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6YLMHW OMHNRYLWLK ELOMDND L QMLKRYLK DNWLYQLK \
znanstvenih spoznaja u tom podru ju fascinira me ve pdulji niz godina.
Kada se za e u njihov svijet, ljekovite biljke prave su Aavodnice i @rmiraju svojim
mo mim u incima na ljudsko zdravlje 2 svaka od njih posebna je na svoj na in. Ako Vas
zanima ono do nam je kroz njih nesebi no dano, uz pomopovog rada, krenite na svoje
liekovito putovanje!
2QR A4WR L] YODVWLWRJ LVNXVWY Dete Reks fOdgLpOtdwahgz LWL MHV
susretati ljude koji Vas oblikuju i profesionalno usmjeravaju. Neizmjerno sam zahvalna
svojoj mentorici, prof. dr. sc. Sandi Vladimir - . Q H & [pind iskrenoj podr &i tijekom izrade
ovog specijalisti  kog rada. Njezini savjeti, znanje i iskustv o bili su mi stalan podsjetnik i
poticaj uvijek i p naprijed, prema novim izazovima.
Najiskrenije zahvaljujem i svim svojim kolegama i prijateljima na pomo b tijlekom
izrade eksperimentalnog dijela rada, kao i mojoj boljoj polovici koja me uvijek bodrila kr 0z

sve moje izazove.

S mnogo ljubavi i zahvalnosti ovaj rad posve fujem svojem nedavno preminulom ocu koji je
uvijek vjerovao u mene.
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Cilievi LV W U D & LDefinipalil Dptimalne uvjete izolacije kanabinoida i terpena iz cvata
LQGXVWULMVNH NRQRSOMH SULPMHQRP 3]JHOHQH™ HNVWUDNFLM]|
stanju (sCO,); kvantificirati dobivene ekstrakte na udio kanabinoida i terpena; te odrediti
DQWLRNVLGDFLMVNH L sCQ\kstRakddlUREQH XpLQNH

Materijal i metode: =D LVWUDALYDQMH VX NRULAWHQL RVX3dHQL FYDW,
konoplje (Cannabissativa / VRUWH )XWXUD V KUYDWVNRJ WUALAWD (NVV
sastavnica provedena je primjenom sCO.. Eksperimentalna matrica napravljena je prema

dizajnu centralnog kompozitnog plana pokusa, a analizom varijance procjenjen je stupanj
WRpQRVWL SULPLMHQMHQH PHWRGRORJLMH ,GHQWLILNDFLMD 1
ekstrakata provedena je u vezanom sustavu plinske kromatografije i spektrometrije masa (GC-

MS), GRN VX NDQDELQRLGL RGUHVHQL PHWR Gk deéldthaxniostiQ VNH NU
(HPLC-'$" $QWLRNVLGDFLMVND VYRMVWYD GRELYHQLK HNVWUDND
testa, dok je antibakterijska aktivnost ispitana mikrodilucijskom metodom |D RGUHYLYDQMH
minimalnih inhibitornih koncentracija.

Rezultati : Analiza plinskom kromatografijom i spektrometrijom masa (GC-06 SRND]DOD MH
mircenski kemotip sCO; ekstrakata V YLVRNLP XSANDHQERdna te nizom drugih

monoterpena s manjim udieima GRN MH QDM]DVWXS O M H-gatidfilen\GavViINY LW HU S
kanabinoidi sCO- ekstrakata bili su CBDA i CBD, S U D urhia@jé& zastuplienim CBCA, CBC,

THCA-A, THC, CBGA, CBG, CBDVA, dok CBN i THCVA nisu detektirani. sCO, ekstrakt
GRELYHQ SUL WODNX EDUD Q DAWHYRHSIH. P DW\DXGU licn EoNERRBb&j&o ' $
antioksidacijska svojstva. Svi ekstrakti su pokazali dobro antibakterijsko djelovanje na vrste E.

coli, P. aeruginosa, B. subtilis i S. aureus. sCO, HNVWUDNW V QDMYHDLR REMMDB B a8
i YLVRN X&L@®HQHL QH Qiircena i limonena, pokazao je najbolje antibakterijsko

djelovanje. Uspostavljeni su optimalni uvjeti za sCO; ekstrakciju kanabinoida i terpena iz
LQGXVWULMVNH NRQRSOMH 7HPSHUDWXUD RG f& SRND]DOD Vt
GRN MH WODN SR MBKo/RndJdxi@rirp kpsjerpa. Za monoterpene optimalan je

ELR QLAL WQODAL @FOND W HAarRkSrRkEiR Gd3literpena. PULPMHQD YLALK WOD
bilaje SRAHOMQD L ]D H MNaVRuUdtupKerR Hekatbhdksddcije kao predtretmana biljnog

materijala prije sCO. ekstrakcije dobiveni su ekstrakti s visokim prinosom CBD-a kao

dominantnom sastavnicom.

=D N O M Qtibnikan je proces sCO; ekstrakcije za dobivanje ekstrakata industrijske konoplje

s antioksidacijskim i antibakterijskim svojstvima te potencijalom topikalne primjene u
PHGLFLQVNH L NR]PNWIUNH WDYYMH MH SRWYUGLOR VHOHNWLYQ
ekstrakciju ciljanih terpena i kanabinoida iz cvatova industrijske konoplje.

. O M X pUQMiRdustrijska konoplja, V XS HU N U L WHstraRdi)a,&BD, kanabinoidi, terpeni,
topikalna primjena



SUMMARY

The objective of the research : To define the optimal conditions for isolation of cannabinoids
and terpenes from industrial hemp inflorescences by applying "green" supercritical carbon
dioxide extraction (sCO3); to quantify the obtained extracts on the content of cannabinoids and
terpenes; and to determine the antioxidant and antimicrobial activities of sCO, extracts.

Material and m ethods : Dried inflorescences of industrial hemp (Cannabis sativa L.) of
Croatia-grown Futura 75 variety were used for the research. Extraction of target bioactive
compounds using sCO; was carried out. The experimental matrix was made according to the
central composite design, and the analysis of variance was used to assess the degree of
accuracy of the applied methodology. Identification and quantification of volatile compounds
of sCO, extracts was determined by gas chromatography-mass spectrometry combined
system (GC-MS), while cannabinoids were determined by high-performance liquid
chromatography (HPLC-DAD). The antioxidant properties of the obtained extracts were
determined by a DPPH scavenging assay, while antibacterial activity was tested by a
microdilution method for the determination of minimal inhibitory concentrations.

Results : Analysis with gas chromatography and mass spectrometry (GC-06 VKRZHG

myrcene chemotype in sCO; H{HTWUDFWYV ZLWK D K& U& HRH-Ehae WhdRal

number of other monoterpenes in smaller proportions, while the most dominant sesquiterpene

Z D V-caryophyllene. The main cannabinoids of sCO; extracts were CBDA and CBD, followed

by less common CBCA, CBC, THCA, THC, CBGA, CBG, and CBDVA, while CBN and THCVA

were not detected. sCO, H{HWUDFW REWDLQHG DW D SUHVVXUH RI EDU DC
with the highest CBDA content, exhibited the best antioxidant properties. All extracts exhibited

good antibacterial effect against E. coli, P. aeruginosa, B. subtilis and S. aureus. sCO- extract

ZLWK WKH KLIKHVW FRQWHQW Rl &%' ZKLFKSDOMRSERGWBLQV D |
myrcene and limonene, showed the best antibacterial activity. Optimal conditions have been

established for the sCO, extraction of cannabinoids and terpenes from industrial hemp. The
WHPSHUDWXUH RI f& SURYHG WR EH RSWLPDO IRU DOO VWXG
different effect depending on the compounds targeted. For monoterpenes, lower pressure was

optimal, while higher pressure was suitable for the extraction of sesquiterpenes. The

application of higher pressures was also desirable for CBD extraction. By using
decarboxylation as a pretreatment of plant material before sCO; extraction, extracts with a high

yield of CBD were obtained.

Conclusion : sCO; extraction process for obtaining industrial hemp extracts with antioxidant
and antibacterial activities and with the potential of topical application for medical and cosmetic
purposes has been optimized. The provided research confirmed the selectivity of the applied
technique for the extraction of targeted terpenes and cannabinoids from industrial hemp
inflorescences.

Keywords : industrial hemp, supercritical CO, extraction, CBD, cannabinoids, terpenes, topical
use
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1. 892' , 35(*/(' 32'58y-$% ,675%4,9$1-%

SULURGQL SURGXNWL VX VYH WUDAHQLML X GHUPDWRORJLML L
RNROLAD 7DNRYyHU PRJX GRSULQLMHWL SREROM&ADQMX LVKRGD C
NRaAH -HGQD RG ELOMDND NRMD MHO HWDGPHVDORMRR LMWL Y ¥R
otkrivaju je industrijska konoplja (Cannabis sativa L.). Glavne sastavnice ove biljne vrste su

kanabinoidi i terpeni, a najzastupljeniji su u cvatovima. Industrijska konoplja, za razliku od

medicinske konop O M H  Vnar(elbd D,3% psihoaktivhog kanabinoida tetrahidrokanabinola

7+& GRN VX RVWDOL QHSVLKRDNWLYQL NDQDELXYPRLGL SULVXW(

,QGXVWULMVND NRQRSOMD GDQDV SUHGVWDYOMD REHUDYDMX
potencijal SULPMHQH X LJUDGL WHNVWLOD SDSLUD LOL ELRJRULYD °
NR]JPHWLpNRM2)L &&X iziaddd lvigokovrijednih ekstrakata s definiranim sastavom

AHOMHQLK ELRDNWLYQLK WYDUL LPD VYH YHuMndéBuuelikopy 'DQD A
PMHUL XVPMHUHQD QD L]QDODaAHQMH HNRORA&ANL SULKYDWOMLYIL
SURpLAUDYDQMD NDQDELQRLGD WH UD]J]YRM PHWRGD |]D QMLKRY
(NROR&ANH ]DKWMHYH VXYUHPHQHUBSDUPWDRITQWVWHGEEFQUWQNK HNWVR
primjenu gotovo u potpunosti zadovoljava ekstrakcija ugljikovim dioksidom X VXSHUNULWLPpQR
stanju (sCO;, MHU SUHGVWDYOMD pLVWX WHKQRORJLMX EH] VHNXQC
L R NR OQiAeksWakti industrijske konoplje bogati terpenima i/ili kanabinoidima bez

SVLKRDNWLYQRJ GMHORYDQMD LPDMX YHOLNL SRWHQFLMDO S
LOGXVWULML ,VWUDRX3WHORYPQMHR W DR MEH. QPRRLIKD QR W REM L K R
WHUDSLMVNRJ XOLRINWDLKRNR QLK EROHVWL SRSXW HNFHPD DNQ
skleroze i alopecije (3,4 OHYyX NDQDELQRLGLPD VH LVWLpH NDQDELGLRO
brojnim topikalnim pripravcima, a pripisuje mu se antioksidacijsko, protuupalno i analgetsko

GMHORYDQMH WH SRYROMDQ XpLQDN QD YBYPDQMHQMH ERUD L KL

SUHGORAHQLP LVWUDALYDQMHP R Sakstrékcild Bavdohivan)é Fhe8idigkiv X SDN V &
SULKYDWOMLYLK HNVWUDNDWD LQGXVWULMVNH NREGRSOMH NRM

DVSHNWD RGUALYRJ UD]JYRMD 7DM EL VH J]HOHQL WHKQRORA&N



proizvodni sustav za ekstrakciju kanabinoida i terpena, s ciljem njihove topikalne primjene u

PHGLFLQVNH L NR]JPHWLpPpNH VYUKH

1.1. Industrijska konoplja

Cannabis sativa L. (konoplja) jedna je RG QDMNRQWURYHU]JQLMUarez&& MDND G|
PRIXUQRVW JORXSRUDEH QMH]L Q L&s 8rvgelstraDe\ kyioj@ imié VEIKIR MV W D Y [
SRWHQFLMDO SULPMHQH X UD]JOLpPpLWLP Qagnabisvuitapgdodke® -HGLQL
&DQQDEDFHDH 8 OLWHUDWXUL VH UD]JOLNXMX SRGYUVWH L YD
LOQGXVWULMVND 6OLND L UXGH U D3 gobopijeRkat&ysr2itd Dprefnl y X WLP  (

ILWRNHPLMVNRP SURILOX SRQD&t®(6H SUHPD XGMHOX NDQDE

Slika 1. Industrijska konoplja (Izvor: autor)



S3UHPD YD&HUHP ]DNRQX 5HSXEOLNH +UYDWVNH A=DNRQ R L]PM
suzbijanju zlouporabe droga ” (7) industrijska konoplja se definira kao konoplja (Cannabis
sativa / V XNXSQLP VDGWDaDMHR PLDEQMLP pLMH VRUWH VH QDOD]H
VRUWQRM OLVWL (XURSVNH XQLMH L QLM HvatiYhijake id kbihs¢ 3SRSLV G
PR&BE GRELWL GURJD 2YLP ]DNRQRP RPRJXUXMHRQR NRWDR AMHH B RIGH
uzgajati i proizvoditi i u medicinske svrhe, X] RGREUHQMH PLQLVWDUVWYD QDGOH
na temelju podnesenog zahtjeva pravne osobe koja ima proizvodnu dozvolu Agencije za
ljekove i medicinske proizvode za proizvodnju lijeka ili djelatne tvari sukladno Zakonu o
lijekovima (NN, 39/19). Stoga se industrijska konoplja smatra legalnom biljikom koja je pod
pojapDQLP QDG]J]RURP L NRQWURODPD 8SRWUHEOMDYD VH ]D SURL]
VX RGMHUD NRQR g¥hski Bi&tSijalJrazhd @atna i tkanine, te gorivo. U Hrvatskoj
VH SRVOMHGQMLK JRGLQD X]JbMDMX VOMHGHUH VRUWH 6DQWKI

Finola, Futura 75, USO 31 i Monoica (8).

