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1. Uvod

Industrijska konoplja (Cannabis sativa ssp. sativa), biljka iz porodice Cannabaceae i roda
Cannabis poznata je od vremena starih civilizacija zbog Sirokih moguénosti upotrebe.
KoriStena je u gradevinske svrhe, u tekstilnoj te prehrambenoj industriji. Specificnog je i

prepoznatljivog izgleda zbog morfologije listova.

Konoplja sadrzi brojne bioaktivhe komponente poput kanabinoida, flavonoida, terpena i
alkaloida. Najpoznatiji spojevi su fitokanabinoidi, specificni samo za konoplju. Ovoj skupini
pripada kanabidiol (CBD) i kanabidiolna kiselina (CBDA) koji nemaju psihoaktivna svojstva.
Fitokanabinoidi se sintetiziraju u svim dijelovima biljke, a najviSe u cvjetovima. Industrijska
konoplja u svom prirodnom obliku sadrzZi kiselinske oblike kanabinoida koji se aktiviraju
porastom temperature i procesom dekarboksilacije prelaze u svoje odgovarajuce

dekarboksilirane analoge.

Industrijska konoplja definirana je prema vaZeéem zakonu Republike Hrvatske ,Zakon o
izmjenama i dopunama Zakona o suzbijanju zlouporabe droga ("Narodne novine’, br. 39/19)“
kao konoplja (Cannabis sativa L.) s ukupnim sadrZajem A’-tetrahidrokanabinola (THC) 0,2 % i
manjim, Cije sorte se nalaze na Zajednickoj sortnoj listi Europske unije i nije uvrStena u Popis

droga, psihotropnih tvari i biljaka iz kojih se moZe dobiti droga (N.N, 39/19).

U ovom radu biti ¢e rije¢ o utjecaju komercijalnih hladno presanih biljnih ulja avokada,
badema, konoplje, marelice, jojobe, argana, sezama i ulja sjemenki groZzda kao otapala u
procesu maceracije i ultrazvukom potpomognute ekstrakcije na udio kanabidiola i
kanabidiolne kiseline dobivenih iz cvatova industrijske konoplje. Identifikacija i kvantifikacija
dobivenih spojeva provedena je primjenom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti s
detektorom niza dioda (HPLC-DAD) te je dodatno u dobivenim ekstraktima odredena

antiradikalna aktivnost pomocu spektrofotometrijske metode.
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2. Teorijski dio

2.1. INDUSTRIJSKA KONOPLIA

2.1.1. Taksonomija i botanicka svojstva industrijske konoplje

Industrijska konoplja (Cannabis sativa ssp. sativa) dvodomna je jednogodiSnja biljka iz
porodice Cannabaceae i roda Cannabis. Smatra se jednom od prvih biljaka koju je kultivirao
Covjek prije 10 000 godina u srediSnjoj Aziji zahvaljujuéi brojnim moguénostima upotrebe i
iskoristivosti svih dijelova biljke (Russo i sur., 2008). Stare civilizacije koristile su je
prvenstveno zbog ¢vrstode vlakana za izradu tkanina, konopa, papira, jedara, za prehranu, a
zbog psihoaktivnih svojstava cvjetova za terapijske i rekreacijske svrhe (Bonini i sur., 2018).
Preko Kine su je Skiti, nomadski narodi i plemena iranskoga podrijetla, prosirili na anticke
europske civilizacije. Spominje se u kineskim spisima Chinese materia medica, u svetim
hinduisti¢kim spisima Atharveda, u Kumranskim spisima stare Zidovske sekte Esena, u
Herodotovim i Galenovim djelima zbog svojih medicinskih i psihotropnih svojstava. U
srednjem vijeku prosirila se upotreba industrijske konoplje u Europi zbog kvalitete proizvoda

dobivenih od razli¢itih dijelova biljke (Tomasi¢ Pai¢, 2012).

1445, godine u Mainzu je na najfinijem konopljinom papiru tiskana prva Biblija Johannesa
Gutenberga. Na papiru od konoplje skicirana je 1776. godine i Americka deklaracija
nezavisnosti. Zanimljivo je da je prve hlace Levi Strauss u 19. stoljecu izradio od konoplje, a
Henry Ford 1941. godine je izradio cjelokupnu autokaroseriju od biorazgradive plastike

dobivene upravo od vlakana konoplje (Tomasi¢ Pai¢, 2012).

Unato€ svojoj Sirokoj primjeni u gradevini, industriji prehrane, tekstilnoj industriji, ova je
biljka postala i ostala kontroverzna zbog svojih psihoaktivnih uéinaka, te je godinama
zabranjivan njezin uzgoj.

Kako su svi oblici konoplje diploidni (2n=20) i spolno kompatibilni, a biljka je tisuclje¢cima
kultivirana i prilagodavana razlicitim utilitarnim potrebama od strane ¢ovjeka, ne ¢ude velike

geografske, morfoloske i kemijske varijacije biljke (CFIA, 2020).

Prva klasifikacija konoplje seze u 1753. godinu kada je izdan Linnéov Species Plantarum kao

prete¢a moderne botanicke nomenklature.

Taksonomska klasifikacija konoplje prikazana Tablicom 1, dugo je bila predmet rasprave u

botanici.
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Tablica 1 Klasifikacija Cannabis sativa L. prema integriranom taksonomskom informacijskom

sustavu (ITIS, 2022)

Carstvo Plantae

Odjeljak Tracheophyta
Razred Magnoliopsida
Podrazred Rosanae

Red Rosales

Porodica Cannabaceae
Rod Cannabis

Vrsta Cannabis sativa L.

Vedina autora opisuje je kao vrlo raznoliku, ali monospecifi¢nu biljku (McPartland, 2018) s tri

podvrste: Cannabis sativa subsp. sativa (industrijska konoplja), Cannabis sativa subsp. indica

(indijska konoplja) i Cannabis sativa subsp. ruderalis (divlja konoplja) te Cetiri varijeteta:

Cannabis sativa L. subsp. sativa var. sativa, Cannabis sativa L. subsp. sativa var. spontanea,

Cannabis sativa L. subsp. indica var. indica i Cannabis sativa L. subsp. indica var. kafiristanica

(Cerinoisur., 2021).

Drugi pak autori oznacavaju konoplju kao polispecifiénu biljku s infraspecificnim oblicima

(Clarke i Merlin, 2013; Emboden, 1974; Hilling i Mahlberg, 2004). U ovom slu¢aju Cannabis

sativa, Cannabis indica i Cannabis ruderalis su razlicite vrste iz roda Cannabis.

Navedene podvrste prikazane na Slici 1 ponajprije se razlikuju po morfologiji, omjeru delta-

9-tetrahidrokanabinola (THC) i kanabidiola (CBD) te geografskom podrijetlu (McPartland,

2018).
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Indica

Ruderalis

Slika 1 Morfoloske razlike podvrsta Cannabis sativa L. (McPartland, 2018)
Izgled biljke

Biljke su uspravne s jednostavnim do dobro razgranatim stabljikama i vrlo varijabilnom
visinom ovisno o genetskoj konstituciji i okoliSnim ¢imbenicima, ve¢inom 0,2 do 5 metara,
iako sorte u kultiviranim nasadima mogu narasti preko 10 metara. Morfologiju korijena
odreduju karakteristike tla i dostupnost vode, a korijen je obi¢no boc¢no razgranati. Glavni
korijen u nedostatku vlage moze doprijeti do 2,5 m u dubinu. Zenske biljke imaju bolje
razvijen korijenov sustav od muskih. Stabljika konoplje je uspravna i zelene boje te je Suplja.
U pocetku je zeljasta, a starenjem polako odrvenjava (Butorac, 2009). Stabljika se sastoji od 6

do 15 ¢lanaka. Na stabljiku otpada 60 do 65 % mase biljke (Butorac, 2009).

