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Cannabis sativa L. je zeljasta jednogodisnja biljka koja pripada porodici Cannabaceae. Smatra
se jednom od najstarijih kultiviranih biljaka diljem svijeta iz razloga Sto joj pogoduju razliciti
klimatski uvjeti. Ima dugu povijest koriStenja u medicinske svrhe pretezito na podrucju Bliskog
Istoka i Azije, te se tijekom kolonizacijskog perioda pocetkom 19. st. rasirila u ostale dijelove
svijeta pa tako i u Europu gdje se primjenjivala kod ublazavanja boli, gréeva, nesanice i dr.

(Vladimir-Knezevic i sur., 2017).

U konoplji je izolirano vise od 525 kemijskih spojeva od kojih mnoge nastaju kao produkt
sekundarnog metabolizma, a one se mogu podijeliti u dvije skupine spojeva: kanabinoidne
(fitokanabinoidi) i nekanabinoidne spojeve (poput fenolnih spojeva, fitosterola, amina, masnih
kiselina i njihovih estera i dr.) (Gazdek, 2014). Kanabinoidi pripadaju skupini ciklickih
terpenskih spojeva s 21 ugljikovim atomom u svojoj strukturi. Prema mjestu nastanka mogu
se razvrstati u 3 skupine: endokanabinoidi, fitokanabinoidi i sintetski kanabinoidi (Pertwee i
Cascio, 2014). Nalaze se u biljnom tkivu gdje nastaju procesom biosinteze kao kiseli oblici koji
se, pod utjecajem svjetlosti, topline i ¢uvanjem, razgraduju u svoje neutralne oblike (Colak,

2016).

Najpoznatiji kanabinoid je A9-Tetrahidrokanabinol (A9-THC) koji ujedno predstavlja i primarnu
psihoaktivnu komponentu ove biljke. Ostali ¢esto spominjani pripadnici ove skupine spojeva

su kanabidiol (CBD) i kanabinol (CBN) (Gazdek, 2014).

Zbog povecanja ljudske populacije, a samim tim i industrijske proizvodnje, sve vedi je interes
za pronalaskom alternativnih, zelenih tehnika kojima je krajnji cilj smanjenje upotrebe
supstanci Stetnih za okolis i zdravlje ljudi, a da uz to povecavaju iskorisStenje samog procesa. U
zelene ekstrakcijske tehnike ubrajaju se ekstrakcije potpomognute mikrovalovima i/ili
ultrazvukom, primjenom alternativnih otapala poput superkriti¢nih fluida (CO; i voda), ionskih
kapljevina i eutekti¢nih otapala. Industrije poput prehrambene, farmaceutske i kemijske sve
viSe se okre¢u prema alternativnim tehnikama koje zadovoljavaju ekoloske i ekonomske
zahtjeve. SWE (engl. Subcritical Water Extraction) pripada skupini zelenih ekstrakcijskih
tehnika u ¢ijem procesu ulogu otapala ima supkriticna voda, koja osim Sto je neotrovnaii jeftina
takoder predstavlja zadovoljavajuéu zamjenu za organska otapala kod ekstrakcijskih
postupaka (Joki¢ i sur., 2018). Ekstrakcija predstavlja vazan korak u izolaciji i identifikaciji

bioaktivnih spojeva iz industrijske konoplje, pa tako je cilj ovog rada bio ispitivanje utjecaja
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razli¢itih temperatura na ucinkovitost SWE u smislu sastava kanabinoida u dobivenim

ekstraktima.
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2.1. INDUSTRIJSKA KONOPUA (Cannabis sativa L.)

Industrijska konoplja (Cannabis sativa L.) je zeljasta jednogodisnja dvodomna kritosjemenjaca
koja pripada porodici Cannabaceae i rodu Cannabis (Domac, 2002). Taksonomska klasifikacija
Cannabis sativa L. prikazana je u Tablici 1. Pretpostavlja se da je konoplja u Europu stigla iz
Centralne Azije tijekom kolonizacijskog perioda. Ova biljka pronasla je svoju primjenu u
razli¢itim granama industrije, te postaje sve zanimljivija zbog sve veceg broja istrazivanja koja
ukazuju da zbog svojeg kemijskog sastava ima potencijal koristenja u ljekovite svrhe. Stabljika
konoplje je uspravna, te u pocetku njezna i zeljasta, a kasnije odrveni. Listovi konoplje su
dlanasti s usiljenim vrhom i pilastim rubom. List je sastavljen je od peteljke koja ima dva srasla
paralisti¢a pri dnu i prstasto razdijeljenih liski. Broj listi¢a je neparan i kreée se izmedu 3 i 13.
Visina (0,2-6 m) i stupanj razgranatosti ovise o klimatskim uvjetima u kojima je uzgajana i
genetskim Cimbenicima (Vladimir-Knezevi¢ i sur., 2017). Muske biljke ranije cvjetaju od
Zenskih, njihov cvat je rahla metlica s pet visec¢ih prasnika i cvjetovima Zuto-zelene boje. U
usporedbi s muskim, Zenske biljke su niZe i robusnije te imaju cvjetove s tuckom zelene,

ponekad ljubi¢asto do crvene boje bez stapke.

Tablica 1. Klasifikacija Cannabis sativa L. prema integriranom taksonomskom informacijskom sustavu
(IT1S, 2018)

CARSTVO Plantae
ODJELJAK Tracheopathyta
RAZRED Magnoliopsida
PODRAZRED Rosanae
RED Rosales
PORODICA Cannabaceae
ROD Cannabis L.
VRSTA Cannabis sativa L.

Zbog sli¢cnih morfoloskih obiljezja cesto se moze zamijeniti s indijskom konopljom (C. sativa L.
subsp. indica), medutim znatno se razlikuju po udjelu A9-THC, psihoaktivhe komponente kod
Zenskih biljaka. Naime, industrijska konoplja u prosjeku sadrzi izmedu 0,1 % i 0,3 % A9-THC
dok indijska moze sadrzavati i do 10 puta vece koncentracije ove komponente. Prema omjeru

dva glavna predstavnika kanabinoida u biljci, THC i CBD, pridruZzuju se odredenom kemijskom
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fenotipu (kemotipu). Prema udjelu ovih komponenata u osusenim cvatuéim vrsnim dijelovima

razlikuju se 3 kemotipa:

1. THC>0,3%; CBD <0,5% - THC kemotip
2. THC>0,3 %; CBD > 0,5 % - THC/CBD kemotip
3. THC<0,3%; CBD > 0,5 % - CBD kemotip (Holy, 2018).

Odredeni kemotipi se koriste u uredene svrhe, prema tome konoplje koje se koriste u
medicinske i rekreativne svrhe imaju omjer THC/CBD > 1, dok pod “industrijski kemotip”
pripadaju biljke ¢iji je omjer THC/CBD < 1 (Jovanovi¢, 2020). U Europskoj Uniji (EU), tako i u
Republici Hrvatskoj (RH) se smiju uzgajati sorte koje sadrze 0,2 % i manje THC-a u suhoj tvari
bilijke (HAH, 2015). Nadalje, u RH vrijede sva pravila, legislativa i regulacija kao i za EU, prema
tome hrana i dodaci prehrani koji sadrze CBD i druge kanabinoide pripadaju u skupinu pod
nazivom tzv. nova hrana (engl. Novel Food) i njihovo pustanje na trziSte mora biti u skladu s

Direktivom 2015/2283, dok za kozmeticke proizvode koji sadrie ekstrakt konoplje vrijedi
Direktiva 1223/2009.

