURNI 180 °C do 270 °C uz 6 °C min™;
PROGRAM KOLONE 270 °C 30 min
PLIN NOSITELJ Helij
PROTOK PLINA
1,5 mL min?
NOSITELJA
TEMPERATURA
290 °C
INJEKTORA
SPLIT 13,3:1
TEMPERATURA
250 °C
DETEKTORA
KOLICINA
INJEKTIRANOG
1,0 uL
UZORKA
TRAJANJE ANALIZE 45 min

Identifikacija i kvantifikacija pikova:

Na temelju dobivenih retencijskih vremena (RT) te usporedbom s retencijskim
vremenima trimetilsililestera standardnih mjesavina fitosterola analiziranih pod jednakim
uvjetima raspoznaju se pojedinacni pikovi fitosterola. Za identifikaciju drugih pikova
fitosterola, plinski kromatograf spojen je s masenim detektorom 5973 (Agilent). Prijenosna
linija odrzavana je na 280 °C, MS izvor na 230 °C i temperatura kvadrupola na 150 °C, dok je
raspon skeniranja masenog spektra postavljen na 30-550 (m/z). Fitosteroli su identificirani

putem biblioteke podataka NIST17 i relativnog vremena zadrzavanja iz literature Yang i sur.
(2001).

Udio pojedinaénog fitosterola izrazava se u mg kg™ te se izra¢una prema jednadzbi [2]:

Ag X 1000

Udio fitosterol kg™ =
io fitosterola (mg kg™") A xm

2]
gdje je:
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As = povrsina pika identificiranog sterola

A, = povrsina pika internog standarda (a-kolestanola)

m = masa uzorka scCO: ekstrakta plodova mirte

Udio ukupnih fitosterola potom se racuna i izrazava se kao suma udjela pojedinacnih

fitosterola. 1z rezultata za udio ukupnih fitosterola i iskoristenja ekstrakcije izra¢unat je i prinos

fitosterola izrazen u mg kg™ plodova mirte.

3.2.4. Odredivanje udjela hlapljivih spojeva

Za pripremu uzorka za analizu plinskom kromatografijom (GC) doda se 10 pL scCO-

ekstrakta mirte, 100 pL internog standarda (nerol, ¢ = 10,6500 mg mL™) i 890 pL n-heksana

(HPLC ¢istoca, 95 %) u staklenu vijalu prema Repajic i sur. (2021). Tako pripremljeni uzorak

ulja analizira se na plinskom kromatografu Agilent Technologies 6890N Network GC System

(Santa Clara, SAD) koriStenjem Agilent Technologies 5973 inertnog maseno-selektivnog

detektora prema uvjetima prikazanim u tablici 3.

Tablica 3. Uvjeti rada plinskog kromatografa za odredivanje udjela hlapljivih spojeva

KOLONA

HP-5MS kapilarna kolona (Agilent, Santa Clara, SAD); 30 m x 0,25

mm X 0,25 um debljina filma

STACIONARNA FAZA
(SF)

5 % fenilmetilsiloksan

TEMPERATURNI
PROGRAM KOLONE

60 °C
60 do 145 °C uz 3 °C min;
145 do 250 °C uz 30 °C min;

250 °C 3 min
PLIN NOSITELJ Helij
PROTOK PLINA .
1,0 mL min?
NOSITELJA
TEMPERATURA
250 °C
INJEKTORA
SPLIT 100:1
KOLICINA
INJEKTIRANOG 1,0 uL
UZORKA
TRAJANJE ANALIZE 34,83 min
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Prijenosna linija odrzavana je na 280 °C, MS izvor na 230 °C i temperatura kvadrupola
na 150 °C, dok je raspon skeniranja masenog spektra postavljen na 30-550 (m/z). Hlapljivi
spojevi identificirani su usporedbom retencijskog vremena i masenih spektara (m/z) ispitivanih
spojeva s retencijskim vremenima i masenim spektrima komercijalnih standarda te
usporedbom dobivenih masenih spektara s onima u bazama podataka NIST17, pomo¢u MSD

ChemStation softvera za analizu podataka.

Kvantitativne vrijednosti za svaki hlaplivi spoj izracunate su iz kalibracijskih jednadzbi
standardnih spojeva uz korekciju s internim standardom. Udio ukupnih hlapljivih spojeva
izracunat je kao suma udjela pojedinacnih fitosterola te je pomocu njega izracunat i prinos

hlapljivih spojeva izrazen u mg kg™ plodova mirte.
3.2.5. Eksperimentalni dizajn i statisticka obrada podataka

Za eksperimentalni dizajn pokusa i statisticku obradu podataka upotrijebljen je
programski sustav Design-Expert 10.0 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, SAD) uz upotrebu Box-
Behnkenovog dizajna. Box-Behnkenov dizajn neovisni je kvadratni dizajn koji ukljucuje tri
varijable i tri faktorijalne razine. U ovom dizajnu kombinacije faktora raspodijeljene su u

srediStu te na srednjim rubovima procesnog prostora, kako je prikazano na slici 10.

Slika 10. Box-Behnkenov dizajn s tri faktora (Ait-Amir i sur., 2020)

Svaki ispitivani faktor ispitan je na tri razine (-1, 0, 1), a centralna to¢ka ispitana je u 5
ponavljanja §to ukupno iznosi 17 pokusa. Nivoi za nezavisne varijable odabrani su na temelju
literaturnih podataka i preliminarnih pokusa (podaci nisu prikazani), a ukljucuju temperaturu
(40, 50 i 60 °C), tlak (200, 300 i 400 bar) te protok (20, 30 i 40 g min™), kako je prikazano u
tablici 4. Svi analiticki podaci prikupljeni su u dva paralelna odredivanja, a rezultati su

prikazani kao srednja vrijednost i standarda devijacija.
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Tablica 4. Eksperimentalni dizajn pokusa ekstrakcije lipofilnog ekstrakta plodova

mirte primjenom scCO

Nezavisna varijabla Simbol Nivoi nezavisne varijable

(faktor) Nizak Srednji Visok
(Y () )

Temperatura (°C) X1 40 50 60

Tlak (bar) X2 200 300 400

Protok CO; (g min") X3 20 30 40

U svrhu optimiranja uvjeta scCO: ekstrakcije upotrijebljena je metodologija odzivnih
povrsina — RSM (eng. Response Surface Methodology). Regresijski modeli za promatrane

zavisne varijable izracunati su sukladno jednadzbi [3]:
Y = Bo+ Xioa BiXi + Xisy BuX?P + Xioa Xioiva BijXiX; [3]
gdje je:
Y - predvideni rezultat odnosno vrijednost zavisne varijable
Bo - fiksni koeficijent
Bi, Bii i Bij linearni, kvadratni i koeficijent interakcije
Xi...X - vrijednost nezavisne, kontrolirane varijable

Kao zavisne varijable promatrani su iskoristenje (%), udio PUFA (%) te prinos
fitosterola (mg kg™?) i prinos hlapljivih spojeva (mg kg). Rezultati modeliranja prikazani su i
konturnim dijagramima koji prikazuju utjecaj dva faktora, dok je tre¢i faktor postavljen na
vrijednost centralne tocke. Prikladnost modela ispitana je i provjerena pomoc¢u nekoliko
uobicajenih statistickih parametara tj. odredivanjem koeficijenta determinacije (R?) i

nedostatka modela (eng. lack of fit) provodenjem F-testa.

Za utvrdivanje znacajnosti modela i utjecaja pojedinih faktora (temperatura, protok i
tlak) provedena je analiza varijance (ANOVA). Za primjenjene testove postavljena je razina
pouzdanosti od 95%. Navedene zavisne varijable ukljucene su i u optimizaciju uvjeta scCO-
ekstrakcije koja je provedena metodom pozeljnosti na nacin da su optimalni uvjeti odredeni

zasebno za svaku varijablu.
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4. REZULTATI

U ovom istrazivanju nacinjeno je odredivanje utjecaja te optimizacija uvjeta ekstrakcije
scCO: za izolaciju lipofilnog ekstrakta iz plodova mirte. Tijekom istrazivanja kao nezavisne
varijable (faktori) promatrali su se najznacajniji uvjeti scCO; ekstrakcije: (i) temperatura (40,
50 i 60 °C), (ii) tlak (200, 300 i 400 bar) i (iii) protok (20, 30 i 40 g min't). Njihovi rasponi
odredeni su preliminarnim istrazivanjem, a prema Box-Benkhen dizajnu provedeno je ukupno
17 eksperimenata. Iskoristenje ekstrakcije odredeno je za svaki eksperiment, a u dobivenim su
ekstraktima pomocu plinske kromatografije ispitani sastav masnih kiselina te udio i sastav
fitosterola i1 hlapljivih spojeva. Zbog velikog broja kemijskih spojeva odredenih plinskom
kromatografijom, rezultati sastava pojedinih skupina spojeva koriSteni su za evaluaciju
bioaktivnog potencijala scCOz ekstrakata plodova mirte, dok su za utvrdivanje utjecaja uvjeta
ekstrakcije kao zavisne varijable odabrani: (i) iskoriStenje ekstrakcije, (ii) udio ukupnih PUFA,
(iii) prinos sterola i (iv) prinos hlapljivih spojeva. Na osnovu dobivenih rezultata za navedene
varijable izradeni su matemati¢ki modeli te je provedena njihova evaluacija kako bi se odabrali
oni koji najbolje aproksimiraju eksperimentalne vrijednosti. Za utvrdivanje znacajnosti utjecaja
pojedinih nezavisnih varijabli i njihovih interakcija primijenjena je ANOVA. U nastavku
statisticke obrade nacinjeno je optimiranje uvjeta scCO: ekstrakcije u svrhu postizanja
maksimalnog iskoristenja lipofilnog ekstrakta te udjela PUFA, fitosterola i hlapljivih spojeva

kao najvaznijih bioaktivnih molekula u ekstraktima plodova mirte.
4.1. ISKORISTENJE LIPOFILNOG EKSTRAKTA

U tablici 5 prikazano je iskoristenje lipofilnog ekstrakta (%) dobiveno u
eksperimentima scCO- ekstrakcije plodova mirte provedenim prema Box-Behnkenovom

eksperimentalnom dizajnu uz variranje vrijednosti temperature, tlaka i protoka ekstrakcije.
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Tablica 5. Iskoristenje lipofilnog ekstrakta (%) u eksperimentima scCO; ekstrakcije

plodova mirte

X! Xo: Xa: Iskoristenje
Eksperiment | Temperatura Tlak Protok ekstrakcije

C) (bar) (g min™) (%)

1 50 300 30 5,26
2 60 300 20 5,33
3 60 200 30 5,49
4 60 300 40 5,92
5 50 300 30 5,18
6 50 200 20 5,10
7 60 400 30 5,59
8 50 300 30 5,03
9 50 400 20 5,37
10 40 400 30 4,95
11 50 300 30 5,27
12 50 400 40 5,05
13 40 200 30 4,75
14 50 300 30 5,19
15 50 200 40 5,20
16 40 300 20 4,77
17 40 300 40 5,01
Prosjek 5,20
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4.2. SASTAV MASNIH KISELINA

U tablicama 6 i 7 prikazan je sastav zasi¢enih i nezasi¢enih masnih kiselina u scCO; ekstraktima plodova mirte. Sastav masnih kiselina odreden

je plinskom kromatografijom (GC) prije koje su masne kiseline prevedene u svoje metilne estere.

