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Ljekovite biljke su vrlo vrijedna sirovina u proizvodniji lijekova, a koriste se u tradicionalnim
medicinskim pripravcima, kao i za izradu suvremenih lijekova i dijetetskih suplemenata, za
potrebe farmaceutske industrije ili kao polazne sirovine za sintetske lijekove.

Jedna od takvih biljaka je i konopljika, koja pokazuje pozitivan u€inak na rad Zlijezde hipofize
koja utje€e na kontrolu menstrualnog ciklusa, te pomaze zaceéu kod Zena koje imaju slabu
menstruaciju. Konopljika se koristi kao zacin, te ima negativan ucinak na potenciju ali pozitivho
utjeCe na stvaranje sperme i pomaze povecanju plodnosti.

Kako bi se ekstrahirale bioaktivhe komponente iz biljnog materijala koriste se razliite tehnike
ekstrakcije medu kojima se u novije vrijeme sve &eS¢e koristi ekstrakcija superkriti€nim fluidima
(engl. Supercritical Fluid Extraction-SFE) koja pokazuje niz prednosti u odnosu na
tradicionalne metode, kao $to je koriStenje niskih temperatura, smanjena potroSnja energije i
visoka kvaliteta proizvoda zbog odsutnosti otapala u ekstraktu. U SFE procesu najcesée se
kao otapalo koristi CO2 jer je netoksi¢an, nezapaljiv, bez mirisa, okusa, jeftin i lako dostupan u
velikim koli¢inama, i zato $to je ekoloski prihvatljivo i GRAS (engl. Generally Recognized as
Safe) otapalo.

Tablete su jedan od najéeSc¢e primjenjivanih ljekovitih oblika koji mogu sadrzavati razli¢ite
bioaktivne komponente ekstrahirane iz odredenih biljnih materijala.

Iz svega navedenog, ovaj rad obuhvatio je sljedece: proizvodnju ekstrakata iz ploda konopljike
primjenom superkriticnog CO: pri razli€itim parametrima ekstrakcije (tlak, temperatura, protok
otapala, veli€ina Cestica) kao i postupkom vodene destilacije, te ispitivanje kemijskog sastava
dobivenih ekstrakata primjenom plinske kromatografije. Nadalje istraZzivanja su uklju€ila i
proizvodnju suhih ekstrakata postupkom liofilizacije i u konac€nici formuliranje tableta koji u

svom sastavu sadrze ekstrakt ploda konopljike.
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2.1. KONOPLJIKA (VITEX AGNUS CASTUS L.)

Konopljika (Vitex agnus castus L.) je listopadni grm porijeklom iz mediteranske Europe i
srediSnje Azije. Listovi biljke koriste se kao zacCin. Grm je visok s dlanasto razdijeljenim
listovima i ljubi€astim cvjetovima u vrSnim cvatovima (Slika 1). Cvate od lipnja do kolovoza i
aromati¢nog je mirisa, dok joj je okus sjemena pikantno ljut. Tradicionalno, ekstrakt ploda
konopljike koristi se u lijeCenju crijevnin nametnika, za regulaciju mjesecnice i smirivanje
menstrualnih gréeva (Lesinger, 2006).

Uzgaja se kao ukrasna biljka u cijelom svijetu i obi€no raste na vlaznim stanistima, kraj potoka
i dolina, u primorju, uglavnom na pjeskovitim tlima i stjenovitim podruc¢jima u blizini mora,

ponekad vapnenackim obroncima (Dogan i sur., 2011).

Slika 1. Konopljika - Vitex agnus castus L., Verbenaceae (Web 1)

2.2. AKTIVNE KOMPONENTE U PLODU KONOPLJIKE

2.2.1. Eteri¢na ulja

Plod konopljike sadrzi brojne bioaktivne komponente: flavonoide (kasticin, penduletin i
kempferol), iridoidne glikozide (npr. aucubin i agnusid), terpenoide (rotundifuran), eteri¢na ulja
(limonen i pinen). U sastav eteri¢nih ulja ulaze lakohlapljivi kemijski spojevi, koji vrlo brzo
ispare u toploj i vjetrovitoj okolini. Odredeno eteri¢no ulje mozZe sadrzavati nekoliko stotina
kemijskih spojeva, od kojih se vecina nalazi u koncentraciji manjoj od 1%. Kemijski spojevi koji
ulaze u sastav eteri¢nog ulja sacinjavaju skupine slozenih supstancija poznatih kao terpeni, te
njihovi spojevi ili derivati koji u ljekovitom djelovanju imaju vaznu funkciju (Slika 2.) (Sell, 2010).
U eteriénim uljima bornil acetat, limonen i pinen pokazuju antifungalna, antimikrobna i

antiinsektna djelovanja (Cossuta, 2008).
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KEMIJSKI SASTAV ETERICNIH ULJIA

\ 4 \ 4

TERPENI FENILPROPANI
—— Monoterpeni
—— Seskviterpeni —
Kumarini
>
——— Diterpeni (rijetko) (u pojedinim biljkama)

—>» Ostali hlapljivi spojevi

Slika 2. Kemijski sastav eteri¢nih ulja (Sell, 2010.)

Kod terapijskog djelovanja eteri¢nih ulja bitno je naglasiti da ulju nedostaju tvari koje su topljive
u vodi (npr. tanini, kombinacije gorkih tvari, Seceri, Zelatinozne tvari i pektini), a koje imaju bitnu

funkciju u ljekovitom djelovanju biljke (Sell, 2010).

Etericna ulja ploda se sastoje uglavhom od hlapljivih monoterpenskih i seskviterpenskih
spojeva. Ponekad se u ulju u manjim koli¢inama nalaze i neterpenski isparljivi spojevi. Cesto
su to veoma sloZene smijese, kod nekih ulja i preko 100 razli¢itih kemijskih spojeva i s razli€itim
funkcionalnim skupinama. No, bez obzira na podjelu po funkcionalnim skupinama, sastojci

eteri¢nih ulja se dijele na tri glavne skupine, obzirom na biogenezu:

e terpeni
o fenilpropanski derivati

o ostali spojevi (Petrici¢, 1970).

2.3. TERPENI

Terpeni (izoterpenoidi) su vrsta kemijskih spojeva od kojih potjeCe miris aromati¢nog bilja, a
glavni su sastojci eteriCnih ulja. Naziv terpeni potjeCe od terpetina. Terpeni Cine veliku i
strukturno raznoliku skupinu organskih spojeva koji nastaju medusobnim povezivanjem Cs
izoprenskih jedinica (2-metil-1,3-butadien) po nacelu ,glava na rep* (Slika 3). Ovo jednostavno
sizoprensko pravilo® objasnjava strukturnu povezanost terpena i bolje razumijevanje skeletne
grade (Tablica 1.) (Mann i sur., 1994).
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Tablica 1. Terpeni prema broju Csjedinica (Politeo, 2003)

broj Cs jedinica

Hemiterpeni Cs 1
Monoterpeni Cio 2
Seskviterpeni Cis 3
Diterpeni Ca 4
Sesterterpeni Cas 5
Triterpeni Cso 6
Tetraterpeni Cao 8
Politerpeni (Cs)n N

N

izopren Csjedinica
Slika 3. Struktura izoprena i terpena sa C5 jedinica (Politeo, 2003)
Povezivanjem ,glava na rep“ izoprenskih jedinica nastaju pravilni terpeni. Oni su naj¢es¢i u
prirodi. Drugim povezivanjem izoprena, kao ,glava na glavu® ili ,glava na sredinu“ nastaju

nepravilni terpeni. Nepravilni terpeni mogu nastati i pregradnjom pravilnih, kao u slu€aju

fenhan i tropan spojeva (Politeo, 2003).

Sljedece strukture prikazuju neke pravilne mono- i seskviterpene koji se ¢esto nalaze u prirodi:

geraniol nerol mentol

K/\’ /\/K/\‘lVI\/CHon
a-pinen farnezol

Slika 4. Strukture nekih pravilih mono- i seskviterpena (Politeo, 2003)
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Vecina prikazanih spojeva imaju strukturne i stereocizomere (Newman, 1972).

Tako geraniol [(E)-3,7-dimetil-2,6-oktadien-1-ol], nerol [(Z)-3,7-dimetil-2,6-oktadien-1-ol] i
linalool (3,7-dimetil-1,6-oktadien-3-ol)imaju po dva strukturna izomera (a- i -) s obzirom na
polozaj dvostruke veze, a farnezol (3,7,11-trimetil-2,6,10-dodekatrien-1-ol) ukupno osam
konstitutivnin i stereoizomera. Mentol (1-metil-4-izopropil-cikloheksanol) ima osam

stereoizomera, odnosno Cetri enantiomerna para (Politeo, 2003).

U drugoj polovici 19. stolje¢a i poCetkom 20. stolje¢a mnogi poznati kemi€ari bavili su se
istrazivanjima mono- i seskviterpena, a u novije vrijeme diterpena i triterpena. Lavoslav
Ruzic¢ka ustanovio je da postoji jedinstveni prekursor u sintezi svake grupe terpena iz kojeg se
klasi¢nim reakcijama pregradnje i ciklizacije izvode poznati sastojci grupe. Ovo je pravilo

poznato kao ,biogenetsko izoprensko pravilo® (Ruzic¢ka, 1953).

Terpenski spojevi mogu biti acikli€ki ili ciklicki. Cikli¢ki spojevi dalje mogu biti mono-, bi- ili
triciklicki s prstenovima razli€itih opsega, a naj¢eSce su to Sesteroclani. Do danas je poznato
dvadesetak monoterpenskih i preko stotinu seskviterpenskih skeleta. Pojedini skeleti mogu
imati i dvostruke veze i razliCite funkcionalne skupine. Obzirom na funkcionalne skupine
sastojci eteriCnih ulja su ugljikovodici, alkoholi, eteri, oksid, aldehidi, ketoni, karboksilne
kiseline i esteri (Politeo, 2003).