List konoplje je prepoznatljivog prstastog slozenog oblika. Sastoji se od peteljke i plojke.
Listovi na biljci su smjeSteni nasuprotno, a na vrhu su poredani naizmjeni¢no (Butorac,
2009). Broj listova varira, a uvijek ih je neparan brojizmedu 3 i 13 i na njih otpada 15 do 20 %
mase. Plojka je s donje strane dlakava. Cvjetovi su skupljeni u gornjoj tredini stabljike i Cine

cvat. Listovi su ovisno o sorti svjetlije ili tamnije zelene boje.



2. Teorijski dio

Cvate oko 20 dana u razdoblju od srpnja do kolovoza. Muske i Zenske biljke pocinju se
morfoloski razlikovati prije cvatnje. Zenske biljke su niZe i guce, bolje razvijenog korijena,
tamnije zelene boje stabljike, svijetlozelenih sjedeéih cvjetova bez peteljki, a sastoje se od
ovojnog listi¢a, perigona i tucka s dvije njuske. Zenske biljke donose sjeme. Muski cvjetovi su
grozdasto rasporedeni na cvjetnim stapkama na vrhu stabljike, a sastoje se od perigona i pet

prasnika. Konoplja se oprasuje vjetrom.

Plod konoplje je dvokrilni orasac, koji je ujedno i sjeme, okruglasto-jajastog oblika, glatke i
sjajne povrsine, razlicite boje od tamno zelene, zelenosmede, sive pa ¢ak i crne. Omotan je
tvrdom ljuskom koja Stiti sjeme (Butorac, 2009). Sjeme se sastoji od ljuske ploda, sjemene
ljuske, endosperma i klice (Obranovi¢ i Ozmec, 2014). U endospermu je sadrzan Skrob, a u
ostalim dijelovima sjemenke ulje. Po svom kemijskom sastavu sadrzi 25-38 % ulja, oko 25 %

bjelancevina te znacajan udio vlakana, vitamina i mineralnih tvari (Obranovi¢ i Ozmec, 2014).
2.1.2. Upotreba industrijske konoplje

Iz razli¢ite morfologije muskih i Zenskih biljaka, proizlazi i razli¢ita namjena i ekonomski
znacaj. Muske biljke imaju veéi postotak vlakana bolje kakvoce od Zenskih biljaka koje se
odlikuju ¢vrsto¢om, elasti¢noséu, dugotrajnoséu i otpornoséu na vodu, pa se upotrebljavaju
za proizvodnju uZadi, konopaca, jedara, platna, izradu odjece i obude, cerada, Satora,
ribarskih mreZa, vatrogasnih cijevi i opreme, vreéa, ko€nih mehanizama automobila.
Drvenasti dio stabljike se koristi za izradu papira (za slikarska platna, cigarete, filtre za ¢aj i
kavu), celuloze, izolacijske trake za elektricne kondenzatore, te se upotrebljava i za ogrjev.
Od konopljinog sjemena dobiva se ulje koje se koristi u prehrani, kozmetici, proizvodniji boja i

lakova zbog brzog susenja.
2.1.3. Bioaktivne komponente industrijske konoplje

Konoplja sadrzi brojne medicinski aktivne tvari poput kanabinoida, terpenoida, flavonoida te
alkaloida (Appendino i sur., 2011). Do sada je iz industrijske konoplje ekstrahirano 538
prirodnih spojeva u koje spadaju ugljikohidrati, masne kiseline i njihovi esteri, amidi, amini,

fitosteroli, fenolni spojevi (Andre i sur., 2016; Pollastro i sur., 2018).
Najaktivniji spojevi konoplje su kanabinoidi, cikli¢ki terpenski spojevi s 21 atomom ugljika u

svojoj strukturi koji se akumuliraju ve¢inom u trihomima Zenskih cvjetova (Taura i sur., 2007;

Brenneisen, 2007). S obzirom na mjesto nastanka dijele se u tri skupine: endokanabinoidi,
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fitokanabinoidi i sintetski kanabinoidi (Cascio i Pertwee, 2014). Ljudski organizam sam
sintetizira endokanabinoide anandamid i 2-arahidonoilglicerol (2-AG). Oni se vezu na CB1
receptore ziv€éanog sustava i imaju ulogu neurotransmitera i CB2 receptore imunoloskog
sustava. Anandamid kasnije biva razgraden FAAH enzimom, a 2-arahidonoilglicerol MAGL

enzimom. Sintetski kanabinoidi su artificijelno stvoreni.

Fitokanabinoidi najviSe su zastupljeni u Zenskim cvjetovima i u nadzemnim dijelovima biljke,

a manje u ostalim dijelovima biljke, odnosno u sjemenu i korijenju (Ross i sur., 2000).

Fitokanabinoidi predstavljaju skupinu od 110 kanabinoida specificnih samo za konoplju i
dijele se u 11 grupa (Scheau i sur., 2020): kanabigerol (CBG), kanabikromen (CBC), kanabidiol
(CBD), (-)-A°-trans-tetrahidrokanabinol (A°-THC), (-)-A%-trans-tetrahidrokanabinol (A%-THC),
kanabiciklol (CBL), kanabielsoin (CBE), kanabinol (CBN), kanabinodiol (CBND), kanabitriol
(CBT) te zadnju skupinu koja uklju¢uje kanabinoide neobi¢ne strukture poput onih koji sadrze
furanov prsten (Hanus i sur., 2016; Hill i sur., 2012; Sirikantaramas i Taura, 2017; Izzo i sur.,
2009). Kemijski gledano fitokanabinoidi imaju lipidnu strukturu koja sadrzi alkilrezorcinol i

monoterpenske ostatke u svojoj molekuli (Hanus i sur., 2016; Hill i sur., 2012).

Konoplja sadrzi preko dvjesto terpenoida, skupine hlapljivih spojeva koji joj daju
karakteristican miris, a ukljucuju monoterpene, sekviterpene i ostale spojeve nalik terpenima
(Small, 2016). Terpenoidi Cannabis sativa-e su a-pinen, limonen, B-mircen, D-linalool,
kariofilin oksid i B-kariofilen koji je ujedno i najzastupljeniji u samoj biljci i njezinim

ekstraktima (Guennewich i sur., 2007).

lako je udio monoterpena u samoj biljci veci od sekviterpena, oni tijekom zriobe, susenja i
pohrane ishlape sto u konacnici rezultira ve¢im udjelom sekviterpena (Hood i sur., 1973).
Terpeni se nalaze u sadrzaju trihoma te takav eksudat stiti samu biljku od insekata, vjetra,

vanjskih utjecaja, te pospjesuju oprasivanje (McPartland i sur., 2000).

Terpeni imaju Sirok raspon djelovanja, samostalno ili sinergisticki s kanabinoidima na
neurotransmiterske receptore, ionske kanale, stanicne membrane i brojne glasnicke sustave,
pa im se pripisuju antitumorska, protuupalna, anksioliticka, antidepresivna, kemoprotektivna
svojstva, a djeluju i na propusnost koZe zbog Cega se koriste kao dodaci transdermalnim

pripravcima.
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Biosinteza kanabinoida i terpenoida

U konoplji se kanabinoidi biosintetiziraju i akumuliraju kao kanabinoidne kiseline, te se
naknadno dekarboksiliraju u neutralne oblike. Dekarboksilacija kanabinoida u neutralne
oblike je neenzimatska i odvija se pod utjecajem topline, svjetla, susenja i u luznatom mediju

(Small i Cronquist, 1976).