Eksperiment*
1

© 00 N o OB~ WODN

e I el il il =
o O~ W N P O

17
Prosjek

* Eksperimentalni uvjeti prikazani su u tablici 5

C11:0
0,43+0,00
1,72+0,00
1,27+0,00
0,89+0,00

0,2+0,00
0,78+0,01
0,76+0,01
0,26+0,00
1,35+0,04
0,23+0,00
0,24+0,00
0,21+0,00
0,21+0,00
0,82+0,00
0,21+0,00
0,3+0,00
0,31+0,00
0,6+0,48

Tablica 6. Sastav (%) zasi¢enih masnih kiselina (SFA) u scCO- ekstraktima plodova mirte

C15:0
0,02+0,01
0,13+0,10
0,16+0,13
0,11+0,05
0,08+0,00
0,13+0,09
0,28+0,01
0,05+0,02
0,29+0,06
0,05+0,00
0,06+0,01
0,06+0,02
0,06+0,01
0,12+0,01
0,02+0,03
0,01+0,00

Nd
0,10+0,08

C16:0
8,41+0,02
9,14+0,12
8,64+0,04
8,54+0,02
8,36+0,01
8,61+0,01
8,69+0,11
8,40+0,02
8,85+0,09
8,40+0,02
8,32+0,04
8,22+0,02
8,29+0,05
8,55+0,04
8,67+0,05
8,50+0,04
8,27+0,05
8,52+0,23

C17:0
0,26+0,01
0,21+0,01
0,18+0,07
0,19+0,03
0,12+0,01
0,28+0,03
0,40+0,05
0,12+0,01
0,32+0,02
0,10+0,01
0,14+0,06
0,11+0,01
0,14+0,00
0,12+0,01
0,08+0,00
0,21+0,02
0,12+0,02
0,18+0,09

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija (n=2).

nd — nije detektirano

C18:0
3,25+0,01
0,02+0,00
3,30+0,01
3,25+0,00
3,24+0,00
3,26+0,07
3,39+0,14
3,22+0,02
3,25+0,21
3,18+0,01
3,30+0,11
3,27+0,02
3,32+0,01
3,21+0,00
3,40+0,09
3,32+0,02
3,28+0,00
3,09+0,79

C20:0
0,43+0,00
0,48+0,00
0,50+0,00
0,47+0,02
0,43+0,00
0,43+0,06
0,52+0,06
0,41+0,01
0,50+0,07
0,40+0,00
0,43+0,02
0,43+0,00
0,43+0,00
0,45+0,01
0,45+0,06
0,42+0,02
0,42+0,00
0,45+0,03

C22:0
0,32+0,03
0,54+0,07
0,45+0,01
0,28+0,03
0,08+0,00
0,19+0,00
0,22+0,01
0,10+0,00

nd
0,01+0,01

nd

nd

nd
0,04+£0,03
0,02+0,02
0,01+0,00

nd
0,13+0,17

C23:0
0,31+0,06
1,99+0,07
2,45+0,19
1,31+0,06
0,34+0,03
0,64+0,01
1,20+0,01
0,33+0,02
1,18+0,02
0,28+0,05
0,33+0,01
0,32+0,00
0,37+0,02
1,05+0,03
0,89+2,29
0,25+0,01
0,39+0,13

0,8+0,65

C24:0
0,08+0,00
0,20+0,00
0,22+0,01
0,15+0,01
0,06+0,01
0,33+0,05
0,37+0,03
0,17+0,02
0,28+0,02
0,05+0,03
0,02+0,00
0,04+0,03
0,03+0,02
0,06+0,03
0,03+0,03
0,02+0,00
0,02+0,01
0,13+0,12

X SFA
13,88+0,14
15,07+0,40
17,74+0,49
15,63+0,22
13,17+0,06
14,92+0,35
16,19+0,44
13,33+0,11
16,50+0,56
12,88+0,14
13,05+0,26
12,82+0,11
13,02+0,12
14,76+0,17
13,97+2,62
13,23+0,15
13,01+0,23

14,315
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Tablica 7. Sastav (%) nezasi¢enih masnih kiselina (MUFA i PUFA) u scCO- ekstraktima plodova mirte

Ci18:1c
7,40+0,02
7,04+0,01
6,93+0,05
7,11+0,01
7,55+0,00
7,13+0,00
7,10+0,04
7,52+0,01
6,97+0,04
7,48+0,01
7,54+0,06
7,52+0,04
7,54+0,01
7,10+0,00
6,98+0,00
7,58+0,02
7,51+0,04
7,29+0,25

C20:1
0,16+0,01
0,14+0,00
0,14+0,01
0,16+0,01
0,15+0,00
0,17+0,04
0,20+0,04
0,16+0,00
0,20+0,05
0,15+0,00
0,17+0,02
0,16+0,01
0,16+0,00
0,15+0,02
0,14+0,02
0,03+0,01
0,01+0,00
0,15+0,05

* Eksperimentalni uvjeti prikazani su u tablici 5

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija (n=2).

nd — nije detektirano

Ci18:2t
0,31+0,00
0,34+0,00
0,35+0,03
0,35+0,00
0,26+0,00
0,51+0,09
0,52+0,03
0,25+0,01
0,54+0,03
0,24+0,00
0,28+0,05
0,25+0,00
0,25+0,00
0,35+0,01
0,30+0,06
0,35+0,03
0,25+0,00
0,34+0,10

C18:2c
77,46+0,37
76,03+0,22
73,77+0,32
75,55+0,22
78,22+0,02
76,05+0,72
74,35+1,04
78,06+0,01
73,89+1,63
78,44+0,00
78,06+0,51
78,35%0,35
78,15+0,07
76,36+0,07
77,48+0,56
77,74+0,23
78,17+0,47
76,83+1,63

C18:3n3

0,40+0,00
0,55+0,01
0,53+0,01
0,49+0,01
0,37+0,00
0,48+0,06
0,55+0,09
0,37+0,00
0,57+0,03
0,36+0,00
0,39+0,04
0,36+0,00
0,36+0,00
0,44+0,00
0,42+0,01
0,42+0,02
0,36+0,00
0,44+0,08

C20:5n3
0,12+0,05
0,19+0,10
0,11+0,00
0,09+0,00
0,07+0,00
0,08+0,00
0,11+0,01
0,12+0,03
0,45+0,10
0,21+0,00
0,20+0,05
0,14+0,01
0,16+0,03
0,36+0,07
0,07+0,03
0,16+0,00
0,21+0,09
0,17+0,10

X MUFA
7,72+0,08
7,49+0,12
7,35+0,10
7,64+0,12
7,85+0,02
7,75+0,20
7,97+0,29
7,80+0,02
7,78+0,27
7,83+0,06
7,90+0,19
8,02+0,11
7,99+0,07
7,53+0,13
7,58+0,69
7,99+0,10
7,86+0,08
7,77+0,19

X PUFA
78,40+0,48
77,44+0,41
74,91+0,41
76,74+0,27
78,98+0,04
77,33+0,90
75,84+1,20
78,87+0,06
75,72+1,85
79,30+0,01
79,050,70
79,16+0,38
79,00+0,14
77,71+0,18
78,45+0,72
78,77+0,35
79,13+0,61
77,93+1,39
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4.3. UDIO | SASTAV FITOSTEROLA
Plinskom kromatografijom u uzorcima scCO- ekstrakata plodova mirte analizirani su fitosteroli u plodovima mirte. U tablici 8 prikazan je

sastav i udio ukupnih fitosterola (mg kg™ ekstrakta) te prinos fitosterola (mg kg* ploda) u scCO; ekstraktima plodova mirte.

Tablica 8. Sastav i udio ukupnih fitosterola (mg kg™ ekstrakta) te njihov prinos (mg kg* ploda) u scCO; ekstraktima plodova mirte

Eksperiment*
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Kampesterol

222,14+2,17
203,28+0,61
197,29+0,41
188,03+0,31
222,96+0,84
175,23+0,57
217,17+1,78
232,31+0,53
327,98+0,12
232,54+0,11
475,54+3,83
205,36+5,50
230,88+6,22
228,73+1,07
236,16+0,72
235,78+1,93
219,95+0,92
238,31+69,07

24-Metilen-
kolesterol

74,31+2,66
10,25+2,09
23,88+2,10
25,08+0,69
21,82+0,72
24,95+1,28
190,22+7,47
20,22+0,51
22,49+0,16
23,89+0,40
33,83+0,06
205,36+5,50
121,35+4,68
228,73+1,07
19,39+1,26
235,78+1,93
219,95+0,92
88,32+89,33

* Eksperimentalni uvjeti prikazani su u tablici 5
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednosttstandardna devijacija (n=2).
nd — nije detektirano

Stigma-
sterol
74,31+2,66
67,60+2,31
71,0310,10
75,25+0,65
88,9310,61
76,20+0,24
72,08+3,73
80,55+0,36
71,68+0,21
79,93+0,74
80,54+7,93
72,04+7,60
88,32+3,82
73,65+0,77
75,38+0,28
77,13+1,03
68,06+0,63
76,04+6,09

B-sitosterol

13266,14+98,38
11849,17+61,69
10650,54+3,33
10921,61+8,47
12967,96+3,93
9110,43+16,27
12259,27+17,78
13500,66+12,32
12141,92+1,12
13051,39+20,75
13228,7+69,26
11958,25+50,84
13593,08+0,27
12240,68+6,47
13231,48+0,49
14384,99+3,53
13554,49+20,71

12465,34+1308,35

A5-
avenasterol
617,72+7,19
541,2445,48
525,36+0,99
535,46+0,10
615,52+2,64
426,16+0,42
558,89+0,71
643,84+2,32
546,78+0,01
663,83+2,43
531,65+6,31
575,72+0,29
672,21+0,86
556,85+0,04

654,57+3,5

689,21+3,89

675,07+£0,24
590+71,46

A7-sitosterol

192,64+34,46
132,96+32,91
163,02+1,31
153,42+1,17
192,49+2,87
136,23+9,38
160,30+1,49
179,94+30,56
153,28+31,51
222,31+5,59
114,82+4,48
144,8+40,33
206,94+2,35
151,84+21,14
155,0145,18
169,05+51,02
200,56+1,36
166,45+28,92

Citrostadienol

30,66+35,41
18,71+2,04
148,73+0,34
29,67+0,58
nd
36,49+0,39
81,67+1,80
52,38+1,94
51,64+0,24
129,53+7,10
76,77+6,07
152,82+5,24
146,46+2,23
86,93+0,26
154,31+0,06
158,36+0,57
174,59+0,07
89,98+58,34

Ukupni
fitosteroli
14675,05+191,69

12983,56+113,82
12019,27+10,78
12101,86+15,32
14317,49+11,99
10126,55+30,57
13735,05+46,41
14922,26+49,94
13493,28+33,98
14657,08+43,66
14720,79+243,76
13630,92+195,37
15428,21+290,42
13758,76+30,84
14784,43+14,05
16186,07+65,37
15385,91+25,95

13936,86+1494,36

Prinos
fitosterola

771,91+10,08
692,02+6,07
659,86+0,59
716,43+0,91
741,65+0,62
516,45+1,56
767,79+2,59
750,59+2,51
724,59+1,82
725,53+2,16
775,79+12,85
688,36+9,87
732,84+13,80
714,08+1,60
768,79+0,73
772,08+3,12
770,83+1,30
722,92+63,31
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4.4, UDIO | SASTAV HLAPLJIVIH SPOJEVA
U tablicama 9a i 9b prikazan je sastav i udio hlapljivih spojeva (mg kg™ ekstrakta) te prinos hlapljivih spojeva (mg kg ploda) u scCO2

ekstraktima plodova mirte analiziranih plinskom kromatografijom u uzorcima scCO; ekstrakata plodova mirte.