2.4. MONOTERPENI

Monoterpeni se dijele na:
e pravilne (aciklicki, monociklicki i biciklicki) i
e nepravilne terpene (Newman, 1972).

Osnovni tipovi monoterpenskih skeleta prikazani su na Slici 5.

X

mircan p-mentan bornan pinan tujan karan

Slika 5. Osnovni tipovi monoterpenskih skeleta (Politeo, 2003)
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Acikli€ki monoterpeni €ine relativno malu skupinu terpenskih spojeva koji posjeduju skelet
mircana i koji uglavhom nastaju ,glava na rep“ povezivanjem Cs jedinica. Najvazniji
predstavnici su mircen, ocimen, mircenol, geraniol, nerol i linalool, te mnogi derivati ovih
spojeva. Aciklicki spojevi lako podlijezu reakcijama ciklizacije. Vecina monocikli¢kih
monoterpena derivati su 1-metil-4-izopropilcikloheksana. NajvaZzniji predstavnici su limonen,
a-terpinen, y-terpinen, terpineolen, a-felandren, B-felandren, p-cimen, karvakrol, timol, terpine-
4-ol, mentol, a-terpineol (Slika 6.) a- i B-Pinen su najzastupljeniji monoterpeni u prirodi. To su
biciklicki monoterpeni pinanskog skeleta. Poznati su i njihovi oksidirani derivati mirtenol,
verbenon i pinokarveol. Najvazniji biciklicki monoterpeni sa skeletom bornana su borneol i
kamfor (Slika 7.) (Politeo, 2003; Ivanovic i sur., 2011; Maksimovi¢ i sur., 2013).

OH
N _-CHOH
X
CH,OH ‘

geraniol nerol .
linalool
X
| g
| | | o
mircen (2)-ocimen  (E)-ocimen mircenol
\ CHO
X
CHO
geranial citral a Neral citral b

Slika 6. Najvazniji acikliCki monoterpeni (Politeo, 2003)
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cRCRCPCRC:

o-pinen B-pinen mirteno verbeno pinokarve

Slika 7. Najvazniji biciklicki monoterpeni (Politeo, 2003)

2.5. SESKVITERPENI

Seskviterpeni se dijele na
e aciklicke i

e ciklicke (mono-, bi- i triciklicki) seskviterpene (Politeo, 2003).

Farnezol i nerolidol su najpoznatiji primjeri aciklickih seskviterpena. Od monocikli¢kih
seskviterpena izdvajaju se bisabolen, ar-kurkumen i humulen. Medu biciklickim
seskviterpenima c&esto se javljaju kadinen, B-selinen, eudesmol i B-kariofilen, dok su
najpoznatiji tricikli¢ki seskviterpeni kopaen, a-cedren i longifole (Politeo, 2003; Ivanovié i sur.,
2011; Maksimovi¢, 2013).

2.6. DITERPENI

To su spojevi koji sadrze 20 ugljikovih atoma i vrlo su rijetki u eteri¢nim uljima, stoga ovdje
nece biti puno govora o njima. 1zdvojit ¢emo diterpenski alkohol sklareol koji je prisutan u niskoj
koncentraciji u etericnom ulju muskatne kadulje. Osim svojeg antibakterijskog djelovanja,
sklareol djeluje na tumorske stanice debelog crijeva i dojke. Za estrogeno djelovanje muskatne

kadulje mora biti potvrdeno da eteri¢no ulje sadrzi sklareol, 5to ovisi o uvjetima destilacije.

2.7. FENILPROPANI

Osim terpena u sastav eteri¢nih ulja ulaze i prirodni spojevi koji sadrze fenilni prsten s jednim

poboc¢nim propanskim lancem, fenilpropanski derivati (Slika 8).

Eugenol (C10H1203) je derivat fenil propanoida. To je Zuta, masna tekucina, izolirana iz mnogih
etericnih ulja. Djelomi¢no je topljiv u vodi, a potpuno je topljiv u organskim otapalima. Ima
ugodnu, ljutkastu aromu. Koristi se u preparatima za privliaCenje kukaca, djeluje kao UV-

apsorbens, analgetik, antiseptik, antioksidans i kao stabilizator za plastiku i gumu.
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Eksperimentalna istraZivanja pokazala su da eugenol djeluje i kao anestetik. Primjenjuje se u

industriji parfema, a u farmaceutskoj industriji za korigiranje okusa.

Metil-havikol (estragol) je prirodna organska komponenta. To je bezbojna do blijedozuta
tekucina. lIspitivanjem na eksperimentalnim Zivotinjama potvrdeno je da estragol ima

kancerogeno djelovanje, dok kod ljudi trenutno ne postoje dokazi za kancerogeno djelovanje.

OH OCH; OCH;
OCH,
| h | h
CHO
Eugenol trans-Anetol Metilhavikol Cimetaldehid
(estragol)
O—_’\ Or’\
- (0] - (o]
- e CH,0 CH;0
CH0 ocH,
OCH; OCH; | |
OCH; OCH;
P-Azaron Izometileugenol Apiol Miristicin

Slika 8. Najpoznatiji fenilpropanski derivati (Politeo, 2003)

2.8. FENOLNE KOMPONENTE

Fenolni spojevi predstavljaju Siroko rasprostranjenu grupu heterogenih spojeva i jednu od
najvaznijih klasa prirodnih antioksidanata. To su supstance koje se sastoje od jednog ili viSe
aromaticnih prstena sa jednom ili viSe hidroksilnih grupa, pa se mogu svrstati u sljedece klase
spojeva: fenolne kiseline, flavonoide, stilbene, kumarine i tanine (Liu, 2004). Vecina ovih
spojeva se u billkama nalazi u konjugiranim oblicima, najéeS¢e su vezani za Selernu
komponentu (glukoza, ramnoza, ksiloza, galaktoza, arabinoza) preko jedne ili vise fenolnih
grupa, pa su iz tog razloga topive u vodi. Aglikonska komponenta je odgovorna za bioloSku
aktivnost.

U biljnim organizmima polifenolni spojevi obavljaju niz funkcija: djeluju kao antimikrobni agensi,
antioksidanti, fotoreceptori ili kao za$tita biljnih tkiva od prekomjernog UV-zraCenja (Heim i
sar., 2002). Kao prirodni izvori polifenolnih spojeva najznaajniji su zacinsko i ljekovito bilje,

medutim, izvori mogu biti i Zitarice, sjeme uljarica, voce i povr¢e (Naczk i Shahidi, 2006).
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Polifenolni spojevi se smatraju vode¢im spojevima sa antioksidativnim djelovanjem. Djeluju

kao reducirajuéi agensi, i antioksidacijski donori vodika.

Flavonoidi su najveéa grupa fenolnih spojeva koja se javlja kod biljaka (Harborne i sur., 1999).
Osnovnu strukturu flavonoida Cini 15 atoma ugljika u osnovnoj strukturi (C6-C3-C6), od kojih

devet pripada benzopiranskom prstenu (Slika 9).

Najrasprostranjeniji od svih flavonoida su flavonoli, koji imaju od 200-300 poznatih aglikona, i
flavoni. Kvercetin, kamferol i mircetin su najzastupljeniji flavonoli, a od flavona luteolin i

apigenin. Poznato je viSe od stotinu glikozida kvercetina.

Raznovrsnost i veliki broj struktura flavonoida rezultat su brojnih modifikacija njihovih osnovnih
struktura, kao $to su: hidroksilacije, O-metilacije hidroksilnih grupa dimerizacije, vezivanje
neorganskog sulfata, i najvaznije, glikolizacije hidroksilnih grupa (nastajanje O-glikozida) ili
flavonoidnog jezgra (nastajanje C-glikozida).

Zbog svoje strukture flavonoidi su snazni prirodni antioksidansi i svoju aktivnost iskazuju na
vise nacina. Dovode do prekidanja lan¢anih reakcija slobodnih radikala, pri ¢emu predaju
vodikov atom radikalima i sami prelaze u slobodni radikal, koji se stabilizira putem rezonantnih
struktura. Antioksidativhe osobine pokazuju i tako Sto inhibiraju enzime odgovorne za

produkciju superoksid aniona i prevencijom peroksidacije (Buhler i Miranda, 2000).

Slika 9. Kemijska struktura biljnih flavonoida (Politeo, 2003)

29. KUMARINI

Kumarin (Slika 10.) i njegovi derivati pokazuju niz bioloskih aktivnosti, medutim njegova
upotreba je ograniCena, a dopuStena koncentracija u namirnicama odredena zakonom.
Kumarin je kemijski spoj koji se nalazi u mnogim biljakama, a takoder ga nalazimo u vec¢im
koli€inama u eteri€nim uljima. Kumarini pokazuju mnostvo bioloSkih aktivnosti, ukljuCujuci
antikoagulacijsku, estrogenu, dermalno fotosenzitirajucu, antimikrobnu, vazodilatacijsku,
moluskicidnu (ubijanje mekusaca), djeluju kao antihelmintici (paraziti, crvi (helminti) u zivim

organizmima, naj¢eSce probavnom sustavu), sedativi i hipnotici, a pokazuju i analgetsko i

10
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hipotermiCko djelovanje. Biljni ekstrakti koji sadrze derivate kumarina su se u povijesti Cesto
koristili kao biljni lijekovi, te se i danas istrazuju zbog svojih bioloskih svojstava. Istrazivanja su
pokazala da su kumarini vrlo aktivni pa tako kumarini s fenolnim hidroksilnim skupinama

pokazuju sposobnost hvatanja slobodnih radikala (Molnar, 2011).

I

~o 0

Slika 10. Struktura kumarina (Web 2)

2.10. LJEKOVITO DJELOVANJE PLODA KONOPLJIKE

Zbog dugog popisa indikacija na koje biljka konopljika djeluje, vriemenom je od fratrovog papra
postala Zenskom biljkom i viSe se ne koristi u antiafrodizijatke svrhe kao nekad.