Vrsta Cannabis sativa ima vrlo dugu tradiciju primjene u |L M H p H@ditiiska uporaba
NRQRSOMH X (XURSL SRpHOD MH VUHGLQRP VWROMHUD X (QJC

QD FLMHOX (XURSX L 6MHYHUQX $PHULNX $PHULpPND IDUPDNRSHN

godine, dok je Britanska farmakopeja SUHGVWDYOMD QHaAWR NDVQLMH JRGL
VWROMHUD REMDYOMHQR MH SUHNR ]JQDQVWYHQLK UDGRY
SRPHWNRP VWROMHUD UD]YLMHQL VX SUYL IDUPDFHXWVNL S

konoplie. SaMXVRYD DQDOLWLpPpND FLNO R &828)nk\bdi rineNivkdnp@léed PHGLFL
kao sedativa ili hipnotika kod nesanice, melankolje i EMHVQRUH NDR DQDOJHWLND N
UDND QHXUDOJLMH pLUD QDreamkQaiFiXza GRERERRDNGQMHd DSHWLW
dispepsije, proljeva, kolere, nefritisa i vrtoglavice. Monografija konoplje izostavljena je iz

Britanske farmakopeje 1932. godinH D L] $PHULpNH IDUPDNR(SHMH JRGLQF



1.2. Bioaktivne sastavnice konoplje

Zanimanje za bioaktivhe sastavnice konoplieu VWDOQRP MH SRUDVWX QDNRQ RWN
skupine spojeva - fitokanabinoida. Najmanje 90 fitokanabinoida izolirano je iz konoplje i
karakterizirano u ranim 1940-m 9DAaDQ SRPDN QDSUDYOMHQ MH JRGLQH
Mechoulam izolirao i po prvi put karakterizirao tetrahidrokanabinol (THC) kao glavnu

psihoaktivhu sastavnicu. Osim kanabinoida, koji su najpoznatiji i nagfSURXpDYDQLML VSRWN
konopliabioVLQWHWL]LUD L GUXJH VHNXQGDUQH PHWDEROLWH NDR &'
spojevi, ugljikohidrati, flavonoidi, masne kiseline, nekanabinoidni fenoli (Slika 2), jednostavni

alkoholi, aldehidi, ketoni, kiseline, esteri, laktoni i druge (10). Razlika u kemijskom sastavu

industrijske i medicinske NRQRSOMH MH X VDGUADMX1IHRMHGLQLK NDQDELQ

() [ )
Kanabinoidi (125 spojeva) Nekanabinoidni fenoli (198 spojeva

Nekanabinoidni fenoli (42 spoja)
- spiroindani (16 spojeva)

- dihidrostilbeni (12 spojeva)

- dihidrofenantreni (7 spojeva)

- jednostavni fenoli (7 spojeva)

4 &@rans-tetrahidrokanabinolni tip (25 spojeva)
4 é@rans-tetrahidrokanabinolni tip (5 spojeva)
kanabigerolni tip(16 spojeva)

kanabidiolni tip (10 spojeva)

kanabinodiolni tip (2 spojeva)

kanabiesoinski tip(5 spojeva)

Flavonoidi (34 spoja)

kanabiciklolni tip (3 spoja)
kanabikromenski tip(9 spojeva)
kanabinolni tip (7 spojeva)
kanabitriolni tip (9 spojeva)

razni tipovi kanabinoid&30 spojeva)

Terpeni (120 spojeva)

- monoterpeni (61 spoj)
- seskviterpeni (51 spoj)
- diterpeni (2 spoja)

- triterpeni (2 spoja)

- razni terpeni (4 spoja)

Alkaloidi (2 spoja)

Slika 2. Glavne bioaktivne sastavnice konoplje (12)

Nekanabinoidni fenoli podijeljeni su X V O M Br@k: i H
1. Spiroindanska grupa: kanabispiran, izokanabispiran i drugi;

2. Dihidrostilbenska grupa: kanabistilben I i I;



3. Dihidrofenantrenska grupa: kanitren 1 i 2;

4. Fenil-metil eteri i fenolni glikozidi: floroglucinol glikozid (10, 12).

Flavonoidi konoplje se svrstavaju u skupine flavona i flavonola. U cvatu su prisutni flavoni
NDQDIODYLQ $ L % NRML LPDMX VQDAaQR WRWXORIN/QG D PUM \ONDRN
inhibiciju sinteze prostaglandina E2 (13). Ostali zastupljeni spojevi su apigenin, luteolin,
kaempferol, kvercetin (14, 15). Flavoni i flavonoli konopljeimaju aLURN UDVSRQ ELRORANLK
RG NRMLK VX QDM]QDpDMQLMD SUR W XptBeRti@ra Bvojsha (Wa, N Q FH UR J H

Pored navedenog, pokazalo se da flavonoidi utje p Xa farmakokinetiku THC-a (18, 19).

Dva DONDORLGD L] VNXSLQH VSHUPLGLQD VX W DQiMdRapdbidate)H WHN W L U
kolin, muskarin, izoleucin, betain i neurin, amidi (N-trans-feruloiltiramin, N-p-kumaroiltiramin i
N-trans-kafeoiltiramin), lignanamidi (grosamid, kanabisin A, B, C i D), jednostavni amidi
(piperidin, hordenin, metilalamin, etilamin i pirolidin), proteini (edestin, zeatin i zeatin
nukleozid), enzimi (edestinaza, glukozidaza, polifenoloksidaza, peptidaza, peroksidaza i
adenozin-5-fosfataza) i aminokiseline. .RQRSOMDiI YD &M ADROLIDWVNH DONRKROH
etanol, okt-1-en-3-ol), aldehide (acetaldehid, izobutiraldehid, pentanal), ketone (aceton,
heptan-2-on, 2-metilhept-2-en-6-on) i kiseline (arabinska, aze O D L, [gigkbnska). Identificirani
VX L ILWRVWHUROL NH Pstaswrbl UsRgthastetdld RtsrfinHK jeRedini vitamin koji
se nalazi u konoplji. Od pigmenata prisutni su ksantofil i karoten, a od elemenata Na, K, Ca,

Mg, Fe, Cu, Mn, Zn i Hg (10).

1.2.1. Kanabinoidi

Kanabinoidi se dijele na fitokanabinoide, endokanabinoide i sintetske kanabinoide (20).
Endokanabinoidi su lipofilne molekule koje se sintetiziraju u organizmu te djeluju kao endogeni

agonisti kanabinoidnih receptora, a dva glavna spoja te skupine su N-arahidonoiletanolamid

(anandamid ili AEA) i 2-arahidonoilglicerol (2-AG) (21-23). Sintetski kanabinoidi podijeljeni su

uaHVW V N Xdpeljé&xsbrstano stotinjak spojeva (200 )LWRNDQDELQRLGL VX VSHFLIL

NRQRSOMX L Ewtidpojévdagdpbidijel@nih u 11 skupina:



1. Kanabigerolna skupina: kanabigerolna kiselina (GBGA), kanabigerol (GBG) i njegovi
derivati;

2. Kanabikromenska grupa: kanabikromenska kiselina (CBCA), kanabikromen (CBC) i
njegovi derivati;

3. Kanabidiolna grupa: kanabidiolna kiselina (CBDA), kanabidiol (CBD) i njegovi derivati;

4, 0-WHWUDKLGURNDQDELWRWODKIBKNENDQDELYRAHD pNEVYHOLQL
VDPR 7+&$WHWUDKLGURNDH@ED bH@RB® VDPR 7+& L QMHJRYL GHI

5. 0-WHWUDKLGURND QD EitefrahiorgkBnalJitbh& INLVMHOL-QB &% L- 0
WHWUDKLGURNBQDELQRO 0(

6. Kanabiciklolna grupa: kanabiciklolna kiselina (CBLA), kanabiciklol (CBL) i njegov derivat
kanabiciklovarin (CBLV);

7. Kanabielzoinska grupa: kanabielzoinska kiselina (CBEA), kanabielzoin (CBE) i njegovi
derivati;

8. Kanabinolna grupa: kanabinolna kiselina (CBNA), kanabinol (CBN) i njegovi derivati;

9. Kanabinodiolna grupa: kanabinodiol (CBND) i njegovi derivati;

10. Kanabitriolna grupa: kanabitriol (CBT) i njegovi derivati;

11. .DQDEL QR L G $truktDrg Q0 p24)v H

Glavni predstavnici fitokanabinoida su THC, CBD, CBG,CBNiCBC pLMH VX VWUXNWXUH SU
u Tablicil. +RUH OL VH NRQRSOMD SULPMHULFH NRULVWLWL NDR L]Y
svrhe ovisi o udjelima THC-aiCBD-D NDR YDAaQLK |&ktivRiDIdRa@ca. M razliku
od THC-a, CBD ne djeluje psohotropno. Navedene molekule nisu direktan produkt biosinteze
X ELOMFL YHU RGIJRYDUDMXUH NLVHOLQH 7+&% L &%'$ NDR QML
potaknuta toplinom dovodi do dekarboksilaciH NLVHOLQD WH QDVWDMX R
dekarboksilirani neutralni oblici. Daljnjim procesima oksidacije nastaju drugi kanabinoidi poput
CBN-a koji se stvara iz THC-D WLMHNRP SURGXOMHQRJ VNODGLAWHQMD ¢
sastavnice u cvatovima konoplje, a druge manje zastupljene kiseline su CBCA, CBGA i CBNA

(25).



Tablica 1. Strukture naajzastupljenijih fitokanabinoida i njihovo djelovanje pri topikalnoj

primjeni (25)

Kanabinoid

%LRORAGNL XpLQFL SUL WR

THC

protuupalni
antioksidacijski
analgetski
antikancerogeni
antibakterijski

CBD

antibakterijski
antifungalni
antioksidacijski
fotoprotektivni
smanjenje bora
hidratacija NRaH

CBG

OH

HO'

analgetski
antibakterijski
antifungalni
fotoprotektivni

CBN

sedativni
antibakterijski
antioksidacijski
fotoprotektivni

CBC

HO'

protuupalni
antibakterijski
antifungalni
fotoprotektivni

.DQDELQRLGL X OMXG WA Réepidre KIB1OKGi XeWidaddo X QDAHP ALYpDQRP
sustavu, te receptore CB2 unutar imunosnog sustava. Smatra se da imaju regulacijsku ulogu
X UD]QLP ILJLRORANLP SURFHVLPD SRSXW DSHWLWD &VMHWD
utjecaja na inzulin te na metabolizam masti i energiju (23, 26). Dekarboksilacijom THCA

nastaje psihoaktivni THC koji SRND]XMH YHUOL DILQLW ldréko Kojety bsivatifaV R U & %

dielovanje QD RUJDQL]DP 2VLP 4WR GROD]L GR YH]DQMD QD VSRPHQ|

mnoge druge molekularne interakcije te uzrokuje protuupalno, antikancerogeno, analgetsko,



neuro-antioksidacijsko L V S D ]P R Gi¢laWanfeNZ8). THC uzrokuje i odre yene nuspojeve,

SRSXW DQNVLR]Q RagWeficitiR@dn@riaUX b p @ N R ¥rukeshdt\éustava (19).
Najzastupljeniji fitokanabinoid u industrijskoj konoplji je CBDA. Dekarboksilirani produkt CBD

Y D & Je §0j jer smanjuje nuspojave koje uzrokuje THC (27). U uvjetima in vitro i in vivo CBD

je pokazao djelovanje protiv tjeskobe i P Xp Q L Hantioksidacijska, protuupalna i
imunomodulacijska svojstva (28). Nadalle, SRND]DR VH XpLIINRNNOD/LQLpPpNLP PRG
EROHVWL VUHGLEAQMHJ ALYPDQRJ VXVWDYD SRSXW in®k®iHSVLMH

I multipleskleroze, ali i antibakterijsko i antifungalno djelovanje, posebice protiv meticilin

rezistentne bakterije Staphylococcus aureus (29, 30). U industrijskoj konoplji udio CBD-a je
QHNROLNR SXWD YHUL X RG@EmEta 99 Dla ¥eGtajRodimos &dovoljan za
antagoniziranje u p L Q O'NMa u organizmu (31). CBD djelue DQWDJRQLVWLPNL,QD &% U
odnosno kao inverzni agonist na CB2 receptora (22). US Food and drugs administration (FDA)

M H JRGLQH RGRE UL @DX NoR W MAR\PHiRMSEpIti8les) ]D OLMHPHQMH ULM]

oblika epilepsije, a odobrila ga je i Europska agencija za lijekove (13).

CBN je produkt razgradnje THC-a i agonist CB1 i CB2 receptora. Djeluje neuroprotektivno,
protuupalno, analgetski, SRER O M & 2ttt Bna\NW B OLP D Q M5k 32, B3p. QBRC pokazuje
protuupalni, antikancerogeni, antikonvulzivnii D QW L P L N U R B4 35)XBIGQebiNsintetski
prekursor CBC-a, CBD-ai THC-a. 8VWDQRYOMHQR MH GKR pdERQMaEBPtYIDRpQL W
djeluje antiemetskii, DQWLRNVLGDFLMVNL SURWXXSD Or@iroptekivoN X PRUV N
(34, 36). Izomer THC-D &87+& VWUXNWXUQR VH UD]JOLNXMH VDPR SR SRO
cikloheksanskom prstenu. ,VWUD ALY D Q M DnjeSvX iantishetsReDi antikancerogena

svojstva (36, 37).

1.2.2. Terpeni

2VLP NDQDELQRLGD NRQRSOMD VDGUAL RNR U Dstavhi¢el WL K WH
HWHULp QRIpeKiOWMRIQRSOML GDMX QMH]L G R/ Bl [F RjEdp#iekoRitaU LV W H
svojstva, a dominantni spojevi su monoterpeni (38). Prema Novak i sur. (39) najzastupljeniji

monoterpeni su mircen (21,1-35,0 -pinen (7,2-14,6 -terpinolen (7,0-16,6 %), trans-



kariofilen (12,2-18,9

provedenom procesu izolacie HWHULPpQRJ XOMD R XYMHWLPD RNROL&AD X

L -humulen (6,7-8,7%). 1MLKRYL XGMHOL wekkd\oMiselop QRP XOI

konoplje te o njenom stupnju zrelosti (10). Strukture najzastupljenijih terpena u konoplji te

QMLKRYL ELRORANL XpLQFL SUL WRSLNDOQRM SULPMHQL SULND]

Tablica 2. Strukture najzastupljenijih terpena i njihovo djelovanje pri topikalnoj primjeni (38)

@L

a-pinen

DQDOKIHWLp
antibakterijski
antifungalni
protuupalni

bulnesol

%LRORANL Xp %LRORANL Xp
Terpen topikalnoj primjeni Terpen topikalnoj primjeni
M\ DQWLMHSWLpPN antitumorski (protiv
antioksidacijski melanoma)
N Z X | antibakterijski
f-mircen antifungalni
poMDpDYDQMH :
transdermalne £
apSOI’pCije y-eudezmol
aQWLVHSWLpPN antitusivni

ekspektor LUD M X U L

o

B-pinen

aQWLVHSWLpPN
DQDOJHWLpPN
antibakterijski
antifungalni
protuupalni

gvajol

protuupalni
antibakterijski
antiparazitski
antioksidacijski

limonen

antibakterijski
antifungalni
antiproliferativni

a-humulen

antibakterijski
antioksidacijski
antifungalni
protuupalni

B-kariofilen

aQDOJHWLpPpN
protuupalno
antioksidacijski
antibakterijski
antiproliferativni

HO

a-bisabolol

antioksidacijski
protuupalni
antimikrobni
analgetski




.-PLQH Qpiben su F L NiQriopdterpenski izomerL |QDpDMQR JDVWXSOMHQL L X Y
Pinus. Kao inhibitor acetilkolinesteraze, .-pinen SREROMA&a&DYD NRJQLWbbQH IXQN
SDPUHQMMRQHQ MH PRQRWHUSHQ NRML VH QDOD]L QH VDPR X L
citrusima *ODYQD MH NRPSRQHQWD DURPDWLpPQLK PLULVD NDUDNYV
GUYHUH 1DGDOMH GRGDWDWWNRMBNHKHPQULVD X NR]JPHWLFL L \
Posjeduje antioksidacijska i antikancerogena svojstva. Nakon udisanja vrlo brzo ulazi u

NUYRWRN 3RPDA&H X DSVRUSFLML GUXJLK WHU S8 NRRL] WN RI&X
sastojak antifungalnih masti jer zaustavlja rast mnogih vrsta gljivica i bakterija. Mircen je glavna

NRPSRQHQWD HWHULPQLK XOMD P Q R Kdnéplji. LKGDNVIDGH EDDPONeDtR X p X M X G L
za sintezu drugih monoterpena. On je antipsihotik, antioksidans i analgetik te djeluje

protuupalno, sedativno, V S D] P R O anfikadcBrageno (40, 41).