Tablica 9a. Sastav i udio hlapljivih spojeva (mg kg* ekstrakta) te njihov prinos (mg kg ploda) u scCO; ekstraktima plodova mirte (1. dio)

Eksperiment*
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* Eksperimentalni uvjeti prikazani su u tablici 5
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednosttstandardna devijacija (n=2).

nd — nije detektirano

a-pinen
1868,35+42,78
859,36+17,91
932,42+43,46
1173,96+11,08
1539,51+12,48
1183,71+20,16
337,72+20,68
1789,61+30,62
1472,42+70,04
959,88+35,32
624,43+17,35
1493,91+15,54
1305,03+38,77
1122,26+25,57
1645,22+37,43
1718,73+61,88
1730,09+10,37
1279,80+436,49

B-pinen
6,57+0,29
nd
nd
nd
nd
3,41+0,83
nd
nd
nd
nd
nd
4,79+0,78
nd
7,28+0,29
5,96+0,43
9,80+0,52
5,35+0,57
2,54+3,37

Mircen

nd

nd

nd

nd
6,03+0,53
3,55+0,03

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd
4,88+0,91

nd
0,85+1,94

a-felandren
32,68+0,48
16,23+0,42
4,70+0,65
13,86+0,44
42,29+1,00
60,57+2,55
22,83+2,22
55,06+1,93
70,26+1,56
35,90+3,78
75,09+2,79
24,96+2,51
25,18+1,91
25,25+1,12
5,19+0,33
50,25+5,57
31,87+2,88

34,83+21,29

3-Karen
36,26+2,04
17,80+0,98
17,22+0,72
20,8313,20
22,49+1,12
57,41+2,00
8,28+0,37
72,93+2,76
52,23+3,21
31,28+1,42
53,89+1,09
82,43+2,88
26,06+1,16
24,82+1,09
60,50+7,33
69,18+4,48
62,2245,61

42,11+22,95

Limonen
293,95+0,97
189,76+2,58
156,06+7,31
177,46+2,82
231,69+2,19
252,28+6,55
105,36+7,88
274,17+7,87
283,81+6,04
198,14+8,18
287,69+6,86

295,22+10,79
237,83+9,00
212,48+7,72
254,07+9,15
311,15+2,73
289,33+9,45
238,26+57,72

1,8-Cineol
2975,27+9,23
1921,41+91,86
1528,18+52,42
1804,81+21,57
2170,90+26,78
2430,18+39,59
1058,39+2,76
2643,03+23,18
2604,47+68,17
1952,26+3,40
1845,88+6,16
2510,49+49,29
2067,17+311,71
2138,05+143,51
2119,99+4,65
2809,00+22,59
2529,20+17,07
2182,86+486,60

Linalol
829,83+9,58
113,14+6,01

78,40+3,88
85,22+1,52
644,31+12,83
1326,37+42,75
nd
1521,774£23,76
987,67+45,47
435,73+£20,13
1272,98+46,65
950,90+40,25
233,78+8,32
536,75+10,52
85,85+12,41
1509,30+69,20
596,52+26,16
659,32+529,68
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Tablica 9b. Sastav i udio ukupnih hlapljivih spojeva (mg kg™ ekstrakta) te njihov prinos (mg kg ploda) u scCO> ekstraktima plodova mirte

(2. dio)
Eksperiment* a-terpineol Mirtenol Karvon Geraniol Mirtenil acetat Ukupni hlapljivi Prinos hlapljivih
spojevi spojeva
1 87,59+4,14 28,38+1,86 62,23+2,25 41,37+3,22 5521,68+30,79 11784,15+£390,48 619,85+20,54
2 69,90+1,12 5,38+0,61 96,08+4,19 52,07£1,57 3952,54+40,89 7293,67+256,80 388,75%13,69
3 41,74+1,31 nd 42,77+1,22 44,27+1,31 2475,76+39,54 5321,53+65,23 292,15%13,58
4 55,31+£2,40 nd 43,03+£2,07 57,66+3,18 3035,25+44,16 6467,40+145,98 382,87+18,64
5 83,71+2,88 13,27+0,36 94,43+4,33 79,87+2,25 4505,63+92,03 9434,13+166,51 488,69+18,63
6 161,92+1,66 46,69+2,65 78,34£2,33 50,24+2,94 5310,63+19,67 10965,30+370,27 559,23+19,90
7 76,95+1,29 12,99+0,82 72,70+3,96 91,29+1,61 3088,99+36,80 4875,48+191,75 272,54+12,20
8 146,43+4,49 64,55+1,31 74,25£3,9 63,93+1,07 4857,41+81,16 11563,13+443,10 581,63+22,29
9 104,79+4,06 45,32+1,30 93,82+4,73 112,74+1,28 5049,07+27,86 10876,59+290,02 584,07+15,57
10 128,61+2,52 22,57+3,92 87,04+3,61 65,59+2,71 4180,84+99,66 8097,86+447,78 400,84+22,17
11 152,04+4,15 8,79+0,33 54,76+2,14 69,91+2,42 5165,15+60,38 9610,62+149,75 506,48+20,62
12 120,30+4,86 28,69+6,31 86,89+2,00 99,82+2,46 4170,33+62,20 9868,72+369,19 498,37+18,64
13 86,35%3,52 9,77+3,81 63,05+3,08 85,49+3,60 3651,03+58,41 7790,73+194,67 370,06+13,00
14 129,75+6,35 19,83+3,70 58,68+3,36 97,05+4,61 4753,96+24,26 9126,16+137,89 473,65+23,16
15 84,73+3,60 14,65+6,71 101,42+4,24 75,38+4,18 3382,71+60,34 7835,67+89,66 407,45+15,66
16 172,78+9,03 48,51+4,29 89,27+3,30 129,25+4,43 5396,25+38,59 12318,36+619,03 587,59+29,53
17 78,01+3,17 17,29+7,09 101,38+3,21 114,52+3,10 4548,62+25,65 10104,42+583,98 506,23+29,26
Prosjek 104,76+38,65 22,75+18,62 76,48+19,50 78,26+26,22 4296,81+917,00 9019,64+2218,70 465,91+101,96

* Eksperimentalni uvjeti prikazani su u tablici 5
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednosttstandardna devijacija (n=2).
nd — nije detektirano



4.5. UTJECAJ UVIETA scCO2 EKSTRAKCIJE

U tablici 10 prikazani su rezultati ANOVA analize utjecaja ekstrakcijskih uvjeta na

iskoriStenje, sumu PUFA te prinose fitosterola i hlapljivih spojeva primjenom RSM metode.

Tablica 10. Rezultati statisticke analize utjecaja ekstrakcijskih uvjeta na iskoristenje,

sumu PUFA te prinose fitosterola i hlapljivih spojeva

Iskoristenje

lzvor (%)
varijacije
jacl) =

omjer vrijednost
Model 17,22 <0,001*

Linearni

X1 48,40 <0,001*
Xz 1,05 0,324
X3 2,22 0,160

Kvadratni

X2 -
X2 -
X3? -
Interakcija

XXz -
X1 X3 -
XoX3 -

Nedostatak 2,84 0,164

modela
R? 0,799

Xi: temperatura, Xz: tlak, Xs: protok

p_

Prinos hlapljivih
spojeva (mg kg
ploda)

F- p- F- p- F- p-
omjer vrijednost omjer vrijednost omjer vrijednost
6,16 0,008* 5,03 0,024* 5,48 0,018*

Y. PUFA Prinos fitosterola
(% od ukupnih) (mg kg* ploda)

16,19 0,001* 2,78 0,124 11,12 0,013*
0,01 0,908 5,31 0,063 0,64 0,449
2,27 0,156 5,83 0,047* 4,20 0,080

- - 0,99 0,333 20,32 0,003*
- - 7,35 0,036* 7,98 0,026*
- - 3,08 0,105 4,11 0,082

- - 2,71 0,121 0,20 0,666
- - 0,13 0,735 0,45 0,522
- - 16,96 0,005* 0,35 0,574
4,06 0,095 3,25 0,164 0,49 0,710

0,587 0,866 0,876

* utjecaj faktora je statisti¢ki znacajan uz p < 0,05
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5. RASPRAVA

5.1. ISKORISTENJE LIPOFILNOG EKSTRAKTA

U tablici 5 prikazano je iskoristenje lipofilnih ekstrakta (%) dobivenih u
eksperimentima scCO: ekstrakcije plodova mirte prema eksperimentalnim varijablama,

odnosno temperaturi, tlaku i protoku ekstrakcije.

Eksperimentalno dobiveni rezultati ukazuju kako se iskoristenje SCCO2 ekstrakta krece
u rasponu od 4,75 do 5,92 %, pri ¢emu je prosjecna vrijednost iskoriStenja 5,20 %. Najnize
iskoriStenje ekstrakcije zabiljezeno je pri eksperimentalnim uvjetima temperature od 40 °C,
tlaka od 200 bara te protoka 30 g min~!, a najviSe pri eksperimentalnim uvjetima temperature
od 60 °C, tlaka od 300 bara te protoka 40 g min~. Falconieri i sur. (2010) navode kako visi
tlak ekstrakcije omogucuje smanjenje vremena obrade i1 daje vece iskoriStenje, stoga je
oc¢ekivano da su iskoriStenja lipofilnog ekstrakta dobivena ovim istrazivanjem pri 300 bara

veca u odnosu na ona dobivena pri 200 bara.

5.2. SASTAV MASNIH KISELINA

U tablicama 6 i 7 prikazan je sastav masnih kiselina u scCO- ekstraktima plodova mirte.
Sastav masnih kiselina odreden je plinskom kromatografijom (GC) prije koje su masne kiseline
prevedene u svoje metilne estere te je identificirano ukupno 36 masnih kiselina odnosno 17
SFA, 9 MUFA i 10 PUFA. Radi jednostavnijeg prikaza iz tablica su isklju¢ene masne kiseline
prisutne u prosje¢nim udjelima < 0,1 % [masla¢na (C4:0), kapronska (C6:0), kaprilna (C8:0),
kaprinska (C10:0), laurinska (C12:0), tridekanska (C13:0), miristinska (C14:0), heneikozanska
(C21:0), miristoleinska (C14:1), pentadekanska (C15:1), palmitoleinska (C16:1),
heptadekanska (C17:1), trans-oleinska (C18:1t), eru¢na (C22:1), nervonska (C24:1), n-6
linolenska (C18:3n6), eikozadienska (C20:2), n-3 eikozatrienska (C20:3n3), n-6

eikozatrienska, dokozadienska (C22:2) te dokozaheksaenska (C22:6) masna kiselina)].

Dominantna masna Kiselina u analiziranim scCO- ekstraktima plodova mirte bila je
esencijalna cis-linolna (C18:2c) masna kiselina s udjelom od 76,83+1,63 %, a slijede
palmitinska masna kiselina (C16:0) s udjelom 8,52+0,23 %, oleinska masna kiselina (C18:1)
dominantna s udjelom od 7,29+0,25 %, stearinska masna kiselina (C18:0) ¢iji je udio 3,09+0,79
%, behenijska (C22:0), dokotriozenska (C23:0) te lignocerinska (C24:0) masna kiselina.
Prosjeéni ukupni udio SFA prisutnih u ekstraktima plodova mirte iznosio je 14,3+1,5 %, a 0sim

navedenih palmitinske i stearinske u udjelima do 1 % detektirane su undekanska (C11:0),
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pentadekanska (C15:0), margarinska (C17:0), arahidska (C20:0), behenijska (C22:0),

dokotriozenska (C23:0) te lignocerinska (C24:0) masna kiselina.

Nadalje, rezultati ovog istrazivanja pokazuju kako je ukupni udio MUFA u scCO;
ekstraktima plodova mirte 7,77+0,19 % medu kojima se osim oleinske u nesto vecem udjelu
istice samo eikozanoidna (C20:1) masna kiselina. Zahvaljuju¢i visokom udjelu linolne masne
kiseline, PUFA su najzastupljenija skupina masnih kiselina prisutna u plodovima mirte s
udjelom od 77,93+1,39 %, a pored nje zastupljene su i a-linolenska (C18:3) i n-3
eikozapentaenska (C20:5n3) masna kiselina, medutim u udjelima manjim od 0,50 %. U svim
uzorcima je, pored navedenih, detektirana i manja koli¢ina trans-linolne (C18:2t) masne

kiseline.