Industrijska konoplja ima vrlo Siroku primjenu, te se navodno od cijele biljke moze proizvesti
visSe od 25000 razli¢itih proizvoda (Small i Marcus, 2002). Vlakna iz stabljike konoplje imaju
veliku ¢vrstodu te su upravo zbog tog svojstva svoju primjenu pronasla u gradevinskoj i
tekstilnoj industriji. Osim toga, drvenasti dio biljke koristi se kao sirovina u proizvodnji papira.
Zbog visoke nutritivne vrijednosti i sadrzaja bioaktivnih komponenti te brojnih blagotvornih
svojstava svoju primjenu je pronasla u prehrambenoj, kozmetickoj i farmaceutskoj industriji.
Konopljine sjemenke sadrze velike koli¢ine esencijalnih aminokiselina i masnih kiselina kao i
minerala poput kalija, kalcija, magnezija i Zeljeza. Takoder su bogate vitaminima B kompleksa
i E vitaminom. U proizvode za ljudsku prehranu pripadaju Cajevi, proteini, ulje i brasno od
konoplje. Mogu se mogu konzumirati u vidu dodataka prehrani te se na trzistu mogu naci
proizvodi obogaéeni nekom od ovih komponenata. Dolaze u obliku ulja (pojedinacnih
kanabinoida ili kao ulja Sirokog spektra gdje su prisutni svi kanabinoidi iz biljke), balzama,
sprejeva, kapsula i gumenih bombone te najcesée se reklamiraju uz tvrdnje da poticu san,

ublazavaju bol i smanjuju stres (VanDolah i sur., 2019).

Prema istraZivanjima postoje dosta ¢vrsti dokazi koji ukazuju na terapeutska svojstva kanabisa

kod ublaZavanja nuspojava nakon primjene kemoterapija, lije€enja kaheksije i anoreksije kod
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ljudi oboljelih od AIDS-a (engl. Acquired Immunodeficiency Syndrome) te smanjenja gréenja

miSi¢a koji se pojavljuju kod ljudi oboljelih od multiple skleroze (Vladimir-KneZevicisur., 2017).

2.2.  AKTIVNI SASTOJCI CVIJETA INDUSTRIJSKE KONOPLIE

2.2.1. BIOSINTEZA FITOKANABINOIDA

Fitokanabinoidi pripadaju skupini terpenofenolnih komponenata nastalih sekundarnim
metabolizmom u konoplji. Ovi spojevi mogu biti prisutni i u biljkama rodova Radula i
Helichrysum. Osim fitokanabinoida, pod sekundarne metabolite konoplje spadaju terpeni i
fenolni spojevi. Kanabinoidi nastaju biosintezom u obliku preniliranih aromatskih karboksilnih
kiselina. Najkoncentriraniji su u smolastom sekretu (u obliku svojih kiselih prekursora) koji
stvaraju glandularni trihomi na povrsini cvatova, najc¢esée Zenskih biljki. U svoje neutralne
oblike mogu preéi spontanom dekarboksilacijom pod utjecajem svjetla, topline i duZim
skladistenjem (Slika 1). U obliku kiselina, kanabinoidi se ne smatraju farmakoloski aktivnima iz
razloga $to nemaju utjecaja na endokanabinoidni sustav kao $to imaju u svome neutralnom

obliku (Vladimir-Knezevic¢ i sur., 2017; Andre i sur., 2016; Marioti i sur., 2015).

Prekursori kanabinoida potjecu iz 2 biosintetska puta: poliketidnim lancem (engl. poliketyde
pathway) i metileritrol fosfatnim putem (engl. methylerythritol phosphate pathway, MEP).
Kondenzacijom olivetolne kiseline (poliketid) i geranil difosfat (terpen) nastaje kanabigerolna
kiselina (CBGA), koja je glavni intermedijer za nastajanje tetrahidrokanabinolne kiseline (A9-
THCA), kanabidiolne kiseline (CBDA) i kanabikromenske kiseline (CBCA). Ove fitokanbinoidne
kiseline neenzimatskom dekarboksilacijom prelaze u svoje neutralne oblike: A9-THC, CBC i
CBD. Tetrahidroksikanabivarinska kiselina (CBDVA) je propilni kanabinoid sintetiziran iz
divarinolne kiseline vjerojatno vrlo sliénim nacinom kao i prethodne komponente. U ovisnosti
o ekoloskim c¢imbenicima, spolu i starosti ovisi i udio pojedinih fitokanabinoida u biljci.
Trenutno je oko 100 fitokanabinoida identificirano s razjasnjenim strukturama (Vladimir-

KneZevi¢isur., 2017; Andre i sur., 2016).
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Slika 1. Biosinteza i degradacija fitokanabinoida . OA - olivetolna 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 — A9-
tetrahidrokanabinol; CBD - kanabidiol; CBL- kanabiciklol; CBN- kanabinol; CBE- kanabielsoin
(Vladimir-Knezevi¢ i sur, 2017)

2.2.2. TETRAHIDROKANABINOL (THC)

THC je alkaloidni kanabinoid slabo topljiv u vodi koji se nalazi u obliku viskozne smole koja
nema moguénost kristalizacije. Predstavlja glavnu psihoaktivnu komponentu konoplje koja
utjece na psihomotorne i kognitivne funkcije kod ljudi. Struktura (Slika 2) i stereokemija A9-
THC otkrivena je 1964. godine nakon Cega dolazi do poveéanog interesa za proucavanjem
kemijskih i farmakoloskih svojstava ovog spoja. Nastaje iz prekursora THCA prilikom rasta i
razvoja biljke i pod utjecajem topline i svjetlosti. IstraZivanja su pokazala da je ovaj spoj

odgovoran za motoricke poremecaje, katelepsije (psihomotorna napetost i uzbudenost),
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gubitak refleksa, euforije i neraspolozenja, tjeskobe, uspavanosti, napadaja panike i oslabljene

memorije prilikom konzumacije (Tomasié Pai¢, 2012)

CH,

=

CH;

Slika 2. Kemijska struktura A9-Tetrahidrokanabinol (preuzeto s https://sielc.com/delta-9-
tetrahydrocannabinol-thc.html [23.7.2022.])

Mehanizam djelovanja A9-THC u organizmu postaje poznat gotovo dva desetljeca nakon
njegova otkri¢a. Istrazivanjima se pokazalo kako dolazi do interakcije kanabinoida s
endokanabinoidnim sustavom u ¢ovjekom preko dva receptora: CB1 i CB2, postoje dokaziio
postojanju drugih receptora medutim njihova karakterizacija joS nije dovrSena. Neka
istrazivanja upuduju na to da endokanabinoidi imaju regulacijsku ulogu ili bi mogli modulirati
razne fizioloSke procese poput apetita, pamcenja, raspolozenja, osjetljivosti na bol, inzulinske
osjetljivosti te metabolizma masti i energije. Centralni, CB1 se pojavljuje unutar i izvan
centralnog Ziv€anog sustava, a otkriven je 1990. godine. Spominje se njegov potencijalni
terapeutski ucinak kod ovisnosti o alkoholu, pretilosti i Parkinsonove bolesti. lako su ovi
receptori najzastupljeniji u mozgu, rasprostranjeni su i u ostalim tkivima poput
gastrointestinalnog, mokra¢nog, reproduktivnog, sréanog, pluénog te u imunoloSkim
stanicama gdje svojim prisustvom potencijalno omogucuju djelovanje kanabinoida. CB2
receptor otkriven je iskljuivo u perifernom Zivéanom sustavu. Njegova ekspresija je
ograni¢ena na tkiva imunoloskog sustava (slezena i krajnici) i hematopoetske mati¢ne stanice.
Smatra se da CB2 receptori imaju imunomodulatorni efekt te samim tim potencijalnu
terapeutsku primjenu kod supresije tumora i upala (Tomasié Pai¢, 2012; Colak, 2016; Horvati¢,
2019). Kod raznih tkiva zahvac¢enih tumorom, pronadene su vece razine ekspresije CB1 i CB2
receptora kao i endokanabinoida Sto predstavlja potencijalnu primjenu ovih spojeva u
lijecenju raka (Vladimir-KnezZevi¢ i sur.,2017). THC je agonist za oba receptora, ali ima vedi

afinitet za centralni receptor za koji se pretpostavlja je posrednik kod psihoaktivnog ucinka
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ovog spoja. Osim na CB1 i CB2 receptore, svojim djelovanjem i na druge molekularne strukture

pokazuje antikancerogeno, analgetsko i protuupalno djelovanje (Colak, 2016).