Humulen je prirodni seskviterpen koji se nalaze u hmelju i konoplji, a prisutan je i u mnogim
drugim bilijkama, primjerice u N O LuQHwkiljku, mravincu, crnom papru i U X & P D. yedstbXe
SRMDYOMXMH ]DMHGQR Wa@aridfigriom. lUpralk/d BVR ldvad R@mera konoplji daju

NDUDNW H U L.V Waripfde®, iBomerlhvimulena i biciklip NL V H V N YdlawhHesasdtofak

PQRJLK HWH (N O Q QiX3mMUIXoQoplje i hmelja). Jedini je terpen za koji se zna da
djeluje na endokanabinoidni sustav, odnosno selektivnovHaH 1D &% U KdriafiBWiRka)
gastroprotektivna, analgetska, antikancerogena, antifungalna, antibakterijska, antidepresivna,
protuupalna, antiproliferativna, antioksidacijska i neuroprotektivha svojstva. Prisutnost

-kariofilena u mnogim H W Hitd uljin@a ] Q D p Dddg@iisi njihovom antivirusnom X p L (¢38,X
40). Bisabolol je prirodni PRQRFLNOLpPpNL MatkaédNiYeljsthedJtins& zbog kojeg se
NRULVWL X NRJPHWRORJLML 3ULGRQRVL ]DFMHO ptatoupa@d1 X NRaH
i antimikrobna svojstva. Gvajol je seskviterpen koji se, osim u konoplji, nalaziu XOMX pHPSUHVD
i bora. 3R]IQDWR MH GD LPD SURWXXSDOQD DQDOJHWVND DQNVLR
primjenjuje kod artritisa, gihtai SR Y L & KrghBgltlaka. U konoplji se nalazei QHNL GUXJL YDAaQ!

terpenikaR aWR V-3, 7 H)@dierQL -selinen NRMLPD QLVX LVWUDE38QL ELRORANL
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1.3. Topikalna primjena konoplje

60OXAaEHQR RGREUDYDQMH PHG L FCapnabldkasvd L.Pi aHaDikbitaRIiERS O M H
VYLMHWD SRWDNQXOR MH LVWUDALYDQMD X SRGUXpMX GHUPDW
SULPMHQD NDQDELQRLGD WHN X SRpHWQRM IDJL HYLGHQWQR
=QDQRVW MR& WUHED GDWL EURMQH R &isRufrioéliHjilv&ric@MeRYLWR VW
QD NREAHYXWLP SURL]JYRGQMD L SULPMHQD GHUPDWRORANLK L NF
raste (3). lHGDYQR MH REMDYOMHQR LVWUDALYDQMH R XpHVWDOR
konoplje u kanadskoj populaciji. Topikalni pripravak je najmanje jednom Kkoristilo 24,3 %
LVSLWDQLND NRML VX DQNHWLUDQL 1DMpH&aUD GHUPDWRORAND
DNQH L QMHJX NRAH SURWLY VWDUHQMD GRN VX
glavobolia i migrena ( ELOL QDMpH&UD QHGHUPDWRORAND VWDQMD

najzastupljeniji oblik pripravaka na bazi konoplje (42).

8 7TDEOLFL VX SULND]DQH QHNH NRAaQH EROHVWL NRMH VX QL
I1DMpHaAUL NDQDELQRLG NRML VH NRULVWL ]D WRSLNDOQX SULPML
'RND]DQR MH GD PDVWL L NUHPH NRML VDG UWnajd abtiNaktériskpH NRP SR
GMHORYDQMH WH XEU]J]DYDMX |]DFMHOMLYDQMH UDQD te DQDELQI
ostvariti SU R W X X S 8&kO&) N Ramrtofveliki broj kanabinoidnih receptora pa se kanabinoidi

mogu primijenitiu O LM H RHHQIM KX N R & @ hoguttpRodjaz®, dermatitisa, osipa, rana i dr.

20iK LABXVX X VYRM VWXGLML S-RN®riddjénju prhizvarbjdisebetia a8 W R

ima SRYROMDQ X)L Qdpikal@ fwipeatinel baci CBD-a koriste se u standardnoj rutini

QMHJH NRaAHYRMRK WDQWLRNVLGDFLMVNLK VYRMVWDYD NRML GR

starenja.

1D RVQRYX ]DKWMHYD (XURSVNRJ XGUXaH QRuropea® @distrisU LMV NH
Hemp Association - EIHA) ukinute su zabrane za primjenu kanabinoida (pod Ref. 1l / 306:
IDUNRWLPNL SUFL|TKROIMABHMHMBIDURGQX QRPHQNODWXUX |]D NR]P
(INCI) (44). No, SULMH QHJROL &%' SRVWDQH SRX]GDQD WHUDSLMVND |

LVWUDALYDQMD WUHEDOD RGJRYaROUMWY LS RPDAHWNDRG B RV B A LIQ R 3%
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problema, interakcijama CBD-a s drugim lijekovima koje pacijent uzima i nuspojavama
primjene CBD-D QD N Baodbzirom na sve navedeno postoji potreba za temeljitim
LVWUDALYDQMHP SULMH QHJR &WR VHXUNQ DM EL R[RicGNjBRR I P D W

sredstvima ]D UD]QH NRAQH BROHVWL

Tablica3. 1IDMpH&UH NR ateetitateRanabwvidiilma RGDEUDQD LVWUDALYDQMD

Bolest 3UHGORA&AHQL PHKDQL]DP Kanabinoid il Lit.
receptor
Smanjeni eritem i smanjena produkcija sebuma CB1/2 receptor 47
Inhibicija lipogenih spojeva, suzbijanje proliferacije | cgp (43)
sebocita, inhibicija upalnih putova
Akne Izmijenjena vijabilnost i apoptoza sebocita, CBC, CBG,
smanjenje lipogeneze VOLpQH DNQDPD X CBDV, (48)
arahidonskom kiselinom, protuupalna djelovanja CBGV, THCV
Inhibicija ciklooksigenaze i lipoksigenaza (in vivo THC, CBD (49)
model)
THC smanijuje proizvodnju kemokinskog liganda 2
(CCL2) putem proizvodnje keratinocita i CB1, CB2 (50)
Atopijski interferona-gama (IFN) u T-stanicama
dermatitis MDVW RERJORHE (2 puta dnevno, 3
PMHVHFD ]QDpDMQSDSRER@WN&D CBD (51)
QDGUDAXMXiUH LOL DOHUJLMVNH
Pruritus &% L &% DJRQLVWL VPDQMXMX
VYUEHA HNVSUHVLMH UHFHSWRUD QD Nf CB1/2 (52)
vlaknima, mastocitima i keratinocitima
THC, CBD, CBG,
Atiproliferacijski i imunomodulacijski mehanizmi CBN (53)
Psorijaza IQKLELFLMD &LUHQMD NHUDWLQ| CBD (51)
IQKLELFLMD a8LUHQMD NHUDWLQ| THC, CBD (54)
Melanom 7+& SRNUHUH DSRSWR]X VWDOQL| tHc (55)
indukcijom autofagije
Kaposijev CBD inhibira proliferaciju i inducira apoptozu
sarkom endotelnih stanica Kaposijevog saUNRPD ]DU| CBD (56)
virusom herpesa
Sistemska MLMHEDQL &% &Smarfubriontidbe | o o) (57)
skleroza aktivnosti fibroblasta

12



1.4. (NVWUDNFLMD VXCGOtUNULWLpPQLP

(NVWUDNFLMD Wdsnh (eNdU Bupdrdri@ealFluid extraction £SFE) ili, prema havodima

QHNLK DXWRUD VXSHUNULWLPpQD HNVWUDNFLMD NRMD WNDR QDM|
VXSHUNULWLBOQ®RP WWDYHMXLAH SULPMHQMXMH X ¥Mdigénaic]RODFLM
medicinske i industrijske konoplje. Toje SRVWXSDN X NRMHP VH SULMHQRYV WYDUL
CO, SRVWDMH L]X]JHWQR GREUR RWDSDOR ]D RGUHYHQH YUVWH NH
WRPNH LOL X VXSHUNKa® Lp QR LSHODUWHWPSHUDWXUD L NULWLpQL
GHILQLUDMX NULWLPQX WRpPNX QNNBDNMQWWHVNYBDX LU N RMWID 4D B GDW
IDJH ,]QDG LOL LVSRG WLK NULWLpPpQLK VYRMVWDYD QH PRJX ]DVI

]JERJ pHIJD VXSHUNULWLpPQL IOXLGL LPBBMX VYRMVWYD L SOLQRYD L

} Ma)“ D

Superkriticno

Tekuce
Kruto

Plinovito

785 -56,7 31 TCeO)

Slika 3. Fazni dijagram (tlak - temperatura) za CO; (58)

.DR QDMSRAHOMQLMH RWDSDOR X SURFHVLPD Yijx$HébovdnW LpQH HN
QHIDSDOMLY EH] RNXVD L PLULVD MHIWLQ L ODNR GRVWXSDQ X
HNRORAGNL SULKYDWOMIHQ BBD@HUD & Q &Badialy Recbigided As Safe)

otapalo. 6 XSHUNULWLDDLORZNX WHRPBHPOWXUXaWR J& pLQL LGHDOQL
ekstrakciju termolabilnih prirodnih produkata. 1DGDOMH RYDM Q DialnpodgeNMgeUDNFLMH

prednosti u odnosu ha postupak ekstrakcije organskim otapalima:
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f 6XSHUNULWLPQL IOXLGL LPDMX VSRVREQRI¢WljehWIdQ MD NDR |
QLARP YLVNR]QRVWL L PDQMRP SRYUGLQVNRP QDSHWRVWL 10X

f 5D GYDMDQMH HNVWUDNWD RG RWDSDOD MH ODNR L EU]R ]E
komponenata promjenom tlaka ili temperature.

f Dodavanjem suotapala (metanola, etanola, vode i dr.) u CO, PRJXUH MH SREROMA
WRSOMLYRVW SRODUQLK NRPSRQHQWL pLPH VH SRVWLAH YHU

f Nema zaostajanja otapala u ekstraktu dok je prilikom upotrebe organskih otapala to
PRJXUH

f Ekstrahiranje termolabilnih komponenata s minimalnim promjenama.

f (NVWUDKLUDQMH NRPSRQHQDWD YLVRNLK WHPSHUDWXUD
temperaturama.

f sCO:je zelena ekstrakcija.

f sCO, HNVWUDNFLMD PRA&H VH SULPLMHQLWL -QOG VIXQ/DVIDLYAHL fUNDL] k

poluindustrijskih postrojenja do velikih industrijskih postrojenja (58, 59).

Zbog svega navedenog, sCO; HNVWUDNFLMRP L] ELOMQRJ PDWHULMDOD PF

prirordQRJ VDVWDYD EH] WUDJRYD RUJDQVNLK RWDSDOD X VYRP RUL

PLMHQMD NDGD VH NRULVWH NODVLpPpQL SRVWXSFL HNVWUDNFLMF

ELOMQRJ PDWHULMDOD GRELMX HWHULpQmpohenkeL kaM QD XOMD

komponente s UD]OL p LW LaRtivBimRs@RtEidd. Ekstraktibilnost spojeva sa sCO- ovisi 0

prisutnosti individualnih funkcionalnih skupina u tim spojevima, njihovoj molekularnoj masi i

polarnosti. Budu ii da je CO nepolarno otapalo, najbolju u finkovitost pokazuje u ekstrakciji

QHSRODUQLK LOL VODER SRODUQLK, dog 8uMpdjgDve i radiekRlBraeH N X O D U Q

mase slabo topljivi u superkritipQLP 1OXLGLPD 3RVWRMta tBpGivbst poéjedibhSUDYLOEL

NRPSRQHQWL XoMiXSOHUNULWLDPQ

f Kisikovi organski spojevi s niskom ili srednjom molekularnom masom (ketoni, esteri,

alkoholi) vrlo su topljivi;
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f VHULQD QHSRODUQLK RUJDQVNLK NRPSRQHQWL QLVNH PRO

terpeni) imaju dobru topivost;

f Polarne organske tvari (npr. karboksilne kiseline) su topliive ako imaju pogodne

molekularne mase;

fPULVXWQRVW SRODUQLK VNXSLQD NDUERNVLOQD KLGURN

sastojaka;

f Slobodne masne kiseline i njihovi gliceridi imaju slabu topljivost;

f Pigmenti su slabo topljivi;

f Voda ima slabu topljivost ( PP QD WHPSHUDWXUD®PDS9)VSRG f&
7RSOMLYRVW SRODUQLK NRPSROR®N VK YXERIQM & DOADLL KRR RN IRFPD
drugih polarnih tvari, tzv. suotapala (engl. co-sovent WH VH QD WDM QDpLQ SRYHUDYD
X RGQRVX QD HNVWUDNFLMX VXSHUNULWLpPQLP IOXLGLPD EH] VXF
OMHJRYH WRNVLPpQRVWL F lekdtraRete bvishR Q4pdieitia Rdjl sePekbstriaDitaju
(58).