Bez obzira na njenu djelotvornost i €injenicu da je u nekim zapadnim zemljama registrirana
kao biljni lijek koji se koristi uz bok sa sintetskim lijekovima, rijetko ¢e koji lije€nik u nasoj zemlji
za lije€enje lagane hiperprolaktinemije, povidene razine hormona prolaktina, preporuditi
tinkturu konopljike umjesto, recimo, bromergona. | bromergon i konopljika djeluju na komandni
most veliine graska smjesten na donjoj strani mozga u tzv. turskom sedlu koji kontrolira
lu€enje svih hormona u naSem organizmu-na hipofizu, Zlijezdu sa unutarnjim lu¢enjem.
Uporaba konopljike je indicirana za tretiranje slijede¢ih tegoba: PMS, polimenoreja,
oligomenoreja, bolne mentruacije, endometrioza, mastalgije, PCOS - sindrom policisti¢nih
jajnika, fibrocisti€ne promjene u dojkama, Zenska neplodnost, akne uzrokovane hormonalnim
disbalansom.

Njemacka Komisija E, osnovana od njemackog Ministarstva zdravstva, preporucuje dnevnu
dozu od 30-40 mg suhog ektrakta ili tinkture konopljike, tijekom viSe mjeseci. Za tretiranje
PMS-a, treba ju uzimati tijekom 6 mjeseci, a kod neplodnosti i amenoreje tretman moze
potrajati i do 18 mjeseci.

Upotreba konopljike smatra se sigurnom i efikasnom, k tome jeftinijom i zdravijom od
hormonalne terapije. Negativni efekti su beznacajni. Kod manje od 2% Zena prouzrocila je
lagane probavne smetnje ili iritaciju. Takoder, konopljika se pokazala efikasnijom nego vitamin
B6 (Web 3).

Posljednjih deset godina provedena su brojna znanstvena istrazZivanja konopljike u kojima su

analizirane brojne bioaktivne komponente, a u Tablici 2. prikazana su neka od njih.

11
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Tablica 2. Odabrana istrazivanja na ekstrakciji bioaktivnih komponenata iz konopljike u

posljednjih 10 godina

Ekstrahirane Metoda ekstrakcije Dio biljke Referenca
komponente
E;T/(())lggigilsel'ne Ekstrakcija  kruto-tekuce | List Abdel-Lateef i sur., 2016.
(otapalo: 85%-tna vodena
Iridoidi otopina metanola)
1,8—_C|neol Vodena ekstrakcija List Asdadi i sur., 2015.
Sabinen
Alfa pinen
Beta farnesen
B-kariofilen oksid
B-kariofilen
Eterl_cr_10 ulje Ekstrak_c!Jva pomocCU | pjog Cossuta i sur., 2008.
Kasticin superkriticnog CO,
Triterpeni Vodena destilacija
Diterpeni
Alfa pinen Vodena destilacija List Katiraee i sur., 2015.
Fenolne
komponente
Fenolne Ekstrakcija  kruto-tekuée | List, Latouia i sur., 2012.
komponente (otapala: metanol i etanol) | korijen,
plod
Linoleinska kiselina | Ekstrakcija metanolom Plod Liu i sur., 2004.
Rotundifuran Eksgilﬁuéano o pomodu | o, 4 Mele i sur., 2013.
Kasticin uperknticnog &Lz
Soxhlet extrakcija
1,8- cineol Vodena destilacija Plod Sarikurkcu i sur., 2009.
Sabinen
Alfa pinen
Alfa-terpinol acetat
B- Farnesen
Flavonoidi
Sablngn Vodena destilacija List, plod Stojkovi¢ i sur., 2011.
1,8- cineol
Alfa pinen
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2.11. DOBIVANJE ETERICNIH ULJA PRIMJENOM RAZLICITIH VRSTA
EKSTRAKCIJE

2.11.1. VODENA DESTILACIJA

Ova metoda se najceSce koristi za izolaciju etericnih ulja, a podrazumijeva postavljanje
usitnjenog biljnog materijala u vodu uz zagrijavanje do klju¢anja, najéed¢e na atmosferskom
tlaku. Pare eteri¢nog ulja i vode se kondenziraju u hladilu i sakupljaju. Postoje razliCite izvedbe
aparatura, a medu ostalima se mogu razlikovati ovisno da li se koriste za izolaciju etericnih
ulja laksih ili tezih od vode. Na vrh nastavka stavlja se hladilo, a na bo¢nu cijev tikvica s biljni
materijalom i vodom (Slika 11) (Jerkovi¢, 2008).

Slika 11. Nastavak po Clevengeru za destilaciju eteri¢nih ulja:

A — za ulja manje gustoce od vode, B — za ulja vec¢e gustoce od vode (Jerkovi¢, 2008)

2.11.2. VODENO-PARNA DESTILACIJA

Destilacija vodenom parom najCeS¢a je metoda izolacije ulja iz biljaka. Njena uporaba seze
daleko u povijest, gotovo 5000 godina. Dok se u nekim krajevima i dalje pribjegava
tradicionalnom nacinu destilacije, industrijski razvijene zemlje sve viSe ukljuCuju racunalnu
analizu samog procesa kao i gotovog proizvoda. Pravilnim koriStenjem, bez obzira na metodu
dobiju se ulja neupitne kvalitete. Uspjeh tradicionalnog nacina ovisi o iskustvu i sposobnostima
izvodaca, dok druga metoda pociva na superiornoj tehnologiji i skupocjenoj opremi (Baser i
sur.,2009).

Biljni materijal postavlja se na perforiranoj podlozi na odredenoj udaljenosti od dna posude
koja je ispunjena vodom (biljni materijal se nalazi neposredno iznad vode). Voda se grije kao
I kod vodene destilacije. Zasi¢ena, u ovom slu€aju vlazna para podize se kroz biljni materijal.
Biljni materijal je u kontaktu samo sa parom, a ne sa kipu¢éom vodom (Slika 12). Ova metoda

se pretezito koristi u industriji, a rjede u laboratoriju (Jerkovi¢, 2008).
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Kotao gdje se stvara vodena para odijeljen je od kotla s biljnim materijalom kako bi se sprije€io
direktan kontakt vode i materijala te kako bi se izbjeglo hidroliticko djelovanje vode na estere.
Vodena para prolazi kroz biljni materijal stavljen na mrezicu te odnosi Cestice etericnog ulja sa
sobom, prolazi kroz cijev koja je hladena vodom, prilikom ¢ega dolazi do kondenzacije vode i
eteri¢nih ulja. Oni se zajedno skupljaju u posebnu posudu, a s obzirom da se eteri¢no ulje ne
otapa u vodi, slojevi se odjeljuju. Eteri¢na ulja su uglavnom lak$a od vode, pa se skupljaju na
povrsini, a voda ispod eteri¢nog ulja se takoder skuplja i naziva se hidrolat ili cvjetna vodica
(Kresic, 2014).

poklopac

kondenzator

hladna voda

— pregrada ili
mreza protiv
prskanja

| I hidrolat

|
kontrola
razine vode

Slika 12. Vodeno-parna destilacija (Dragovié¢-Uzelac, 2013)

2.11.3. PARNA DESTILACIJA

Vodena para iz generatora pare se uvodi sa dna, a biljni materijal je postavljen na reetku i
nije u kontaktu s vodom. Koristi se zasi¢ena ili pregrijana para, najéeSce kod povisenih tlakova.
Vodena para iznosi eteri¢no ulje iz biljinog materijala u kondenzator gdje se pare kondenziraju,

a potom se ulje odjeljuje od vode u separatoru i sakuplja (Slika 13.) (Jerkovi¢, 2008).

smjesa pare i para ulja

: — izZlaz vruce vode
kondenzator
«—— ulaz hladne vode

. /
la separator ulja
e / U - hidrolat

etericno ulje

Slika 13. Parna destilacija (Dragovi¢-Uzelac, 2013)
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Nedostatak ove metode je pove¢ana mogucnost stvaranja artefakata-spojeva koji nisu izvorno
prisutni u biljci, a nastali su zbog termickih degradacijskih reakcija, osobito hidrolize (Jerkovic,
2008).

2.11.4. EKSTRAKCIJA SUPERKRITICNIM FLUIDIMA

Ekstrakcija superkriticnim fluidima (SFE) je operacija prijenosa tvari bazirana na €injenici da
pojedini plinovi postaju izuzetno dobra otapala za odredene vrste kemijskih spojeva u blizini
svoje kritiéne tocke, ili u superkritiénom podrudcju (Aladi¢, 2015).