2.2.3. KANABIDIOL (CBD)

Kanabidiol je komponenta konoplje koja ima veliki spektar farmakoloskih svojstava. Vazna je
prateca komponenta THC-a iz razloga $to povecava sigurnost primjene ekstrakta biljke jer ima
mogucnost smanjivanja njegovih negativnih uc¢inaka. Prekursori njegova nastajanja su CBGA iz

kojeg nastaje CBDA koji zatim dekarboksilacijom prelazi u CBD (Slika 3).
CHy

OH

H4C

wd HO CH,4

Slika 3. Kemijska struktura kanabidiola (preuzeto s https://sielc.com/Compound-Cannabidiol.html

[23.7.2022.])

IstraZivanja su pokazala da se primjenom CBD-a moZe umanijiti bol, stres te anksioznost kod
ljudi. Nadalje mogu pomodi kod ublazavanja posljedica kemoterapija poput mucnina i
povraéanja, te poveéanja tezine kod osoba inficiranih HIV-om, medutim ove tvrdnje nisu u
potpunosti dokazane (VanDolah i sur.,2019; Chang i Zhongli, 2021). Ovaj kanabinoid je
pokazao potencijal koristenja u pretklini¢kim studijama koje su proucavale bolesti sredisnjeg
fivéanog sustava poput neurodegenerativnih bolesti, epilepsije, $izofrenije i dr. (Colak, 2016).
Endokanabioidni sustav ima vaznu regulatornu ulogu u kozi, prema tome postoji moguénost
topikalne primjene CBD-a kod osoba koji imaju problema s koZom kao $to su akne, dermatitis
i psorijaza. Primjenjuje se u raznim kozmetickim proizvodima jer djeluje na sprjecavanje
znakova starenja, te ima sposobnost zastite i borbe protiv slobodnih radikala. Medutim, jako
malo istrazivanja je provedeno s topikalnim pripravcima CBD-a te se jo$S uvijek ne zna koliko
su ucinkoviti u prethodno navedene svrhe (Baswan i sur., 2020). CBD je komponenta koja

posjeduje antimikrobna svojstva i ima snaino djelovanje na meticilinrezistentni
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Staphylococcus aureus (engl. Methicilin-resistant Staphylococcus aureus, MRSA), ovo svojstvo
takoder posjeduju i CBG, CBN, CBC i A9-THC. IstraZzivanjima se utvrdilo njegovo baktericidno
djelovanje na Gram-pozitivne stafilokoke i streptokoke primjenom ekstrakta koncentracije u
rasponu od 1 do 5 pg/ml, takoder se pokazalo da nemaju djelovanje na Gram-negativne

bakterije (Gulck i Mgller, 2020).

Zbog svojih fizikalnih i kemijskih svojstava i povoljnog utjecaja na zdravlje, sve veci je interes
implementiranja CBD-a u prehrambenoj industriji kao funkcionalnog sastojka namirnice. Kava,
¢aj i cokolada su neki od proizvoda koji postoje na trzistu u koje je dodan CBD u njihov sastav

kao funkcionalna komponenta (Chang i Zhongli, 2021).

2.2.4. KANABINOL (CBN)

Kanabinol (Slika 4) je prvi izolirani i identificirani kanabinoid iz Cannabis sativa L. Nastaje
neenzimatskom oksidacijom iz THC-a kod duzZeg skladiStenja, suSenja i pri viSim
temperaturama. Iz tog razloga je prisutan u veédim koncentracijama u osusenim i starijim
cvjetovima konoplje. Pri veéim koli¢inama, odnosno unesen intravenozno, moze imati
psihoaktivno djelovanje (Liu i Mander, 2010). Djeluje ja¢e na stanice imunoloskog sustava
nego na sredisSnji Ziv€ani sustav zato Sto ima gotovo tri puta vedi afinitet prema CB2

receptorima i dva puta manji prema CB1 receptorima u usporedbi s THC-om (Colak, 2016).

Slika 4. Kemijska struktura kanabinola (preuzeto s https://sielc.com/Compound-Cannabinol.html

[23.7.2022.])

11
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Istrazivanja provedena na ljudima i Zivotinjama indiciraju na njegova sedativna i
antikolvulzantna svojstva kao i na protuupalno te anti-MRSA djelovanje pri minimalnoj
inhibitornoj koncentraciji (MIC, engl. Minimum Inhibitory Concentration) od 11 pg/mL. CBN
ima potencijal topikalne primjene kod psorijaze jer inhibira proliferaciju keratinocita (Russo i

Marcu, 2017).

2.2.5. KANABIGEROL (CBG)

Kanabigerol (Slika 5) je spoj Cije je obiljeZje strukture je linearniizoprenilni ostatak, to obiljezje
je razjasnjeno 1964. godine. Nastaje uklanjanjem karboksilne skupine kanabigerolnoj kiselini.
Nalazi se u puno manjem udjelu u odnosu na CBD s kojim se i najées¢e usporeduju jer takoder

imaju interakcije s jednakim receptorima u organizmu i nemaju psihoaktivno djelovanje.

OH

HO

Slika 5. Kemijska struktura kanabigerola (preuzeto s https://sielc.com/cannabigerol-cbg.html
[23.7.2022.])

Dosadasnja istraZzivanja pokazuju njegova protuupalna svojstva protiv razliitih okolisnih
stresora i antimikrobna svojstva na mikroorganizme poput Cutibacterium acnes i
Staphylococcus aureus koji su odgovorni za nastajanje akni i atopijskog dermatitisa. Ovim
svojstvom imaju potencijalnu primjenu u kozmeti¢koj industriji, medutim zbog zahtjevne i
skupe izolacije nije toliko istrazivanja provedeno na njihov utjecaj na kozu u usporedbi s CBD-
om. Osim toga, mehanizam njegova djelovanja u organizmu rezultira sedacijom, opustanjem
misica i analgezijom. Postoji moguénost koristenja CBG-a kod ljudi oboljelih od crijevnih bolesti
jer su eksperimenti na miSevima ukazali na njegovo djelovanje na kolitis (Hanus i sur., 2016,
Schuetz i sur, 2021). Osim toga, u in vitro istrazivanjima pokazala se sposobnost CBG-a na
umanjenje proliferacije kod tumorskih stanica. Nadalje, u visokim dozama je citotoksi¢an na

karcinome kod miSeva i pokazao se vrlo efektivan protiv karcinoma dojke. IstraZzivanja

12
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provedenih na glodavcima ukazuju na njegovo djelovanje kao antidepresiv. Iz razloga sto je
vecina studija vezanih za CBG-ov utjecaj na zdravlje provedena na Zivotinjama, ove tvrdnje
predstavljaju potencijal primjene ovog fitokanabinoida te je potrebno provesti istrazivanja na

ljudima kako bi se dokazale (ZagozZen i sur., 2020).

2.2.6. KANABIKROMEN (CBC)

Kanabikromen (Slika 6) je prvi put izoliran iz Cannabis sativa L. 1966. godine te zauzima trece
mjesto po ucestalosti fitokanabinoida. Nastaje slicno kao i CBD, odnosno iz CBGA nastaje CBCA
koji pod utjecajem svjetla ili topline prelazi u CBC. Zajedno sa A9-THC-om, CBD-om i CBG-om
¢ini “veliku cetvorku” spojeva koje sadrzava konoplja. Osim u konoplji prisutnost CBC-a

zabiljezena je i u Rhododendron anthopogonoides (Pollastro i sur., 2018; Zagozen i sur., 2020).

HO

Slika 6. Kemijska struktura kanabikromena (preuzeto s https://sielc.com/cannabichromene-cbc.html
[26.7.2022.])