2SUHQLWR S Uékstidkeije/atidja se u pet uzastopnih faza (58):

1) difuzijasCO, GR SRYUALQH pHVWLFH NUR] IL
2) prodiranje i difuzija sCO; kroz vanjski sloj VIHUQRJ RF

krutog, inerthog materijala;

3) kontaktsCO, V RWRSOMHQRP WYDUL QD SRY

i ekstrakcija otopljene tvari;

4) difuzija otopliene tvari u sCO, kroz sloj vanjskog sfernog
RPRWDpPD NUXWRJ LQHUWD@RIV R XWSHRLY LUV

5) difuzija otopljene tvariusCO, NUR] ILOP VXSHUNUL
RNUXAXMH pHVWLFX X JODYQX VWUXM X

OQRIJREURMQL pLPEHQLFL XWMHpX QD SURFHV HNVWUDNFLMH D
f tlak, temperatura, vrijeme ekstrakcije te protok otapala;

f IXVWRUD YLVNR]JQRVW L GLIX]JLYQRVW RWDSDOD L VXSVWDAQF
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f LOWHUDNFLMH L]PHYyX PROHNXOD RWDSDOD WRSOMLYH NRF
materijala (matriksa) u kome se nalazi topliiva komponenWD NRMH XWMHpX QD
UDYQRWHAX L NRHILFLMHQWH GLIX]LMH

f GRGDWDN UD]OLpLWLK VXRWDSDOD

f REOLN YHOLpLQD L UDVSRGMHOD YHOLpPLQD pHVWLFD PDWHU

f poroznost sloja.

Od svega navedenog ipak VH L]GYDMDMX GYD SDU DjécHjghUdtosu@akxMYHUOLP
WHPSHUDWXUD HNVWUDNFLMH 6 SURPMHQRP WODND L WHPSHU

konstante) mijenja se sposobnost otapanja CO,; X aLURNLP J\Sk@4)FDPD

1200
Gustoda

(eght?) B —

o N

Temperatira f [

400

200

I} 1an 200 300 400 a00
Tlak (bar)

Slika4. 2YLVQRVW J %V Wl iitemgeRaturi (58)

3ULQFLSL QD NRMLPD VH EDJLUD HNVWUDNFLMD VXSHUNULWLpPQL
L JXVWRiUH XWYUYyHQH HNVSHULPHQWLPD ]D VXSHUNULWLpPQH IC
SRND]XMH YHOLNX SURPMHQX UNOWRWHY @RRW XLEXVBUDNFLML

L]QDG NULWLpPQH WHPSHUDWXUH 1D WDM QDpPLQ VXSHUNULV
NRPSDWLELOQH VSRMHYH 3RVOLMH IDJH RWDSDQMD VXSHUNULW
QL&HJ RG NUINRPHOBMHSIRPLPQR LOL X FMHOLQL VHOHNWLYQRVW

i oslobodi dio ili cjelinu prethodno otopljene komponente.
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Nedostatci sCO; ekstrakcije u usporedbi s drugim postupcima ekstrakcije VX VOMHGHUL

rad pri relativno visokim tlakovima;
YHOLN XWUR&DN HQHUJLMH ]D NRPSULPLUDQMH SOLQRYD

f
f
f VORAHQD UHJHQHUDFLMb NOFDUN.@ W H Q IHKU RWWD\ENDIOW UR&NR Y L
f YHOLNL LQYHVWLFLMVNL WUR&GNRYL ]JD SURFHVQX RSUHPX
f

kompleksnost procesa (58).
Princip sCO. ekstrakcije prikazan je na temperaturno-entropijskom dijagramu (Slika 5), a

detaljno opisan u poglavlju 3.3. EkstrakcijasCO; JGMH MH SULND]DQD L SURFHVQD V

. Xy s
- R XN LL
70 /\‘/‘/’V/’//“d})‘?f’\//(‘L/\’
o SN T
g 0 ‘F 4T FESTRAET | ,j{'\T /‘
7 Saem VAl
£ 20 > F= . II", I"'\ I, L
¢ e taa
0 2 \ l“ l| ] I\, "\. ) \-. l_"\<\ \ /
g e e ——— A 4
;: e | [ ER Y - N ve
w0 ", ,I“:!"', A\ "_r\‘\r\ N / 2)
- - - - Entropija-(ldfk\-gK) - - -

k)

Slika 5. Dijagram temperatura-HQWURSLMD ]D VXSHUMB8LWLPQX HNVWU

(a tProces rada pumpe; b +Proces rada kompresorske jedinice)
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9LVRNRWODpPQD SXPSD NRPSUNWRRU VRPGDOPILURK ¥SUHPQLNX GR
i dovodi ga u ekstraktor na njegovom dnu. U ekstraktoru se nalazi usitnjeni biljni materijal. On

SUHOD]L SUHNR X]RUND REDYOMDMXiUL HNVWUDNFLMX WRSOMLY
UHJXOLUD VHJSRWRQRJ SODaAWD L RGUAaADYD VH NRQVWDQWQ!
NRPSRQHQWH QR&FRBODYH&? VHSDUDWRU JGMH VH SRG VQLAHQLP
provodi razdvajanje ekstrakta koji se skuplja na dnu separatora. 1zdvojeni sCO- dalje se odvodi

do kondenzDWRUD X NRMHPX VH YUDUD L] SOLQRYLWRJ X WHNXUH
ASURpPLEABRHZOO®OMHA RGYRGL X VSUHPQLN SOLQD RGDNOH VH SRQR}
Ova tehnika ekstrakcije spada u najsuvremenije, naj X X p L Q N Ral L vWejskdtje postupke

izolacije bioaktivnih komponenti iz prirodnih izvora. DRELYDMX VH YUOR pLVWL SURG)]
VHOHNWLYDQ SURYRGL VH QD QLVNLP WHPSHUDWXUDPD EH] P
osjetljivih i nestabilnih komponenata, s potpunim uklanjanjem otapala. 6WRJD MH RYDM QD¥
HNVWUDNFLMH RG SRVHEQRJ LQWHUHVD ]D SUHKUDPEHQX L IDUP|
kojima je primjena sCO, HNVWUDNFLMH PQRJR HNRQRPLpQLMD QHJR SULPMLE
SURFHVD RGQRVQR X VOXpDMX NDGD SRWUHEQD LQYHVWLFLMVND
SURL]YRGQH FLMHQH NUDMQMHJ SURL]JYRGD 7R MH Q&WdipH&alUH VO
LPDMX YHOLNX YULMHGQRVW QD WUALa&WX LOL WDPR JGMH VX ]DNF
L] GUDYOMD pRYMHND WDNYL GD VH X SURFHVX HNVWUDNFLMH ]DFk
RWDSDOD LOL JGMH wWUAal¥ywWwM™Q B KNWYID\OHYWHWHRMRMIGVH QH PRAaH

VXSHUNULWLp®B).HNVWUDNFLMH

1D RVQRYL QDYHGHQLK pLQMHQLFD MDVQR MH GD VX QDMYDA&QLNMN
oni koji se dobivaju iz prirodnih sirovina i koji imaju potencijalnu primjenu u prehrambenoj,
IDUPDFHXWVNRM L NR]JPHWLpPpNRM LQGXVWULML %XGXuL GD VH
uporaba RUJDQVNLK RWDSDOD X FLOMX ]DAWLWH ALYRWQH VUHGLC
EXGXUQRVWL RpHNLYDWL NRPHUd&écedd DuOzQlazijikahabindideQ erpBmaD NY LK S

iz medicinske i industrijske konoplje.
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1.5. Potencijalna primjenasCO 2 HNVWUDNDWD X NR]J]PHWLpPpNLP SULSUD

'DQDV VH NRJPHWLPpND LQGXVWULMD VXRpDYD V hafd@ROLNLP L \
]JERJ ]OQODpDMQRJ LQWHUHVD MDYQRVWL ]D SULUR G QVadalig]PHW LN X
NR]PHWLpPpNR WUALAWH SRNUHUX LQRYDFLMHnthob @obsihyii QH ]DMH
WUALAWX XYLMHN VH IDYRUL]LUD QDMMHIWLQLMD PHWRGD ]D NR
sintetski sastojci se biraju umjesto prirodnih. No SR W UR a€é Lboljé Xnformirani o

NR]JPHWLpPNLP VDVWRMFLPD L SU Hl Hiljhagd pdtietla WYa0) RaoQsd SURL]Y |
SRVWLIQXWD 1QDWQD SREROMAaADQMD X SRJOHGX VLIXUQRVWL NF
kontroverzi, posebice parabeni koji se koriste kao konzervansi (61). Biljke predstavljaju

najstariji izvor bioaktivnih spojeva s UD]OLpEWREGR &hojstvima XNOMXpXMXUuL
antioksidacijsko, antimikrobno, antienzimskoi SURWXXSDOQR GMHO ReYsba®idH aWRYL
VX RELpQR VORAaHQD VPMHVD ELRDNWLYQLK VSRMHYD NRML V
sintetiziranim analozimD 7L ELRDNWLYQL VSRMHYL XNOMXpXMX AaLURN UD®
su fenolni spojevi (fenolne kiseline i flavonoidi), terpeni, steroidi, karotenoidi, steroli, steroidni

VDSRQLQL PDVQH NLVHOLQH XJOMLNRKLG U Dpdjdvelje pdttehbmoL GL =D N
HNVWUDKLUDWL RGIJRYDUDMXuULP RWDSDORP X RGJRYDUDMXURM |
SRWSXQR XNORQLWL EH] WUDJRYD RWD&DODSXHRRWR WE RN WX S
HNVWUDNFLMH NRML ]DKWLM HYQDM XYW RIRWLEQHKQ RI1UHNYDERD B WIRKRMPDG L
kloroform, diklormetan, dietil eter, tetraklorometan, metanol ii dr., postaju polako pitanje

SURAGBRVWWDQRO LOL QMHJRYH YRGHQH RWRSLQH X UD]JOLpPpLWLP
kao ekstrakcijska otapala u farmaceutskoj praksi, mMHYyXWLP QDNRQ HNVWUDNFLMH
HWDQROD |JDKWLMHYD GRGDWQH WHKQROR ®A)HSt®yS ¢ Urigdgea MH LV SD
RNROLaAX L ]JGUDYOMX OMXGL GRYHOD XSUDYRNGR AWRYRX D/ &RY
ekstrakcija koje osiguravaju bolji prinos ekstrakcije, visoku kvalitetu ekstrakta, a provodi se na

QLALP WHPSHUDWXUDPD HNVWUDNFLMH WLMHNRP NUDOUHJ YUHP
WHNXULQD pHVWR/ WR QRMEWKIWHD 3HHA B QHHQNWRL SUL]QDWH NDR 3\

SEH] RWDSDOD" a4WR WH HNVWUDNWH pLQL Yb) Olra ¥bnolegieG QLP X N
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MH MHGLQVWYHQD L]JPHyX RVWDORJ L SR VYRMRM VHOHNWLYC
organske kvalitete i strogim kk LWHULMLPD NR]JPHWLPpNLK VWARBKQDD&GD NDR Q
German Industries and Trading Firms), COSMOS (Cosmetics Organics and Natural Standard),

ICADA (International Cosmetic and Devide Association), NATRUE (The International Natural

and Organic Cosmetic Association), NPA (Natural Product Association) i NSF/ANSI 305

(American National Sanitation Foundation). Prema zahtjevima ovih standarda, organski i

SULURGQL NR]JPHWLpPpNL SURL]JYRGL VH LJUDYyXMX RG RGDEUDQLK
podrijetOD NRMH VX REUDYHQH GR]JYROMHQLP SRVWXSFLPD %URMQ
VLURYLQH ]DVOXaXMX PQRJR YL3d3H SDaQMH X WRNVLNRORANRP
sigumne. SLIXUQRVW XpLQNRYLWRVW L NYDOLWHW DprmR pipagdstW LPNLK S
(66 , ] SHUVSHNWLYH RNROLAD YHUOU MH VSRPHQXW®kBRrakKci8 UHWKRG
SURL]YRGL X RVQRYL HNVWUDNWH EH] RWDSDOD L LVWRYUHPHQF
NRPSRQHQWH RpXYDMXDRWRWD®BH OR&PRaH VH ODNR L SRWSXQR
(67) .DNR NR]JPHWLpPpNL VHIPHQW V DGWLWW RNDL B B NEL IXMBIRMDHSRH
NR]JPHWLpND LQGXVWULMD MH SULVLOMHQD UD]JYLMDWL YL&H SUR
sintetske kemikalije. sCO; GHILQLWLYQR PRAaH LV Sza@uwehndbBijureléhdLYDQMD
ekstrakcije predc@aHQH VX UD]J]OLpLWH SULPMHQH L WR X SUHKUDPEHQR
industriji (65, 68). 1DVXSURW WRPH PDOR MH SRJRUQRVWL SRVYHUHQ
inkorporiranja sCO; HNVWUDNDWD X NR]P iagalsil Hhasstvéhe FiOR|ES kbje se

temelje na razvoju, evaluaciji i primjeni sCO, ekstrakata u topikalnim formulacijama i

istoviemenozDGRYROMDYDQMH SRWURAaDpPD L]D]RY
1.5.1. Prednostiiizazovi inkorpoiranjasCO > HNVWUDNDWD X NRJPHWLpPpNH SURL]