U ovom procesu otapalo je plin u uvjetima temperature i tlaka pri kojima ne dolazi do
kondenzacije odabranog plina u kapljevinu. Pojedini plinovi posjeduju pojacanu sposobnost

otapanja kada su komprimirani iznad kriticne toCke (temperature i tlaka) (Slika 14.):

Tlak =—a

kruto tekuce superkriticno

KT

T plinovito

|
Ti

Temperatura ——

Slika 14. Fazni dijagram (tlak — temperatura) (Aladi¢, 2015)

Karakteristika superkriticnog stanja je Sto postoji samo jedna faza u kojem fluid nije niti plin,
niti tekucina. Principi na kojima se bazira ekstrakcija superkriti€nim fluidima su direktna
korelacija topljivosti i gustoce utvrdene eksperimentima za superkriticne fluide. Svaki plin iznad
kriticne toCke pokazuje veliku promjenu gustoée (Sto osigurava selektivnost u ekstrakciji)
povecanjem tlaka. Na taj nacin superkriticni fluid postaje dobro otapalo za kompatibilne
supstance. Poslije faze otapanja, superkriti¢ni fluid se ponovno dovodi u stanje tlaka nizeg od
kriti¢nog, pri kome djelomi¢no ili u cjelini (selektivnost u raspodjeli) izgubi mo¢ otapala i

oslobodi dio ili kompletno otopljenu supstancu (Tablica 3.) (Joki¢, 2011).
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Tablica 3. Fizikalno-kemijska svojstva za plinovito, tekuce i superkriticno stanje fluida

(Jokié, 2011)

STANJE FLUIDA Plin Tekuéina Superkriti¢ni fluid
Gustoca (kgm™ 1 300 - 900 1000

Koeficijent difuzije (cm?3s™) 10? 10°-10* 10°

Viskoznost (Pa-s) 10° 10+ 103

Prednosti SFE u odnosu na ekstrakciju organskim otapalima:

Superkritiéni fluidi kao i organska otapala imaju sposobnost otapanja, ali uz bolju
difuziju, nizu viskoznost i manju povrsinsku napetost,

Separacija ekstrakta od otapala je brza i laka zbog mogucnosti regulacije topljivosti
komponenata promjenom tlaka ili temperature,

Otapala koristena u SFE su jeftina i sigurna za okoli§. Takoder, u industrijskim
procesima moguce je i recikliranje otapala,

Bolja ekstrakcija termolabilnih komponenti uz njihovu minimalnu deformaciju,

MozZe se primijeniti na sustave razli€itih kapaciteta od analitickih, preparativnih,
poluindustrijskih do velikih industrijskih postrojenja (Joki¢, 2011).

SFE se odvija u pet uzastopnih faza:

Difuzija superkriticnog fluida do povrsine Cestice kroz film fluida koji je okruzuje,
Prodiranje i difuzija superkritiénog fluida kroz vanjski sloj sfernog omotaca, krutog,
inertnog materijala,

Kontakt superkriticnog fluida s otopljenom tvari na povrSini neizreagirane jezgre i
ekstrakcija otopljene tvari,

Difuzija otopljene tvari u superkriticnom fluidu kroz sloj vanjskog sfernog omotaca
krutog inertnog materijala na vanjsku povrsinu Cestice,

Difuzija otopljene tvari u superkriticnom fluidu kroz film superkriti€nog fluida koji

okruzuje Cesticu u glavnu struju fluida (Joki¢, 2011).

Najvazniji Cimbenici koji utje€u na sam tijek SFE su:

Tlak, temperatura, vrijeme ekstrakcije i protok otapala,

Gustoca, viskozitet te difuzivnost otapala i supstance koja se ekstrahira,

Interakcije izmedu molekula otapala, topljive supstance i netopljivog dijela krutog
materijala u kome se nalazi topljiva supstanca, koje utje€u na faznu ravnotezu i
koeficijente difuzije,

Dodatak razliitih kootapala,
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e Oblik, veli¢ina i raspodjela veli¢ina Cestica materijala u sloju, poroznost Cestica i

poroznost sloja (Joki¢, 2011).

2.11.4.1. SUPERKRITIENI UGLJICNI DIOKSID

pojedinih prehrambenih proizvoda. Relativno je jeftin, lako dostupan, netoksic¢an, neskodljiv za

okolinu, GRAS otapalo i dobrih svojstava otapanja vecine sastojaka koji se koriste u proizvodnji

hrane, uz nisku kritiénu temperaturu (31,3 °C pri kritiénom tlaku 72,9 bara). Stovise, u preko

90% slu€ajeva SFE koristi se superkriticni CO, kao otapalo upravo zbog svojih prednosti, a

osim njega koriteni su etan, propan, butan i neki halogeni ugljikovodici (Tablica 4.) (Aladi¢,
2015; Capuzzo i sur., 2013; Temelli, 2009; Lovri¢, 2003; Demirbas, 2001).

Tablica 4. Fizikalno-kemijska svojstva pojedinih superkritiCnih fluida (Joki¢, 2011)

OTAPALO T (K) P. (MPa) pc (gem™)
Metan 191 4,06 0,162
Etilen 282 5,03 0,218
Ugljiéni dioksid 304 7,38 0,468
Dietil-eter 467 3,64 0,265
Heksan 507 3,05 0,23
Aceton 508 4.7 0,287
Metanol 513 8,09 0,272
Amonijak 405 11,3 0,225
Voda 647 22 0,322

Mo¢ otapanja komprimiranog CO. moze se opisati preko gustoce tekucine. Gustoca CO, se

kre¢e od 0,15 do 1,0 gcm3 i ovisi o tlaku i temperaturi (Slika 15.). Svojstva CO- i superkriticnog

CO. prikazana su pomoc¢u prikaza ovisnosti gustoce CO. o promjeni tlaka pri konstantnoj

temperaturi. U superkriti€noj stanju, iznad kriti€ne vrijednosti temperature i tlaka, gustoca se

moze podeSavati promjenom tlaka ili temperature (Aladi¢, 2015).
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Slika 15. Ovisnost gustoée CO; o tlaku i temperaturi (Joki¢, 2011)

Promjenom tlaka i temperature, omoguceno je da se iz biljnog materijala dobiju eteri¢na i biljna

ulja, zacini i druge komponente, kao i komponente s antioksidacijskim, antibakterijskim i

farmakolos$ki aktivnim djelovanjem (Aladi¢, 2015).

Snaga otapanja superkriticnog CO, moze se sazeti u nekoliko pravila (Joki¢, 2011; Brunner,

2005):

Otapa nepolarne ili blago polarne spojeve,

Velika snaga otapanja za spojeve male molekularne mase, koja se smanjuje
povecanjem molekularne mase,

Kisikovi organski spojevi s niskom ili srednjom molekularnom masom su vrlo topljivi,
Proteini, polisaharidi, Sec¢eri i mineralne soli, vo¢ne kiseline i glikozidi su netopljivi,
Superkriticni CO, ima sposobnost odvajanja spojeva koji su manje isparljivi, imaju vecu
molekularnu masu i/ili su vise polarni, s porastom tlaka,

Pigmenti su slabo topljivi,

Voda ima slabu topljivost (<0,5 % m/m) na temperaturama ispod 100 °C.

Superkriti€ni CO, ima polarnost usporedivu s tekuéim pentanom i stoga je kompatibilan za

otapanje lipofilnih nepolarnih spojeva, kao $to su lipidi i eteri¢na ulja. Medutim, ovaj niski

polaritet ¢ini superkriticni CO, manje pogodnim za ekstrakciju polarnih komponenti. Prakti¢ni

pristup rieSenju ovoga problema je uporaba kootapala. Dodatkom manijih koli€ina etanola,

modifikatora i drugih otapala moze se povecati topivost polarnih spojeva i selektivnost procesa
(Capuzzo i sur., 2013; Abbas i sur., 2008).
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Pored brojnih prednosti, metoda superkriticne ekstrakcije ima i neke nedostatke u usporedbi s
drugim postupcima ekstrakcije a to su:

e rad pri vrlo visokim tlakovima,

e velik utroSak energije za komprimiranje plinova,

e slozena regeneracija koriStenih otapala koja vodi do znatnih energetskih troSkova,

o veliki investicijski troskovi za procesnu opremu (Joki¢, 2011).

UnatoC relativno visokim investicijskim ulaganjima, u mnogim je sluCajevima troSak
proizvodnje konkurentan tradicionalnim metodama. Takoder, operativni su troskovi znatno nizi

zahvaljujuéi jednostavnoj regeneraciji otapala (Rot, 2015; Ahmed i Rahman, 2012).

2.12. GC-MS ANALIZA

Analiza izoliranih isparljivin spojeva provodi se vezanim sustavom plinska kromatografija-
masena spektrometrija (engl. Gas chromatography—mass spectrometry, GC-MS).
Plinska kromatografija (GC) je najCeSc¢a koristena tehnika odjeljivanja smijesa isparljivih
spojeva. U plinskoj kromatografiji uzorak se prevodi u isparljivo stanje i nosen plinom nosa¢em
prolazi kroz kromatografsku kolonu pri Eemu se vrsi razdvajanje. Na izlazu iz kolone nalazi se
detektor koji registrira prisutnost supstance u uzorku, pri ¢emu uredaj automatski biljezi
rezultate u obliku plinskog kromatograma (Slika 16.) (Tomljanovi¢, 2000).
Spektrometrija masa je metoda u kojoj se molekule ioniziraju, a potom se ioni razdvajaju prema
njihovoj masi. Postupak se primjenjuje za odredivanje relativnih molekulskih masa, a preko
njihovih molekulskih formula. Spektrometrija masa ukljuCuje dva vazna postupka, prvi je
ionizacija uzorka, a zatim slijedi razdvajanje i odredivanje iona.
Osnovni elementi masenog spektrometra su:

¢ sustav za injektiranje (uvodenje) uzorka,

e jonski izvor u kojemu se proizvodi ionski snop iz ispitivanog uzorka,

¢ maseni analizator koji razlaze ione prema njihovom odnosu mase i naboja,

o detekcijski sustav, gdje se razlozeni ioni detektiraju i gdje se mjeri njihov intezitet

(Tomljanovi¢, 2000).

Kombinacijom plinske kromatografije s masenom spektrometrijom stvorena je jedna od
najmoc¢nijih instrumentalnih metoda, koja se danas koristi u analitiCkoj kemiji. Ona omoguc¢ava
dobivanje maksimuma podataka uz koriStenje minimalne koli¢ine materijala (IdZojti¢, 2000).

Ove dvije metode se savrSeno nadopunjavaju. Dok plinska kromatografija omogucava vrlo
efikasno razdvajanje komponenata iz najsloZenijih smjesa organskih spojeva, maseni

spektrometar posjeduje izuzetne osobine u pogledu specifiCnosti, osjetljivosti i brzine kod
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detekcije i identifikacije pojedinih komponenata koje je plinski kromatograf razdvojio. Plinska
kromatografija je uspjeSha metoda za separaciju i kvantizaciju, ali nepouzdana za kvalitativho
odredivanje, gdje je spektrometrija masa gotovo savrSena.
Kombinacijom ovih dviju metoda se moze postiCi visoka osjetljivost te se mogu analizirati
smjese s velikim brojem komponenti relativno velikom brzinom.
Osnovne komponente GC-MS sustava su:

e kromatograf,

e maseni spektrometar,

o prijelaz (interface) koji povezuje oba instrumenta.