Prema rezultatima dobivenim ovim istrazivanjem, plodovi mirte izvor su esencijalnih
masnih kiselina poput n-3 linolenske, eikozapentaenske i dokozaheksaenske te n-6 linolne
masne kiseline koje imaju brojna bioaktivna djelovanja. Ljudsko tijelo nije sposobno
sintetizirati n-6 linolnu masnu kiselinu, a ona je vrlo vazna za ljudski organizam jer stabilizira
strukture stani¢nih membrana i koze. Nadalje, n-3 masne kiseline vazne su za normalan rast i
funkciju ljudskog mozga i mreznice, a prehrana bogata n-3 masnim kiselinama povezana je s
odrzavanjem zdravlja srca i krvnih zila te prevencijom ateroskleroze. Kardioprotektivni uéinci
EPA i DHA ocituju se u sprjeavanju aritmija, snizavanju razine triacilglicerola u krvnoj
plazmi, smanjenju isporuke arterijskog kolesterola te u regulaciji funkcije vaskularnih

endotelnih stanica i pobolj$avanju vaskularne relaksacije (De Carvalho i Caramujo, 2018).

U istraZivanju provedenom na lipofilnim ekstraktima izoliranim iz plodova tamnih i
bijelih plodova mirte uz smjesu otapala metanol/kloroform, San i sur. (2015) detektirali su
linolnu masnu kiselinu kao dominantnu u udjelu od 69,47 - 71,71 %. Nadalje, u svom
istrazivanju Ozcan i sur. (2020) navode kako je udio linolne masne kiseline u metanolnim
ekstraktima tamnih plodova mirte 69,71 %, dok su Wannes i sur. (2010) u ekstraktu dobivenom
smjesom metanol/kloroform/heksan utvrdili udio linolne od 71,3 £1,0 %, $to je gotovo jednako

rezultatima ovog istraZivanja.

Nadalje, prema istrazivanju San i sur. (2015), glavne zasi¢ene masne kiseline u
plodovima mirte su palmitinska i stearinska masna kiselina, pri ¢emu je udio palmitinske masne
kiseline 10,18 - 13,40 %, a udio stearinske masne kiseline je 2,93 — 4,34 %. U istom istrazivanju
detektiran je udio oleinske od 10,14 - 13,48 %, a nesto nizi raspon utvrdili su Ozcan i sur.

(2020) koji navode kako je oleinska masna kiselina prisutna u udjelu od 7,47 — 9,21 %, $to je
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gotovo identi¢no rezultatima ovog istrazivanja. lako su u navedenim istrazivanjima
upotrijebljene konvencionalne ekstrakcijske tehnike i razli¢ita otapala u usporedbi sa scCO>
upotrijebljenim u ovom radu, moze se zakljuciti da sama tehnika ekstrakcije ne dovodi do vecih

promjena u sastavu masnih kiselina ekstrakta.

S druge strane, zna¢ajna odstupanja masnih kiselina od sastava utvrdenog ovim radom
zabiljezili su Serce i sur. (2010) koji navode kako su plodovi mirte bogat izvor esencijalnih
masnih kiselina, osobito linolne masne kiseline koja je utvrdena u udjelu od 4,78 %, dok je
udio oleinske bio 67,07 %. U istrazivanju Cakir (2004) navodi kako je oleinska masna kiselina
glavna masna kiselina zastupljena u ekstraktima plodova mirte s udjelom od 64,1 - 72,1%, §to
je gotovo deset puta vise nego u ovom istrazivanju. Ovako velika razlika u udjelu oleinske i
linolne masne kiseline vjerojatno je posljedica razli¢itih genotipova i geografskog porijekla u
ovom istrazivanju te u istrazivanjima Cakira (2004) te Serce i sur. (2010) u kojima je

upotrijebljena mirta uzgojena na podrucju Turske.

5.3. UDIO | SASTAV FITOSTEROLA

Fitosteroli su prirodni sastojci biljnih stanicnih membrana te posjeduju viSestruko
blagotvorno djelovanje na ljudsko zdravlje pri ¢emu se kao najznacajnije navodi utjecaj na
smanjenje razine kolesterola u krvi, ¢ime se osigurava zastita od kardiovaskularnih bolesti
(Chanioti i sur., 2021). Zbog funkcionalne uloge fitosterola, osobito [-sitosterola, uvjeti
uporabe njihovih zdravstvenih tvrdnji navedeni su u Uredbi Komisije (EU) br. 686/2014. Bez
obzira na veliku vaZznost ovih spojeva, pregledom znanstvene literature, uoceno je kako ovo
istraZivanje predstavlja prvu objavu podataka o sastavu i udjelu fitosterola u plodovima mirte,
a tako i sastavu i udjelu fitosterola u scCO: ekstraktima plodova mirte, stoga ovaj rad

predstavlja vrlo vrijedan znanstveni doprinos.

Plinskom kromatografijom u uzorcima scCO: ekstrakata plodova mirte identificirano
je ukupno devet spojeva iz skupine fitosterola. U tablici 8 prikazani su sastav i udio ukupnih
fitosterola (mg kg™ ekstrakta) u scCO; ekstraktima plodova mirte. ldentificirani su sljedeéi
fitosteroli: kampesterol, 24-metilenkolesterol, stigmasterol, p-sitosterol, A5-avenasterol, A7-
sitosterol, te citrostadienol. Prosjecan udio ukupnih fitosterola iznosi 13936,86+1494,36 mg
kgl ekstrakta, a najzastupljeniji su p-sitosterol u udjelu 12465,34+1308,35 mg kg, AS-
avenasterol u udjelu 590+71,46 mg kg, A7-sitosterol u udjelu 166,45+28,92 mg kg? te
kampesterol u udjelu 238,31+69,07 mg kg™. Najmanje zastupljen fitosterol je stigmasterol u

udjelu od 76,04+6,09 mg kg*. U svojem istrazivanju, Shen i sur. (2021) usporedivali su udjele
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pojedinac¢nih i ukupnih fitosterola u komercijalno najzastupljenijim biljnim uljima poput
palminog, sojinog, ulja kukuruznih klica, repi¢inog, maslinovog i sl. Najvise udjele ukupnih
fitosterola zabiljezili su u ulju kukuruznih klica te repi¢inom ulju u rasponu 6128,7 — 9525,5
mg kg* odnosno 5917,0 - 6859,9 mg kg. Nadalje, Czaplicki i sur. (2011) odredili su udjele
ukupnih fitosterola u razli¢itim nekonvencionalnim biljnim uljima pri ¢emu je najvisi udio
iznosio 8570 mg kg, a detektiran je u ulju noéurka dok je u istrazivanju Vecka i sur. (2019)
medu lipidnim ekstraktima izoliranim iz 19 razli¢itih vrsti sjemenki i kostica najvisi udio
fitosterola imao onaj sezama (6590 mg kg™). Usporedbom s podacima dobivenim ovim
istrazivanjem vidljivo je da scCO2 ekstrakti ploda mirte u prosjeku sadrze 1 dvostruko vise
fitosterola od udjela zabiljeZzenih u navedenim uljima. U veéini ulja i lipidnih ekstrakata
analiziranih u navedenim istrazivanjima (Shen i sur., 2021; Czaplicki i sur., 2011; Vecka i sur.
2019) B-sitosterol je bio dominantan, a slijedili su kampesterol i stigmasterol. Sukladno tome,
prema Moghadasian (2000) sitosterol i kampesterol ¢ine oko 95% fitosterola zastupljenih u
prehrani (otprilike 65% odnosno 30%), dok preostalih 5% ¢ine ostali biljni steroli, uglavnom
stigmasterol.

Nadalje, buduéi da ne postoje literaturni podaci o fitosterolima u plodovima mirte,
rezultati ovog istrazivanja dodatno su usporedeni s istrazivanjima provedenim na plodovima

pasjeg trna zbog morfoloske i kemijske sli¢nosti ovih dvaju plodova.

Dabrowski i sur. (2022) GC-MS spektrometrijom odredivali su fitosterole u pet
razli¢itih sorti pasjeg trna te navode kako udio fitosterola varira u rasponu od 9304 mg kg™ do
16129 mg kg, s prosje¢nom vrijednoséu za ispitivane sorte od 11791 mg kg i koeficijentom
varijacije od 26 % izmedu sorti. Ovako visoke vrijednosti ukupnih fitosterola usporedive su s
udjelima u lipidnim ekstraktima plodova mirte dobivenim ovim istrazivanjem. Od
pojedinacnih fitosterola dominantna su dva sterola koja ¢ine 87 % ukupnih fitosterola prisutnih
u plodovima pasjeg trna, a to su B-sitosterol s udjelom u rasponu od 4042 mg kg do 6472 mg
kg i 24-metilcikloartanol s udjelom u rasponu od 2765 mg kg* do 8059 mg kg™. Kao ito je
navedeno, B-sitosterol je bio dominantan fitosterol i u ovom istrazivanju, medutim bio je
prisutan u udjelu od otprilike 80 % ukupnih fitosterola, za razliku udjela od oko 50 % koliko
je zabiljezeno u istrazivanju Dabrowskog i sur. (2022) za ulje pasjeg trna. U mnogim in vitro i
in vivo studijama dokazano je da B-sitosterol posjeduje razlicita bioloSka djelovanja kao §to su
anksioliticko 1 sedativno djelovanje, analgetsko, imunomodulatorno, antimikrobno,
antikancerogeno, protuupalno, hepatoprotektivno, antioksidacijsko i antidijabeticko djelovanje

(Babu i Jayaraman, 2020) sto potvrduje visok bioaktivnih potencijal lipidnih ekstrakata
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plodova mirte. Nadalje, u uljima plodova pasjeg trna identificirani su kampesterol u udjelu
nizem od 1% ukupne frakcije te cikloartenol s udjelom oko 4 — 8 % ukupne frakcije. U ovom
istrazivanju kampesterol je zastupljen u udjelu oko 1,5 %, dok cikloartenol nije detektiran. S
druge strane, detektirani A7-sitosterol predstavlja specificnost plodova mirte i za sad je
detektiran samo u odredenom broju biljnih vrsta poput kikirikija (Mingrou i sur., 2022),
kravacca (Al-Snafi, 2020) i pira (Giambanelli i sur., 2020).

Radi pouzdanije procjene uéinkovitosti pojedinih uvjeta scCO2 ekstrakcije rezultati za
udio ukupnih fitosterola u ekstraktima preracunati su koriStenjem podataka za iskoritenje
lipofilnog ekstrakta iz tablice 4 te su u tablici 8 prikazani rezultati prinosa fitosterola
ekstrahiranih scCO- iz plodova mirte (mg kg™ ploda). Prosje¢an prinos fitosterola tako iznosi
722,92+63,31 mg kg* ploda. Ovaj podatak, uz usporedbu s rezultatima za druge biljne vrste,
takoder potvrduje da plodovi mirte predstavljaju bogat izvor fitosterola. Balbino i sur. (2021)
analizirali su udio fitosterola u ekstraktima komoraca, anisa, kima i korijandra te navode kako
je udio fitosterola u rasponu od 390,3 do 542,6 mg kg sjemenki. U drugom istrazivanju
takoder je zabiljezen udio fitosterola u plodovima pasjeg trna u rasponu 344 — 515 mg kg
plodova (Yang i sur., 2001).

5.4. UDIO | SASTAV HLAPLJIVIH SPOJEVA

U tablicama 9a i 9b prikazan je sastav i udio hlapljivih spojeva (mg kg™ ekstrakta) u
scCO; ekstraktima plodova mirte. Hlapljivi spojevi identificirani u ekstraktima plodova mirte
su: a-pinen, B-pinen, mircen, a-felandren, 3-karen, limonen, 1,8-cineol, linalol, a-terpineol,
mirtenol, karvon, geraniol te mirtenil acetat. Ovi rezultati slicni su istrazivanju Giampieri i sur.
(2020) koji kao najvaznije hlapljive spojeve mirte navode 1,8-cineol, a-pinen, limonen, geranil

acetat, linalol, estragol, a-terpinil acetat, mirtenil acetat, bergamoten te E-kariofilen.