Prvi korak u biosintezi kanabinoida i terpena je zajednicki i podrazumijeva spajanje
izopentenil pirofosfata (IPP) i dimetilalil pirofosfata (DMAPP) u geranil pirofosfat (GPP)
(Reekie i sur., 2017; Rehman i sur., 2016). Spajanjem acetil-CoA i malonil-CoA nastaje
poliketid iz kojega ciklizacijom, aromatizacijom i redukcijom nastaje olivetoli¢na kiselina
(OLA) ili njen propilni analog (Shoyama i sur., 1975). Olivetoli¢na kiselina se zatim spaja s
geranil difosfatom uz CBGA-sintazu (CBGAS/GOT) i tvori kanabigerolicnu kiselinu (CBGA),
koja je prekursor svih ostalih fitokanabinoida (Fellermeier i Zenk, 1998). Rekacija biosinteze
kanabinoida zatim moZe podi u razliitim smjerovima. U Reakciji tipa A uz enzim CBCA
sintazu nastaje kanabikromen (CBC) iz kojeg reakcijom ciklizacije nastaje kanabiciklol (CBL)

(Reekie i sur., 2017).

U reakciji tipa B stvara se CBD ¢ijom oksidacijom nastaje nestabilni spoj CBD-9,10-epoksid iz
kojega potom nastaje kanabielsoin (CBE) (Reekie i sur., 2017; Shani i Mechoulam, 1974). A°-
tetrahidrokanabinoli¢na kiselina (A°-THCA) nastaje iz rekacije tipa C uz prisustvo THCA
sintaze, dok kanabinol (CBN) nastaje nakon neenzimske oksidacijske aromatizacije A’-THC-a
(Taura i sur., 1995; Cunningham, 2019). Osnovni koraci u biosintezi fitokanabinoida prikazani

su na Slici 2.
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Slika 2 Biosinteza fitokanabinoida (Prema: Holy J: Terapijski potencijal medicinske konoplje.

CBE

Specijalisticki rad. Farmaceutsko-biokemijski fakultet, Zagreb, 2018.)

OA-olivetoli¢na kiselina; GPP-geranil pirofosfat; GOT-geranilpirofosfat: olivetolat geraniltransferaza; CBGA-
kanabigerolna kiselina; CBG-kanabigerol; CBCAS-sintaza kanabikromenske kiseline; THCAS-sintaza
tetrahidrokanabinolne kiseline; CBDAS-sintaza kanabidiolne kiseline; CBCA-kanabikromenska kiselina; THCA-
tetrahidrokanabinolna kiselina; CBDA-kanabidiolna kiselina; CBC-kanabikromen; delta-9-THC- A’-
tetrahidrokanabinol; CBD-kanabidiol; CBL-kanabiciklol; CBN-kanabinol; CBE-kanabielsoin

lako su geni koji kodiraju za sintezu kanabinoida prisutni u svim biljnim stanicama, najvise ih
se sintetizira u sekretornim Zlijezdama, stoga se genetskim inZenjeringom mogu stvoriti vrste
bilike bez Zlijezdi koje neée sintetizirati kanabinoide. Onaj ostatak kanabinoida koji se

sintetizira u tkivima biti ¢e dostatan za zadovoljavanje svoje funkcionalne uloge u biljci

(Tomasi¢ Paic¢, 2012).

U ovom radu vise ée biti rije¢ o CBD-u i CBDA ekstrahiranih iz industrijske konoplje.
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2.1.4. Kanabidiol (CBD)

Kanabidiol (CBD) je predominantni fitokanabinoid industrijske konoplje kemijske formule
C,1H300; i molekularne mase 314,4617 g/mol (Slika 3). Otkriven je 1940. godine kao tredi po
redu fitokanabinoid. Cini 40 % ekstrakta industrijske konoplje. Za razliku od poznatijeg THC-
a, kanabidiol nema psihoaktivno djelovanje. Na sobnoj temperaturi kanabidiol je bezbojna
kristalna krutina. U jako bazicnom mediju u prisutnosti zraka oksidira u kinone. U kiselom

mediju ciklizira u THC, a isto se dogada i prilikom pirolize.

HaC HO

(O Y-omemacn

HO
A
H,CZ “CHj

Slika 3 Kemijska struktura kanabidiola (Preuzeto s: https://truphys.com/the-therapeutic-

value-of-cbd/)

Kanabis proizvodi CBD-karboksilnu kiselinu istim metabolickim putem kao i THC, sve do
predzadnjeg koraka, gdje CBDA-sintaza obavlja katalizu umjesto THCA-sintaze (Guennewich i

sur., 2007).
Djelovanje kanabidiola

Kanabidiol ima analgetsko djelovanje jer je endokanabinoidni sustav ukljuéen u osjet boli,
pomaze pri suzbijanju kroni¢nih bolova kod malignih oboljenja te se moze kombinirati i s
analgeticima jer nema neZeljenih nuspojava, a ¢ak mozZe spustiti dozu analgetika potrebnih
za suzbijanje bolova. CBD poti¢e metabolizam ugljikohidrata i sprje¢ava prekomjerno lué¢enje
inzulina. Ima protuupalno djelovanje, sprjeCava razvoj ateroskleroze. Pripravci koji sadrze
CBD poput ulja, balzama i krema djeluju blagotvorno, antioksidativno na kozu s obzirom da
se najvisSe endokanabinoidnih receptora nalazi na kozi. Pomazu pri lije¢enju povrsinskih rana,

akni, psorijaze i melanoma.
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Neki su autori retrospektivnim studijama dokazali da kanabidiol pomaZe pri ublazavanju
kroni¢ne i neuropatske boli, anksioznosti, depresije, nuspojava kemoterapije (Bonn-Miller i

sur., 2014; Gulbransen i sur., 2020; Lucas i Walsh, 2017).

Za sada je na trzistu lijek Epidyolex kojeg propisuje specijalist djeci s Dravet i Lennox-Gastaut
sindromom. U oba slucaja se radi o rijetkim i vrlo teSkim oblicima epilepti¢cke encefalopatije,
vec¢inom farmakorezistentne. Lijek Nabilon koristi se kod onkoloskih pacijenata podvrgnutih
kemoterapiji da bi olakS8ao nuspojave iste i takoder ga propisuje specijalist. Sativex se koristi

za ublazavanje simptoma multiple skleroze.
2.1.5. Kanabidiolna kiselina (CBDA)

Kanabidiolna kiselina (CBDA) kemijske formule C,,H3004 je kanabinoid kojeg proizvode
stabljike, lis¢e i cvjetovi konoplje (Slika 4). Neenzimskom dekarboksilacijom CBDA, kao $to je
ranije opisano, nastaje CBD. CBDA djeluje kao inhibitor enzima COX-2 u endokanabinoidnom
sistemu, pa joj je djelovanje prvenstveno protuupalno. CBDA se nalazi izvorno u

nepreradenim biljkama.

CHs

HoC

3"

H3C HO CHj

Slika 4 Kemijska struktura kanabidiolne kiseline (Preuzeto s: https://truphys.com/the-
therapeutic-value-of-cbd/)

2.1.6. CBD ulje

CBD ulje je ulje proizvedeno od cvijeta kanabisa koje naj¢esc¢e sadrzi niske razine THC-a te
visoke koncentracije kanabidiola (CBD), jednog od najzastupljenijih kanabinoida. U zemljama
Europske unije, pa tako i u Republici Hrvatskoj dozvoljeno je CBD ulje s manje od 0,2 % THC-a

(EMCDDA, 2018). Kao i CBD, ni CBD ulje nema psihoaktivno djelovanje.
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Da bi se proizvelo ulje s manje THC-a koriste se sorte industrijske konoplje koje genetski
sadrze niske razine THC-a, poput “Carmagnole” ili primjerice Siroko uzgajane sorte

“Tiborszallasi“ ili se koriste metode ekstrakcije pri samoj proizvodniji.