Plinski kromatograf omogucuje razdvajanje smjese, prijelaz (interface) smanijuje tlak uzorka
prije njegovog uvodenja u maseni spektrometar, dok maseni spektrometar daje potrebne

podatke za identifikaciju komponenata (Tomljanovi¢, 2000).

Na Slici 16. prikazana je op¢a shema GC-MS uredaja.

Uzorak
5 Maseni spekirometar
4 vl
1
9
5 6 7
e
Plinski kromatograf L_,,L

8
Slika 16. Op¢a shema uredaja za GC-MS (lvanov, 2015)
1. boca s plinom nosa¢em 4. veza izmedu GC i MS 7. detektor
2. injektor 5. ionski izvor 8. vakuum sustav
3. kapilarna kolona 6. maseni analizator 9. raunalo

2.13. PROIZVODNJA SUHIH EKSTRAKATA PROCESOM LIOFILIZACIJE

Liofilizacija se zove jo$ i suSenje zamrzavanjem (engl. Freeze drying) ili sublimacijsko susenje.
To je proces dehidratacije kod kojega se voda iz namirnice uklanja u smrznutom stanju u dvije
faze, sublimacijom i izotermnom desorpcijom.

Sastoji se iz dva osnovna postupka:

1. namirnica se najprije zamrzne na temperaturu od -30 °C do -40°C;
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2. zamrznuta namirnica se susi (vrSi se sublimacija leda pri snizenom tlaku i desorpcija).
Proces liofilizacije ima dvije osnovne karakteristike:
e odsustvo zraka pri provodenju procesa,
o niska temperatura onemogucéuje oksidacijsku razgradnju i degradaciju proizvoda
(Muji¢, Alibabic¢, 2005).

Liofilizacija je proces koji se sastoji od sublimacije (primarni stadij) i desorpcije (sekundarni
stadij). Primarni stadij je neposredna sublimacija kristala leda iz prethodno zamrznutoga
materijala, bez da se i u jednom trenutku pojavi voda u tekué¢em stanju. Kontrola procesa se
provodi odrzavanjem ravnoteze izmedu koli€ine dovedene topline i one potrebne za
sublimaciju, pa se zbog ove ravnoteZe temperatura mora odrzavati konstantno niskom i
proizvod mora biti konstantno smrznut. U ovom stadiju oslobada se uglavnom tzv. “slobodna

voda“, a velikim dijelom oslobada se i tzv. ,konstitucijska voda®“.

Kod sekundarne dehidratacije, koja se zove i stadij izotermne desorpcije, provodi se
zagrijavanje proizvoda na 30-60 °C, ovisno o vrsti proizvoda, ali nakon §to su nestali i posljednji
komadiéi leda. Zagrijavanje se provodi u vakuumu kroz odredeno vrileme. Sekundarnom
dehidratacijom se iz materijala uklanja tzv. ,kapilarna voda“ i ostatak vode koji nije uklonjen
primarnom dehidratacijom. Faza zamrzavanja i stadij sublimacije leda, odnosno primarno
suSenje, imaju svoj zavrSetak i moze se odrediti njihovo vrijeme trajanja. Stadij primarnog
suSenja zavrSava u trenutku kada nestanu svi kristali leda. Medutim, stadij sekundarnog
susenja nema svoj zavrSetak te je kao takav kontinuiran.

Najvazniji dio procesa liofilizacije je sama sublimacija, a njen tijek ovisi o brojnim faktorima.
Jedan od njih su kristali leda, sacinjeni od molekula vode koje su povezane u pravilnu reSetku.
lako je molekula vode ograni¢ena prostorom u svom polozaju, ona se do odredene vrijednosti
moze gibati, a to ovisi o temperaturi. Ako se molekula vode nalazi na povrSini materijala i
podvrgne toplini, molekula moze svladati okolne medumolekulske sile odredenom brzinom i
napustiti svoj polozaj. Medutim, ako je takvih molekula viSe, dogada se izdvajanje vode koja
je u funkciji temperature. Ve¢om temperaturom poveéava se moguénost njihovog izdvajanja.
S obzirom da se materijal nalazi u zatvorenom prostoru, molekule vode koje ga napuste ostaju
u tom prostoru i koncentriraju se. Napredovanjem sublimacije poveéava se koncentracija
molekula vode oko leda. Kada je njihova koncentracija dovoljno velika, brzina koncentracije

izijednacava se s brzinom sublimacije (Muji¢, Alibabi¢, 2005).

Dok je sama teoretska razrada principa spomenutih procesa i operacija relativno razvijena,
dotle njihova primjena zahtijeva poznavanje odredenih fizikalnih i fizikalno - kemijskih
svojstava materijala (koji se podvrgava liofilizaciji). Medu ta svojstva spadaju: toplinska
vodljivost, toplinski kapacitet, latentna toplina topljenja i isparavanja, svojstvo sorpcije -

uklju€ujuci izoterme sorpcije, topline sorpcije kod razli€itog sadrzaja vlage i svojstvo histereze
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- zatim permeabilnost prema toku pare i sli€no. Navedena svojstva su poznata pri primjeni

uobi¢ajenih metoda prijenosa topline (Lovri¢, 2003).

Proizvodi dobiveni lioflizacijom, ako su pakirani na odgovaraju¢i nacin, mogu se Cuvati
neograni¢eno vrijeme, a njihova fizikalna, kemijska, organoleptiCka i druga svojstva ostanu,
prakticno, neosteéena. Minimalan je gubitak vitamina, a topljivost proizvoda u prahu i
rehidratacija su visokog stupnja. Takoder se moze primijeniti na proizvode koji su osjetljivi na
poviSen udio vode i ostalim postupcima se ne mogu dovoljno osusiti. Sadrzaj vlage se moze
sniziti na 2% kod velikog broja namirnica. Osim svih ovih prednosti, liofilizacijom se smanjuje

masa proizvoda, §to pojeftinjuje koristenje transporta i skladiStenja (Muiji¢, Alibabi¢, 2005).

2.14. TABLETE S EKSTRAKTOM KONOPLJIKE

Tablete (Tablettae) su dozirani ¢vrsti oblici lijekova pripremljeni komprimiranjem praskastih,
kristalnih ili granuliranih ljekovitih komponenti, samih ili pomijeSanih sa pomoc¢nim sredstvima.
Primjenjuju se oralno, a resorbiraju se u usnoj Supljini, Zelucu ili crijevima (European

Pharmacopoei, 2007).

Proizvodnja tableta sastoji se od niza operacija, kao $to su sudenje, aglomeracija, usitnjavanje,
komprimiranje, oblaganje i poliranje. TehnoloSki postupak proizvodnje tableta ovisi o
osobinama farmakolodki bioaktivnih tvari, pomoénih komponenti za tabletiranje, opreme za

proizvodnju i od zahtjeva koji se postavljaju za konaéni oblik tablete (Zekovi¢, 2004).

Prednosti tableta u odnosu na druge oblike gotovih lijekova su sljedece:

e vrlo se jednostavno koriste;

e pogodni su za skladistenje i transport;

e bioaktivna tvar se moZe precizno dozirati u tabletu, a samim time i u terapiji;

e zanjihovu izradu mogu se koristiti bioaktivne tvari u Evrstom i/ili teku¢em stanju;

e proizvode se pomocu odgovaraju¢ih uredaja u velikim koli¢inama na
ekonomican nadin;

e dodatkom odgovaraju¢ih pomocnih tvari uglavhom je moguce utjecati na
resorpciju;

e mogu se, kao suhi oblik lijeka, Cuvati kroz duzi period bez promjene (Senjkovi¢,

2003).

Pomocne komponente za tabletiranje daju specifi€éne osobine prahovima i granulatima koji se

komprimiraju. One moraju biti kompatibilne s bioaktivnom tvari, kemijski stabilne, fizioloSki

22



2. TEORISKI DIO

indiferentne i netoksi¢ne. Samo mali broj tvari moze se direktno komprimirati bez dodavanja
pomocnih komponenti za tabletiranje. Pored pomoénih komponenti za tabletiranje ponekad se
prahovima i granulatima dodaju i puferi (citratni, fosfatni i dr.).
Pomoc¢ne komponente za tabletiranje su, u ovisnosti od namjene i djelovanja, podijeljene u
nekoliko grupa:

e sredstva za dopunjavanje,

e sredstva za adsorpciju,

e sredstva za vezanije,

e sredstva za klizanje,

e |ubrikanti,

e sredstva za raspadanje,

e antistatiCka sredstva,

e sredstva za bojanje,

e sredstva za korekciju mirisa i okusa,

e sredstva za poliranje (Senjkovi¢, 2003).
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Eksperimentalni dio ovog rada realiziran je na Katedri za projektiranje tehnoloskih procesa i

konstrukcijske materijale i Katedri za prehrambeno inZzenjerstvo na Prehrambeno tehnoloSkom

fakultetu u Osijeku.

3.1. ZADATAK
Zadatak rada bio je:

ispitati utjecaj razliCitih procesnih uvjeta ekstrakcije (tlak, temperatura, stupanj
usitnjenosti Cestica te protok fluida) na ekstraktibilnost eteri¢nog ulja iz ploda
konopljike pomocu superkriticnog CO-

provesti proces hidrodestilacije ploda konopljike u cilju dobivanja eteri¢nog ulja

pratiti promjenu kemijskog sastava ekstrakata dobivenih razli¢itim tehnikama
ekstrakcije i to primjenom plinske komatografije masene spektrometrije (GC-MS)
proizvodnja suhih ekstrakata ploda konopljike procesom liofilizacije i formuliranje
tableta prema European Pharmacopoeia (Eur. Ph.)