CBC se ne veze dobro s CB1 receptorima u mozgu, odnosno nema psihoaktivno djelovanje.
Medutim, dolazi u interakciju s CB2 receptorima i stimulira ih tako $to inhibira inaktivaciju
endokanabinoida. Ujedno reagira s receptorima u tijelu koji su povezani s percepcijom boli i
onima povezanih kod upalnih procesa. Ovaj fitokanabinoid pokazao je da smanjuje
hiperpermeabilnost crijeva te da posjeduje analgetska, sedativna i protuupalna (u kombinaciji
s THC-om ima jaCe djelovanje) svojstva. U znanstvenim radovima navode se i njegova
antifungalna i antimikrobna svojstva te samim time djeluje povoljno na akne. Nadalje, u
preglednom radu, Izzo i sur. (2009) navode proapoptoticki i antiproliferalno djelovanje na
tumorske stanice kod ljudi, pretezZito kod raka dojke, prostate i Zeluca (Pollastro i sur., 2018;

Zagozen i sur., 2020).

13
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U Tablici 2 prikazan je utjecaj pojedinog kanabinoida u organizmu preko receptora za koje

imaju afinitet vezanja.

Tablica 2. Vezanje kanabinoida s receptorima i njihov ucinak na organizam (VanDolah i sur.,2019;

Zagozenisur., 2020)

RECEPTOR ZDRAVSTVENI UCINAK/
KANABINOID POTENCIJALNO DJELOAVNIE
KAO
CB1 i CB2 receptori =  Antiemetik
(vedi afinitet za CB1) = Antinociceptivno
AS-THC djeIF)va nje
= Antikancerogeno
= Protuupalno
Inhibitor anadamina = Antilepileptik
Aktivacija TRPV1, = Antidepresiv i anksiolitik
GPR55, 5-HT1a = Protuupalno
CBD receptora = Neuroprotektivni ucinak
= Uklanjanje
dermatoloskih oboljenja
Vedi afinitet za CB2 = Antikonvulzant
CBN receptore ®"  Protuupalno
TRPV1, TRPV2, TRPA1L, = Protuupalno
TRPA3, TRPV4 receptor = Antikancerogeno
a2-adrenergicki = Uklanjanje
CBG receptor dermatoloskih oboljenja
inhibitor anadamina
CB2 receptor = Antinociceptivno
TRPA1, TRPV1-4, TRPV8 djelovanje
CBC Inhibitor anadamina =  Antimikrobno i

antifungalno
= Protuupalno

14
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3.1.

EKSPERIMENTALNI DIO

Zadatak

Cilj ovog rada je:

Provesti ekstrakciju kanabinoida iz cvijeta industrijske konoplje (Cannabis sativa L.)
primjenom vode u supkritichom stanju te ispitati utjecaj razli¢itih temperatura
ekstrakcije na sastav kanabinoida u dobivenim ekstraktima,

Identificirati i kvantificirati pojedine kanabinoide u dobivenim ekstraktima cvijeta
konoplje primjenom tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti s detektorom
niza dioda (HPLC-DAD),

Spektrofotometrijskim metodama odrediti antioksidacijsku aktivnost te udio ukupnih
fenola u dobivenim ekstraktima,

Ispitati mogucénost prevodenja tekuéeg ekstrakta u prah primjenom tehnike susenja
rasprsivanjem,

Ispitati fizikalna i kemijska svojstva dobivenog praha.
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3.2. Materijali

Uzorak

e Osuseni cvjetovi Cannabis sativa L. (Slika 7) dobiveni su od tvrtke Hemp Agro d.o.o.

(Selci, Hrvatska) 2021. godine. Prije ekstrakcije biljni materijal je samljeven na

laboratorijskom mlinu te kao takav koriSten tijekom provedbe ekstrakcija.

Slika 7. Osuseni cvjetovi Cannabis sativa L. i uzorak nakon usitnjavanja (lzvor: autor)

Uredaji

e Mlin Grindomix GM200 (Retsch GM200, Njemacka)

e Uredaj za tekucinsku kromatografiju visoke djelotvornosti (HPLC-DAD) (Agilent
Technologies, Santa Clara, Kalifornija, SAD)

e UV/VIS spektrofotometar S-220 (Boeco, Njemacka)

e Uredaj za SWE (Prehrambeno-tehnoloski fakultet Osijek, Hrvatska)

Kemikalije

e Galna kiselina, ¢istoce 97,5 % (Sigma-Aldrich, Njemacka),
e 96% etanol (Gram-mol d.o.o0., Hrvatska),

e Folin-Ciocalteu reagens (Sigma-Aldrich,Njemacka),

e Mili-Q voda (provodnost: < 0,055 uS/cm),

e NazCOs (Gram-mol d.o.o0., Hrvatska),
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e 1,1-difenil-pikrilhidrazil (DPPH) (Sigma-Aldrich, Njemacka),
e Metanol, HPLC Cistoce (J. T. Baker, Poljska),

e Mravlja kiselina (J. T. Baker, Poljska),

e Octena kiselina (J. T. Baker, Poljska),

e Maltodextrin DE 4-7, (Sigma Aldrich, Njemacka)

3.3. Metode

3.3.1. Priprema uzorka

Radi povecanja povrsine, prije ekstrakcije uzorak je usitnjen u mlinu “Mill Grindomix GM200”
(Slika 8) (Retsch GM200, Njemacka) na 4000 rpm u trajanju od 1 minute nakon cega je

prebacen u nepropusnu plasti¢nu vrecicu i ¢uvan do ekstrakcije.

Slika 8. Mlin Grindomix GM200, Retsch GM200 (Katalog opreme Prehrambeno-tehnoloskog fakulteta
Osijek, 2021)

3.3.2. Ekstrakcija supkritic(nom vodom (SWE)

Ekstrakcija supkriticnom vodom provedena je na uredaju izradenom od nehrdajuceg celika
(AISI 316Ti i AISI 304) koji se sastoji od Sarznog ekstraktora u kojem se nalazi pripremljeni

uzorak za ekstrakciju i pecnice koja zagrijava ekstraktor na Zeljenu temperaturu. Tijekom
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procesa ekstrakcije tlak je kontroliran s WIKA manometrom od 20 MPa, a temperatura
pomocu termometra s PT sondom. Radi kontrole tlaka i uklanjanje prisutnog kisika, odnosno
izbjegavanja reakcija oksidacije, koriSten je inertni plin dusik. Shema ekstraktora prikazana je

na Slici 9.

X
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Slika 9. Procesna shema ekstraktora sa supkriticnom vodom.

(1) boca N, (2) Regulator N 20/5 MPa (3) Manometar 0-20 MPa (4) Ekstraktor 20 MPa, 200°C (5)
Termostat ili pecnica 20-300°C (6) TRC — regulator temperature; TRP — Temperaturna sonda
(7) Visokotlacni igli¢asti ventil
(Katalog opreme Prehrambeno-tehnoloskog fakulteta Osijek, 2021)

Biljni materijal je pomijesan s vodom u omjeru 1/20 g/ml. Ovako pripremljen uzorak polozio
se u Sarzni reaktor. Pri ekstrakciji reaktor se zagrijavao na razli¢itim temperaturama, a smjesa
mijeSala. Ekstrakcija uzorka provedena je na slijedeéim temperaturama: 100 °C, 112,5 °C,
137,5°C, 125 °C, 150 °C, 175 °C, 200 °C, 225 °C, 250 °Ci 275 °C, pri tlaku od 30 bara tijekom 10
min uz mijeSanje. Nakon zavrSetka ekstrakcije ekstraktor je ohladen na temperaturuispod 100
°C u hladnoj kupelji, potom se ekstrakt profiltrirao kroz filter papir te skladiStio na temperaturi

od 4 °C do analize.
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3.3.3. Odredivanje udjela suhe tvari u ekstraktu i iskoristenja ekstrakcije

Odredivanje udjela suhe tvari

Prema AOAC-u (1995), cjelokupna kolic¢ina tvari iz sastava proizvoda €ini ukupnu suhu tvar koja
ne isparava pod definiranim uvjetima. Ovom metodom odreduje se ostatak tvari nakon
suSenja pri temperaturi od 105 °C do konstantne mase.