Udio ukupnih hlapljivih spojeva u scCO> ekstraktima plodova mirte dobivenih u ovom
istrazivanju iznosi 9019,64+2218,70 mg kg, pri ¢emu su najzastupljeniji mirtenil acetat u
udjelu od 4296,81+917,00 mg kg2, 1,8-cineol u udjelu od 2182,86+486,60 mg kg™ te a-pinen
u udjelu od 1279,80+436,49 mg kg™. Najmanje zastupljeni su, za mirtu specifi¢an, mirtenol s
udjelom 22,75+18,62 mg kg?, mircen s udjelom 0,85+1,94 mg kg? te B-pinen s udjelom
2,54+3,37 mg kgt ekstrakta. Jerkovi¢ i sur. (2002) istrazili su hlapljive spojeve prisutne u
etericnom ulju mirte prikupljene na Visu te navode kako su identificirani mirtenil acetat u
udjelu od 12,2 - 33,2 %, 1,8-cineol i limonen u udjelu od 10,9 — 21,1 %, a-pinen u udjelu od

4,0 — 15,3 % te linalol u udjelu od 4,7 — 7,7 %. Identificirani spojevi identi¢ni su spojevima
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prisutnim u ekstraktima mirte dobivenim ovim istrazivanjem. Udio a-pinena gotovo je
identian u oba istrazivanja, dok je udio mirtenil acetata 47,64 % u ovom istraZivanju visi nego
u istrazivanju Jerkovic i sur. (2002). Nadalje, Aleksi¢ i sur. (2014) istrazivali su sastav eteri¢nih
ulja M. communis L. porijeklom iz Crne Gore te navode kako su dominantni spojevi linalol (18
— 26,5 %), mirtenil acetat (16,5 — 18,5 %) i 1,8-cineol (13 — 16,8 %). Bradesi i sur. (1997)
predlozili su klasifikaciju biljke M. communis L. u dva kemotipa: CT1 s visokim udjelom 1,8-
cineola i a-pinena te CT2 s visokim udjelom mirtenil acetata i niskim udjelom a-pinena. U
skladu s tim, plodovi mirte upotrijebljeni u ovom istrazivanju mogu se svrstati u kemotip CT2

kao 1 plodovi mirte upotrijebljeni u istrazivanjima Aleksi¢ 1 sur. (2014) te Jerkovi¢ i sur. (2002).

Ghasemi i sur. (2011) provodili su istrazivanje o ekstrakciji eteri¢nih ulja iz liS¢a mirte
prikupljenih na podrucju Irana te su usporedili SFE 1 hidrodestilaciju. Sastav i broj hlapljivih
komponenti dobivenih primjenom SFE razlikuje se od onih dobivenih hidrodestilacijom. Broj
hlapljivin komponenti ekstrahiranih SFE (17 komponenti) manji je od onih dobivenih
metodom hidrodestilacije (31 komponenta). Glavne hlapljive komponente dobivene
hidrodestilacijom su a-pinen (31,8 %), 1,8-cineol (24,6 %), limonen (14,8 %), linalol (8,3 %),
a-terpinolen (4,8 %), linalil acetat (3,4 %) i a-terpineol (2,1 %). U uljima dobivenim primjenom
SFE, a-pinen je glavna komponenta, a slijede je 1,8-cineol i limonen te ove komponente ¢ine
viSe od 85 % ekstrakta. Ovi rezultati pokazuju kako je, primjenom odgovaraju¢ih uvjeta,
superkriticna ekstrakcija selektivnija od konvencionalnih metoda hidrodestilacije. Osim
navedenoga, vrijeme SFE ekstrakcije (30 min) krace je u odnosu na vrijeme hidrodestilacije
(3-5 h) te je smanjena energetska potrosnja. Sastav hlapljivih komponenti dobivenih u ovom
istrazivanju razlikuje se od istrazivanja Ghasemi 1 sur. (2011). Glavne komponente
identificirane u ovom istraZivanju su mirtenil acetat koji je najzastupljeniji (47,64 %), 1,8-
cineol te a-pinen, dok su glavne komponente u uljima dobivenim u istrazivanju Ghasemi i sur.
(2011) a-pinen, 1,8-cineol te limonen, $to upucuje na Cinjenicu da je u njihovom istrazivanju

upotrijebljena mirta kemotipa CT1.

Budu¢i da su mirtenil acetat te 1,8-cineol najzastupljeniji hlapljivi spojevi prisutni u
superkritiénim ekstraktima plodova mirte dobivenim ovim istraZivanjem, treba istaknuti
njihovu vaznost. Aleksi¢ 1 sur. (2014) navode kako male razlike u sastavima hlapljivih
komponenti eteri¢nih ulja mirte znac¢ajno utje¢u na njihovo bioaktivno djelovanje. Etericna ulja
mirte posjeduju antibakterijsko djelovanje te znaCajan bakteriostatski i baktericidni u¢inak
protiv multirezistentne bakterije Acinetobacter baumannii. Nadalje, Sonboli i sur. (2006)

navode kako neke komponente eteri¢nih ulja pokazuju vecu antimikrobnu aktivnost protiv
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gram negativnih bakterija, kao $to su 1,8-cineol (1,87 mg ml™%) i linalool (0,4 mg mlI™), nego
a-pinen (15 mg ml?). Burt i sur. (2005) navode kako je specifi¢an sastav ulja zajedno sa
sinergistickom interakcijom izmedu sastojaka vjerojatno najodgovorniji za drugacije
antibakterijsko djelovanje eteri¢nih ulja mirte. Rezultati vezani uz hlapljive spojeve mirte ¢ine
ih obe¢avajuc¢im alternativnim antimikrobnim agensima. Takoder, pokazuju potencijal njihove
upotrebe u formulaciji nekih komercijalnih higijenskih kemijskih proizvoda, kao Sto su
sanitarna sredstva, u svrhu smanjenja prijenosa bakterija, posebno multirezistentnih
mikroorganizama koji uzrokuju bolni¢ke infekcije. Medutim, potrebni su dodatni in vitro i in
Vivo eksperimenti s eteriénim uljem mirte prije odobrenja njegove primjene kao novog

komercijalnog i terapeutskog sredstva (Aleksi¢ 1 sur., 2014).

U tablici 9b prikazano je i iskoristenje scCO- ekstrakcije hlapljivih spojeva (mg kg™
ploda) izraunato na temelju podataka za udio ukupnih hlapljivih spojeva u ekstraktima i
iskoriStenja ekstrakcije iz tablice 4. Prosjecno iskoriStenje ekstrakcije hlapljivih spojeva iznosi
465,91+101,96 mg kg (0,05 %) ploda §to je usporedivo s rezultatima Usai i sur. (2018). U
njihovom istrazivanju zabiljezena su iskoristenja destilacije eteri¢nih ulja iz plodova mirte
razli¢itih kultivara u rasponu 100 — 550 mg kg™. Ove vrijednosti znacajno su nize u usporedbi
s iskori$tenjima destilacije eteri¢nog ulja iz lista mirte koje prema Pereira i sur. (2009) iznose
0,33 — 0,74 %. Dobiveni rezultati su medutim u skladu s oc¢ekivanjima obzirom da Boelens i
Jimenez (1992) isticu kako zrenjem plodova mirte dolazi do smanjenja udjela hlapljivih
spojeva §to dovodi do nizeg udjela hlapljivih spojeva u zrelim plodovima mirte u odnosu na

list.

5.5. UTJECAJ UVJETA scCOz EKSTRAKCIJE NA ISKORISTENJE

Za ispitivanje utjecaja pojedinih uvjeta scCO2 ekstrakcije i njihovih interakcija u
nastavku istrazivanja na Box-Behnkenovom dizajnu pokusa primijenjena je RSM metoda.
Obzirom da mnogi ¢imbenici poput temperature, tlaka, vremena ekstrakcije, protoka otapala,
veli¢ine Cestica, udjela vode, koristenja ko-otapala i sl. utjeu na prinose ciljnih komponenti,
modeliranje procesnih parametara klju¢no je za razvoj u€inkovite metode ekstrakcije scCO2 za
dobivanje ekstrakata biljnih materijala bogatih bioaktivnim molekulama. RSM predstavlja
prikladnu platformu za optimiranje ekstrakcije i kreiranje procesa u¢inkovitog i s ekonomskog

i s proizvodnog stajalista (Dai i sur, 2019).

Uslijed velikog broja odredivanih parametara, kao nezavisne varijable u procjeni

utjecaja ekstrakcije odabrani su najrelevantniji pokazatelji bioaktivnog potencijala dobivenih
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ekstrakata. Uz samo iskoristenje lipofilnog ekstrakta (tablica 5), u ovaj dio istrazivanja
ukljuéene su ukupne PUFA (tablica 7), te prinosi scCO> ekstrakcije fitosterola (tablica 8) i
hlapljivih spojeva (tablica 9b). Za svaku od odabranih zavisnih varijabli usporedena su tri
modela: (i) linearni, (ii) dva faktora s interakcijama i (iii) kvadratni te su usporedbom
statisti¢kih parametara prikazanih u tablici 10 (p-vrijednost modela, nedostatak modela i R?)

odabrani modeli koji najbolje opisuju vezu nezavisnih i zavisnih varijabli.

U slucaju iskoriStenja ekstrakcije, odabran je linearni model (p < 0,001) uz koeficijent
determinacije R? = 0,799 dok nedostatak modela nije bio znacajan (p = 0,164). Regresijski
koeficijenti modela prikazanog u izrazu [4] pokazuju znaéajan utjecaj temperature ekstrakcije

(p <0,05) dok utjecaj druga dva faktora nije bio znacajan:
Iskoristenje (%) = 3,036 + 0,036 x Temperatura + 5,250 x 10™ x Tlak + 7,624 x 103 x Protok  [4]

Iz prikazane jednadzbe vidljivo je kako iskoristenje ekstrakcije, odnosno koli¢ina
dobivenog ekstrakta raste iskljuc¢ivo s porastom temperature. Isto je vidljivo i iz slike 11 koja
prikazuje konturne dijagrame utjecaja kombinacije nezavisnih faktora ekstrakcije na
iskoristenje lipofilnog ekstrakta. Dijagrami su dobiveni uz variranje dva faktora u

eksperimentalnom rasponu dok je tre¢a varijabla postavljena na vrijednost centralne tocke.