3.2. Materijali
3.2.1. Plod konopljike

Kao materijal u ovom radu koriSten je osuSeni plod konopljike (Vitex agnus castus L.) (Slika

17.), dobiven iz biljne ljekarne Vextra d.o.o. (Mostar, BiH) u srpnju 2015. godine.

Slika 17. Plod konopljike (Izvor autor)

3.2.2. Reagensi

Koristeni su sljededi reagensi:

Za laboratorijsku superkriticnu ekstrakciju koristen je komercijalni CO; Cistoce 99,97%
proizvodaca Messer Croatia Plin (Osijek, Hrvatska).
klasi¢na organska otapala: n-heksan, p.a. (J.T. Baker, Milano, Italija), tehnicki etanol

koriSteno otapalo za GC-MS analize je bio heksan (HPLC c&isto¢e, BDH Prolabo, UK).
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e Za proizvodnju tableta koriStena je laktoza monohidrat (Fisher, UK), obi¢ni Skrob,

aerosil, magnezijev stearat.

3.2.3. Uredaji
e Susionik (Instrumentaria, Zagreb)
o Soxhlet (INKO, Poljska),
e Milin (Janke & Kunkel, IKA labortechnik, Njemacka),
e Analiticka vaga (Denver instruments, Njemacka);
e Tehnicka vaga (Kern, Njemacka);
e Uredaj za ekstrakciju superkriticnim CO- (Osijek, Hrvatska),
o Liofilizator Martin Christ GmbH, tip BETA | (Njemacka)
e Tabletirka, Tablet Press TDP-6s, LFA Machines Oxford Ltd.
e GC — MS uredaj (Agilent Technologies model 7890A, SAD)

3.3. Metode rada

3.3.1. Odredivanje vlage u uzorku

Udio vlage u plodu konopljike odreden je standardnom metodom AOAC 925.40 (2000). U
osusenu, izvaganu posudicu odvagalo se 5 g ploda konopljike, te se uzorak u posudica sa
podignutim poklopcem susio u susioniku na temperaturi 103 ‘C do konstantne mase. Posudica
s uzorkom je zatim ohladena u eksikatoru do sobne temperature. Udio vode u plodu izraCunat

je prema sljede¢em izrazu:
udio vode (%) = =12 x 100 (1)
my—mg
gdje je:
Mo — masa prazne posude (g),

mi- masa posude s uzorkom prije susenja (g),

m, — masa posudice s uzorkom nakon susenja (g).

3.3.2. Usitnjavanje uzorka

Prije provodenja eksperimenta ekstrakcije uzorak se usitnio na laboratorijskom mlinu (Janke
& Kunkel, IKA labortechnik, Njemacka). Nakon usitnjavanja uzorka provedena je
granulometrijska analiza na standardnoj seriji sita (Retsch AS 200) te je odredena prosjecna
veliCina Cestica uzorka. 100 g usitnjenog biljnog materijala preneseno je na seriju standardnih

sita. Sita su posloZena tako da gornje sito ima najvece otvore, a zadnje sito je tzv. ,slijepo sito®.
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Prosijavanje se provodilo 30 minuta te se potom ponovno vagalo svako pojedino sito i

izraCunao srednji promjer Cestica usitnjenog biljnog materijala prema jednadzbi (2):

gdje je:

1
d

d — promjer veli€ine Cestica (mm)

mi - maseni udio i-te frakcije (%)

di - sredniji promijer i-te frakcije (mm)

Tablica 5. Oznaka i velidina otvora sita

3.3.3. Vodena destilacija

00 1
= =%

Broj sita

Velidina otvora

sita (mm)

3,15

1,4

0,63

0,5

0,315

0,2

0,1

0,08

0,05

Ol 00| N| o O | W| N| | O

»Slijepo sito*

(2)

Na Slici 18. prikazana je aparatura koriStena za laboratorijsko dobivanje etericnog ulja

postupkom vodene destilacije, tj. hidrodestilacije po Clevengeru. Usitnjeni plod konopljike (100

g) i 500 ml destilirane vode dodano je u tikvicu s okruglim dnom. Proces destilacije trajao je 4

h, tijekom kojeg je etericno ulje skupljano u gornjem graduiranom dijelu cijevi za mjerenje

predestiliranog ulja. Nakon ocitanja volumena, izdvojeno etericno ulje osuseno je s bezvodnim

MgSOa i Cuvano pri temperaturi 4-6 °C nekoliko dana. Nakon su$enja, uzorak je analiziran

pomoc¢u GC-MS.

37



4. REZULTATI | RASPRAVA

Slika 18. Vodena destilacija ploda konopljike (Izvor autor)

3.3.4. Soxhlet ekstrakcija

Pocetni sadrzaj ulja u usitnjenom plodu konopljike odreden je ekstrakcijom organskim
otapalima (n-heksan) u aparaturi po Soxhlet-u (Slika 19). Odvagano je oko 30 g usitnjenih
uzoraka ploda konopljike u tuljak od filtar-papira koji je potom stavljen u ekstraktor. U tikvicu je
dodano 250 mL n-heksana i provedena je ekstrakcija na sobnoj temperaturi 16 sati, hakon
Cega je dobiveni ekstrakt uparen na rotacijskom uparivacu. Svaki eksperiment s pojedinacnim

otapalom proveden je u tri ponavljanja.

Slika 19. Soxhlet- ova aparatura za ekstrakciju (Izvor autor)
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3.3.5. Ekstrakcija ploda konopljike superkriticnim CO,
Superkriticna ekstrakcija provedena je na novokonstruiranom uredaju za ekstrakciju

superkritiénim fluidima (Slika 20.) €ija je shema dana na Slici 21.

Dobivanje ekstrakata iz sjemenki konopljike superkriticnim CO: provelo se pri sliedeéim

procesnim uvjetima:

= tlak (100, 225, 350 bar),

= temperatura (40, 50, 60 °C),

= protok fluida (0,70, 1,94, 3,35 kg/h),

= veliina Cestica (0,297, 0,393, 0,506 mm).

Prinos ekstrakta pratio se u odredenim vremenskim intervalima (svakih 15 min) sve dok
promjena mase dobivenog ekstrakta u dva uzastopna ciklusa nije izgubila statisti¢ki znacaj,
odnosno do konstantne mase ekstrakta. Razdvajanje CO; i ekstrakta provelo se u separatoru

pri tlaku 15 bara i temperaturi 25 °C.

Slika 20. Uredaj za ekstrakciju superkriticnim CO, (Aladi¢, 2015)
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N

Slika 21. Shematski prikaz novokonstruiranog uredaja za ekstrakciju superkriticnim CO.

1. Kompresor; 2. COz spremnik; 3. Izmjenjiva¢ topline od nehrdajuceg Celika; 4. Rashladna kupelj; 5. Zrakom
pogonjena hidrauli€éna pumpa Haskel MS-71; 6. Ventili (B-HV); 7. Manometri; 8. Ekstraktor; 9. Separator;
10. Vodena kupelj; 11. Centralizirani sistem grijaca od staklenih vliakana; 12. Mjera¢ protoka

3.3.6. Odredivanje kemijskog sastava dobivenih ekstrakata

Dobiveni ekstrakti konopljike (Vitex agnus castus L.) ispitani su u odnosu na kvalitativni i
kvantitativni sastav primjenom GC-MS analize. Za analizu isparljivih komponenti koristen je
plinski kromatograf (Agilent Technologies, SAD), model 7890A u kombinaciji s Agilent
Technologies (SAD) masenim detektorom, model 5975C, spojenim na racunalo (Slika 22).

Slika 22. Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS) (Izvor autor)
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Separacija komponenti provedena je na kapilarnim kolonama H5-5MS (duzine 30 m,
unutarnjeg promjera 0,25 mm, debljine sloja stacionarne faze 0,25 ym, J&W, SAD).
Koristeni su sljedeéi uvjeti rada plinskog kromatografa za HP-5MS kolonu:
e temperaturni program kolone: 2 min izotermno na 70 ‘C, zatim porast temperature od
200 °C,
e energija ionizacije: 70 eV,

e temperatura ionskog izvora: 230 ‘C,

interval snimanja masa: 45-450 masenih jedinica.

Za svaki analizirani uzorak, kao rezultat GC-MS analize dobiveni su sljedeci podaci:

e kromatogram ukupne ionske struje,

e naziv spoja ili spojeva Ciji spektar ili spektri su najsli¢niji spektru nepoznate komponente
pojedinog pika iz kromatograma ukupne ionske struje; sliCnosti spektara koji se
usporeduju izrazeni su vjerojatnos¢u u postotcima,

e vrijeme zadrZzavanja pojedine komponente,

¢ relativni udio pojedine komponente izraZzen u postotcima.

3.3.7. Dobivanje suhog ekstrakta konopljike postupkom liofilizacije

Za dobivanje tekuceg uzorka ploda konopljike koristeno je 100 g biljke i 500 ml otapala (1:5
omjer prema Eur. Ph.). 100.0 g osuSenog ploda konopljike preliveno je sa 500 mL 50%-tne
vodene otopine etanola. Tako pripremljena otopina je ostavljena 5 dana na tamnom mjestu pri
sobnoj temperaturi, te je povremeno protresna. Alkoholni ekstrakt se zatim filtrirao kroz filter
papir kako bi se uklonio bilo kakvo kruto onecis¢enje.

Odreden je udio suhe tvari u teku¢em uzorku ploda konopljike koji je iznosio 1,41%.