Posudica izradena od aluminija suSena je s poklopcem u susioniku pri 105 °C oko 2 sata sa
skinutim poklopcem. Nakon toga, posudica je poklopljena i ohladena u eksikatoru, a zatim je
izvagana s toc¢noséu +0,0002 g. Oko 1 g prethodno pripremljenog uzorka (ekstrakta) stavljeno
je u ohladenu i izvaganu posudicu te je potom ponovno sve zajedno izvagano s to¢nos¢u od
10,0002 g. U susSionik koji je prethodno zagrijan na 105 °C + 0,5 °C stavljena je aluminijska
posudica s uzorkom. Otklopljeni uzorak u susioniku zagrijavan je 1 sat nakon ¢ega je ohladen
i izvagan. SuSenje je provodeno onoliko dugo koliko je bilo potrebno da razlika izmedu dva

uzastopna susenja (u razmaku od 30 minuta) ne bude manja od 0,001 g.

Posudica s uzorkom i poklopcem bila je ponovno izvagana s to¢noscu + 0,0002g. Udio suhe

tvari (ws. tv.) racunao se prema jednadzbi (1).

m->—-m
ws.ty = =——2

(1)

mip—my
gdje je:

- ws. tv. — udio suhe tvari [%],

- m1—masa posudice i uzorka prije susenja [g],

- my— masa posudice i uzorka nakon susenja [g],
- mo— masa prazne posudice [g]

IskoriStenje ekstrakcije

IskoriStenje ekstrakcije racunalo se prema jednadzbi(2).

Y (%) = %x 100 (2)

Gdje je:

- Y—iskoristenje ekstrakcije [%]
- mi1— masa dobivenog ekstrakta nakon uklanjanja otapala [g]
- my— masa uzorka koji se koristio za ekstrakciju [g[
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3.3.4. Odredivanje ukupnih fenola

Prema modificiranoj spektrofotometrijskoj metodi (Jakobek i sur., 2007) odreden je udio
ukupnih fenola u ekstraktima. Za odredivanje ukupnih fenola prvo je pripravljena temeljna
otopina galne kiseline radi izrade kalibracijske krivulje, na nacin da se otopilo 0,5 g galne
kiseline s 10 mL 96 %-otopine etanola nakon ¢ega se do oznake ulijevala destilirana voda u
odmjernu tikvici od 100 mL. Pripremljena otopina je stabilna naredna dva tjedna. Nadalje, su
se pripremale otopine razlicitih razrjedenja (0,05 mg/mL — 1 mg/mL) tako $to je u odmjerne
tikvice od 50 mL otpipetiralo po: 0,5mL, 1,0 mL, 1,5mL, 2,5 mL, 5,0 mL, 7,5 mLi 10 mL otopine
galne kiseline te se zatim do oznake nadopunilo destiliranom vodom. Slika 10 prikazuje

razli¢ita razrjedenja otopine galne kiseline spremna za izradu kalibracijske krivulje.

Slika 10. Pripremljena razrjedenja otopine galne kiseline za izradu kalibracijske krivulje (izvor: autor)

Postupak za mjerenje ukupnih fenola u ekstraktu zapoceo je tako Sto je u 20 ulL razrijedenog
ekstrakta, koncentracije 1 mg/mL, dodano 1580 uL destilirane vode i 100 uL nerazrijedenog
Folin-Ciocalteu reagensa. Nakon 3 minute dodano je 300 uL 20 %-tne otopine natrijeva

karbonata pripremljenog tako sto je kuhanjem otopljeno 200 g bezvodnog natrijeva karbonata

u 1L vode. Pripremljeni uzorci su se termostatirali na 40 °C kroz 30 minuta.

-

Slika 11. UV/VIS spektrofotometar, Boeco S-220 UV/VIS, Njemacka (Katalog opreme Prehrambeno-
tehnoloskog fakulteta 2021)
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Potom se mjerila apsorbancija na UV/VIS Spektrofotometru (Boeco S-220 UV/VIS, Njemacka;
Slika 11) pri valnoj duljini od 765 nm u tri paralele rezultati se izraCunavaju prema izradenoj

kalibracijskoj krivulji te se izrazavaju kao mg galne kiseline (GAE) po litri ekstrakta.

3.3.5. Odredivanje antiradikalne aktivnosti

Prema metodi opisanoj u radu Jakobek i sur. (2007) odredena je antiradikalna aktivnost
ekstrakata DPPH metodom. Otopine su se pripremale na nacin da se 1,2 mL ekstrakta,
koncentracije 0,25 mg/mL, dodaje 0,5 mL 0,2 mM DPPH svjeZe pripremljene otopine (Slika
12). Na spektrofotometru navedenom u prethodnoj metodi se provelo mjerenje apsorbancije

u 3 ponavljanja pri valnoj duljini od 517 nm.

Dobiveni rezultati izraZeni su kao postotak inhibicije DPPH radikala (% DPPH) te su izracunati

pomocu jednadzbe (3).

9 DPPH = YpeertA=4s \ 100 (3)
AppPPH
- Apppry — predstavlja kontrolu apsorbance (umjesto uzorka dodan je metanol),
- Ap - absorbanca uzorka (umjesto DPPH otopine dodan je metanol)

- As- absorbancu uzorka pomijesanog s DPPH otopinom.

;thﬂzij

Slika 12. Pripremljeni uzorci za odredivanje antiradikalne aktivnosti ekstrakata (izvor: autor)
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3.3.6. Odredivanje sadrZaja bioaktivnih spojeva primjenom HPLC

Identifikacija i kvantifikacija kanabinoida u ekstraktima dobivenih pomoc¢u SWE provedena je
metodom visoko djelotvorne tekudinske kromatografije (HPLC), odnosno pomocu uredaja
Agilent 1260 Infinity Il (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornija, SAD; Slika 13).
Automatskim injektorom se u sustav injektiralo 35 pL pripremljenog uzorka (20 uL ekstrakta +
1980 uL metanola). Uzorci prije HPLC analize su bili profiltrirani kroz najlon-filter 0,45 pum uz

pomoc¢ odgovarajuce Sprice.
Koristene su dvije mobilne faze:

e Afaza:0,1% HCOOH u H,0
e Bfaza: 0,05 % HCOOH u CH3sOH

Ovaj dvokomponentni sustav mobilnih faza koristio se prema gradijentu:

e Omin,40% A, 60 % B;
e 7,05min, 40 % A, 60 % B;
e 49,37 min, 23% A, 77 % B;
e 67min,5%A, 95 % B.

Vrijeme trajanja analize iznosi 67 minuta s “posttime” od 10 minuta pri temperaturi kolone u
iznosu od 50 °C. Detekcija kanabinoida u uzorku provedena je pomocu detektora pri slijedeéim
valnim duljinama: 210, 230, 250, 280 nm. Identifikacija pojedinih kanabinoida u ekstraktima
provedena je usporedbom retencijskog vremena u uzorku s retencijskim vremenom
injektiranog standarda poznate koncentracije odredene komponente. Dok se kvantifikacija
detektiranih kanabinoida provodila integriranjem povrsine ispod dobivenih pikova na temelju

kalibracijske krivulje prethodno izradene za svaku pojedinacnu analiziranu komponentu.
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Slika 13. HPLC sustav Agilent 1260 Infinity Il (Katalog opreme Prehrambeno-tehnoloskog fakulteta
Osijek, 2021)

3.3.7. SuSenje rasprsivanjem

Za susenje rasprsivanjem koristen je uredaj Buchi Mini Spray Dryer B-290 s odvlazivacem zraka
i Inert loopom (Slika 14). Tijekom provedbe procesa susenja konstantni parametri bili su

sljededi:

e 10 % kapaciteta pumpe (3 mL/min);
e 100 % kapaciteta aspiratora (maksimum: 35 m3/h)

e 25 mL/min protok na dizni

Izlazna temperatura kretala se oko 75 °C ovisno o ulaznoj temperaturi koja je bila konstantna
i iznosila je 125 °C. Za inkapsulaciju bioaktivnih spojeva tijekom odvijanja susenja koristio se
biopolimer maltodekstrin koji se dodaje uzorku prije postupka susenja. Dodao se ekstraktu u

koli¢ini koja iznosi 50 % mase suhe tvari dobivenog ekstrakta.
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Slika 14. Uredaj Buchi Mini Spray Dryer B-290 (izvor: autor)

3.3.8. Odredivanije fizikalno kemijskih karakteristika dobivenog praha

Odredivanje iskoriStenja susenja rasprSivanjem

Iskoristenje provedenog postupka susenja rasprsivanjem racuna se prema sljedecoj
jednadzbi (4).