&26026 NDR PHYXQDURGQD QRURDJPIBNUXURGENWLNX GHILQLUD
VDVWRMNH NR]JPHWLpPpNRJ SURL]YRGD L DPEDODaH X]JLPDMXuUL X R
L R N B®).lZakonom je propisano da se ekstrakti biljnoga podrijetla mogu proizvoditi s bilo

kojim oblicima vode li soWDSDORP ELOMQRJD SRGULMHWOD NDR aWR VX

ulja, med i sCO.. Ako je potrebna upotreba organskih otapala, otapalo treba potpuno ukloniti
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L] NRQDPQRJ SUdiahemraGe tD NRyHddraba aromatskih, alkoksiliranih,

halogentUDQLK RWDSDOD QD ED]L7@.X\bL iNKkDrpbradija ¥CCR &kRttakata u

NRPHUFLMDOQH NR]JPHWLpPpNH SURL]YRGH VORAQHQR MH SLWDQMF
WUR&GNRYD FLMHQH VDPHKVWUD RWB UM a8 WERY L a Hdtoj&Sdd RAQ.Y RGH NRI
HNVWUDNWD WUHED SULSUHPDWL X VNODGX VD VNXSRP SUDY
VWDQGDUGLPD 6 GUXJH VWUDQH NR]JPHWLpPpNL SURL]JYRGL VH ¢
VPDWUDMX VLIJXUQLPD L QHWRNVLPQLP .RPHUPBLNBJ®ER LORIVHW X
sastojke (71) navelaje 67 SURL]YRGD NRML VH SRGXGDUDMX V SUHWUDALY
VXSHUNULWLBHDNYWUDSNW L VXENYVNWWDNMW QEU&2pHPX MH YHULQL
podrijetla, a ostali su alge ili proizvodi fermentacijske tehnologije. Nadalje, postoji nekoliko

studija u kojima je sCO, LPSOHPHQWLUDQ X NR]PH2ATZh H W R RWPIHILD. M B D

ekstrakcija sCO; pouzdaQD WHKQLND ]D PRIJXuX SULPMHQX X NR]JPHWLpPpNRI

BUHPD YHU VSRPHQXWRM IDNRQVNRM UHJXODWLYL NRMD QH RE
tehnku HNVWUDNFLMH QD JRWRYLP SURL]YRGLB@D, éNdttakst&ndM H SURFL
WUALAWPOMDRULLX YLGX VYH QDY HGHMNWHWSIDINGQ RWW R pHBNXMH VH GI
EXGXUQRVWL RYD JHOHQD WHKQRORJLMD ELWL VYH YL&H ]DVW
proizvodima. Ljekovito bilje nudi potencijaine VDVWRMNH ]D NR]JPHWLPpNH IRUPX
NRPELQDFLML JQDQRVWL L WHKQRORJLMH PRJXUH MHN®WNULWL
SRVWRML RSDVQRVW RG JXELWND ELROR&NH UD]J]QROLNRVWL XV

utjecati na dostupnost biljaka i njihovih bioaktivnih spojeva (78).
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2. &,/- ,675%$4,9%1-%

2Sitlj RYRJ VSHFLMDOLVWLPpNRJ UDGD MH RSWLPLUDWL SRVWX!
(sCOy) za dobivanje medicinski prihvatljivih ekstrakata industrijske konoplje koja predstavija

REHUDYDMXUL REQRYOMRWGIU &IHWRXIUV DV YORINSDH N W D

6 SHFLIdledsu :
a) provesti ekstrakciju bioaktivnih sastavnica iz cvatova industrijske konoplje primjenom
sCO; te pri tome ispitati utjecaj parametara ekstrakcije (tlaka i temperature) QD LVNRULaAWHQ M

ekstrakcije i udio ciljanih bioaktivnih sastavnica u dobivenim ekstraktima;

b) identificirati i kvantificirati dobivene ekstrakte s obzirom na udio kanabinoida primjenom
YLVRNR GMHORWYRUQH WHNXULQVNH NURPDYRLOOAD)MH VD GH

terpena u vezanom sustavu plinske kromatografije i spektrometrije masa (GC-MS);
c) RGUHGLWL DQWLRNVLGDFLVMCOLI¢kstraRappWLPLNUREQH XpLQNH

d VWDWLVWLpPpNL REUDGLWL HNVS Hdkfirfrati QniaD€uRjed RaacieHQH SR G
NDQDELQRLGD L WHUSHQD L] FYDWD LQGXVWULMVNH2)NRQRSON

L PHWRGH RG]L Y@QIRU BRW H §IMHPesgd Rxper)P D
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3. MATERIJAL | METODE

3.1.  Biljni materijal

2VXaHQL FYDWXUL YUAQL GLMHCaRnélis sapiva X.y3are EduvaN Bl (MikQR SO MH
6 V KUYDWVNRJ WUALAWD +HrPagks)pukRpl@niRORL. gdim©ketistili su

seu RYRP LVWUDALYDQMX 3RGDFL R VDPRP X]JRUNX VX VOMHGHUL
¥ Majka uzgojena iz sjemena C S1545 E947550;

¥% .ORQRYL VNLGDQL X YHOMDDpPL

¥, Sadnja 02. 05. 2021.;

¥ Branje 15. 10. 2021.;

¥%2EUDYLYDQMH WI0.LBAHAYLPD

¥ Cvat spreman za ekstrakciju 10. 11. 2021.

Slika 6. Uzorak industrijske konoplje (Izvor: autor)

Priprema materijala za ekstrakciju obuhvatila je usitnjavanje (mljevenje) u laboratorijskom
mlinu (MRC Sample mill C-SM/450-C, Holon, Izrael), klasiranje prosijavanjem na standardnoj
VHULML VLWD 5HWVFK $WH XWIWHRDYPKOMH UDMB\WRGpIFHEOH YHOL

prethodno opisanoj metodi (79). Inicijalni udio vlage u uzorku bio je 8,38 %.
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3.2.  Kemikalije i standardi
S X S H U NaUQQW elsttakcija provedena je primjenom CO; pLVWRUH SURL]YRYD
OHVVHU &URDWLD 30LQ 2VLMHN +UYDWVND 3UL +3/& DQDOL]L ]

PHWDQRO +3/& pLVWRUH %DNHU - 7 *OLZLFH 3ROMVND DFHW

(Gliwice, Poljska), miliQ voda (Milipore SmSOLFL W\ 'DUPVWDGW 1MHPDpPND L |
98- JLVKHU 6FLHQWLILF /RXJKERURXJK 8. =D XVSRUHGEX G
VX VWDQGDUGL NDQDELGLROD —J P/ X PHWDQROX pLVWRUH

IMHPDpND L NDNQANVEHOAIKROQH —J P/ X PHWDQROX pLVWRUH
*PE+ 1MHPDMINNQDELGLYDULQVND NLVHOLQD —J P/ D&.DFHWRQ
(KUHQVWRUIHU *PE+ 1MHPDpPpND NDQDELGLROQD NLVHOLQD

%) CHULOOLDQW &RUSRUDWLRQ 7H[DV 6%’ NDQDELJHUROQD NI

PLVWRUH &HULOOLDQW &RUSRUDWLRQ 7H[DV 6% WHWUL
—J P/ X DFHWRQLWULOX pLVWRIiH &HULOOLDQW &
teWUDKLGURNDQDELQROQD NLVHOLQD —J P/ X DFHWRQLWULO X
7H[DV 6% NDQDELQRO —J P/ X PHWDQROX pLVWRIiH
IMHPDpND NDQDELNURPHQ —J P/ X PHWD Q Rodex GrphHV W R Ui H
1IMHPDpND NDQDELJHURO —J P/ X PHWDQROX pLVWRUH

1 M H P D piN{pdeltad-THC otopina PJ P/ X PHWDQROX pLVWRIiH (

Corporation (Texas, SAD).

OGUHYLYDQMH UHW Higparljiwh\sNdjeka plpskatrKvobhatografijom provedeno je
primjenom smjese alkana Co-Cos SURL]JYRYDpDEBGURBK 7DXINLUFKHQ 1MHPI
pripremu uzoraka za GC-06 DQDOL]X NRULAWHQ MH KH NoVEEb@ Reagenfs pLVW R Ui F

(Val de Reuil Cedex, Francuska).

UsrKX ELRORANLK LVWUDALYDQMD NRULAWHQL VX
x 2,2-difenil-1-SLNULOKLGUD]LO '33+ 6LJPD $OGULFK 6WHLKHLP
x Folin-Ciocalteu reagens, Sigma-$OGULFK 6WHLKHLP 1MHPDpND

X MeOOHU +LQWRQRY 0+ EXMRQ )OXND %LR&KHPLFD 1MHPDE

24



x gentamicin (% LR&KHPLFD 1MHPDpPpND

X bakterije (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli i Pseudomonas
aeruginosa VX SULNXSOMHQH L] UD]JOLPLWLK NOLQLpPNLK X]RLU
PLNURELRORJLMX =DYRGD ]D MBI QRQN:WNDEHAMSKE QRLMMH b N R

x 2,3,5 - trifeniltetrazolij klorid (TTC) (VWR Chemicals, Leuven, Belgija),

X ekstrakt kvasca (Biolife Italiana, Milano, Italija),

X WHKQLPpNL DIJDU %LROLIH, WDOLDQD OLODQR ,WDOLMD

x glicerol (Honeywell Riede- GH +DsQ 6HHO]H, 1IMHPDpND

x 0,25M otopina PBS-a (fosfatni pufer, engl. phosphate buffer saline) SRGHaHQH S+

vrijednosti na 7,4 (VWR Chemicals, Leuven, Belgija).

33.ENVWUDNFLMD VXGHUNULWLDPQLP

Ekstrakcija biljnog materijala superkr LW L p Q b PBSC&2 provedena je u laboratorijskom
XUHYDMX ]D VXSHUNU ISWd P ®of je-kNngtlitAbid PteMatmbeno-WHKQRORA&NRP
fakultetu Osijek i detaljno opisan u doktorskoj disertaciji (80). 0D W H U L M D @elizfddrildvog W H Q L
sustava su QHK Uy D M XAl&l 3BTOILAFSE! 304. Svi dodatni S U L N @ipixup £alcijevi su

W D N RsjeHKvalitete materijala. Ekstraktor je vanjskog promjera 100 mm i visine 500 mm, a

separator dimenzija [ P PTijekom postupka ekstrakcije, komprimirani CO; uveden je u
HNVWUDNWRU SRPRUX Y HYRINMBE D {r@idthPdc® SR W KDjPfa- [ &

SRPRiUX UDVKODGQH NXSHOML SXQMHQH VPMHVRP HWLOHQ J
LIPMHQMLYDpD WR S @dg@adan/jsVQ D pHHODIM&D X WHP SHU D WEUWX HNVW U
ekstraktor u kojem se nalazio suhi materijal (usitnjeni cvatovi industrijske konoplje). Ekstraktor

je zagriavan SRPRUX FHQWUDOL]JLUDQRJ VXVWDYD JULMDpPD QD &HO
Mjerenje i regulacija temperature ekstraktora SUDUHQBRMRUX LQWHJULUDQRJ VI
temperature unutar ekstraktora i dodatnog senzora temperature Kkoji mjeri temperaturu

izlaznog plina. Nakon ekstraktora zadani tlak pri koem VH SURYRGLOD HNVWUDNFLM
S R P Ruis¢kotla p Q Réntila (B-HV) Q D a H taMwHs@gdaratoru od 1,5 MPa. Ekstrakt je od
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otapala odvojen u separatoru. Ventil i cijevi do separatora zagrijavani su na temperaturu 0 f &

da EL VH VSULMHpPLOR VWYDUDQMH Ozbog iZelikag padeXigkR.J OHGD XQXWD

Slika7 6KHPDWVNL SULND] XUHyYyDMD |D8XSHUNULWLpPQX H

1. Kompresor; 2. CO2 VSUHPQLN , JPMHQMLYDp WRSOLQH RG QHKUYyDMXUHJ pHOL
=UDNRP SRJRQMHQD KLGUD XO-Ih Q MetiK (BSV); ¥ LIMahbkh€lri;86 Ekstraktor; 9.
6HSDUDWRU 9RGHQD NXSHOM &HQW U KO Y LNDDQ DV X V WIMH U D b MSDULRDWE

U svrhu optimiranja metode ekstrakcije ispitanjH XWMHFDM GYD QDMYDAaQLMD SURI
V XS HU N ksthakdij® (lak i temperatura) na prinos i koncentraciju aktivnih sastojaka
ekstrakta industrijske konoplje. Protok CO; kontroliranje SRPRUX PMHUDpPD SURWRND O
FM-1050, E800) te je RGUADYDQ NRQVWDQWQLP NJ K WLMHNRP FLMF
vrijeme ekstrakcije od 30 minuta MHU VH XSUDYR WR YULMHPH X SUHOLPLC
pokazalo kao optimalno vrijeme u kojemu se P R &Hobi# puni prinos ekstrakcije. Masa
samljevenog uzorka bila je konstantna (100 g) tijekom svih eksperimenata. Uvjeti sCO»
HNVWUDNFLMH RGUHYHQL VX SUHPD GL]DMQX FHQWIra&lQRJ NRP
Composite Design, CCD) i prikazani su u Tablici 4. Dobiveni ekstrakti su odmah analizirani

H3/& L *& 06 DQDOL]H WH ELRORAGND DNWLYQRVW
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Tablica4. . RGLUDQH L QHNRGLUDQH UD]JLQH QH]DYLVQLK YDULMDEOL

Nezavisna Oznaka Razina

varijabla -141 | -1 0 +1 1,41
Tlak (bar) X1 78,6 | 120 | 220 | 320 | 361,4
7THPSHUDW X 35,8 | 40,0 | 50,0 | 60,0 | 64,1

3.3.1. Predtretman uzorka dekarboksilacijom

Radi usporedbe kemijskog sastava dobivenih sCO; ekstrakata prema CCD (Tablica 4)
napravljena je dekarboksilacija uzoraka cvatova industrijske konoplje kao predtretman koji je
prethodio sCO, HNVWUDNFLML 8]J]RUFL VX VH BSREARThINGX EclentifiXx aHQ M X X
Heratherm) na 120 f & WLMH4AbRrhuta 7DNR RVX&HQL X]J]RUFL VX XVLWQMH
provedena sCO; ekstrakcijia QD WHPSHUDWXUL f& WH WODNRYLPD RG L
optimalni tlakovi za pojedine bioaktivne sastavnice; vidi Poglavlje 4.3. Optimizacija procesa

sCO; ekstrakcije).
3.4. Fitokemijska analiza CO:2 ekstrakata

3.4.1. GC-MS analiza isparljivih sastavnica sCO; ekstrakata

U 1 mL heksana otopljeno je —1J sCEC), ekstrakta te je otopina profiltrirana u 2 mL

VPHVYX 1 *& EWKRz pdilitétrafluoretilen (PTFE) filtre YHOLpPpLQH S R IbhisporedbuP

rezultata napravljena je i analiza samog polaznog uzorka (cvatova konoplje). Provedena je

dvosatna ekstrakcija 1 g sirovine u 5 mL heksana te je otopina profiltrirana na prethodno opisan

Q D p lidentifikacija i kvantifikacija isparljivihn spojeva (terpena) u dobivenim ekstraktima

provedena je metodom plinske kromatografije spregnute s masenom spektrometrijom (GC-

MS). =D DQDOL]X MH NRULaAWHQ SOLQVNL NURPDWRJUDI $JLOHQW

kombinaciji s Agilent Technologies (SAD) masenim detektorom, model 5977A, spojenim na

U D p X Q D O B). SefatahijB spojeva provedena je na kapilarnoj koloni H5- 06 GXaLQH
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P XQXWDUQMHJ SURPMHUD PP GHEOMLQH VORMANaWZ/ DFLR QD

je provedena pri uvjetima navedenim u Tablici 5.