Postoje Cetiri vrste CBD ulja: CBD ulje punog spektra koje sadrzZi sve spojeve i kanabinoide
kanabisa i THC u koncentraciji od 0,3 %, CBD ulje Sirokog spektra koje takoder sadrzi sve
kanabinoide osim THC-a zatim CBD izolati, koji sadrze samo CBD ulje te NANO CBD ulje s
manjim molekulama koje je pogodno za topikalnu upotrebu direktno na kozu. Ulje se moze
pronadi u razli¢itim koncentracijama: CBD ulje 5 %, CBD ulje 10 %, CBD ulje 25 %, itd. Ulja
vecih ili manjih koncentracija uzimaju se ovisno o tipu bolesti i planu doziranja. Na trZiStu su

dostupna i CBD ulja s dodatkom MCT ulja koje povecava bioraspoloZivost samog CBD-a.
2.2. EKSTRAKCUA

Ekstrakcija je brza i ucinkovita tehnoloska operacija koja se temelji na razdvajanju i
koncentriranju tvari na osnovu njene razlicite topljivosti u razli¢itim otapalima, a moze se

provoditi primjenom razli¢itih otapala i metoda (Sain, 2019).

Dolazi do izdvajanja odredene tvari iz ¢vrste ili tekuce faze prikladnim otapalom u kojem je ta
tvar topljiva ili ima bolju topljivost od drugih komponenata smjese. S obzirom na agregatna
stanja dviju faza, ekstrakcija se moze podijeliti na ekstrakciju ¢vrsto-tekuce, tekuée-tekuce i

plinovito-tekuce.

Takoder, postoji niz tehnika ekstrakcija Ciji izbor ovisi o ciljanoj komponenti koja se Zeli
izolirati. Dijele se na konvencionalne i suvremene tehnike ekstrakcije. Neke od
konvencionalnih metoda su destilacija, vodena ekstrakcija, ekstrakcija nehlapljivim
otapalima te ekstrakcija organskim otapalima uklju¢ujué¢i maceraciju, perkolaciju i digestiju
dok se suvremenim metodama ekstrakcije smatraju ekstrakcija superkriticnim fluidima,
ultrazvuéna ekstrakcija, ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima, ekstrakcija potpomognuta

visokim tlakom te hladnom plazmom (Muiji¢ i Joki¢, 2018).
2.2.1. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (UAE)

Ultrazvuk je mehanicka vibracija u krutom ili tekuéem mediju, a frekvencije iznad 20 kHz.

Ekstrakcija bioaktivnih komponenti ultrazvukom (20-100 kHz) jedna je od novijih tehnika koja
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omogucuje visoku reproducibilnost u kraéem vremenu (Caili i sur., 2006), jednostavnije

rukovanje, nize temperature te koristenje manjih koli¢ina otapala (Chemat i sur., 2008).

Takoder, UAE je jednostavnija, ulinkovitija i jeftinija tehnika ekstrakcije u odnosu na
konvencionalne tehnike ekstrakcije (Wei i Yang, 2014), ali i u usporedbi s mikrovalnom

ekstrakcijom i ekstrakcijom superkriti¢nim fluidom (Sun i sur., 2011).

Djelovanjem ultrazvuénih valova na tekuéinu nastaju promjene tlaka koje uzrokuju pojavu
kavitacije. Tijekom tretiranja ultrazvukom, kavitacije uzrokuju bubrenje stanica te probijanje
stani¢nih stijenki (Vinatoru, 2001), Sto povecava brzinu difuzije kroz stani¢nu stjenku te
jednostavnije ispiranje sastojaka stanice. Uz otapalo, temperaturu i pritisak, za optimiziranje
procesa potrebno je dobro posloziti faktore ultrazvuénog tretiranja poput frekvencije,

vremena tretiranja, snage ultrazvuka te distribucije ultrazvucnih valova.

Ultrazvuk se dijeli na ultrazvuk niskog intenziteta, tzv. dijagnosticki ultrazvuk i ultrazvuk
visokog intenziteta. Ultrazvuk niskog intenziteta je ultrazvuk frekvencijskog raspona iznad 2
MHz (Drmi¢ i Rezek Jambrak, 2010). Primjenjuje se kao analiticka tehnika jer njegovom
primjenom ne dolazi do promjene fizickih i kemijskih svojstva materijala. Ultrazvuk visokog
intenziteta je ultrazvuk nizih frekvencija u rasponu od 20 do 100 kHz i moZe uzrokovati
fizicke i kemijske promjene u ispitivanoj tvari. Podrucja podjele zvuka prema frekvencijama

prikazana su na Slici 5.

Infrazvuk Zvuk Ultrazvuk

v

0 10 10° 10° 10° 10° 10° 107

| | | | | | ] Jul_ i‘ | | | | i
/ v \4 \
Bumbar Komarac Skakavac Sismis
150 Hz 1500 Hz 7 kHz 70 kHz
Podrucije ljudskog Ultrazvuk visokog Produljeno podrucje Visoka frekvencija
sluha inteziteta 100 kHz - 2 MHz 2 Mhz - 10 MHz
16 Hz - 16 kHz 20 kHz - 100 kHz Kemija zvuka Dijagnosti¢ka medicina
Ciscenje Kemijska analiza

Plasti¢no zavarivanje
Kemija zvuka

Slika 5 Podrucja podjele zvuka prema frekvencijama (Herceg i sur., 2009)
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2.2.2. Klasicna maceracija

Izolacija razli¢itih skupina bioaktivnih komponenti iz biljnih materijala se primjenjivala jos u
drevnim civilizacijama i danas se koristi u gotovo svim sferama prehrambene, farmaceutske i

kozmeticke industrije.

Postupak maceracije je najstariji nacin dobivanja biljnih ekstrakata tehnikom ekstrakcije
¢vrsto-tekuée, a primjenjuje se za biljne materijale koji sadrze termolabilne komponente.
Maceracija oznacava jednokratnu ekstrakciju propisano usitnjenog biljnog materijala s
propisanim otapalom na sobnoj temperaturi tako Sto se biljni materijal prelije, ako nije
drugacije propisano, s pet dijelova otapala i u dobro zatvorenoj posudi, zasticenoj od
direktne sunceve svjetlosti, macerira nekoliko dana do Sest tjedana uz muékanje i mijeSanje
najmanje dva puta dnevno. Potom se dobiveni macerat odvoji od biljne sirovine cijedenjem i
naknadnim preSanjem, ostavi dva dana na hladnom mjestu zastiéenom od svjetlosti te

filtrira.