. P
IskoriStenje (%) = - — % 100 (4)
Gdje je:

- P—masa praha dobivena postupkom susenja rasprsivanjem [g]
- S—suha tvar ekstrakta u volumenu koristenom za susenje [g]
- N —masa nosaca dodana ekstraktu prije postupka susenja [g]

Odredivanje udjela suhe tvari u prahu

Udio suhe tvari u prahu odreduje se na isti naCin kao i kod ekstrakta, metoda je opisana u

poglavlju 3.3.3. Odredivanje udjela suhe tvari u ekstraktu i iskoristenje ekstrakcije.
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Ekstrakcija ukupnih fenola

Za ekstrakciju ukupnih fenola bilo je potrebno odvagati 500 mg praha, nakon ¢ega je dodano
5 mL otapala etanol:octena kiselina:voda (50:8:42, v/v/v). Uzorak je usitnjen u otapalu sa
staklenim Stapi¢em kako bi membrana mikrokapsula bila razbijena te se na Vortex mijesalici
mijeSalo 1 minutu. Nadalje, na ultrazvucnoj kupelji vrsila se ekstrakcija tijekom 20 minuta pri
sobnoj temperaturi. Dobiveni ekstrakt se centrifugirao na 3000 okretaja tijekom 10 minuta.
Dobiveni supernatant bio je profiltriran kroz filter papir i prebacen u Falcon kivetu. Dobiveni
ekstrakt koristio se za spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola metodom po Folin-

Ciocalteau metodi.

Ekstrakcija povrsinskih fenola

Za ekstrakciju povrsinskih fenola odvagano je 500 mg praha u staklenu epruvetu, te je dodano
5 mL otapala etanol:metanol (50:50, v/v). Dobivena smjesa mijeSana je 1 minutu na Vortex
mijeSalici. Nakon toga uzorak je filtriran kroz obican filter papir i prebacen u Falcon kivetu.
Ovako pripremljen uzorak se koristio za spektrofotometrijsko odredivanje povrsinskih

fenolnih spojeva metodom po Folin-Ciocalteau metodi.

Odredivanje inkapsulacijskog kapaciteta

Inkapsulacijski kapacitet odreduje se prema formuli (5) (Saikia i sur., 2015).

UF—-PF
UF

% EK = x 100 (5)

- EK—inkapsulacijski kapacitet [%]
- UF — ukupni fenoli [mg/g]
- PF—povrsinski fenoli [mg/g]

Odredivanje nasipne mase

Odreduje se prema modificiranoj metodi Murakamija i suradnika (2001) na nacin da je prvo
izvagana masa praznog graduiranog cilindra, potom je u njega usipan uzorak i oitan volumen
koji je zauzeo. Cilindar s uzorkom je takoder izvagan. Nasipna masa se odreduje kao omjer
mase uzorka koji se nalazi u cilindru i volumena uzorka koji je zauzeo u cilindru. Racuna se

prema formuli (6).
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, p gl _
Nasipna gustoca [Cm ] =

m [g]
- UZORKA (6)

Vyzorkalem3]

Odredivanje indeksa apsorbcije vode i indeksa topljivosti u vodi

Indeks apsorpcije vode (WAI) i indeks topljivosti u vodi (WSI) odredeni su prema metodi

Anderson i sur. (1969).

Prvo je izvagano 2,5 g praha u tariranu kivetu od 50 mL za centrifugiranje. Potom se dodalo 30
mL destilirane vode (ispirane i stjenke kivete) nakon toga uzorci su bili ostavljeni da stoje 30
minuta uz povremeno mijeSanje u intervalima od 5 minuta. Zatim su uzorci bili centrifugirani
pri 3000 okretaja tijekom 15 minuta. U prethodno osusene i izvagane posudice za susenje,

supernatant se dekantirao i susio do konstantne mase na temperaturi od 105 °C.

Masa gela dobivenog nakon dekantiranja po jedinici suhe tvari pocetnog uzorka predstavlja

WALI, racuna se prema formuli (7).

masa gela

WAI [gg~'] = (7)

masa suhe tvari u poCetnom uzorku

WSI je omjer mase suhe tvari u supernatantu i mase suhe tvari u po¢etnom uzorku izrazenu u

postocima, racuna se prema formuli (8).

WSI [%] — masa suhe tvari u supernatantu % 100 (8)

masa suhe tvari u pocetnom uzorku
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Sve se vedi interes pokazuje za primjenu zelenih ekstrakcijskih tehnika poput SWE-a u
razli¢itim industrijama (prehrambenoj, kemijskoj i farmaceutskoj) kao adekvatna zamjena za
klasi¢ne metode ekstrakcije. Razlog je taj Sto se sve viSe osjete posljedice negativnog ljudskog
djelovanja na okolis, te se pojavila potreba za pronalaskom metoda ¢ijom primjenom ne dolazi
do zagadenja okolisa. Industrijska konoplja je posljednjih godina popularnija nego ikad zbog
brojnih blagotvornih ucinaka na zdravlje. Sve je veca potraznja na trziStu za razli¢itim
preparatima koji sadrzavaju bioaktivne komponente ove biljke te je vazno ispitati uéinkovitost
ekstrakcije kanabinoida zelenim tehnikama kako bi se pronasla zadovoljavaju¢a zamjena za
klasi¢ne metode ekstrakcija s organskim otapalima, koja se na posljetku moze implementirati

u razne industrije gdje se javlja potreba za ekstraktima konoplje.

Samljeveni uzorci osuSenog cvijeta industrijske konoplje pomijeSani su s vodom prije
ekstrakcije u omjeru 1/20 g/ml. Supkriti¢na ekstrakcija vodom provedena je pri tlaku od 30
bara na slijede¢im temperaturama: 100 °C, 112,5 °C, 137,5 °C, 125 °C, 150 °C, 175 °C, 200 °C,
225 °C, 250 °Ci 275 °C. Supkriti¢na voda je otapalo cija temperatura mora biti u odredenom
temperaturnom rasponu, odnosno mora biti na temperaturi iznad 100 °C (temperatura vrenja
vode) i ispod kriti¢ne tocke koja iznosi 374 °C pri tlaku na kojem ostaje u teku¢em stanju. Voda
u ovakvom stanju postaje manje polarna pa se moze primijeniti kao otapalo i za nepolarne
spojeve. Svaka ekstrakcija je trajala 10 min te se provodila uz stalno mijeSanje pomocu
teflonskog magnetnog mjesaca. Sastav dobivenih ekstrakata ispitan je pomocu HPLC uredaja
na prisutnost i koli¢inu slijedeéih kanabinoida: CBD, CBDA, CBG, CBGA, CBN, A9-THC, THCA,
THCVA, CBCA, CBC i CBDVA. Dobiveni rezultati su prikazani u Tablici 3.
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Tablica 3. Sastav kanabinoida u ekstraktima dobivenih na navedenim temperaturama

100°C 112,5°C 125°C 137,5°C 150°C

CBD (pg/mg) 0,26 0,23 9 2,24 10,86
0,93 0,22 0,94 BDL* BDL*

CBDA (ug/mg)
1,19 0,45 9,85 2,24 10,86

CBD+CBDA — ukupni (ug/mg)