Slika 8. Vezani sustav plinske kromatografije sa spektrometrijom masa (lzvor: autor)

Tablica 5. Uvjeti za GC-MS analizu isparljivih spojeva u sCO- ekstraktima

GC kolona HP-5MS nepolarna kapilarna kolona (5 % fenil-metilpolisiloksan
stacionarnafaza;30m GXOMLQD PP XQXWDUQML S
stacionarne faze)

Plin nositelj helij, protok: 1 mL/min

Injektor WHPSHUDWXUD f& RPMHU GLMHOMHQMD

Temperaturni 70 f& LIRWHWPRQR SRUDVW RG f&f&RGRf& PLQ

program kolone izotermno 18 min

Uvjeti rada MS Temperatura ionskog izvora: f& WHPSHUDWXUD NYDG

detektora energija ionizacije: 70 eV, interval snimanja masa: 40-450 masenih
jedinica

Za svaki analizirani uzorak dobiven je kromatogram ukupne ionske struje, naziv spoja ili
VSRMHYD pLML VSHNWDU LOL VSHNWUL VX QDMVOLpPQLML VSHNMW
NURPDWRJUDPD XNXSQH LRQVNH VWUXMH L Y Unté/tel RldtviD GUAD YD ¢
XGLR SRMHGLQH NRPSRQHQWH KyaliatvHa) anXlizaS provatend/ Fe. P D
LOWHIJULUDQMHP SRYUALQD LVSRG SLNRYD SULPMHQRP PHWR
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faktora). Strukturna identifikacija spojeva dobivenih u ekstraktu provedena je usporedbom
PDVHQLK VSHNWDUD QD RGJRYDUDM X turHaBenddH SiekiaFr Ma?eNRP Y UH |
podataka Wiley 09 MS (Wiley, New York, NY, SAD) i NIST14 (Gaithersburg, MD, SAD).
Retencijski indeksi spojeva u uzorku R G U H §lHuinosu na Cq-Cys n-alkane za kolonu HP-

06 WH XVSRUHYyHQL V OLWHUDWXUQLP YULMHGQRVWLPD

3.4.2. HPLC analiza kanabinoida u sCO: ekstraktima
U 1 mL propan-2-ola otopljeno je —J “ se@ HNVWUDNWD QDNRQ pHJD MH X
otopine i metanolom UDJULMHYHQR GR P/ 8]RUFL VX ILOWULUDQL NUR]
fitre YHOeLBRQ@ D . Za-Bporedbu rezultata napravljena je i analiza samog polaznog
uzorka (cvatova konoplje). Provedena je jednosatna ekstrakcija 1 g sirovine u 20 mL smjese
otapala acetonitril:metanol (55:45% viv) QD PDJQHWVNRM P M ENeko [ilfFitanfa,U L

-+ dobivenog ekstrakta r D] U L M Hey Mé@alRolom do 2 mL. Uzorak za HPLC analizu
SURILOWULUDQ MH NDR &aW RZaahalRuwkawa{mRiGaQIRsCQ Dekdtrakii@ R
NRULAWHQ MH +3/& VXVWDY $JLOHQW ,QILQLW\ , jforBifaL, OHQW 71
6$' RSUHPOMHQ NYDUWHUQRP SXPSRP * % tednpardtumpdi P NR O R (
UDVSRQD RG GR f& '$" GHWHNWRUD * $ DXWRVDPSOHUD
* ¢ NDSDFLWHWD RG YLDOD L VD NSi&@MObpeda podatskali MD  *  (
XSUDYOMDQMH VXVWDYRP YUAGLOR VH SRPRUXNaVedekiGB@EVQRJ SUR.
NRULAaWH Q jdiivanjé Didéwtiiikaciju i kvantifikaciju kanabinoida iz sCO, ekstrakata.
.URPDWRJUDIVNR UD]GYDMDQMH SRV WihityaK PORsSMHI2ORCIEWHQMHP
GXOMLQH PP V XQXWDUQMLP SURPMHURP R @®rimijeijépj& YHOLpPL
postupak gradijentnoog eluiranja pri brzini protokaod1mL PLQ WLMHNRP PLQXWD SUI
NDR ID]D $ NRULaAWHQD PUDYOMD NLVHOLQD X PLOL4 YRGL (
NjemapND D NDR ID]D % P WDnetandiid GiddijertQel@®avijen kako
slijedi: 0,00-7,05 min 40% A; 7,05-49,37 min 23% A,; 49,37-67,00 min 5% AnaNRQ pHJD MH

uslijedio period R G PLQ JGMH VX VH XYMHWL DQDOL]JH YUDWLOL QD
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LOMHNWLUDQMD ELR MH —/ YDOQD GXOMLQD 89 GHWHNFLMH E
QD f&

IdentiiI LNDFLMD NDQDELQRLGD SURYHGHQD MH XVSRUHGERP YUE}
LIGYRMHQLK SLNRYD VD VWDQGDUGLPD GRN MH NYDQWLILNDFL
VWDQGDUGD SUHNR NDOLEUDFLMVNLK NULYXOMD 9ULMHPH ]DGU
CBD 31,793 min, za CBG 33,123 min, za CBDA 35,253 min, za CBGA 41,228 min, za CBN

43,252 min, za THC 47,047 min, za THCVA 48,210 min, za CBC 55,261 min, za THCA 60,492

min i za CBCA 62,358 min.

Standardna kalibracijska krivulja za CBDVA pripremljena je u rasponu od 1,25- —J P/
za CBD 5,00- —J P/ ]D &%* —J P/ ]D &%'$ —J P/ ]D-

—J P/ —J P/ ]D &%1 —J P/ ]D 7+&- —J P/ ]D 7+&9%
1,25- —J P/ ]D &%& —J P/ |D &% & —J P/ ]D 7+&$

125,00 ug/mL te za CBCA 1,25-125,00 ug/mL. /LQHDUQRVW NDOLEUDFLMVNH NULY:
R?=0,99996 za CBDVA, R? =0,99868 za CBD, R?=0,99913 za CBG, R? =0,99921 za CBDA,
R?=0,99995 = za CBGA, R? = 0,99910 za CBN, R? = 0,99995 za THC, R? = 0,99996 za

THCVA, R? = 0,99810 for CBC, R? = 0,99994 za THCA i R? = 0,99996 za CBCA.

Slika9. THNXULQVNL N uUskeRjdldvotddsti s detektorom s nizom dioda

(Izvor: autor)
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3.5. % LRORAaN LsCCh ek3tfakata

351, 2GUHYyLYDQMH DQWLRNVLGDFLMVNH DNWLYQRVWL
$QWLRNVLGDFLMVND DNWLYQRVW GRELYHQLK HNVWUDNDWD RGU

u radu Chang i sur. (81). / UDJULMHYHQLK HNVWUDNDWD NRQDpPQD NRC
SRPLMHADQR MH V LVWRP NROLpPLQRP PO RWRSLQH '33+ UL
NRQFHQWUDFLMD '33+ UDGLNDOD ELOD PO 6PMHVD MH GREUR
temperaturi 30 minuta i mjerenje je provedeno pri valnoj duljini od 517 nm. Kao referentni spoj
NRULAWHQD MH DVNRU E tagourid Rondenvrati@a P-Q D  $riil. Svi eksperimenti

provedeni su u 3 ponavljanja.

Sposobnost hvatanja slobodnih DPPH radikalaje LIl UDpXQDWD SUHPD iVOMHGHURM IF

% inhibicije DPPH radikala L @2 AZsrr

gdje su:
Ab +tDSVRUEDQFLMD PO RWRSLQH '33+ UDGLNDOD SUL QP
As *apsorbancija0,1 MM RWRSLQH HNVWUDNWD SUL QP VOLMHSD SURED V

Am zapsorbancija 0,1 mM otopine smjese testiranih ekstrakata i DPPH radikala pri 517 nm.

352. 2GUHYLYDQMH DQWLEDNWHULMVNH DNWLYQRVYV

2GDELU EDNWHULMD L RGUHYLY DsQdgerzipX VW RUH EDNWHUL
yHWLUL NRULAWHQH EDNWHULMH LJROLUDQH VX L] UD]JOLpPpLWLK N
odjela Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo u Osijeku (Hrvatska). Vrste Bacillus subtilis i
Escherichiacoi RGDEUDQH VX NDR GYD QTDRVPHHGQP RRUD®YWH@DX LVWUD
koja predstavljaju Gram pozitivne i Gram negativne bakterije. S druge strane, Staphylococcus
aureus i Pseudomonas aeruginosa odabrane su kao humani patogeni koji WDNRVHU
predstavljaju Gram pozitivne i Gram negativne bakk HULMH 1DYHGHQH EDNWHULMH
hladnjaku, u dubokom agaru na - f & *X\dVWaRérijskih suspenzija odre y H Q Dprihiad
McFarlandRYRP VWDQGDUGXXMIMRUMHLESDDMAH. YD VXVSHQ]JLMRP SR]QIL
a koja se nalazi u ampuli jednakog promjera. Uporaba McFarland standarda je neophodna pri

VWDQGDUGL]DFLML PLNURELROR&ANLK PHWRGD D VWDQGDUGL V>
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(Tablica 6 8 RYRP LVWNR &I ¥ mB@iMatme5 kod kojeg koncentracija bakterija
iznosi 150 T 8/mL. Apsorbancija bakterijske suspenzije mjerena je X VWHULOQRM IL]JLRC
RWRSLQL SUL QP *XVWRUD EDNW HbkiteMskdl dktixhasyekstrgkptaM H N DR

mjerene su na prijenosnom spektrofotometru (HACH DR/2010 Spectrophotometer).

Tablica 6. Vrijednost standarda na McFarland skali

Standard Koncentracija bakterija ! Teorijska R S\WaL p
[ a P J XV WFha B50 nm
0,5 150 0,125
1 300 0,25
2 600 0,50
3 900 0,75
4 1200 1,00
5 1500 1,25

1 Koncentracija bakterija ovisi o njihovoj veli pini, a brojevi prikazuju prosje mu vrijednost.
2Vfrijednosti odgovaraju opti pNRM JXVWRUL EDNWHULMVNH VXVSHQ]LMH

Hranjiva podloga
Bakterije su uzgojene u neselektivnom M eller Hintonovom (MH) bujonu. Za pripremu 100 mL
hranjive podloge izvagano je 2, J 0+ O O H WranlivQdMiedija, 0,5 g ekstrakta kvasca i 1,5
g agara. Zatim je dodano 1 mL glicerola te do 100 mL 0,25M otopini PBS-a (fosfatnom puferu,
engl. phosphate buffer saline) V- .SRGH&HQR Bdmesti nalrdM6YH MH SUR®RMH&ADQR
kuhano 10 minuta. Zatim je podloga autoklavirana Q D f& WLMHNRP PLQXWD
autoklaviranja, podloga se malo ohladila i izlla X 3HWULMHYH SRVXGH 'RGDWQLP
podloga se stvrdnula te su tada QDVDYHE@PHWHULMVNH NXOWXUH 3RGORJL

bakterijama inkubirale su VH SUL f& X WUDMIKRQWYX RG VDWL

32



Slika 10. Prikaz EDNWHULMVNLK NXOWXUD LVWUD @tveérbaQtblk VRMHYD Q

2GUHYLYDQMH PLQLPDOQH LQKLELWRUQH NRQFHQWU
=D SULSUHPX / 0°O0OHU +LQWR Q BX0I® QD htahYDWDDiR i ¥tano
1L destilirane vode, te zagrijavano do potpunog otapanja te autoklavirano 15 minuta pri 121
f& 3ULSUHPOMHQL EXMRQ VH QDNRQ VWHUL ORokisFse MMddic KODYHQ
QD PLNURWLWDUVNLP SGIk{p1iy.DBVRKY M DBIDFRX. MH RWSLBSHOMWMLHD QR
+LQWRQ EXMRQD 0+ EXMRQ 8 SUYX MDALFX X QL]X MH GRGDOQR
MH NRULAWHQ NDR SR]JLWLYQD NRQWUROD .RULAWHQL DQWLELF
MDALFX GRGDQR M®D NDR @WIDSMLYQD NRQWUROD 8 VYDNX VOMH
M H /| RWRSLQH SRMHGLQRJ LVSLWLYDQRJ X]JRUND WH VH QDN
X GUXJX MDALFX L GDOMH UHGRP UDGL GYRW\suhuNbdvabjaV HULMV N
seULMVNLK UD]XOWHWD@QWD QRP SLSHWRP MH SURPLMHADQR VYH (
i zatm SUHQHVHQR SR —(Blika 12D MIHDAWHRIQH UDJUMHYHQMD LVSLWLYD
VYDNX VH MDALF X békkgdReOsBspenzije. Odnosno, u VYDNX MH MDALFX LQRN?
3007 ] EDNWHULMD JXVWRUD NRULAWHQH EDNWHULMVNH VXVSH¢
LJQRVL S©SEDNWHULMD P/ 7DNR [ bkubithijdDd SatSmiR p If Biakon
inkubacije, X VYDNX MDALFX GRGDOR VH [ W U LreddensQetiazblyW UD]RO LI

klorid) kojije NDR LQGLNDWRU UHGXFLUBWRIMK WIY®OQMLY EBEGRMA SU
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medija (Slika 12). Kori 8 W H QTr@téhgens otopljen u sterilnojfizi ROR&NRM RWRSACPL X NRQI
0,5 mg/mL. SBURPMHQH QDVWDOH UDVWRP RGQRVQR nNe@QKdokim FLMRP U
okom QDNRQ GRGDYDQMD 77& UHDJHQVD L GRGDWQH LQNXEDFLMH
SURPMHQD ERMH X] SRMDYDB {JIDPBQEKOMINUB W MWDODWR SORPpLFH VX ]C
SRMDYD WDORJD L SURPMHQD EfRMH NFRRBMDWRERY MiPkoMie SIRFUCHYD

inokulirane bakterije i otapalo, odnosno standardni antibiotk 1DMYHUOUH UDJUMHYHQMH X]
NRMHP QLMH GRAOR GR SRMDYH ]ddxaviaQ j& Dinlmau RibidiQH ERMH

koncentraciju pojedinog uzorka.