(@) (b) (©)

Iskoristenje ekstrakcije (%)

Iskoristenje ekstrakcije (%) Iskoristenje ekstrakcije (%)

X2: Tlak (bar)
w
8
X3: Protok (g min-1)
X3: Protok (g min-1)

20
40 45 50 55 60 40 45 50 55 60 200 250 300 350 400

X1: Temperatura (°C) X1: Temperatura (°C) X2: Tlak (bar)
Slika 11. Konturni dijagrami iskoristenja ekstrakcije (%) pod utjecajem temperature (°C) i
tlaka ekstrakcije (bar) (a), temperature (°C) i protoka (g min) (b) te tlaka ekstrakcije (bar) i
protoka (g mint) (c)

Temperatura je jedan od najvaznijih faktora u ekstrakciji lipofilnih spojeva scCO2
ekstrakcijom, budu¢i da promjene u temperaturi utjeCu na njihovu topljivost, ali poviSena

temperatura moZze uzrokovati i oksidaciju. Tipi¢ni temperaturni rasponi koji se koriste za
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mnoge ekstrakcije sjemenskog ulja kre¢u se u rasponu od 40 °C do 80 °C (Ahangari i sur.,
2021). Na primjer, u istrazivanju Gustinelli i sur. (2018), povecéanje temperature s 50 °C na 60
°C, povecalo je iskoriStenje ulja iz sjemena borovnice s 7,6 % do 12,2 %. S druge strane,
direktan utjecaj temperature na u¢inkovitost scCOz2 ekstrakcije nije uvijek jasno vidljiv, buduci
da temperatura, ovisno o tipu materijala, ciljnim komponentama i tlaku moze imati dvostruki
ucinak. Naime, porastom tlaka u sustavu pri konstantnoj temperaturi, raste gustoca
superkriticnog CO». Gustoca igra vaznu ulogu u procesu ekstrakcije, budu¢i da pokreée
topljivost tekucine i omogucuje joj prodiranje unutar biljnog materijala kako bi se ekstrahiralo
ulje. Gustoca tekucine vrlo je osjetljiva na temperaturu jer ¢e, posebno u podrucju kriticnog
tlaka, povecanje temperature pri konstantnom tlaku dovesti do smanjenja gustoce tekucine te
Smanjenja snage otapala. Medutim, povecanje temperature takoder ¢e ubrzati prijenos mase i
time povecati iskoriStenje. Navedena pojava dogada se uslijed povecanja tlaka para spojeva

koji se izloZenih ekstrakciji (Hamid i sur., 2018).

Utjecaj temperature scCO2 na poveéanje iskoriStenja ekstrakta biljke Lecythis pisonis
sli¢an onom zabiljezenom u ovom istrazivanju zabiljezili su Teixeira i sur. (2018). Pri tome
navode kako povecanje temperature dodatno djeluje na smanjenje viskoznosti CO> kao otapala,
povecanje tlaka pare ekstrahiranih komponenti te povecanje difuzivnosti, ¢ime se smanjuje
otpor prijenosu mase i olakSava ekstrakcija ulja. Takoder, napominju da pojedine masne

kiseline pokazuju poveéanje topljivosti s poveéanjem temperature.

Rocha-Uribe i sur. (2011) istrazivali su utjecaj uvjeta ekstrakcije na iskoriStenje ulja iz
chia sjemenki te su takoder primijetili da porast temperature pri konstantnom tlaku dovodi do
povecanja iskoriStenja. Medutim, za razliku od rezultata dobivenih ovim istraZivanjem u
njihovom radu je do poveéanja iskoristenja takoder doslo porastom tlaka scCO2. Autori su
zakljucili kako zamijeceno vece iskoriStenje uzrokuju istovremeno povecanje gustoée CO2 i
povecanje topivosti ulja, medutim u njihovom istrazivanju najniza vrijednost tlaka bila je 136
bara te je moguce da su navedene promjene bile zna¢ajnije zbog nizih tlakova i veceg raspona

testiranja.

5.6. UTJECAJ UVJETA scCO2 EKSTRAKCIJE NA UDIO VISESTRUKO
NEZASICENIH MASNIH KISELINA (PUFA)

Obzirom na razli¢itu stabilnost masnih kiselina prema oksidaciji te takoder razli¢itu
topivost u CO tj. ekstraktibilnost, primijenjeni uvjeti scCO- ekstrakcije mogu imati dvojako
djelovanje (Natolino i Da Porto, 2019).
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Za prikaz utjecaja uvjeta scCO- ekstrakcije na udio ukupnih PUFA u ovom istrazivanju,

kao najprikladniji, odabran je linearni model prikazan u izrazu [5]:
PUFA (%) = 83,264 — 0,141 x Temperatura + 4,141 x 10 x Tlak + 0,053 x Protok [5]

Znacajnost modela iznosila je p = 0,008 uz valjanost modela R? = 0,587, dok nedostatak
modela nije bio zna¢ajan (p = 0,095), a konturni dijagrami modela u kombinaciji dva faktora s
tre¢im faktorom postavljenim na centralnu vrijednost prikazani su na slici 12.
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Slika 12. Konturni dijagrami utjecaja temperature (°C) i tlaka ekstrakcije (bar) (a),
temperature (°C) i protoka (g min™) (b) te tlaka ekstrakcije (bar) i protoka (g min™?) (c) na
udio ukupnih PUFA (%)

Iz slike 12 i statistickih podataka iz tablice 10 te samog modela vidljivo je kako je
temperatura jedini znacajan faktor pri ¢emu s porastom temperature pada udio PUFA. Kao §to
je navedeno, razlog tome moze biti oksidacija uvjetovana povisenom temperaturom. Kostik i
sur. (2013) navode kako su ulja koja su bogatija nezasi¢enim masnim kiselinama sklonija
oksidaciji i razgradnji, a Diop i sur. (2014) navode kako PUFA imaju manju stabilnost na vi§im

temperaturama uslijed reakcije s kisikom prilikom koje nastaju peroksidi.

lako se povecanjem temperature povecava iskoriStenje reakcije, kod termolabilnih
spojeva poput PUFA, visoka temperatura utjeCe na degradaciju. Stoga, kada temperatura
postane previsoka, efekt degradacije prevlada pozitivan utjecaj temperature na iskoristenje
ekstrakcije. Smanjenje udjela linolne i linolenske masne kiseline u uljima dobivenim scCO2
ekstrakcijom sjemenki soje zabiljezili su i Jokic i sur. (2013). U njihovom istrazivanju se udio
linolne masne kiseline smanjio s 55,8 % na 55,1 %, a linolenske sa 6,3 % na 6,1 % uz porast
temperature procesa s 40 na 60 °C. Takoder, navode kako je temperatura imala znacajniji

utjecaj na sastav masnih kiselina od tlaka. U istrazivanju Tesli¢ i sur. (2021) medutim navode
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kako se prema rezultatima ANOVA-e, moze uociti da su tlak i protok CO2 pokazali najveci

utjecaj na udio PUFA, dok je utjecaj temperature bio prili¢no slab.

De Zordi i sur. (2017) pratili su kemijski sastav ulja ljesnjaka dobivenih scCO2
ekstrakcijom te su takoder primijetili znacajne promjene udjela masnih kiselina, pri ¢emu su
vise temperature i duze vrijeme ekstrakcije povecale udio SFA odnosno smanjile udio PUFA.
Ova pojavu objasnili su niskom topljivosti SFA u scCO: koja dovodi do nizeg prijenosa mase
navedenih spojeva u ekstrahirani materijal. Zakljucuju kako blazi uvjeti ekstrakcije rezultiraju

manjim iskoristenjem ekstrakta, ali viSim udjelom nutritivno vrijednih spojeva.

Kao $to je navedeno, utjecaj tlaka na udio masnih kiselina u ovom istrazivanju nije
zabiljezen. Prema opseznom istrazivanju Maheswari i sur. (1992) provedenom na laurinskoyj,
miristinskoj, palmitinskoj, stearinskoj, oleinskoj i linolnoj masnoj kiselini, njihova topljivost,
uz temperaturu, ovisi i o primijenjenom tlaku CO.. Pri temperaturi od 40 °C topljivost linolne
masne Kiseline u CO; porastom tlaka s 138 na 207 bara povecava se s 45 na 220 g gt CO, dok
se pri 60 °C ovaj porast kreée od 11 do 180 g g CO,. Daljnjim poveéanjem tlaka do 276 bara
porast topljivosti je manji, odnosno nije znacajan. Stoga je vjerojatno da utjecaj tlaka u ovom

istrazivanju nije bio znacajan jer je najnizi testirani tlak bio 200 bara.
5.7. UTJECAJ UVJETA scCO2 EKSTRAKCIJE NA PRINOS FITOSTEROLA

Na slici 13 konturnim dijagramima prikazani su utjecaji interakcija ispitivanih faktora
temperature, tlaka i protoka na prinos fitosterola u mg kg™. Statisti¢ckom obradom dobivenih
rezultata uo¢eno je kako kvadratni model (p = 0,024; R? = 0,864 i nedostatak modela p = 0,164)

prikazan u izrazu [6] najbolje opisuje utjecaj faktora primijenjenih u ovom istrazivanju:

Prinos fitosterola (mg kg* ploda) = 296,411 — 29,628 x Temperatura + 3,787 x Tlak + 39,402
x Protok + 0,029 x Temperatura x Tlak + 0,064 x Temperatura x Protok — 0,072 x Tlak x Protok
+ 0,170 x Temperatura?® — 0,005 x Tlak? — 0,300 x Protok? [6]
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Slika 13. Konturni dijagrami utjecaja temperature (°C) i tlaka ekstrakcije (bar) (a),
temperature (°C) i protoka (g min) (b) te tlaka ekstrakcije (bar) i protoka (g min) (c) na
prinos fitosterola (mg kg™)

Iz samog modela kao i konturnih dijagrama na slici 13 te iz tablice 10 vidljivo je kako
poveéanjem tlaka i protoka dolazi do povecane ekstrakcije fitosterola bez obzira na
primijenjenu temperaturu, pri ¢emu je protok znacajan kao linearan, a tlak kao kvadratni faktor.
Utjecaj temperature nije znacajan dok je od ostalih faktora kvadratnog modela znacajna
interakcija tlaka i protoka. Naime, moze se uociti kako pri nizem protoku povecanjem tlaka
raste udio fitosterola, dok se pri visem protoku povecanjem tlaka smanjuje. Slicno tome, pri
nizem tlaku poveéanjem protoka raste udio fitosterola, dok pri visem tlaku i nizem protoku

pada.

Brzina protoka otapala mora biti dovoljno visoka da osigura dobro iskoriStenje
ekstrakcije u kratkom vremenu, ali takoder treba omoguciti vrijeme dovoljno za kontakt
izmedu otapala i otopljenih tvari (Mendiola i sur., 2013). Povecanje protoka uzrokuje i
povecanje intermolekularnih interakcija izmedu CO: i ciljnih molekula, u ovom slucaju
fitosterola i na taj nafin se povecava njihova topljivost $to predstavlja pozitivan utjecaj.
Medutim, povecanje protoka takoder ¢e uzrokovati krace vrijeme kontakta, odnosno vrijeme u
kojem se otapalo zadrzava u kontaktu s materijalom, ¢ime je smanjen prijenos mase S$to
predstavlja negativan utjecaj (Lu i sur., 2007). 1z rezultata ovog istraZzivanja vidljivo je stoga
kako pri nizim tlakovim prevladava pozitivan utjecaj povecanja protoka, a pri viSim negativan.
Smanjenje iskoristenja B-karotena iz ploda §ipka uzrokovano protocima veéim od 3 mL min™

primijetili su i Machmudabh i sur. (2008), a sli¢no na primjeru ekstrakcije likopena iz rajcice
opisuju i Zuknik i sur. (2012).

44



S druge strane, kako je ranije objaSnjeno, povecanjem tlaka povecava se gusto¢a CO>
Sto dovodi do povecanja topljivosti ciljnih komponenti. Povecanje tlaka takoder uzrokuje i
povecanje u odbojnim silama izmedu visoko komprimiranog otapala i otopljene tvari (Wang i
sur., 2012). Naime, odbojne interakcije otapala i otopljene tvari nastaju zbog prevladavanja
odbojnih sila medu njima. Kao posljedica, prosjecna gustoca otapala koje se nalazi u kontaktu
s otopljenom tvari je smanjena je u odnosu na gusto¢u u cijelom sustavu. U interakciji s
protokom, sukladno dobivenim rezultatima, pozitivan efekt povecanja tlaka na povecéanje
gustoce otapala prevladava pri nizim protocima, dok pri viSim protocima porastom tlaka rastu

odbojne interakcije.