CBG (pg/mg) BDL* BDL* 0,33 BDL* BDL*
BDL* BDL* 0,4 BDL* BDL*

CBGA (pg/mg)
CBN BDL* BDL* BDL* BDL* BDL*
BDL* BDL* 0,8 0,82 0,86

A9-THC (ug/mg)

BDL* BDL* 0,39 BDL* BDL*
THCA (ug/mg)
BDL* BDL* 0,56 0,09 0,16
THCVA (ug/mg)
A9-THC+ THCA — ukupni BDL* BDL* 1,19 0,84 0,81
(ng/mg)
BDL* BDL* 0,55 BDL* BDL*
CBCA (ug/mg)
CBC (pg/mg) BDL* BDL* 1 0,7 1,07
BDL* BDL* 0,17 BDL* BDL*
CBDVA (pg/mg)

*BDL-Ispod granica detekcije (Below Detection Limit)

Ekstrakcije provedene na temperaturama iznad 150°C pokazale su se neuspjesSnima, odnosno
udio kanabinoida u dobivenim ekstraktima bio je ispod granice detekcije HPLC-a. Potencijalan
razlog bi mogao biti degradacija nekih od ekstrahiranih produkata, iako je u vecini znanstvenih
radova navedeno da degradacija zapocinje pri 220 °C, moguce je da zbog razlic¢ite lokacije i
uvjeta uzgoja do degradacije dolazi i na niZim temperaturama (Drini¢, 2020). Prema
rezultatima vidljivo je da CBD predstavlja najdominantniji kanabinoid u dobivenim

ekstraktima. (Slika 15), a takoder je sadrZan i u veé¢im koncentracijama u usporedbi s ostalim
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kanabinoidima. Najveca koncentracija CBD-a dobivena je pri 150 °C i iznosi 10,86 pg/mg.
Prema rezultatima dobivenim u radu Drini¢ (2020) najveda koli¢ina CBD-a detektirana je pri
140 °C (0,0183+0,0025 pg/mg). Usporedujudi rezultate moze se zamijetiti kako koristenjem
iste metode ekstrakcije (SWE), pri tlaku od 30 bara tijekom 10 min pri temperaturi od 140 °C,
ekstrahirano je manje CBD-a u odnosu na sve provedene ekstrakcije ovog rada u
temperaturnom rasponu od 100 °C do 150 °C. Razlog toga moZe biti razli¢it kanabinoidni
sastav same biljke, odnosno pocetnog uzorka. Nadalje, usporedujuci dobivene rezultate s
drugim ekstrakcijskim tehnikama poput ekstrakcije potpomognute ultrazvukom (Jambrovic,
2021) gdje je sadrzaj CBD-a varirao od 5,86 ug/mg ekstrakta do 18,44 ug/mg ekstrakta moze
se primijetiti da sadrzaj CBD-a znacajno ovisi i o primijenjenoj ekstrakcijskoj tehnici. U
navedenom istraZzivanju, sadrzaj CBD-a ovisio je o omjeru suhe tvari i etanola i trajanju
primjene tretmana ultrazvuka na uzorak. Odnosno, doslo je do porasta udjela CBD-a s
povecanjem omjera suhe tvari i etanola te vremena trajanja ultrazvucne ekstrakcije.
Jambrovi¢ (2021) navodi da poviSenje temperature tijekom ekstrakcije ultrazvukom (sa 23 °C
na najvise 38 °C), ne predstavlja bitan parametar koji utjece na samu ekstrakciju za razliku od

SWE kod koje je ishod ekstrakcije isklju¢ivo vezan uz promjenu temperature.

Sadrzaj A9-THC u dobivenim ekstraktima je u koncentracijama od 0,80 do 0,86 pg/mg (Slika
17), Sto ga prema rezultatima, uz CBD i CBC (Slika 16), uvrstava u najdominantnije kanabinoide

dobivene u ekstraktima konoplje. U radu Drinié¢ (2020) THC nije bio u granicama detekcije.

Svim ostalim kanabinoidima koncentracije u dobivenim ekstraktima su manje ili priblizne 1
ug/mg. CBN je jedini kanabinoid koji nije prisutan ni u jednom dobivenom ekstraktu.
Najvjerojatniji razlog tomu je Sto CBN nije bio prisutan u po¢etnom uzorku osusenih cvjetova
industrijske konoplje, takoder ni jedna temperatura provedenih ekstrakcija nije potaknula

konverziju THC-a u CBN.
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Slika 15. Graficki prikaz utjecaja temperature ekstrakcije na dobiveni udio CBD-a
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Slika 16. Graficki prikaz utjecaja temperature ekstrakcije na dobiveni udio CBC-a
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Slika 17. Graficki prikaz utjecaja temperature ekstrakcije na dobiveni udio A9-THC-a
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Rezultati dobiveni odredivanjem ukupnih fenola (mg/g suhe tvari) i antiradikalne aktivnosti

(izrazeni kao % DPPH) ekstrakata prikazani su u Tablici 4.

Tablica 4. 1zmjerene vrijednosti ukupnih fenola (mg/g suhe tvari) i antiradikalne aktivnosti (% DPPH)
dobivenih ekstrakata putem SWE na razlicitim temperaturama

UKUPNI FENOLI

TEMPERATURA (°C) (mg/g suhe tvari) DPPH (%)
100 14,38 21,77
112,5 11,20 49,21
137,5 17,86 30,25
125 17,20 65,11
150 23,89 68,82
175 35,69 74,43
200 39,38 72,70
225 42,84 74,96
250 41,92 71,91
275 39,38 72,12

*Korelacija izmedu ukupnih fenola i antiradikalne aktivnosti: 0,761

Vrijednosti su dobivene metodama po Folin-Ciocalteu metodi i DPPH metodom. Obje
navedene metode se temelje na spektrofotometrijskim mjerenjima. Za odredivanje ukupnih
fenola koristena je metoda po Folin-Ciocalteu kod koje dodatkom Folin-Ciocalteu reagensa
nastaje obojeni produkt plave boje iz razloga Sto dolazi do oksidacije fenolnih grupa iz uzorka,
ostatak nereduciranog reagensa je Zute boje (Bogadi, 2021). Pomoc¢u spektrofotometra mjeri
se apsorbancija pri 765 nm kojom se odreduje intenzitet nastalog obojenja u odnosu na slijepu
probu. Vrijednosti ukupnih fenola povecavale su se sve do 225 °C (42,84 mg/g suhe tvari),
nakon ¢ega pocinju postupno padati. Do slicnog zaklju¢ka se doslo i u radu Drini¢ (2020) u
kojem su vrijednosti ukupnih fenola rasle sve do temperature od 220 °C. U navedenom

istraZivanju vrijednosti su se kretale u rasponu od 1,0025 do 2,2602 mg/g, a najveca vrijednost
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je postignuta na zadnjoj primijenjenoj temperaturi. Vjerojatan razlog pada vrijednosti ukupnih
fenola nakon 225 °C je taj Sto se povisenjem temperature kod primjene supkriti¢ne ekstrakcije
smanjuje dielektri¢na konstanta vode. Ona na temperaturi od 220 °C ima vrijednost 31, to je
ujedno i priblizna vrijednost dielektricne konstante metanola (k=33) i etanola (¥=25) (Drini¢,

2020).

Za odredivanje antiradikalne aktivnosti spojeva sadrzanih u ekstraktima najboljom,
jednostavnom i standardnom metodom smatra se DPPH metoda. Ona se temelji na redukciji
DPPH iona prilikom hvatanja protona iz antioksidansa. Tijekom ovih reakcija dolazi do
promjene boje iz ljubi¢aste u Zutu. Provodenje reakcije uzorka s DPPH u metanolu olak3ava se
ekstrakcija spojeva koji su nositelji antiradikalne aktivnosti. Mjerenjem apsorbancije prati se
promjena intenziteta boje pri valnoj duljini od 517 nm (Mishra i sur., 2012). Vrijednosti
antiradikalne aktivnosti ekstrakata konoplje rastu porastom temperature do 175 °C, nakon
Cega ostaje pri vrijednostima u rasponu od 74,43 do 71,91 % DPPH sve do zadnje ekstrakcije

provedene na temperaturi od 275 °C.