Slika 12. Prikaz SULSUHPH PLNURWLWDUVN({zZoS&Q®RHPLFD ]D LQNXETL

Slika1l3. 3ULND] PLNURWLWDUVNLK SOR p LrEageriBovrRIQvod HULCGN XED FL M F
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36. 2SWLPL]DFLMD SURFHVD HNVWUDNFLMH L VWDWLVWLpPND

Optimizacija procesa ekstrakcije provedena je u odnosu na prinos ekstrakcije, koncentraciju

odabranih bioaktivnih sastavnica industrijske konoplje idobivenu ELROR &N X EZ&Nanali2Z0Q RV W
utjecaja parametarasCO, HNVWUDNFLMH QD LVSLWLYDQH RG]JLYH WH ]D RS
je metoda RG]JLYQLK SRY.Resk@mse Fifade Methodology, RSM), SUL pHPX MH ]D
ispitivanje utjecaja nezavisnih varijabli tjekom sCO; ekstrakcije na eksperimentalni odgovor
NRULAWHQ &&' 3URFMHQD NRHILFLMHQDWD PRGHOD QHWE&DQHDUC
DQDOL]D $129% ]QDpPDMQRVWL LVSLWLYDQLK SDUDPHWUD QD S
QXPHULpPpND RSWLPL]DFLMD LVSLWLYDQLK SURFHVQLK SDUDPHWL
paketa Design- ([SHUWS Y 6WDW (DVH OLQQHD %iR @zlika teBreffio s HVW VW |

QD XNXSQLP NULW H U&zvidnkpousiBnbklikbé 961D 94.

$GHNYDWQRVW GRELYHQLK PRGHOD SRWYUYHQD MH VOLMHC
determinacije (R?), p-vrijednostima za model i nedostatkom modela (engl. lack of fit). Na osnovi
GRELYHQLK PDWHPDWLpPpNLK PRGHOD SROLQRPD NRQVWUXLU
RPRJXUDYDMX YL]XDOQL SULND] XWMHFDMD LVSLWLYDQLK SDU
]DYUEAQL NRUDN X PHWRGL RG]JLYQLK SRYU&LQD SU&&¥4GHQR Mt
WHPHOMHQR QD NRQFH S W XDasir&bNityfnetionXiQ' N F2Z3MAL HQIOQMH VH SUF
WDNR a8WR MH SUDUHQL RG]JLY SUHYHGHQ X LQGLYLGXD@QX aHON
SUL pHPX SUHGVWDYOMD QDMOD®GH L &XO Ml IONHH GQERWAL MLIHQ G2 Y
YULMHGQRVW ]D SURPDWUDQL RG]JLY 8NXSQD &@4HOMHQD IXQNFLN

SRMHGLQDpPQLK &HE)MHQLK IXQNFLMD
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4. REZULTATI | RASPRAVA

41. (NVWUDNFLMD ELRDNWLYQLK VDVWDYQLFD LQGXVWULMVNH NR
(NROR&ANH ]DKWMHYH VXYUHPHQH SURL]JYRGQMH ELOMQLK HNWV\
primjenu gotovo u potpunosti zadovoljava ekstrakcija ugljikovim dioksidom X VXSHUNULWLpPQR
stanju (sCO; MHU SUHGVWDYOMD pLVWX WHKQRORJLMX EH] VHNXQC
L RNRGBKDLND HNVWUDNR&VEst SRPHR SN VRMHQMXMH X VYUKX L]ROD
i terpena iz medicinskH L LQGXVWULMVNH NRQRSOM HglavRovhDsG bilaQMD LV W
usmjerena na optimiranje uvjeta ekstrakcije, topljivost pojedinih kanabinoida u sCO», njihovo
IUDNFLRQLUDQMH WH SURFMHQX XpLOQNRYLWRVWL HNVMIUDNFLMFE
ekstrakcijskim tehnikama (12). Perrotin-Brunel i sur. (82) su ispitivali topljivosti nepsihoaktivnih
kanabinoida u sCO; u usporedbi s THC-om, s ciliem njihovog odjeljivanja iz smjese. Za
postizanje dobre topljivosti CBD-ai CBN-D ELOH VX SR Vetdge@EtQreln€yh aHCBE i
7+& NRML VH GREUR RWDSDMX WHN QD YLVRNLP WHPSHUDWXUDP
kemijskoM VWUXNWXUL L .WdstandvieRe daPuU2 bptindr&dh]@ tlaka i temperature,
NRULAWHQMH HWDQROD NDRBULRND SO QP NBFpWMRYR IGRNVWUDNF
ekstrakcije te smanjuje omjer otapala i biljnog materijala za postizanje visokih prinosa. Pri tom
MH SXOVQL QDpLQ SULPMHQH VXRWDSDOD SRND]J]DR EROMH UH
koncentraciju suotapala (83). Gallo-Molina i sur. (84) su optimirali proces ekstrakcije, izolacije
L SURpLAUDYDQMOFM&EQRP HNVWUDNFLMH VXSNBNWHWILD QLYRJ V@A
fazi. Ekstrakti bogati CBD-RP L SULSDGDMXURP NLVHOLQRP &%'$ GRELY
zaostale nakon prerade industrijske konoplje optimiranim postupkom ekstrakcije sa sCO», uz
frakcioniranje (85 1DGDOMH RSLVDQ MH SRVHEQR GL]DMQLUDQ SRVW.
NDQDELQRLGD L] PHGLFLQVNH NRQRSOMH h fiBdtbR Hadatiidb YDQMD S

komora za odjeljivanje (86).

sCO; ekstrakti industrijske konoplje bogati terpenima i kanabinoidima bez psihoaktivhog
GMHORYDQMD LPDMX YHOLNL SRWHQFLMDO SULPMHQH X IDUPDFF

EODJRWYRUQR GMHORYDQMH NDQDELQRLGD QD NRax WH PRJXU
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UD]OLPLWLK NRAQLK EROHVW IHSBMR MNRVE HH NVALH/RADH PDMNNGIL VO UHE R]H L
4). 6WRJD L]JUDGD YLVRNRYULMHGQLK HNVWUDNDWD V GHILQLUDC
LPD VYH YHUX SYDYQYRVWLYDQMD LYYPRBEHQMHQBNRORANL SULKYL
metoda ekstrakcije, izol DFLMH L S U R9ypajéva iy kx@hQoljeRe razvoj metoda za njihovu

kvalitativnu i kvantitativhu analizu su izrazito aktualna.

4.1.1. Utjecaj tlaka i te mperature na prinos ekstrakcije

Optimiranjem procesnih SDUDPHWDUD WODND L WHPSHWbBW3XWhAKHCEORIXUH MFE
te ekstrahirai RGUHYHQH ELOMOWNOMIBXKMXHL L RQH NHPLMVNL RVMHWO
YUOR XpLQNRYLW RS, BBVUpatHR WKYWRR HOHNWLYQRVW L WRSOMLY|
otapala u procesu ekstrakcije. 6HOHNWLYQRVW RWD S D O DcikaRilRkbXipddénhd L]GYDM]|
iz polazne smjese. Osim navedenog, bitno je dati prednost otapalu poput CO, NRMH LPD YHUX
NHPLMVNX Lstabithas® hdddNNKVLPpQRP L QH]J]DSDOMLYRP (BBWDSMIOX WH N
SURL]YRGQML ELOMQLK HNVWUDNDWD SVYULPPYDRQQLAMNIDWMXMFURY LY R
isrha RYRJD UDGD 6WRJD VH XikeriRdrod hipdtezeddalsey DQXISHUNULWLPpQRF
vVWDQMX V SURPMHQRP WODND L WHPSHUDWXUH SURPMHQD JX
sposobnost otapanja CO; X ALURNLP JUDQR FFIDRPAH X W M H F DRérhpoQedti W RSO ML Y
konkretno terpena i kanabinoida. Sukladno navedenom, ispitan e XWMHFDM GYDMX QDMY
parametara sCO; ekstrakcije (tlaka i temperature QD SULQRV L VDG kast@AwWicE LRDNWL
ekstrakata FYDWRYD LQGXVWULMVNH NRQRSOMH (NVSHUIDHQWDOQI
(Tablica 7 D DQDOL]JRP YDULMDQFH $129% RFLMHQMHQ MH VW)
metodologije. Prinos ekstrakcije L]JUD&HQ X SRV WRHLB¥® kao ukupna masa

dobivenog ekstrakta (g) podijeljena s masom (100 g) biljnog materijala u ekstraktoru.
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Tablica 7. Eksperimentalni uvjeti sCO- ekstrakcije bioaktivnih spojeva industrijske konoplje i

dobiveni prinos ekstrakta prema CCD

Broj Tlak (bar) THPSHUDWXYU Prinos ekstrakta (%)

ekperimenta X1 X2 Y
1 320 40 6,16
2 220 35,9 5,67
3 220 50 5,53
4 120 40 3,20
5 220 64,1 6,39
6 78.6 50 0,75
7 220 50 5,85
8 320 60 8,83
9 120 60 2,31
10 361,4 50 8,79
11 220 50 5,80
12 220 50 5,62
13 220 50 5,39

UTablicL VH PRAaH X\RHpUWNRDLEAWHQMH HNV B @Kksgetimert . BULUDOR |
do 8,83 % (eksperiment br. 8), QDMYHULP GudiddtDdpRmpenjenom tlaku ekstrakcije

od 78,6 barado 361,4bara. 8 LVWUDALGDE@M X Q &Wen tiakdyd (SUKRNMS dizajnu

samog laboratoriskog XUHyYDMD ]D H, NMiWd)daNdg taMdénju granicu ekstrakcije

odabran tlak od 78,6 bara NRML MH QHNMWIRNY b ®LR R GV O b(RLbara)yDdBdAed & 2
SR]JQDWR GD VH HWHULpQD XOMD L KODSOMLYH NRPSRQHQWH EF
YLaAaL wWlaib B R @ R eYphhidse ekstrakcije i zbog toga je proces optimizacije neophodan.

Nadalie, QDMQONBDLAWHQD WHPSHUDWXUD g8H P\DVDRD ML MHQBG NULYV
temperature otapala CO2 (31,1 &), dok je gornja granica temperature od 64,1 ¢ bila dovoljno

niska da se izbjegnu promjene termolabilnih spojeva.

3R]QDWR MH GD WRSOMLYRVW VSRMHYD UDVWH V SRYHUDQM}
WHPSHUDWXUL &WR MH GLUHNWQR YH]DQR V SRYHUDQMHP JXV\
WHPSHUDWXUH L]DJLYD VPDQMHQMH JX\SRR iHHI V@A eMM@ID W Lp Q R J
3RYHUDQMH WHPSHUDWXUH SUL YLALP WODNRYLPD LPD SRYROMD
SRYHUDYD WWRESOWRYRMW LG OMLIIYR jé réZitaAtDE.@MIMHQLFH YABL®H QD

WODNRYLPD SRYHUDQMH WODND SBORRNRPOROQNEWGAGIMMWH X>
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VXSHUNULWLPQRJ IOXLGD SUL SRYHUDQMX WHPSHUDWXUH =D VY
pri kojoj temperatura nema utjecaja na prinos ekstrakata i ta je vrijednost u literaturi poznata

kao prijelazni tlak (engl. crossover pressure). Na tlakovima ispod prijelaznog tlaka,
SRYHUDQMHP WHPZHRIDWEXDJIMHQMD JXVWRUH VXSHUNULWLpPQRJ

njegova sposobnost otapanja (58).

Na temelju dobivenih rezultata ANOVE danih u Tablici 8, vidljivo je da je regresijski model za

SULQRV HNVWUDNFY M\HR EIRR] § BYDRMGEYQ QORL), uz dobiveni koeficijent

determinacije R? u vrijednosti od 0,9868, s neznatnim odstupanjem R G P R G H Qdok @ fity 3
(p-vrijednost 0,0557), &WRND]XMH QD VWDWLVWLpPNL ]QDpDMDQ XWMHFL
promatrani prinos ekstrakcie 2VLP WRJD WODN MH ELR VWDWLVWLpPNL QI
promatrani odziv (p-vrijednost < SRND]XMXiUL RpHNLYDQR SRYHUDQMH S|
S U LenY tladu (Slika 14). 1z Tablice 8se WDNRYyHUW PERMHWL GD MH WHPSHUDWXUD
]JODPpDMW®HFDM QD SULQRV DOL QHLWRIMAMR |RVPPOMDYW QNDROWQI
WODND L WHPSHUDWXUH SRND]D®ULYRVQDBRNMD®QWXW BN IFDNMWD QL] |

parametra ekstrakcije nije imala utjecaja (p-vrijednost 0,3578).

Tablica8. 6WDWLVWLpPpND DQDOL]D $129% SULNODGQRVWL DSURNVLF

vrijednosti promatranih prinosa ekstrakcije sa sCO-

Izvor varijabilnosti ss df MS F- p-
vrijednost vrijednost*

model 60,50 5 12,10 104,76 <0,0001"

X1 54,33 1 54,33 470,38 <0,0001"

X2 0,9855 1 0,9855 8,53 0,0223

X1? 3,15 1 3,15 27,31 0,0012"

X2? 1,77 1 1,77 15,32 0,0058"

X1 X2 0,1119 1 0,1119 0,9685 0,3578

ostatak 0,8085 7 0,1155

nedostatak modela 0,6647 3 0,2216 6,16 0,0557

pRJUHAND 0,1439 4 0,0360

ukupno 61,31 12

R2 0,9868

X1 i tlak ekstrakcije; X2 + WHPSHUDWXUD HNVWUDNFLMH 66 i VXPD NYDGUDWQLK RGVW
vrijednosti; df +tVWXSQMHYL VORERGH 06 i YDULMDQFD 8WMBFDM. IDNWRUD MH VWDV
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6 FLOMHP RGUHYLYDQMD UHJUHVLMYV NL Kodd Rjrharilh redeaaWw D SULP
3ROLQRP NRML RSLVXMH SRQDaADQMH SULQRVD HNVWUDNFLMH X
(Tablica 8) danje VOMHGMHBPDGAERP

s L WKVEt&ssErawgFravt S Er&ulEr&{s: ¢

gdje su kodirane vrijednosti:
Y1 i SULQRVY HNVWUDNFLMH
X1 i WODN HNVWUDNFLMH
X2 i temperatura ekstrakcije.

SBURYHGERP SRNXVD X VYLP NRPELQDFLMDPD RGUHYHQLP HNVSHL
kontinuirana ploha koja spaja visine izmjerenih vrijednosti. Prinos ekstrakcije vizualno je

prikazan na Slici 14 kao funkcija tlaka i temperature.