Ekinci i1 Giirii (2014) u svom istrazivanju provedenom na kosticama breskve navode
kako se povecanjem tlaka ekstrahira viSe ulja 1 B-sitosterola, §to se objaSnjava povecanjem
gustoc¢e CO2, a time 1 snage otapala. Uoceno je kako udio ulja i B-sitosterola raste pri povecanju
tlaka sa 180 na 200 bara, no daljnjim povecanjem tlaka nema znacajnog povecanja udjela ulja
i B-sitosterola. Nadalje, kako bi se istrazio utjecaj brzine protoka superkriticnog CO2 na
koli¢ine ulja i B-sitosterola, autori su proucavali razli¢ite vrijednosti protoka COz2 te je uoceno
kako porastom brzine protoka do 6, odnosno 7 mL min, raste udio ekstrahiranih p-sitosterola
i ulja. Zbog kratkotrajne interakcije izmedu superkriticnog COz i kostica, daljnje povecanje

brzine protoka rezultiralo je ve¢om linearnom brzinom i manjim iskoriStenjem ekstrakcije.

Xu i sur. (2011) koji su proveli istraZivanje utjecaja superkriti¢ne ekstrakcije na peludu
lotosa navode kako visa temperatura pri niskom tlaku dovodi do niZeg prinosa fitosterola sto
objasnjavaju izraZenijim u¢inkom porasta temperature na pad gustoée CO2 nego na tlak pare
otopljene tvari. Do sli¢nih zaklju¢aka dosli su i Dabrowski i sur. (2019) koji su istrazivali udio
fitosterola u scCO2 ekstraktima lana. U naSem istrazivanju, medutim, utjecaj temperature na
prinos fitosterola iz plodova mirte nije bio znacajan $to ide u prilog injenici da utjecaji uvjeta
scCO snazno ovise o interakciji s matriksom odnosno razlikuju se ovisno o svojstvima
materijala koji se ekstrahira (Uddin i sur., 2015). Dodatno, navedeni radovi izrazavaju udio
fitosterola u dobivenom lipofilnom ekstraktu, odnosno ulju, pa je moguée da je povecani prinos
ekstrakcije triacilglicerola pri odredenoj povisenoj temperaturi smanjio koncentraciju

fitosterola.
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5.8. UTJECAJ UVJETA scCO2 EKSTRAKCIJE NA PRINOS HLAPLJIVIH
SPOJEVA
Na slici 14 prikazani su konturni dijagrami dobiveni modeliranjem utjecaja ispitivanih
faktora (tlaka, temperature i protoka) na prinos hlapljivih spojeva u mg kg? ekstrahiranih
plodova mirte. Statistickom obradom dobivenih rezultata nacinjenom pomoc¢u Design Experta
uoceno je kako utjecaj uvjeta primijenjenih u ovom eksperimentu najbolje opisuje kvadratni
model (p = 0,018; R2 = 0,876 i nedostatak modela p = 0,710) prikazan u izrazu [7]:

Prinos hlapljivih spojeva (mg kg* ploda) = -2090.814 + 114.555 x Temperatura + 4.920 x
Tlak - 51.654 x Protok -0.013 x Temperatura x Tlak + 0.189 x Temperatura x Protok + 0.017
x Tlak x Protok -1.230 x Temperatura? - 0.008 x Tlak? + 0.553 x Protok? [7]

Iz rezultata ANOV A-e prikazanih u tablici 10 uo¢eno je kako temperatura kao linearan
i kvadratni faktor te tlak kao kvadratni faktor znacajno utjeCu na prinos hlapljivih spojeva. 1z
navedenih rezultata moze se uociti kako se najvisi prinos hlapljivih spojeva postize pri srednjim
vrijednostima tlaka i temperature. Pri vi§im vrijednostima temperature prinos se smanjuje, $to
je ocekivano, budué¢i da dolazi pri poviSenoj temperaturi moze doc¢i do degradacije

termolabilnih komponenti.
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Slika 14. Konturni dijagrami utjecaja temperature (°C) i tlaka ekstrakcije (bar) (a),
temperature (°C) i protoka (g min™) (b) te tlaka ekstrakcije (bar) i protoka (g min) (c) na
prinos hlapljivih spojeva (mg kg™)

Na slici 14 prikazan je utjecaj protoka (g mint) i temperature (°C) na prinos hlapljivih
spojeva te se moze potvrditi kako interakcija ovih faktora nema znacajan utjecaj na udio
hlapljivih spojeva. Najvise ukupnih hlapljivih spojeva postize se porastom temperature do

odredenih vrijednosti (oko 47 °C), dok se daljnjim povecanjem temperature smanjuje prinos
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hlapljivih spojeva neovisno o primijenjenom protoku. Slicno ponaSanje zabiljeZeno je i za
utjecaj tlaka za koji su maksimalne vrijednosti prinosa hlapljivih spojeva postignute pri

tlakovima od oko 300 bara, odnosno u blizini centralne tocke.

Sli¢ni rezultati koji opisuju znacajan utjecaj tlaka i temperature na hlapljive spojeve
zabiljezeni su i u istrazivanjima drugih autora. Na primjer, Zhao i Zhang (2013) pokazali su
kako porast temperature s 40 °C na 60 °C dovodi do znacajnog porasta prinosa ekstrakcije
listova biljke Moringa oleifera, dok daljnje povecanje temperature na 80 °C ne uzrokuje
znacajni porast. Obzirom da porast temperature s jedne strane dovodi do smanjenja gustoce
otapala, a s druge povecava tlak para i topljivost hlapljivih spojeva, prinos hlapljivih spojeva
ovisiti ¢e o kompleksnoj ravnotezi gustoc¢e scCOz i hlapljivosti spojeva u uvjetima ekstrakcije.
Takoder, hlapljivi spojevi Cesto su termolabilni 1 moguca je njihova razgradnja pri povisenoj

temperaturi.

Jedna od prednosti upotrebe scSCO> za ekstrakciju hlapljivih spojeva je mogucnost
ostvarivanja visokih prinosa u nizem rasponu tlaka (90 - 120 bara) Marongiu i sur. (2003), ali
visi tlakovi se Cesto primjenjuju kako bi se iskoristio i dodatan utjecaj kompresije biljnog
materijala koja dovodi do poboljsanja prijenosa mase i otpusStanja hlapljivih spojeva iz
matriksa. Grosso i sur. (2008) u svom istrazivanju takoder su zakljucili kako tlak i temperatura
utjeCu na iskoristenje i sastav hlapljivih komponenti, budu¢i da mala varijacija ovih faktora
dovodi do promjene gustoce superkritiénog otapala. Medutim, povec¢anjem tlaka pri istoj
temperaturi, otapaju se i nehlapljive komponente koje kontaminiraju hlapljivo ulje. Povecanje
temperature pri istom tlaku dovodi do smanjenja gustoe CO2, Sto rezultira manjim
iskoriStenjem 1 pocetnim sastavom ulja bogatijim monoterpenskim ugljikovodicima. Stoga
Yousefi i sur. (2019) preporucuju umjerene tlakove i temperature koji minimiziraju
koekstrakciju drugih spojeva, povecavaju selektivnost ekstrakcije te tako optimiraju sastav
hlapljivog ulja. 1z istog razloga, potpuniju usporedbu rezultata dobivenih ovim istrazivanjem i
rezultata drugih autora otezava Cinjenica da je u vecini drugih istrazivanja kao prinos hlapljivih

spojeva razmatran ukupni prinos ekstrakcije jer pojedinacni hlapljivi spojevi nisu odredivani.

Rezultate u kojima je pokazan vrlo slican utjecaj tlaka i temperature na ekstrakciju
hlapljivih spojeva iz komoraca bazirano na udjelu trans-anetola odredenog GC metodom dobili
su Maitusong i sur. (2021). Temeljem srediSnjeg kompozitnog dizajna primjenjenog u
njihovom istraZivanju uocili su da je svaki od tri ¢imbenika (tlak, dinamicko vrijeme

ekstrakcije i volumen modifikatora) imao znacajan ucinak na prinos ekstrakcije, pri cemu je
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utjecaj tlaka bio najve¢i buduéi da se, kao Sto je spomento, povecanjem tlaka povecava
topljivost ekstrahiranih spojeva. Nadalje, takoder navode da se topljivost ulja kontrolira
ravnotezom izmedu gustoCe otapala i tlaka pare otopljene tvari budu¢i da povecéanje

ekstrakcijskog tlaka dovodi do vece gustoce tekucine, Sto povecava topljivost analita.
5.9. REZULTATI OPTIMIRANJA UVJETA scCO2 EKSTRAKCIJE

Kao prakticni nedostatak superkriticne ekstrakcije istice se veliki broj faktora koji mogu
utjecati na rezultate i trebaju biti ispitani prije pokretanja proizvodnje. Za racionalizaciju broja
pokusa stoga se Cesto koristi eksperimentalni dizajn uz upotrebu metodologije odzivnih
povrsina (RSM). Box-Behnkenov dizajn pokusa koji je upotrijebljen u ovom istrazivanju

predstavlja jedan od naj¢es¢ih alata u optimiranju uvjeta scCO- ekstrakcije (Sharif i sur., 2014).

Gledajuéi iz perspektive troskova proizvodnje, za ekstrakciju ciljnih komponenti
trebalo bi koristiti najnizi moguéi utrosak COz te bi u optimizaciju bilo mogucée ukljuciti
minimizaciju tlaka i protoka ekstrakcije. S druge strane, zahvaljujuéi izuzetnoj trZi$noj
vrijednosti bioaktivnih molekula koje je moguée ovom tehnikom ekstrahirati iz biljnih
materijala, njihova znacajno veca iskoriStenja mogu povecati dobit od prodaje proizvoda i
kompenzirati ili nadmasiti povecanje troSkova proizvodnje izazvanih vis§im vrijednostima
procesnih parametara. Stoga u ovom istrazivanju utrosak CO2, odnosno tlak i protok nisu uzeti
u razmatranje prilikom optimiranja nego je za sve zavisne varijable zadano da budu u rasponu
obuhvacenom istrazivanjem. Nadalje, uzevsi u obzir jaku nelinearnost scCO2 sustava i
zamijecene razlike u utjecaju temperature, tlaka 1 protoka na pojedine ciljne komponente,
optimiranje uvjeta ekstrakcije provedeno je zasebno za iskoriStenje lipofilnog ekstrakta, udio
PUFA te prinose sterola i hlapljivih spojeva plodova mirte. Na ovaj na¢in moguce je preporuciti
procesne parametre potrebne za dobivanje ekstrakata specifiénih sastava bioaktivnih

komponenti 1 za odredene namjene.

U tablici 11 prikazani su optimalni uvjeti za postizanje maksimalnih vrijednosti
navedenih zavisnih varijabli. Za postizanje optimalnog iskoristenja ekstrakcije od 5,69 %
potrebno je stoga primijeniti uvjete ekstrakcije na najvis§em nivou testiranog raspona, odnosno
temperaturu 60,0 °C, tlak 400,0 bara i protok 40 g min't. Mendiola i sur. (2013) navode kako
se optimalni uvjeti superkriticne ekstrakcije bioaktivnih spojeva iz havajske spiruline
(Arthrospira platensis) postizu pri maksimalno ispitivanom tlaku i temperaturi, odnosno 83,1

°C 1 362 bara, pri ¢emu se postize maksimalno iskoristenje ekstrakcije od 0,53 %. U
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istrazivanju Mendiola i sur. (2013) postignuto je maksimalno iskoriStenje pri maksimalnim
ispitivanim uvjetima tlaka i temperature, kao $to je postignuto i u ovom istrazivanju. Zermane
i sur. (2014) navode kako se maksimalno iskoristenje superkriti¢ne ekstrakcije lis¢a mirte od
4,89 % postize pri uvjetima temperature od 39,9 °C te tlaka od 300 bar, $to je nize od uvjeta
ove ekstrakcije. Medutim, dijelovi biljnog materijala upotrijebljeni za ekstrakciju nisu jednaki,

stoga ne cudi razlika u optimalnim ekstrakcijskim uvjetima.