Prema ekstrahiranim kanabinoidima i njihovim koncentracijama u ekstraktima vidljivih iz
Tablice 3, ispostavilo se da je optimalna temperatura za provodenje SWE na uzorku Cannabis
sativa L. 125 °C. Iz tog razloga provedena je jo$ jedna supkritiéna ekstrakcija vodom na toj
temperaturi, pritlaku od 30 bara i trajanju 10 minuta, ali ovaj put koristeci veéu koli¢inu uzorka

u svrhu dobivanja ekstrakta koji ¢e biti koristen kao pojna smjesta za susenje rasprsivanjem.

Susenje rasprsivanjem jedna je od metoda koja omogucuje produljenje stabilnosti bioaktivnih
komponenata (kanabinoida) pretvorbom iz tekuc¢eg u suhi ekstrakt koji se moze upotrebljavati
kao takav ili se mozZe koristiti u pripremi nekih novih farmaceutskih proizvoda. Susenje
ekstrakta industrijske konoplje provedeno je primjenom maltodekstrina kao nosaca u kolicini
koja iznosi 50 % mase suhe tvari dobivenog ekstrakta. U Tablici 5 prikazane su fizikalno-
kemijske karakteristike dobivenog suhog ekstrakta industrijske konoplje kao i iskoristenje

ekstrakcije.
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Tablica 5. Iskoristenje ekstrakcije i fizikalno-kemijske karakteristike suhog ekstrakta industrijske
konoplje

FIZIKALNA SVOIJSTVA:
Udio suhe tvari u ekstraktu (%) 1,41
Udio suhe tvari u suhom ekstraktu (%) 93,67
Sadrzaj vlage (%) 6,33
Ukupni fenoli (mg/g) 68,31
Povrsinski fenoli (mg/g) 15,10
Inkapsulacijski kapacitet (%) 77,90
Nasipna masa (g/cm?3) 0,35
WAI (g/g) 0,17
WSI (%) 97,10
Iskoristenje susenja (%) 98,72

DPPH
38,84
(Ekstrakt ukupnih fenola (% inhibicije DPPH))

DPPH (Ekstrakt povrsinskih fenola (%)) 17,43

Proces susenja smatra se efikasnim ukoliko je iskoristenje ve¢e od 50 % u laboratorijskim
uvjetima (Bhandari i sur., 1997). Prema dobivenom iskoristenju u iznosu od 98,72 % proces

suSenja ekstrakta rasprsivanjem sa dodatkom 50 % maltodekstrina pokazao se vrlo uspjesnim.

Znacajnu ulogu na stabilnost, veli¢inu Cestica i reoloska svojstva praha ima sadrzaj vlage.
Smatra se da je suhi ekstrakt zadovoljavajucih karakteristika u pogledu ljepljivosti kada je
sadrzaj vlage u rasponu od 3,9 do 5,9 %. U dobivenom prahu sadrzaj vlage iznosi 6,33 %, Sto
bi znacilo da nema zadovoljavajuée karakteristike kada je rije¢ o ljepljivosti. Naime, manji
sadrzaj vlage povezan je i sa smanjenom moguénoséu mikrobioloske kontaminacije, kao i
prevenciju oksidacijskih reakcija, Sto rezultira stabilnoS¢éu ekstrakta tijekom duljeg

vremenskog perioda (Drini¢, 2020).

Indeks topljivosti u vodi (WSI) i indeks apsorpcije vode su vaine karakteristike suhih
ekstrakata. Mjeru topljivosti ekstrakta u vodi predstavlja WSI od koje se zahtjeva visoka
vrijednost, dok je WAl iskazuje sposobnost ekstrakta da apsorbira vodu te je pozZeljno da bude
$to manja (Vidovic i sur., 2014). Dobiveni prah ima visoku vrijednost WSI (97,10 %), $to je vrlo

pozZeljna karakteristika suhog ekstrakta ovakvog tipa iz razloga sto ima veliku moguénost
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primjene u proizvodnji instant proizvoda kod kojih je jedan od proizvodnih zahtjeva Sto brza

topljivost u vodi. Vrijednost WAI iznosi 0,17 g/g.

Nasipna masa praha predstavlja bitnu karakteristiku u vidu formulacije gotovih farmaceutskih
proizvoda poput kapsula i tableta koji su ograniceni po volumenu (Vidovi¢ i sur., 2014).
PoZeljno je da bude Sto veca da bi se mogla postiéi Zeljena koncentracija u ograni¢cenom
volumenu farmaceutskih proizvoda odredenih bioaktivnih spojeva prisutnih u suhom

ekstraktu. U prahu dobivenom nakon susenja rasprsivanjem nasipna masa iznosi 0,35 g/cm?.

Koncentracija ukupnih fenola u prahu iznosi 68,31 mg/g, a vrijednost povrsinskih fenola iznosi
15,10 mg/g. Pa tako inkapsulacijski kapacitet iznosi 77,90 %. On direktno ovisi o koncentraciji
ukupnih fenola, tj. obrnuto je proporcionalan koncentraciji povrsinskih fenola. Dobiveni

rezultat ukazuje na dobro zadrzavanje fenola nakon provedene inkapsulacije (Tandara, 2017).

Antiradikalna aktivnost izrazena kao % inhibicije DPPH kod ekstrakta ukupnih fenola iznosi
38,84 %, dok kod povrsinskih fenola ima vrijednost od 17,43 % Sto takoder ukazuje na to da je

suSenjem rasprsivanjem moguce inkapsulirati aktivne spojeve cvijeta industrijske konoplje.

36



5. ZAKUUCCI



ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja, odredivanja kanabinoida u ekstraktima cvijeta
industrijske konoplje dobivenih primjenom supkritiéne vode uz susenje rasprsivanjem, prema

dobivenim rezultatima i provedenom raspravom, moze se zakljuciti slijedece:

e Optimalna temperatura za provodenje ekstrakcije na uzorcima osusenih cvjetova
Cannabis sativa L. supkriticnom vodom je 125 °C (pri tlaku od 30 bara i vremenu od 10
min) iz razloga Sto je na toj temperaturi detektirano najviSe razli¢itih kanabinoida u
veéim koncentracijama nego primjenom ostalih temperatura.

e Na temperaturama iznad 150 °C zapocinje degradacija spojeva, te su se SWE na 175
°C, 200°C, 225 °C, 250 °Ci 275 °C pokazale neuspjeSnima zbog vrlo niskih koncentracija
(ispod limita kvantifikacije HPLC-a) kanabinoida u dobivenim ekstraktima.

e Kanabidiol (CBD) je spoj koji je ekstrahiran u najveéoj kolic¢ini u usporedbi s ostalim
kanabinoidima u ekstraktu. Najveca koli¢ina zabiljezena je pri 150 °C i iznosi 10,86
ug/mg.

e Najvisa koncentracija ukupnih fenola u ekstraktu izmjerena je pri temperaturi od 225
°C i iznosi 42,84 mg/g suhe tvari, nakon cega vrijednosti pocinju padati. Na istoj
temperaturi ekstrakt ima i najvecu vrijednost antiradikalne aktivnosti koja iznosi 74,96
% DPPH.

e |skoriStenje suSenja primjenom susenja ekstrakta rasprSivanjem iznosi 98,72 % Sto
ukazuje na vrlo dobro iskoriStenje procesa.

e Inkapsulacijski kapacitet dobivenog praha iznosi 77,90 %, Sto oznacava dobro
zadrzavanje fenola unutar kapsula.

e Dobiveni prah ima visoki indeks topljivosti u vodi koji iznosi 97,10 %, sto mu daje

moguénost primjene u razvoju novih funkcionalnih instant proizvoda.
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