Pri proizvodnji macerata primarni je cilj osigurati Sto bolji prinos i kvalitetu proizvoda sto
ovisi 0 nizu ¢imbenika: vrsti i polarnosti otapala, omjeru kolic¢ine biljnog materijala i otapala,
vremenu ekstrakcije, temperaturi te o kemijskim i fizikalnim karakteristikama samog
materijala koji se ekstrahira. Prema tome, vazno je osigurati optimalne uvjete za ekstrakciju

kako bi se postigao maksimalni ekstrakcijski kapacitet.
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3.1. ZADATAK

Cilj ovog rada je ispitati utjecaj osam razli¢itih komercijalno dostupnih hladno presanih
biljnih ulja (avokada, badema, konoplje, marelice, jojobe, argana, sezama i ulja sjemenki
grozda) kao otapala u procesu ekstrakcije (maceracije i ultrazvucne ekstrakcije) na sadrzaj
CBD-a i CBDA iz cvatova industrijske konoplje. Kvantifikacija CBD-a i CBDA provest ¢e se
primjenom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti s detektorom niza dioda (HPLC-
DAD). Dodatno ¢e se u dobivenim ekstraktima odrediti i antiradikalna aktivnost pomocu

spektrofotometrijske metode na UV/VIS spektrofotometru.
3.2. MATERUALI

Prilikom izrade ovog rada koristeni su osuseni cvatovi industrijske konoplje (Hemp Agro

d.o.o, Selci, Hrvatska).
Komerijalna hladno presana ulja:

e Avokado hladno presano ulje (Fagron Hrvatska d.o.0.),
e Badem hladno presano ulje (Fagron Hrvatska d.o.o.),
e Konoplja hladno presano ulje (Fagron Hrvatska d.o.0.),
e Marelica hladno presano ulje (Fagron Hrvatska d.o.o0.),
e Jojoba hladno presano ulje (Tehnoproces d.o.0.),

e Arganovo hladno presano ulje (Tehnoproces d.o.0.),

e Sezam hladno presano ulje (Tehnoproces d.o.o.),

e Ulje sjemenki grozda (Tehnoproces d.o.o.).
3.2.1. Kemikalije

Za pripremu uzoraka za HPLC analizu koriSten je metanol HPLC Cistoce (Baker J.T. (Gliwice,

Poljska)) i propan-2-ol (Fisher Scientific, Loughborough, UK).

Pri HPLC analizi za pripremu mobilnih faza koristen je metanol HPLC Cistoce (Baker J.T.
(Gliwice, Poljska), miliQ voda (Milipore Simplicity 185, Darmstadt, Njemacka) i mravlja
kiselina 98-100 % (Fisher Scientific, Loughborough, UK). Za usporedbu dobivenih rezultata
koristeni su standardi kanabidiola (100 pg/mL u metanolu, Cisto¢e 99,6 %), Dr. Ehrenstorfer
GmbH (Njemacka) i kanabidiolne kiseline (100 pg/mL u metanolu, Cisto¢e 98,3 %), Dr.

Ehrenstorfer GmbH (Njemacka).
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Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti primjenom DPPH metode koristen je DPPH (2,2-

difenil-1-pikrilhidrazil) dobavljen od proizvodaca Sigma Aldrich (SAD).
3.2.2. Uredaji
Uredaji koji su koristeni za izradu ovog rada su:

e Analiti¢ka vaga (Crystal - 200 CAL CE, Gibertini Elettronica, Italija),

e HPLC sustav Agilent 1260 Infinity O Il (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornija,
SAD),

e Laboratorijski Mlin Grindomix GM200,
e Spektrofotometar UV/VIS LLG Labware; Model: LLG-uniSPEC 2,
e Susionik, Thermo Scientific Heratherm,

e Ultrazvu¢na kupelj ELMA, EImasonic P 120 H.

3.3. METODE

3.3.1. Priprema uzoraka za ekstrakciju

Prije provodenja eksperimenta ekstrakcije odnosno maceracije potpomognute ultrazvukom
(UAE) i klasi¢ne maceracije primjenom razli¢itih hladno presanih biljnih ulja kao otapala iz
cvatova industrijske konoplje, uzorak se usitnio na laboratorijskom mlinu Grindomix GM 200

pri 5000 okr/min u ukupnom trajanju od jedne minute (Slika 6).
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3. Eksperimentalni dio

Slika 6 Laboratorijski mlin Grindomix GM 200 s usitnjenim uzorkom (lzvor: autor)

Po 5 g tako dobivenog homogeniziranog uzorka je izvagano u svaku Erlenmeyerovu tikvicu

od 50 mL i menzurom dodano po 25 mL ulja (omjer 1:5 kao prema Ph.Eur.; 5 g uzorka na 25

ml ulja) kako je prikazano Tablicom 2.

Tablica 2 Priprema uzoraka za ekstrakciju

UZORCI 1 UZORCI 2
(EKSTRAKCIJA POTPOMOGNUTA (KLASICNA MACERACIIA)
UAE)
Otapalo Kolic¢ina Masa industrijske Kolic¢ina Masa industrijske
otapala (mL) konoplje (g) otapala (mL) konoplje (g)

Badvem hla.dno 25 5,0054 25 5,0104
presano ulje
Sez?m hlartlno 25 5,0214 25 5,0285
presano ulje
Jo;ovba hlac.ino 25 5,0055 25 5,0090
preSano ulje
Arg?novo hladno 75 5,0004 25 5,0103
presano ulje
U|jeijemenkl 25 5,0205 25 5,0154
grozda
Konvoplja h!adno 25 5,0005 25 5,0175
presano ulje
Avovkado h!adno 75 5,0120 25 5,0189
presano ulje
Matellca h!adno J5 5,0289 25 5,0132
presano ulje
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3. Eksperimentalni dio

3.3.2. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (UAE)

Pripremljene smjese za ekstrakciju u Erlenmeyerovim tikvicama su se dobro promijesale
staklenim Stapicem u svrhu homogenizacije i prekrile parafiimom. Prema planu rada,
provedeno je osam eksperimenata ekstrakcije kanabinoida odnosno kanabidiola (CBD) i
kanabidiolne kiseline (CBDA) iz industrijske konoplje u ultrazvu¢noj kupelji (ElIma, ElImasonic
P 70 H, 37 kHz, 50 W) (Slika 7) bez zagrijavanja tijekom 30 minuta. Tikvice s materijalom i
otapalom postavljene su na istom razmaku unutar vodene kupelji te tijekom ekstrakcije

dodatno mijeSanje nije primjenjivano.

I ‘

/ p
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Slika 7 Ultrazvucna kupelj ELMA, Elmasonic P 120 H (Izvor: autor)

Nakon iscrpljivanja, dobiveni ekstrakti su profiltrirani preko porculanskog Blichnerovog
lijevka na cijoj je perforiranoj povrsSini smjesten ravni celulozni filter papir, a sam lijevak je
pricvrséen na bocu za odsisavanje dok je vakuum osiguran pomodéu vakuum pumpe. To
omogucéava potpuno razdvajanje tekuée od krute faze, odnosno dobivanje konaénog
macerata. Slika 8 prikazuje sustav vakuum filtracije. Nakon toga su se pripremili uzorci za

HPLC analizu.
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3. Eksperimentalni dio

Slika 8 Sustav vakuum filtracije (Izvor: autor)
3.3.3. Klasicna maceracija

Preostalih osam uzoraka pripremljenih u Erlenmeyerovim tikvicama ostavljeno je na tamnom
i hladnom mjestu da se maceriraju Sest tjedana, kako bi u ulje presle sve komponente iz
biljke koje su topljive u ulju (Slika 9). Nakon tog vremena, mali dio uzoraka iz svih macerata
je odmah podvrgnut vukuum filtraciji pomocu Blichnerovog lijevka, a potom je pusten na
HPLC analizu te je dodatno odredena antiradikalna aktivnost. Preostali dio maceriranih
uzoraka je podvrgnut procesu dekarboksilacije, vakuum filtraciji, a potom HPLC analizi i

odredena je antiradikalna aktivnost.

Slika 9 Ekstrakti nakon klasi¢ne maceracije (lzvor: autor)
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3. Eksperimentalni dio

Dekarboksilacija

Dekarboksilacija je kemijski proces koji se provodi zagrijavanjem biljnog materijala ili
ekstrakta pri povisenoj temperaturi pri ¢emu dolazi do uklanjanja karboksilne skupine i

oslobodenja ugljikovog dioksida nekog spoja.