Tablica 11. Optimalni uvjeti scCO: ekstrakcije

IskoriStenje = PUFA Prinos Pl
. hlapljivih
Faktor (% od fitosterola (mg - .
o ukupnih) kg? ploda) TPRIRE I [
! ploda)
Optimalna 5,69 79,34 793,48 629,85
vrijednost
Temperatura (°C) 60,0 40,2 40,5 49,5
Tlak (bar) 400,0 235,7 225,0 298,0
Protok (g min™) 40,0 31,1 32,5 20,3

Nadalje, za maksimalan udio sume PUFA od 79,34 % potrebni su znatno blazi
ekstrakcijski uvjeti koji ukljuéuju temperaturu 40,2 °C, tlak 235,7 bara i protok 31,1 g min™.
Tesli¢ 1 sur. (2020) u svojem istraZivanju proveli su superkriti€nu ekstrakciju ulja iz pSeni¢nih
klica pri uvjetima tlaka od 250, 300 i 350 bar, temperature od 40, 50 i 60 °C te protoka od 0,2;
0,31 0,4 kg ht. Za maksimalni udio PUFA od 7,25 % u njihovom istrazivanju upotrijebljeni su
ekstrakcijski uvijeti tlaka od 350 bara, temperature od 50 °C te protoka od 0,4 kg h (66,67 ¢
min?). MoZe se uociti kako su za postizanje maksimalnog udjela PUFA upotrijebljene
maksimalne vrijednosti tlaka i protoka te niza temperatura, $to se prili¢no razlikuje od rezultata

ovog istrazivanja u kojem su upotrijebljeni znatno blazi uvjeti za maksimalan udio PUFA.

Vrlo sliéni ekstrakcijski uvjeti utvrdeni ovim istrazivanjem za ekstrakciju PUFA,
optimalni su i za ekstrakciju fitosterola te iznose 40,5 °C, 225,0 bara i protok 32,5 g min™.
Primjenom navedenih uvjeta mogude je posti¢i prinos sterola od 793,48 mg kg* ploda mirte.
Andras i sur. (2005) istrazili su primjenu SFE na ekstrakciju B-sitosterola iz sjemenki hibiskusa.
Istrazivanje je provedeno pri tlakovima od 15 — 45 MPa (150 — 450 bar) i temperaturama od
40 — 60 °C. Iako je maksimalno povecanje tlaka i temperature rezultiralo ve¢im prinosima

ekstrahiranog biljnog ulja 1 njegovih komponenti, za ekstrakciju p-sitosterola je preporucena
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optimalna temperatura od 50 °C. U istrazivanju Sajfrtova 1 sur. (2010) provedena je SFE pri
tlaku od 15 - 60 MPa (150 — 600 bar) i temperaturama od 40 — 80 °C na sjemenkama pasjeg
trna. Maksimalna koncentracija B-sitosterola u ekstraktu postignuta je pri tlaku od 150 bara i
temperaturi od 40 °C. Rezultati Sajfrtove i sur. (2010) takoder su sli¢ni su rezultatima ovog
istrazivanja te se moze uociti kako primjenom blazih uvjeta SFE postize se visi prinos

fitosterola.

S druge strane optimalni uvjeti scCO:> za hlapljive spojeve iznosili su 49,5 °C, 298,0
bar i 20,3 g min™, odnosno za maksimalan prinos hlapljivih spojeva utvrden u ovom radu, a
koji iznosi 629,85 mg kg™ potrebni su nesto visi tlak i temperatura te nizi protok nego za

optimalnu ekstrakciju fitosterola.

U istrazivanju Pereira i sur. (2016) kao uvjete za ekstrakciju eteri¢nog ulja iz plodova
mirte primjenili su temperatura od 45 °C, tlak od 230 bar te protok scCO, od 5 ¢
min™. Ove vrijednosti su medutim dobivene prethodnim istrazivanjem iste grupe autora koje
je ukljucilo optimizaciju scCO3 lista mirte (Pereira i sur., 2013). Stoga, iako su optimalne
vrijednosti za temperaturu sli¢ne u oba istraZivanja, dobiveni rezultati potvrduju potrebu za
optimiranjem ekstrakcijskih uvjeta u skladu s biljnim materijalom koji se podvrgava

ekstrakciji.
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6. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti:

1.

Superkriti¢na CO» ekstrakcije ucinkovita je tehnika za ekstrakciju lipofilnih spojeva iz
plodova mirte pri ¢emu je primjenom razli¢itih uvjeta temperature, tlaka i protoka scCO>
dobiveno iskoristenje u rasponu od 4,75 % do 5,92 % s prosjecnom vrijednosti 5,20 %.

U scCO- ekstraktima identificirano je ukupno 36 masnih kiselina od kojih je dominantna
bila esencijalna cis-linolna Kiselina s prosje¢nim udjelom od 76,83 %, a slijedile su
palmitinska (8,52 %) i oleinska kiselina (7,29 %). Od skupina masnih Kkiselina
najzastupljenije su bile PUFA s prosje¢nim udjelom 77,93 %.

U uzorcima scCO: ekstrakata plodova mirte identificirano je ukupno 7 fitosterola, a to su:
kampesterol, 24-metilenkolesterol, stigmasterol, p-sitosterol, AS5-avenasterol, A7-
sitosterol te citrostadienol. Prosjecan udio ukupnih fitosterola iznosi 14097,92 mg kg
ekstrakta, a najzastupljeniji je B-sitosterol u udjelu 12465,34 mg kg™ ¢ime je dokazano da
plodovi mirte predstavljaju bogat izvor ovih spojeva.

U dobivenim ekstraktima takoder je identificirano 13 hlapljivih spojeva, ¢iji je prosjeéni
ukupni udio 9019,64 mg kg™, pri ¢emu je najzastupljeniji mirtenil acetat u udjelu od
4296,81 mg kg™. Plodovi mirte ukljuéeni u istrazivanje pripadaju kemotipu CT2 s visokim
udjelom mirtenil acetata i niskim udjelom a-pinena.

Primijenjena RSM metoda i Box-Behnkenov dizajn pokusa predstavljaju prikladnu
platformu za modeliranje ekstrakcije scCO: lipofilnih spojeva plodova mirte. Iskoristenje
ekstrakcije, odnosno koli¢ina dobivenog ekstrakta raste iskljucivo s porastom temperature.
S druge strane, porastom temperature pada udio PUFA, dok je ekstrakcija fitosterola pod
znacajnim utjecajem interakcije tlaka i protoka, a najvisi udio ukupnih hlapljivih spojeva
postize se pri srednjim vrijednostima tlaka i temperature.

Rezultati optimiranja uvjeta scCO ekstrakcije ukazuju da je za postizanje optimalnog
iskoriStenja ekstrakcije od 5,69 % potrebno primijeniti najvise uvjete ekstrakcije
temperaturu od 60,0 °C, tlak od 400,0 bara i protok od 40 g min™. Nadalje, najve¢i udio
sume PUFA od 79,34 % postize se pri temperaturi od 40,2 °C, tlaku od 235,7 bara i
protoku od 31,1 g mint. Za optimalnu ekstrakciju fitosterola (793,48 mg kg*) potrebno je
primijeniti uvjete temperature od 40,5 °C, tlaka od 225,0 bara i protoka od 32,5 g min?, a
za optimalnu ekstrakciju hlapljivih spojeva (629,85 mg kg*) primjenjuje se temperatura
od 49,5 °C, tlak od 298,0 bar i protok od 20,3 g mint. Primjenom navedenih uvjeta

moguce je dobiti sScCO: ekstrakte plodova mirte specificnih sastava i za odredene namjene.
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8. SAZETAK
Iva Skarica

Primjena metode odzivnih povrSina u optimiranju uvjeta superkriti¢ne CO:2 ekstrakcije

plodova mirte (Myrtus communis L.)

U ovom istrazivanju, za odredivanje utjecaja te optimizaciju uvjeta ekstrakcije scCO; za
izolaciju lipofilnog ekstrakta iz plodova mirte, primijenjena je metoda odzivnih povrsina uz
Box-Behnkenov eksperimentalni dizajn. Promatrani faktori ukljucili su temperaturu (40 — 60
°C), tlak (200 — 400 bar) i protok (20 — 40 g min™?), a u dobivenim ekstraktima plinskom
kromatografijom su odredeni sastav masnih Kiselina, fitosterola i hlapljivih spojeva.
Dominantna masna kiselina u ekstraktima bila je esencijalna cis-linolna (C18:2c) s udjelom od
76,83 %. Nadalje, po prvi puta objavljeni rezultati o udjelu i sastavu fitosterola u plodovima
mirte pokazuju visoki ukupni udio fitosterola od 14097,92 mg kg* ekstrakta, dok je
najzastupljeniji bio B-sitosterol. Od hlapljivih spojeva najzastupljeniji je bio mirtenil acetat u
udjelu od 4296,8 mg kg™. Regresijski modeli izradeni na temelju dobivenih rezultata za
iskoriStenje ekstrakcije, udio ukupnih PUFA, prinos fitosterola i prinos hlapljivih spojeva
pokazali su dobru preciznost. Optimalno iskoristenje ekstrakcije od 5,69 % dobiveno je na
najvisem nivou testiranog raspona, odnosno pri temperaturi 60,0 °C, tlaku 400,0 bara i protoku
40 g mint. Medutim, najvisi prinos hlapljivih spojeva (629,85 mg kg™) dobiven je pri znatno
blazim uvjetima (49,5 °C, 298,0 bar i 20,3 g min™) dok je za optimalan prinos ekstrakcije
fitosterola bilo potrebno primijeniti uvjete temperature od 40,5 °C, tlaka od 225,0 bara i protoka
od 32,5 g mint. Rezultati pokazuju potencijal plodova mirte kao izvora bioaktivnih lipofilnih

spojeva te ucinkovitost superkriti¢cnog COz u njihovoj ekstrakciji.

Kljuéne rijeci: Mirta, ekstrakcija superkriti¢cnim CO2, masne kiseline, fitosteroli, hlapljivi

spojevi
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9. SUMMARY

Iva Skarica

Application of response surface methodology for the optimization of the

supercritical CO2 extraction of myrtle (Myrtus communis L.) fruit

In this study, the response surface methodology with the Box-Behnken experimental design
was applied to determine the effect and optimize the scCO> extraction conditions to isolate
lipophilic extract from myrtle fruit. Temperature (40 - 60 °C), pressure (200 - 400 bar), flow
(20 - 40 g min't) and the composition of fatty acids, phytosterols, and volatile compounds were
determined in the extracts using Gas Chromatography. The dominant fatty acid in the extracts
was essential cis-linolenic (c18:2c) with a proportion of 76,83 %. Furthermore, for the first
time published results on the content and composition of phytosterols in myrtle fruits show a
high total phytosterol content of 14097,92 mg kg* extract, while the most common was P-
sitosterol. Myrtenyl acetate was the most common volatile compound, in the proportion of
4296,8 mg kg*. Regression models developed based on the obtained results for extraction
yield, the proportion of total PUFA, and also yield of sterols and volatile compounds showed
good accuracy. The optimal extraction yield of 5,69 % was obtained at the highest level of the
tested range, i.e. at a temperature of 60,0 °C, a pressure of 400,0 bar, and a flow rate of 40 g
mint. However, the highest yield of volatile compounds (629,85 mg kg*) was obtained under
significantly milder conditions (49,5 °C, 298,0 bar, and 20,3 g min™). In contrast, the optimal
yield of phytosterol extraction required applying conditions of a temperature of 40,5 °C, a
pressure of 225,0 bar, and a flow of 32,5 g min. The results show the potential of myrtle fruits
as a source of bioactive lipophilic compounds and the efficiency of supercritical CO; in their

extraction.

Key words: Myrtle, Supercritical Fluid Extraction, Fatty Acids, Phytosterols, Volatile
Compounds
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