Uzorak tekuceg ekstrakta ploda konopljike od 100 ml stavljen je u staklenu posudu i zamrznut
pri temperaturi od - 45°C. Nakon zamrzavanja uzorak je dehidriran u liofilizatoru GAMMA 2-
20, tvrtke Martin Christ (Njemacka) (Slika 23). Temperatura sublimacije iznosila je oko -50 °C,
a tlak u komori 0,180 mbar. Tijekom procesa izotermne desorpcije maksimalna temperatura u

komori bila je 20 °C uz tlak od 0,001 mbar. Proces su$enja ukupno je trajao 36 h.
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Slika 23. Liofilizator (Izvor autor)

3.3.8. Proizvodnja tableta

Za izradu tableta koriSten je suhi ekstrakt ploda konopljike dobiven procesom liofilizacije.
Pojedina¢na formulacija tableta imala je sljedeci sastav: laktoza 74,5 g, obi¢ni Skrob 50,0 g i
aerosil 3,0 g, te dodatka suhog ekstrakta u iznosu od 2,0 g i magnezijevog stearata u koli€ini
od 1,5 mg. Na ovaj nadin je pripremljena smjesa za dobivanje tableta. Propustanjem
pripremljene smjese kroz uredaj za tabletiranje (Slika 24) dobivene su biljne tablete.

Slika 24. Tabletirka (Izvor autor)

42



4. REZULTATI | RASPRAVA

4. REZULTATI | RASPRAVA

43



4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. ODREDIVANJE UDJELA VLAGE U PLODU KONOPLJIKE

Udio vlage u plodu konopljike odreden standardnom metodom AOAC 925.40 i izraCunat prema

izrazu (1) iznosio je 11,18%.
4.2. ODREBDIVANJE SREDNJEG PROMJERA CESTICA

Prosje€na veli€ina &estica usitnjenog uzorka biljnog materijala odredena je pomocu izraza (2)

te je na ovaj nacin ispitivani uzorak pripremljen za operaciju ekstrakcije.

Tablica 6. Prosje€na veliCina €estica u usitnjenim uzorcima ploda konopljike

Broj | Veli€ina Masa uzorka na|Masa wuzorka na|Masa uzorka nha

sita otvora pojedinom situ (1*) pojedinom situ (2*) pojedinom situ (3*)
sita (mm)

Uzorak A | Uzorak B | Uzorak A | Uzorak B | Uzorak A | Uzorak B

0 3,15 0 0 0 0 0 0

1 14 0,03 0,32 0,83 0,82 36,67 27,11

2 0,63 1,25 0,90 35,34 34,92 11,51 23,63

3 0,5 12,96 12,54 9,47 9,91 7,71 17,28

4 0,315 29,22 27,64 17,31 17,22 5,37 5,06

5 0,2 16,34 16,94 10,6 10,56 13,02 7,1

6 0,1 16,62 14,93 12,35 11,69 10,02 8,02

7 0,08 7,26 6,91 2,97 5,26 5,14 3,01

8 0,05 2,63 2,82 3,93 5,93 2,86 2,05

9 L»slijepo 0,73 4 7,2 3,69 3,28 2,32
sito*

(1*) Najmanja veli¢ina Cestica

(2*) Srednja veli¢ina Cestica

(3*) Najveca veli¢ina Cestica
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Najmanja veli¢ina Cestica izraCunata prema izrazu (2) dobivena iz dva ponavljanja iznosi
0,2973 mm.

Srednja veli¢ina Cestica izraCunata prema izrazu (2) dobivena iz dva ponavljanja iznosi 0,3936

mm.

Najveca veli€ina Cestica izraCunata prema izrazu (2) dobivena iz dva ponavljanja iznosi 0,5062

mm.

4.3. EKSTRAKCIJA PLODA KONOPLJIKE PRIMJENOM RAZLICITIH TEHNIKA
EKSTRAKCIJE

Provedena je ekstrakcija ploda konopljike superkriti€cnim CO.. Usitnjeni biljni materijal (100 g)
ekstrahiran je superkriticnim CO: pri razliCitim procesnim parametrima (Tablica 7). Vrijeme

trajanja ekstrakcije iznosilo je 150 min po ekstrakciji (bazirano na preliminarnim istrazivanjima).

Tablica 7. Prinosi dobivenih ekstrakta primjenom razli€itih metoda i uvjeta ekstrakcije

) N e do Ukupan  prinos
Broj eksperimenta ) ekstrakta

(bar) |(°C) |(kg/h) |(mm) %)
SFE 1 350 40 1,95 0,393 8,94
SFE 2 225 40 1,95 0,393 10,10
SFE 3 225 |50 1,95 0,393 10,89
SFE 4 225 |60 1,95 0,393 12,27
SFE5 225 40 1,95 0,506 5,54
SFE 6 225 40 3,35 0,393 11,22
SFE 7 100 40 1,95 0,393 1,66
SFE 8 225 140 1,95 0,297 9,14
SFE 9 225 40 0,70 0,393 5,84
SOXHLET 9,19
HIDRODESTILACIJA 0,40
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Iz rezultata prikazanih u Tablici 7. moze se zaklju€iti kako s porastom tlaka i temperature u
procesu SFE raste i prinos ekstrakcije, pa tako pri tlaku od 225 bar i temperaturi od 60°C
ostvareni prinos iznosi 12,27%, dok je pri tlaku od 100 bar i na temperaturi od 40 °C ostvaren
prinos od 1,66%. Prinosi rastu zbog toga $to se povecanjem tlaka ekstrakcije povecava i
gustoéa CO,, odnosno povecava se topljivost ekstrakta ploda konopljike u superkritichom CO..
Prinos ekstrakta dobiven standardnom Soxhlet-ovom metodom iznosi 9,19%, a udio eteri€nog

ulja dobivenog hidrodestilacijom tek 0,4%.

4.4. UTJECAJ RAZLICITIH PROCESNIH PARAMETARA SUPERKRITICNE
EKSTRAKCIJE NA PRINOS EKSTRAKTA PLODA KONOPLJIKE

Prikazane ekstrakcije provedene su na laboratorijskom uredaju, volumena ekstraktora 0,5 L
(Slika 20). Koristeni su tlakovi od 100, 225 i 350 bar, dok je temperatura ekstrakcije bila
konstantna i iznosila 40 °C. Maseni protok superkriticnog CO; iznosio je 1,95 kg/h.

Utjecaj tlaka
20

o 16

o

o

—

ERE

Q 350 bar
3 8

0 225 bar
g 100 bar
1]

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150

t (min)

Slika 25. Utjecaj tlaka ekstrakcije na ekstraktibilnost ulja iz ploda konopljike (veli€ina Cestica:

0,506 mm) pomocu superkriticnog CO- pri temperaturi ekstrakcije 40°C i protoku CO, 1,95
kg/h

Pri konstantnom vremenu ekstrakcije, prinos ekstrakta raste sa povec¢anjem tlaka, zbog vece
uCinkovitosti otapala na viSim tlakovima, Sto je posljedica povecanja gustoce CO., od
najmanjeg do najviSeg ispitivanog tlaka. Povecanjem gustoce superkriticnog CO. raste
njegova mo¢ otapanja, odnosno povecava se topljivost ulja u superkriticnom CO.. Ispitivane

su temperature 40, 50 i 60 °C.
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Utjecaj temperature
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Slika 26. Utjecaj temperature ekstrakcije na ekstraktibilnost ulja iz ploda konopljike (veli¢ina
Cestica:0,393 mm) pomocu superkriticnog CO; pri tlaku ekstrakcije 225 bar i protoku CO,0,70
kg/h

Prinosi ekstrakata superkriticnim CO2 nakon 150 min ekstrakcije pri 40, 50 i 60 °C iznosili su
redom 10,10; 10,89 i 12,27%, iz €ega je vidljivo da povecanje temperature pri tlaku 225 bara
dovodi do povecanja prinosa ulja, ali dobivene razlike u prinosima nisu statistiCki znacajne.
Povecanje temperature utjecat ¢e na povecéanje topljivosti ulja u superkritiCchom COz2, iako se
gustocéa superkriticnog fluida smanjuje, zbog veceg utjecaja temperature na porast tlaka pare

ulja.

Utjecaj protoka CO,

12

= 10

o

o

<8

Lo

L 6 —=@=1,95 kg/h
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55 4 —=8=—0,70 kg/h
o

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150
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Slika 27. Utjecaj protoka CO: na ekstraktibilnost ulja iz ploda konopljike (veli¢ina Cestica: 0,393
mm) pomocu superkriticnog CO: pri tlaku ekstrakcije 225 bar i temperaturi 40 °C
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Na Slici 27. je vidljivo da prinos ulja na poCetku raste s povecanjem protoka CO2 (period brze
ekstrakcije) te je potrebno krace vrijeme ekstrakcije pri viSem protoku kako bi se dobili isti
prinosi ulja. Trajanje perioda konstantne brzine ekstrakcije smanjeno je sa 150 min na 60 min

s povecanjem masenog protoka CO2 od 0,70 kg/h do 1,95 kg/h.

Utjecaj veliCine Cestica

[N
N

& 10

=)

< 3

0

QL 6 0,2973 mm
o

a4 0,5062 mm
o

é 2 0,3963 mm

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150

t (min)

Slika 28. Utjecaj veliine Cestica na ekstraktibilnost ulja iz ploda konopljike pomocu
superkriticnog CO; pri tlaku ekstrakcije 225 bar, temperaturi ekstrakcije 40° C i protoku CO»
1,95 kg/h

Promjena prinosa ekstrakta, u vremenu ekstrakcije, t, pra¢ena je za tri razliite klase Cestica
srednjeg promjera 0,5062 mm, 0,3936 mm i 0,2973 mm (Slika 28).