Kako je vec¢ ranije spomenuto, kanabinoidi se u industrijskoj konoplji u znacajnoj mjeri nalaze
u obliku karboksilnih kiselina, a zagrijavanjem pri povisenoj temperaturi prelaze u neutralniji
i stabilniji oblik. Stoga su kiselinski oblici kanabinoida pretece trazenih dekarboksiliranih

oblika koji imaju najvecu biolosku aktivnost (Kenneth i sur., 2021).

Tikvice s uzorcima su se prekrile aluminijskom folijom i stavile u laboratorijski suSionik na
temperaturu od 120 °C u periodu od 30 minuta, a potom su izvadene i ostavljene da se

ohlade dok nisu postigle sobnu temperaturu od priblizno 23 °C.
3.3.4. Identifikacija i kvantifikacija kanabinoida HPLC-DAD metodom

Za tekudinsku kromatografiju visoke djelotvornosti 100 ul macerata otopljeno je u 1,9 mL
propan-2-ola, nakon ¢ega je uzeto 100 plL otopine i razrijedeno do 2 mL s metanolom. Uzorci

su filtrirani kroz politetrafluoroetilen (PTFE) filtere s veli¢inom pora 0,45 pum.

Za analizu kanabinoida u uljnim ekstraktima koriSten je HPLC sustav Agilent 1260 Infinity O Il

(Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornija, SAD) (Slika 10) opremljen:

e kvarternom pumpom (G7111B),

e grija¢em kolone (G7116A) temperaturnog raspona od 10 do 85 °C,

e DAD detektorom (G7115A),

e autosamplerom (automatski uzorkivac) (G7129A) kapaciteta od 36 viala,

e sakupljacem frakcija (G1364E).
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3. Eksperimentalni dio

Slika 10 HPLC sustav Agilent 1260 Infinity O Il (Katalog opreme Prehrambeno-
tehnoloskog fakulteta Osijek, 2022)

Obrada podataka i upravljanje sustavom vrSilo se pomocu racunalnog programa

ChemStation.

Navedeni sustav koristen je za odvajanje, identifikaciju i kvantifikaciju kanabinoida iz uljnih
ekstrakata. Kromatografsko razdvajanje postignuto je koristenjem kolone InfinityLab
Poroshell 120 C-C18, duljine 150 mm, s unutarnjim promjerom od 4,6 mm i velicinom Cestica

4 um.

Odvajanje analiziranih spojeva provedeno je gradijentnim eluiranjem pri brzini protoka od 1
mL/min tijekom 67 minuta, pri cemu je kao faza A koristena 0,1 % mravlja kiselina u miliQ
vodi (Millipore Simplicity 185, Darmstadt, Njemacka), a kao faza B 0,05 % mravlje kiseline u
metanolu. Gradijent je postavljen kako slijedi: 0,00-7,05 min 40 % A; 7,05-49,37 min 23 % A;
49,37-67,00 min 5 % A nakon c¢ega je uslijedilo razdoblje od 10 min gdje su se uvjeti analize
vratili na pocetnu vrijednost. Volumen injektiranja bio je 35 pL, valna duljina UV detekcije

bila je 210i 230 nm, a analiza je provedena na 50 °C.

Identifikacija kanabinoida provedena je usporedbom vremena zadrZavanja i spektara

izdvojenih pikova sa standardima, dok je kvantifikacija izvrSena pomocéu metode vanjskog
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3. Eksperimentalni dio

standarda preko kalibracijskih krivulja (Prilog 1). Vrijeme zadrZavanja za CBD je 31,793 min
dok je za CBDA 35,253 min. Standardna kalibracijska krivulja za CBD je izradena u rasponu
koncentracija 5,00-100 pg/mL, a za CBDA 1,00-50,00 pg/mL. Linearnost kalibracijske krivulje
potvrdena je s R?=0,99868 za CBD i s R* = 0,99921 za CBDA.

3.3.5. Spektrofotometrijsko odredivanje antiradikalne aktivnosti DPPH
metodom

Antioksidacijska aktivnost u maceratima ispitivana je DPPH metodom koja se zasniva na

redukciji DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) slobodnog radikala u prisustvu antioksidansa Sto

se oCituje promjenom boje otopine iz ljubicaste u Zutu (Slika 11). Intenzitet Zute boje ovisi o

koli¢ini antioksidanasa u uzorku i odreduje se spektrofotometrijski.

NO, NO,
. H
O;N N—N + A-H ~ O,N N—N + A"
NO, NO,
DPPH radikal _ DPPH stabilan

LjubiEasto

Slika 11 Redukcija i promjena boje DPPH radikala (preuzeto s:

http://chimactiv.agroparistech.fr/en/aliments/antioxydant-dpph/principe)

DPPH je stabilni slobodni radikal, vrlo pogodan za in vitro ispitivanja antiradikalne aktivnosti,
koji zbog svog nesparenog elektrona intenzivno apsorbira u vidljivom dijelu spektra pri valnoj
duljini od 517 nm. Sva mjerenja su provedena pri sobnoj temperaturi kako bi se eliminirao

rizik toplinske razgradnije ispitivanih molekula.

Pripremljena je 0,2 mM otopina 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala (DPPH) u propan-2-olu
tako Sto je izvagano 0,0059 g slobodnog radikala na analitickoj vagi (Crystal-200 CAL CE,
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3. Eksperimentalni dio

Gibertini Elettronica, Italija) i otpipetirano 50 mL propan-2-ola. Dobiveni ekstrakt je
razrijeden tako Sto je otpipetirano 0,5 mL ekstrakta i 9,5 mL propan-2-ola. U 1,2 mL
razrijedenog ekstrakta koncentracije 1 mg/mL dodano je 0,5 mL svjeZe pripremljene otopine
DPPH. Pripremljene su i slijepe probe maceriranog uzorka tako $to je pomijesano 1,2 mL
razrijedenog uzorka i 0,5 mL propan-2-ola. Tako pripremljeni uzorci u epruvetama na navoj
ostavljeni su na tamnom mjestu, zasti¢eni od svjetlosti, u trajanju od 30 minuta. Nakon
isteka vremena, pripremljeni uzorci su preneseni u staklene kivete od optickog stakla i
mjerena je apsorbancija u UV/VIS spektrofotometru (Slika 12) pri valnoj duljini od 517 nm.
Mjerenja su provedena u tri paralele za svaki razrijedeni uzorak s otopinom DPPH te po
jedna paralela za svaki razrijedeni uzorak s propan-2-olom. Analizirane su i slijepe probe koje
su pripremljene mijeSanjem 1,2 mL propan-2-ola i 0,5 mL otopine DPPH bez uzorka pri ¢emu

su mjerenja provedena kroz tri paralele.

Identi¢an postupak je proveden za uzorke koji su odmah nakon maceracije filtrirani i za
uzorke koji su nakon provedene maceracije, a prije filtracije bili podvrgnuti procesu

dekarboksilacije.

Slika 12 Spektrofotometar UV/VIS LLG Labware; Model: LLG-uniSPEC 2 (Katalog opreme
Prehrambeno-tehnoloskog fakulteta Osijek, 2022)
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4. Rezultati i rasprava

Znanost josS uvijek trazi odgovore o ucinkovitosti kanabinoida i sigurnosti njihove primjene na
koZu, medutim, proizvodnja i primjena pripravaka na bazi kanabidiola (CBD) evidentno raste.
CBD-u se pripisuje antioksidacijsko, protuupalno i analgetsko djelovanje te povoljan ucinak
na smanjenje bora i hidrataciju koZe. Jedan od naj¢esce koriStenih oblika CBD-a je ulje.
Industrijska konoplja u svom prirodnom obliku sadrzi kiselinske oblike kanabinoida tipa
kanabidiolne kiseline (CBDA), a kada se oni aktiviraju porastom temperature (procesom
dekarboksilacije) prelaze u odgovarajuc¢i dekarboksilirani analog CBD. U okviru ovog
diplomskog rada ispitane su razli¢ite tehnike ekstrakcije biljke industrijske konoplje
(Cannabis sativa ssp. sativa). Od suvremenih metoda ekstrakcije primijenjena je ultrazvu¢na

ekstrakcija, a od klasi¢nih metoda maceracija, bez i s provedbom dekarboksilacije.
4.1. IDENTIFIKACIJA | KVANTIFIKACIJA KANABINOIDA HPLC-DAD METODOM

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti postala je metoda izbora za odredivanje
kanabinoida u slozenim matricama jer omogucuje izravnu analizu neutralnih i kiselih
kanabinoida, davajuéi potpuni kemijski profil kanabisa (Citti i sur., 2017) i ne utjeCe na
promjenu strukture kanabinoida pa se s njom mogu analizirati tvari bez prethodne
derivatizacije. Provodenjem dekarboksilacije prije instrumentalne analize, pokreée se
toplinska razgradnja fitokanabinoidne kiseline CBDA u neutralni analog CBD u svrhu to¢nosti
i profiliranja kanabinoida. Potencijalan nedostatak predstavlja slaba rezolucija u nizu
kanabinoida koja je posljedica strukturnih sliénosti analiziranih kanabinoida. Primjenom
tekudinske kromatografije visoke djelotvornosti s detektorom niza dioda detektiran je
neutralni kanabinoid CBD u rasponu od 0,04 % do 0,66 % te njegov prirodni kiseli oblik, CBDA

u rasponu od 0,21 % do 2,21 % u ekstraktima cvatova industrijske konoplje (Tablice 3-5).
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Tablica 3 Udjeli kanabidiola (CBD) i kanabidiolne kiseline (CBDA) u ekstraktima industrijske

konoplje (Cannabis sativa ssp. sativa) dobivenih primjenom ekstrakcije potpomognute

ultrazvukom (UAE)

UZORCI CBD (%) | CBDA (%)
Badem hladno presano ulje 0,00 1,40+0,01
Sezam hladno presano ulje 0,00 2,04+0,12
Jojoba hladno presano ulje 0,00 2,21+0,02
Arganovo hladno presano ulje 0,00 1,23+0,15
Ulje sjemenki grozda 0,00 2,1340,16
Konoplja hladno presano ulje 0,00 1,9640,13
Avokado hladno presano ulje 0,00 1,96+0,03
Marelica hladno presano ulje 0,00 1,91+0,02

Tablica 4 Udjeli kanabidiola (CBD) i kanabidiolne kiseline (CBDA) u ekstraktima industrijske

konoplje (Cannabis sativa ssp. sativa) dobivenih primjenom klasi¢ne maceracije prije

dekarboksilacije

UZORCI CBD (%) CBDA (%)
Badem hladno pres$ano ulje 0,07 0,74
Sezam hladno pre$ano ulje 0,11 1,03
Jojoba hladno presano ulje 0,04 0,67
Arganovo hladno presano ulje 0,04 0,50
Ulje sjemenki grozda 0,08 0,82
Konoplja hladno presano ulje 0,08 0,93
Avokado hladno presano ulje 0,09 1,14
Marelica hladno presano ulje 0,12 1,55
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Tablica 5 Udjeli kanabidiola (CBD) i kanabidiolne kiseline (CBDA) u ekstraktima industrijske
konoplje (Cannabis sativa ssp. sativa) dobivenih primjenom klasi¢ne maceracije nakon

dekarboksilacije

UZORCI CBD (%) | CBDA (%)
Badem hladno presano ulje 0,53 0,45
Sezam hladno presano ulje 0,33 0,24
Jojoba hladno presano ulje 0,66 0,35
Arganovo hladno presano ulje 0,41 0,33
Ulje sjemenki grozda 0,61 0,38
Konoplja hladno presano ulje 0,56 0,40
Avokado hladno presano ulje 0,63 0,21
Marelica hladno presano ulje 0,53 0,21

Primjenom razli¢itih tehnika ekstrakcije uocene su razlike u kemijskom sastavu dobivenih
ekstrakata iz cvatova biljke Cannabis sativa ssp. sativa. Naime, kod primjene ultrazvuka,
koncentracije CBD-a bile su ispod limita detekcije uredaja Sto mozZe biti povezano s
nedostacima same metode ekstrakcije poput nastanka degradacijskih produkata i slobodnih

radikala pod utjecajem ultrazvuka.

U maceratima koncentracije CBD-a su se kretale od 0,04-0,66 %. Za razliku od ovog
istrazivanja, Dei Cas i sur. (2020) su istrazivali kvalitetu dostupnih CBD ulja na talijanskom
trZistu. Analizirali su 8201 ulje i pri tome pokazali da najveée varijacije u sastavu ulja ne ovise

o metodi ekstrakcije vec varijetetima same biljke iz koje je ulje proizvedeno.

Iz Tablice 4 mozZe se primijetiti da je tehnikom klasicne maceracije najvise CBD-a
ekstrahirano iz uzoraka s biljnim uljem marelice (0,12 %) i sezama (0,11 %). Istom metodom
iz uzoraka s uljem jojobe i argana ekstrahirane su neznatne koli¢ine CBD-a (0,04 %). Nakon
provedene dekarboksilacije, ekstrahirane su nesto vece koli¢éine CBD-a (Tablica 5). Iskazani
rezultati proizlaze iz Cinjenice da se kanabinoidi, prirodno prisutni u industrijskoj konoplji,

nalaze u obliku kiselina poput kanabidiolne kiseline (CBDA), a porastom temperature tijekom
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procesa dekarboksilacije, kako je veé ranije spomenuto, prelaze u neutralni dekarboksilirani

oblik, kanabidiol (CBD).

Metodom ultrazvuéne ekstrakcije ekstrahiran je CBDA (Tablica 3) ¢ime je dobiveno vise
CBDA nego klasicnom maceracijom cvrsto-tekuée prije i nakon procesa dekarboksilacije
(Tablica 4 i 5) uz prednost minimiziranja vremena. Casiraghi i sur. (2021) ispitivali su
ultrazvuénu ekstrakciju kanabinoida za medicinsku upotrebu iz biljke Cannabis sativa L., a
kao otapalo su koristili maslinovo ulje. U rezultatima su dokazali da je ultrazvuénom
ekstrakcijom dobivena ista, ako ne i viSa koncentracija CBD-a i THC-a nego klasicnom
maceracijom uz znacajno krace vrijeme ekstrakcije. Dekarboksilacija je nuzni korak u procesu

ekstrakcije kako bi se izbjegla prisutnost kiselih oblika CBDA i THCA (Casiraghi i sur., 2021).

Najvedi udio CBDA ultrazvu¢nom ekstrakcijom dobiven je u uzorcima koji sadrze hladno
presano ulje jojobe (2,21+0,02 %), ulje sjemenki grozda (2,1310,16 %) te sezama (2,04+0,12
%) dok su najnize vrijednosti uo¢ene kod ekstrakata s arganovim (1,23+0,15 %) i bademovim

uljem (1,40+0,01 %) (Tablica 3).