Na samom pocetku procesa, brzina ekstrakcije ulja iz ploda konopljike ne ovisi o veli€ini estica
Sto odgovara pretpostavkama da na brzinu procesa u prvom dijelu utje€u fazna ravnoteza i
topljivost ulja u superkriti€chom fluidu. To je posebno izrazeno za Cestice veli€ine 0,3936 mm i
0,5062 mm gdje je i nakon prvih 75 min koli¢ina ekstrahiranog ulja gotovo identi¢na. Najveca
koli¢ina ulja ekstrahirana je iz najmanje klase Cestica (0,2973 mm), a najmanja iz najvece klase
Cestica (0,5062 mm), buduéi da smanjenje promjera Cestica dovodi do povecanja brzine

difuzije, odnosno do smanjenja difuznog puta Sto ubrzava proces ekstrakcije.
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4.5. GC-MS PROFIL DOBIVENIH EKSTRAKATA
Primjenom GC-MS analize izvrSena je kvalitativna i kvantitativna analiza ekstrakata ploda

konopljike, Ciji su rezultati prikazani u Tablici 8., a odabrani kromatogram je prikazan na Slici

29.

Apundance
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Slika 29. Primjer kromatograma za eteri¢no ulje konopljike

Tablica 8. Kemijski sastav dobivenog ekstrakta Vitex agnus castus pomocu superkriticnog

CO:. i eteri€nog ulja primjenom hidrodestilacije izrazen u %

Uzorak Uzorak Uzorak Uzorak
SFE 2 SFE 3 SFE 4 SFE 7
Broi | Komponenta Rt 225 bar 225 bar 225 bar 100 bar Etericno
) P 40°C 50°C 60°C 40°C ulje
2 kg/h 2 kg/h 2 kg/h 2 kg/h
0,393 mm 0,393 mm 0,393 mm 0,393 mm
. 12,333
1. a-Pinen 940 0,4 1,4 0,5 0,3 0,7
. 13,7
2. Sabinen 978 3,1 6,5 2,6 2,2 0,5
. 14,118
3. B-Pinen 981 0,1 0,5 0,2 0,2 0,1
. 15,222
4. a-Terpinen 1021 0,1 0,1 0,1 0,1 -
. 15,537
5. p-Cimen 1026 0,1 0,2 0,2 0,1 -
. 15,708
6. Limonen 1038 0,9 0,7 0,1 0,4 -
. 15,897
7. 1,8-Cineol 1033 7,6 10,7 7,8 6,8 4.9
. 16,801
8. y-Terpinen 1063 0,1 0,2 0,3 0,2 -
9. cis-Sabinen hidrat | 17,362 0,1 - - 0,2 -
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1070
10, | rans-Sabinen 12136524 1 01 01 01 0.3 .
11. B-Tujon 1267535 - - - - 1,9
12. a-Tujon 1261265 - - - - 1
13. Kamfor i(1);13595 - - - - 3,3
14. Borneol ﬁle3816 - - - - 3
15. | Terpinen-4-ol ﬁgf 0,4 0,8 11 0,7 0,5
16. a-Terpineol ii§3357 0,7 0,5 0,6 0,5 0,5
17. Bornil acetat ig?g? 0,1 - - 0,1 1,8
18. a-Terpinil acetat i2’53454 8,9 7.9 8 8,6 6,8
19. a-Gurjunen ig’O?gg? 2,3 2 2,1 2,1 0,9
20. trans-Kariofilen ii’zzln 16,3 14,5 14,5 15,9 10,7
21. trans-a-Bergamot 111,35893 0,2 0,1 0,1 0,4 0,1
22. a-Humulen ii;égl 11 0,9 0,9 1 15,6
23. trans-pB-Farnezen ii’62056 18,4 16,5 16,7 19,3 7,6
24. Aromadendren 121’47189 4.3 3,8 3,9 4.4 2,8
25. y-Kurkumin ii,81095 - 0,3 - - -
26. | a-Kurkumin 33,321 01 0.3 0.2 01 01
27. Germakren D 131,8511 0,3 0,4 0,4 0,4 -
28. | Biciklogermakren ijéossz 96 8.8 9.6 9.5 2.4
29. 0-Kadinen igf:gzs 0,1 0,3 0,1 0,3 0,5
30. | Palustrol ig,67794 0.8 0,6 0,6 0,7 0,3
31. | Spatulenol i;,?2729 2,9 2,1 6,9 2,5 3,3
32. Kariofilen oksid i;é3138 4,5 3,8 4,2 3,6 7,3
33. | Viridiflorol %56129 3,5 33 3,9 3.3 16,70
34, a-Humulen oxid igbllm - - - - 52
35. | a-Kadinol ig,’sszlz 6,7 51 25 55 1,1
36. Cembren A ‘11;’41103 2,1 0,6 1,9 - -
RI = Retencijski indeks kod alkana C9-C25 na HP-5MS koloni; - = komponente nisu identificirane
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Sastav eteri¢nog ulja dobivenog postupkom vodene destilacije (Tablica 8.) je znatno razliCit
od sastava superkriticnih ekstrakata, Sto je oCekivano. Viridiflorol je pronaden kao glavni
sastojak eterihog ulja (16,7%), dok je u superkriti€nom ekstraktu bio prisutan u otprilike 5 puta
manjoj koli¢ini (3,3% -3,9%), a a-humulen oksid bio je prisutan samo u etericnom ulju (5,2%).
Ovi rezultati pokazuju da se a-humulen oksid i viridiflorol mogu smatrati artefaktima koji su
nastali tijekom hidrodestilacije iz odgovarajucih ugljikovodika seksviterpena (a-humulen i
biciklo-germakren) koji su pronadeni kao glavni spojevi u ekstraktu, ali u manjom kolic¢ini u
etericnom ulju. a-Humulen dominira u etericnom ulju (15,6%), vjerojatno nastao iz trans-
kariofilena ili trans-beta-farnezena Cciji su postoci nizi u etericnom ulju (10,7%; 7,6%), u
usporedbi s ekstraktima. Postoci seskviterpena poput kariofilen oksida i spatulenola takoder
su poviSeni u etericnom ulju, kao i bornil acetat. B-Tujon (1,9%), a-tujon (1,0%), kamfor (3,3%)
i borneol (3,0%), pronadeni su samo u etericnom ulju. Buduci da je postotak monoterpena 1,8-
cineol bio nizi (4,9%) u odnosu na vecinu ekstrakata (7,6% -10,7%) na tlaku od 225 bar,
moguce je da svi ti monterpeni nastaju tijekom hidrodestilacije nakon epoksida otvor preko a-
terpeniola, a-terpenil kationa ili terpinen-4-il kationa. Op¢enito, rezultati potvrduju da SC-CO;
sprijeCava degradaciju termolabilnih i vodotopljivih spojeva ili hidrolizu topljivih ili labilnih
spojeva u vodi. 1z Tablice 8. vidljivo je da tlak i temperatura imaju zna€ajan utjecaj na koli¢inu
dobivenih isparljivih komponenti u ekstraktu. Primjerice pri tlaku od 225 bara i temperaturi od
50°C dobivena je veca koli€ina a-pinena (1,4%) i sabinena (6,5%) dok je pri tlaku od 100 bara
i temperaturi od 50°C udio a-pinena 0,3%, a sabinena 2,2%. Medutim, pri tlaku od 100 bara
dobivena je veca koliCina isparljivih komponenti poput trans-B-farnezena (19,3%) i
aromadendrena (4,4%), dok je pri tlaku od 225 bara udio trans-pB-farnezena 16,5%, a

aromadendrena 3,8%.
4.6. TABLETE NA BAZ|I EKSTRAKTA KONOPLJIKE

Prema metodi opisanoj u poglavlju 4.3.8. dobivene su biljne tablete (Slika 30) na bazi ekstrakta
ploda konopljike. Daljnja istrazivanja trebala bi se odnositi na odredivanje standardnih
parametara tableta kao Sto su izgled, masa, topljivost i tvrdo¢a tableta, te udjela aktivnih

komponenata u njima.

Slika 30. Dobivene tablete
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5. ZAKUUCCI

Na osnovi rezultata istraZivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

Ispitivani plod konopljike sadrzi 11,18% vlage,
Primjenom standardne Soxhlet-ove metode iz ploda konopljike izolirano je 9,19% ulja,

Postupkom hidrodestilacije iz ploda konopljike izolirano je eteri€no ulje u prinosu od
0,40%,

Dobivene eksperimentalne vrijednosti prinosa ekstrakta iz ploda konopljike dobivenim
superkriticnim CO: kretale su se u rasponu od 1,66% do 12,27% za ispitane procesne
uvjete ekstrakcije,

Ispitivanjem utjecaja tlaka na prinose ekstrakta vidljivo je da poveéanjem tlaka raste i
prinos ulja jer povecanjem tlaka ekstrakcije povecava se i gusto¢a CO,, odnosno

povecava se topljivost eteriénog ulja u superkritiénom CO,,

Iz ekstrakcionih krivulja vidljiva su tri perioda ekstrakcije: po€etni period ekstrakcije (brzi
period), zatim drugi period u kojem dolazi do usporavanja brzine procesa ekstrakcije
te potom slijedi razdoblje spore brzine ekstrakcije, gdje je glavni mehanizam prijenosa

tvari difuzija,
Primjenom vecéeg protoka CO; vrijeme ekstrakcije se znacajno skracuje,

Najveca koli¢ina ulja ekstrahirana je iz najmanje klase Cestica (0,2973 mm), a najmanja
iz najvece klase Cestica (0,5062 mm), buduéi da smanjenje promjera estica dovodi do
povecanja brzine difuzije, odnosno do smanjenja difuzionog puta $to ubrzava proces

ekstrakcije,

Utvrdeno je da eteri¢no ulje ploda konopljike ima veoma kompleksan kemijski sastav,
a identificirani spojevi spadaju u monoterpenske, seskviterpenske i diterpenske
spojeve, odnosno njihove ugljikovodike, alkohole, estere, kiseline, karbonilne spojeve

i okside,

Usporedbom sastava eteriChog ulja dobivenog postupkom vodene destilacije i
superkriticnih ekstrakata pronadene su ocite razlike u koli€ini pojedinih spojeva poput
viridiflorola koji je glavni sastojak eteri¢nog ulja i a- humulena koji takoder dominira u

etericnom ulju, dok je u superkritichom ekstraktu zastupljen u znatno manjoj koli€ini.
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