Nadalje, moZe se uociti da je primjenom klasi¢ne ekstrakcije dobivena veca koli¢ina CBDA iz
uzoraka koji nisu dekarboksilirani u odnosu na koli¢inu CBDA dobivenu u dekarboksiliranim
ekstraktima (Tablica 4 i 5). Primjerice, koli¢ina CBDA ekstrahirana iz uzorka s uljem marelice
iznosi 1,55 % dok je koli¢ina ekstrahirana iz dekarboksiliranog uzorka svega 0,21 % Sto je
posljedica termolabilnosti molekule CBDA zbog koje dolazi do njene degradacije, odnosno

prelaska u CBD oblik.

4.2. ODREDIVANJE ANTIRADIKALNE AKTIVNOSTI DPPH METODOM

DPPH metoda, Siroko je primjenjivana zbog jednostavnosti i brzine mjerenja antioksidativne
sposobnosti uklanjanja slobodnih radikala i doniranja vodikovih atoma (Shalaby i Shanab,
2013). Jedna od prednosti ove metode je da DPPH radikal reagira s cijelim antioksidansom, a
dovoljno vremena omogucuje da reagira i sa slabim antioksidansima. Takoder se moze
koristiti u ispitivanjima hidrofilnih i lipofilnih antioksidansa kao i u organskim i vodenim
otapalima. Metoda se izvodi u otopini propan-2-ola jer se time olakSava ekstrakcija
antioksidansa iz uzorka. Polarnija otapala su pogodnija za ekstrakciju kanabinoida, narocito
kanabinoida u kiselom obliku. DPPH radikal reagira s razlicitim spojevima poput askorbinske

kiseline, aromatskih aminokiselina, glutationa itd., a sam reakcijski mehanizam izmedu
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antioksidansa i DPPH radikala ovisi o strukturnoj konformaciji antioksidansa (Bondet i sur.,

1997).

Znacajna antioksidacijska aktivnost industrijske konoplje potjece od polifenola, tocnije

flavonoida koji djeluju kao antioksidansi (Panche i sur., 2016).

Podaci prikazani u Tablici 6 dokazuju da svi ispitivani uzorci pokazuju antioksidativno
djelovanje koje se ocituje u sposobnosti hvatanja slobodnih radikala, sprjecavanju procesa
oksidacije i redukciji metalnih iona ciljnih molekula. Antioksidacijska aktivnost ekstrakata u
procesu hvatanja slobodnih radikala procijenjena je DPPH metodom koja se temelji na
mjerenju sposobnosti redukcije DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikala u prisutnosti

antioksidansa iz uzorka.

Tablica 6 Rezultati odredivanja antiradikalne aktivnosti u uljnim ekstraktima industrijske
konoplje (Cannabis sativa ssp. sativa) dobivenih primjenom klasi¢ne maceracije prije i nakon

dekarboksilacije

Uzorci % inhibicije DPPH radikala % inhibicije DPPH radikala
prije dekarboksilacije nakon dekarboksilacije
Badem hladno presano ulje 96,663 94,752
Sezam hladno pre$ano ulje 97,201 95,530
Jojoba hladno presano ulje 91,281 91,399
Arganovo hladno presano ulje 94,618 94,558
Ulje sjemenki groZda 99,354 93,586
Konoplja hladno presano ulje 93,864 99,903
Avokado hladno presano ulje 91,927 91,281
Marelica hladno preSano ulje 99,677 93,489

Kod odredivanja antiradikalne aktivnosti ekstrakata industrijske konoplie DPPH metodom
prije procesa dekarboksilacije uo¢eno je da najveéu antiradikalnu aktivnost imaju biljni
ekstrakti koji sadrze hladno presano ulje marelice (99,677 % inhibicije DPPH radikala) i ulje

sjemenki grozda (99,354 % inhibicije DPPH radikala), a najmanju antiradikalnu aktivnost od
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ispitivanih ekstrakata imaju uzorci s hladno preSanim uljem jojobe (91,281 % inhibicije DPPH

radikala) i avokada (91,927 % inhibicije DPPH radikala) (Tablica 6).

Nadalje, kod odredivanja antioksidacijske aktivnosti ekstrakta industrijske konoplje DPPH
metodom nakon provedenog procesa dekarboksilacije najviSu antiradikalnu aktivnost
pokazuju ekstrakti s hladno presanim uljem konoplje (99,903 % inhibicije DPPH radikala) i
sezama (95,530 % inhibicije DPPH radikala), a najniZzu uzorci s uljem avokada (91,281 %

inhibicije DPPH radikala) i jojobe (91,399 % inhibicije DPPH radikala).

Takoder je vidljivo da su vrijednosti reduciranog DPPH radikala u uzorcima koji sadrze hladno
preSano ulje badema, sezama, argana, sjemenki grozda, avokada i marelice blago nize ili
opadaju nakon dekarboksilacije u odnosu na vrijednosti u uzorcima prije procesa

dekarboksilacije.

Kod uzorka s hladno presanim uljem konoplje nakon dekarboksilacije znacajno je veéi udio
inhibiranog DPPH radikala te blago veéa vrijednost kod uzorka s uljem jojobe $to znaci da ta
ulja prirodno sadrze neke spojeve koji degradiraju pod utjecajem topline ili prelaze u oblike s

veéom antioksidacijskom aktivnoséu.
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5. Zakljucci

Identifikacija i kvantifikacija kanabinoida prisutnih u dobivenim ekstraktima, u svim
uzorcima, provedena je primjenom tekudinske kromatografije visoke djelotvornosti s

detektorom niza dioda (HPLC-DAD).

Takoder je provedena analiza odredivanja antiradikalne aktivnosti uljnih ekstrakata
dobivenih primjenom klasicne maceracije (prije i nakon dekarboksilacije) pomocu

spektrofotometrijske metode.
Iz dobivenih rezultata moze se zakljuditi sljedece:

e prema dobivenim rezultatima utvrden je znacajan utjecaj procesnih parametara
inovativne tehnike ekstrakcije UAE i klasi¢ne ekstrakcije na sadrzaj ciljnih spojeva,
kanabidiola i kanabidiolne kiseline, u ekstraktima industrijske konoplje,

e HPLC-DAD metodom identificirano je prisustvo CBDA u svim uzorcima dobivenim UAE
tehnikom i klasichom maceracijom (prije i nakon dekarboksilacije) dok je prisustvo
CBD-a identificirano samo u uzorcima dobivenim klasi¢chom maceracijom,

e klasi¢na maceracija s termickom dekarboksilacijom se pokazala najucinkovitijom
tehnikom za ekstrakciju kanabidiola (CBD) dok se UAE pokazala ucinkovitom za
ekstrakciju kanabidiolne kiseline (CBDA),

e najvedéi udio CBD-a iz svih uzoraka, dobiven je primjenom klasicne maceracije s
dekarboksilacijom i iznosi 0,66 %, a najveci udio CBDA je dobiven UAE tehnikom i
iznosi 2,21+0,02 % u uzorcima s hladno presano ulje jojobe,

e od osam razli¢itih komercijalno dostupnih hladno presanih biljnih ulja korisStenih kao
otapala, u ovom istraZivanju, analizirani kanabinoidi su pokazali najbolju topljivost u
hladno presanom ulju jojobe,

e DPPH metodom je utvrdeno da svi ispitani uzorci dobiveni klasic(nom maceracijom,
prije i nakon dekarboksilacije, pokazuju antioksidativno djelovanje,

e vrijednosti reduciranog DPPH radikala kod veéine uzoraka su blago niZe ili opadaju
nakon provedene dekarboksilacije,

e od svih macerata prije provedbe dekarboksilacije, uzorak s hladno presanim uljem
marelice pokazuje najbolju sposobnost inhibicije DPPH radikala od 99,677 %, a od

dekarboksiliranih macerata, uzorak s uljem konoplje od 99,903 %.
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