9UOR VOLDPQ la dddtrdbeiskV privog dpbiveni su i u nedavno objavljenoj doktorskoj

disertaciji (88), gdje je ekstrakcijski prinos sorte industrijske konoplje Helena dobiven sCO; bio

LIPHYX i 7,13 %. Prinos ekstrakcije rastao je s porastom tlaka pri konstantnoj
tHPSHUDWXUL WH MH SUL f& ELR X UDVSRQX RG GR ]
L 1D f& X UDVSRQX RG GR TDNRYyHU DXWRULFD N

WHPSHUDWXUH SUL NRQVWDQWQRP WODNX ddDQ®hapa pbra3}D UD]OLp
WHPSHUDWXUH LPD QHJDWLYDQ XWMHFDM QD SULQRY HNVWUDI
WHPSHUDWXUL RG f& QD WHPSHUDWXUL RG f& SULQR)
QDMYLARM WHPSHUDWXUL LIQR¥DRJD SURPWMHWO DWKPBEUDWXUH (
utjecaj na prinos ekstrakcije (dobivene vrijednosti bile su 4,66-5,22 %). Pri konstanthnom tlaku

RG EDUD SRYHUDQMHP WHPSHUDWXUH GROD]JL GR SRYHUDQMD
ekstrakcije dobivenjepUL WODNX RG EDUD L f&ILQOQRGHR RMHVH PRAat
]IDNOMXpLWL GD SRYHUDQMHP WODND GROD]L GR SRYHUDQMD
WHPSHUDWXUH SUL WODNX RG EDUD LPD QHIJDWLYDQ XWMHFD

utjecaj, a pri 300 bara ima pozitivan utjecaj.
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Slka14. 7TURGLPHQJLRQDOQL GLMDJUDP fjekdrh ¥kQttdkGERUWisNoH SULQR\
o tlaku i temperaturi

SRYHUDQMH SULQRVD HNVWUDNFLMH V SRY HiufprsMdijdkdd UDND R SD:
ispitivale utjecaj tlaka QD SULQRV VXSHUNULWLPpQH HNVWUDNFLMH NDN
sjemenki industrijske konoplje (80) tako i kanabinoida iz industrijske konoplje koja se sastojala

od listova, cvjetova i nezrelih sjemenki (89) te kanabinoida iz cvjetova industrijske konoplje
UD]OLpPLYEIK. MRUWW(BR) UXWUDALYDOL VX X500Nb&id) Dt¥mratmeN D

(35- f& QD SULQ Rj¥ izbbtatakaliroldéFijske konoplie 8WYUYHQR MH GD VX RSV
procesni uvjeti 465 bara L f&@&WR UH]XOWLUD HNVWUDNFLMWAdake, LVNRULAV
3D dijagram RG]LYQLK SRYHWNMVY@DDNFLMVNL SULQRV LPD YUOR VOLpPDC
i u ovom radu. Attard i sur. (90) su u svojoj studiji pokazali da se pDN G R mase konoplje
PRAH]JXELWL X REOLNX SUD&ELQH WLMHNRP RHEWRZHVPOS B U R ULYRL
ekstrakcije iz UD]OL p LWL R WO &idikjEke konoplje bio je u rasponu od 0,12 % do

157 D QDMYHUL Mpgd QWY DAHPQW O® NIX WHPEBIWDWXUL kojuf & 8 VW
su proveli Rovettoi Aieta(83 SULQRV VXSHUNU L Wist¢v@ HhupldjakaNndusiNjgke M H L]
konoplje bio je 7,40-18,50 %. Gallo-Molina i sur. (84) LVSLWLYDOL VX SULQRV VX
ekstrakcije iz cvatova industrijske konoplje u rasponu tlakova od 150 bara do 330 bara,

temperature od 40 ¢ GR fe8uz dodatak etanola kao suotapala (0-5 %). Dobiveni prinosi

kretali su se u rasponu od 4,83 % do 26,36 D QD prividsaMH RVWYDUHQ SULPMHQRP
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procesnih parametara ekstrakcije: 330 bara f& X] SULPMetaRota. U ovom
LVWUDaLY DiiEnen@bddtak ssiotapala s obzirom na samu NRQVWUXNFLMX XUHYD
sCO; ekstrakciju koji nema dodatnu pumpu za organska otapala. Osim navedenog, vrlo je
YDAQR ]QDWL GD SULQRV HNVW lizxdjdg IsépdovRdy eRéttakBijaG ILMPRXHE L O M |

varirati i ovisno o samoj biljci, tj. o sorti biljke, lokalitetu i uvjetima uzgoja (83).
4.1.2. Utjecaj tlaka i temperature na udio terpen  a u sCO; ekstraktima

U svim dobivenim sCO, ekstraktima identificirani su naMYDAaQLML ELRDfEMehiYQL VSRM
kanabinoidi) te ustanovljena antioksidacijska i antibakterijska aktivnost. 6 XSHU N GQ\gd. p QL

YHU L X SULMDaQMLP VWXGLMDPD SRND]J]DR GREULP RWDSDORP ]L
su terpeniiz konoplje (91). Mono- L VHVNYLWHUSHQL VX XYHOLNH RGJRYRUQL ]
konoplje. Njihova biosinteza u konoplji je opisana u nekoliko radova (92-94). Terpeni su
DEDOL]LUDQL L X HWHULPQRP XOMX NRQRSOMH 8 OLWHUDWX
NRULVWH ]D LIRODFLMX WHUSHQVNLK VSRMHYD L] NRQRSOMH
hydrodistillation, HD), konvencionalnu ekstrakciju otapalom (engl. conventional solvent
extraction, SE) i ekstrakciju sCO;, 7DNRYyHU VX XVSRVWDYOMHQL L LQRYDWLY
NURPDWRJUDIVNH VHSDUDFLMH XNOMXpXMXUW IS OQLMMNXDYWM X I
OQMLKRYH SUHGQRVWL L QHGRVWDWNH 8 ReksPaktibeGX WHUSHC
UD]OLpLWLP XYMHWLPD WODND L iMmaNd&iightedhuvgtkuodnosiRia HHBW HQMH V
NDR a4WR MH NRULAWHQMH QLYV N sWarpjs tbpliDskihX aftefakatR uD V'S U M H
XVSRUHGEL V +' WH GLUHNWQR LVNRULAWHQMH WHUSHQD EH]
RWDSDOD .DR &WR VH L RpHNLY DORSMEaReUghyX @eDW sSoiéR Y HG HQ H
u sCO; ekstraktima bili su monoter SHQL 7DEOLFD EXGXuL GD MH SR]QDWE
zastupljeniji od seskviterpena (40). Glavna sastavnica ispitanihsCO; HNVWUDNDWD ELR MH D
PR QR W H{thBddr(15,55- ]D NRML MH SULMH XWYUYyHQR GD MH QDM
sotL NDQDELVD 6XNODGQR WRPH LVSLWLYDQD VRUWD SUL
mircena. Osim tog kemotipa, R S U H Q L ¥& Rondp{ju ustanovljeni i brojni drugi kemotipovi

SUHPD VOMHGHULP JODY QISR QDY WOLYRREBPOD W.HUBLGROHQ OLQ

42



selina-3,7(11)- G L H elinen, 10-epi- -HXGH]PRMMXGH]PRMXGH]PRO EXOQHVRO
bisabolol (40). 8 ELRORANLP LV Wiir@ajeYSIRNDIPR DQWLSVLKRWLPND DQW
analgetska, protuupalna, sedativha i antikancerogena svojstva (96-98). OHyX RVWDOLP
monoterpenima, u ispitanim ekstraktima QDM]DVW XS OMH QL MineMBL1ELFBENFLNOLPN
i QMHJRY LPREH2/94-7,78%). 6 REJLURP QD UD]XOWDWH E-pREDIRANLK LV
se pripisuje antibakterijsko, protuupalno, b URQKRGLODWDWRUQR DQWLVHSWLPNF
djelovanje, dok -pinen posjeduje D QWL VaH S/dfstviaN(99) /LPRQHQ PRQRFLNOL
monoterpen, e WD NPpH@ODpDMQR | DX%-K 650M). HDQkazani su brojni bioOR&NL
XpLQFL OLRRQNQBntibaktaiijski, antifungalni, gastroprotektivni, antiproliferativnii,

D Q NV LR éntidapkgsiMni V' S D] P R Oimanbgtinvil LIU D §A00(i L01). Pored navedenih

sastavnica, brojni su drugi monoterpeni GHWHNWLUDQL X ]1QDpDMERiIRaADQMLP XGM

u Tablici 9.

Iz klase seskviterpena najzastupljeniji je bio -kariofilen (2,83- D NRMHPX VX WDNRY
XVWDQRYOMHQD EURMQD ELROR&AND GMHORYDQMD NDR &WR
antibakterijsko, protuupalno, gastroprotektivh R DQDOJHWLPNR DQWLNDQ
DQWLSUROLIHUDWLYQR DQWLGHSUHVLYQR DQNVLROLWLpPQR DC
103). To je jedini terpen za kojeg je poznato da stupa u interakciju s tjelesnim
endokanabinoidnim sustavom i koji se selektkLYQR YHaH QD &% UHFHSWRU
pokazuije i in vitro visoku selektivnost protiv Herpes simplex virusa tipa 1 (105). Od ostalih
seskviterpena najzastupljeniji su bili alkoholi gvajol (1,26-4,80 -eudezmol (1,50-5,35 %) i

bulnesol (1,00-4,21 %). Gvajolu je dokazan protuupalni, antimikrobni, analgetik i antitumorski

Xp L QIné 107), dok bulnesol djeluje antitusivno i ekspektor LUD NIBE).H8 7DEOLFL VH MR
dva seskviterpena LVWLpX VYRMRP |]DVWXSOMHQR&EUX X LWShaNDQLP HN

(1,34-4,60%) i selina-3,7(11)-dien (1,92-6,59%).

5H]XOWDWL SURYHGHQRJ LVWUDALYDQMD S RWNdxspBtavaiMilay HOLN X S
JODYQLK WHUSHQVNLK VSRMHYD V SUHWKR-@Ii@erPi L-kakdéfileD aLYD QML

su p H VaEtBktirani kao glavni terpeni u konoplji koji svojiP ELRORANLP VYRMVWYLPD ]
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doprinose ljekovitim svojstvima same bilike (20, 40,91,95) 1R RYR MH LVWUDALYDQMH
QD ]QDpDM Q H-pikeBavl H-piténa, gvajola -eudezmola i bulnesolD NRML WDNRVHL
SRVMHGXMX ELRO®REND WRRMVWUYBED X]HAaVdineXijR&E djelovaRi&® J X U

kanabinoida i terpena u ljudi ( NRMD EL WUHEDODLYWWMBAMYIDML EXGXUD
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Tablica 9. Hlapljivi spojevi sCO; ekstrakatD LQGXVWULMVNH NReR@SpNhskeRiGrakb§ridfije Ispregnute spektrometrijom masa

No | Compound RI 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 Cvat
1. | heksan-1-ol 875 006 | 006 | 008 | 009 | 010 | 006 | 009 | 008 | 011 | 009 | 009 | 008 | 009 | 006
2. | heptanal 903 017 | 010 | 010 | 004 | 010 | 004 | 014 | 011 | 004 | 016 | 009 | 013 | 012 | 014
3. | -tujen 934 - - : - : 0,02 - : 0,01 - : - - 0,01
4. | -pinen 941 682 | 646 | 603 | 789 | 641 | 1288 | 677 | 694 | 1058 | 514 | 612 | 513 | 555 | 681
5. | kamfen 956 015 | 015 | 016 | 011 | 016 | 040 | 017 | 017 | 032 | 012 | 016 | 013 | 015 | 016
6. | sabinen 980 - - : - : - - : - - : - - 0,03
7. “pinen 983 359 | 355 | 366 | 511 | 340 | 7.78 | 385 | 363 | 638 | 294 | 370 | 302 | 323 | 341
8. “mircen 993 | 2247 | 18,40 | 1824 | 19,98 | 1831 | 3345 | 20,70 | 1847 | 2544 | 1555 | 17,29 | 1566 | 1565 | 16,75
9. | felandren 1007 | 002 | 003 | 004 | 006 | 003 | 009 | 004 | 005 | 004 | 006 | 006 | 003 | 003 | 004
10. | G:3-Kkaren 1014 | 003 | 002 | 003 | 005 | 003 | 006 | 003 | 004 | 004 | 004 | 005 | 002 | 002 | 003
11. | terpinen 1021 | 0,02 - 003 | 004 | 003 | 005 | 003 | 004 | 003 | 005 | 005 | 002 | 002 | 003
12. | limonen 1033 | 344 | 342 | 367 | 504 | 328 | 665 | 397 | 319 | 608 | 289 | 375 | 299 | 323 | 271
13. | 1.8-cineol 1036 | 002 | 002 | 003 | 001 | 002 | 001 | 003 | 002 | 001 | 004 | 002 | 002 | 002 | 001
14. | (2)- -ocimen 1041 | 004 | 004 | 006 | 009 | 006 | 013 | 007 | 005 | 010 | 005 | 006 | 004 | 005 | 003
15. | (E)- -ocimen 1052 | 124 | 128 | 138 | 208 134 | 310 | 161 | 111 | 2.36 111 | 151 120 | 121 1,04
16. | -terpinen 1063 | 003 | 003 | 003 | 004 | 003 | 004 | 004 | 005 | 004 | 005 | 005 | 003 | 003 | 004
17. | ¢S 1071 | 005 | 005 | 007 | 006 | 007 | 003 | 007 | 006 | 005 | 006 | 007 | 007 | 006 | 006

sabinenhidrat
18. | oktan-1-ol 1072 | 003 | 004 | 006 | 003 | 007 | 003 | 007 | 007 | 003 | 010 | 006 | 007 | 007 | 007
19. gs;j"”a'c’o' 1076 | 003 | 003 | 004 | 004 | 004 | 002 005 | 004 | 0,03 005 | 005 | 004 | 005 | 003
20. | -terpinolen 1001 | 078 | 056 | 0092 141 | 061 112 | 079 | 060 | 097 | 075 | 1,07 | 058 | 055 | 062
21. | linalool 1100 | 004 | 007 | 007 | 008 | 007 | 005 | 007 | 007 | 008 | 007 | 007 | 008 | 009 | 007
22. | nonanal 1105 | 013 | 005 | 008 | 005 | 009 | 003 | 008 | 012 | 003 | 014 | 007 | 013 | 008 | 016
23, | eksi- 1107 | 004 | 004 | 006 | 010 | 004 | 006 | 005 | 005 | 006 | 004 | 006 | 003 | 005 | 000
propanoat
24. | fenhol 1115 | 052 | 061 | 064 | 065 | 066 | 033 | 068 | 057 | 055 | 062 | 068 | 066 | 065 | 054
25, | trans- 1142 - 0,02 - - - - - - - 0,02 - - - 0,00
pinokarveol
26. | borneol 1160 | 017 | 018 | 021 | 017 | 021 | 010 | 024 | 020 | 012 | 022 | 023 | 022 | 023 | o018
27. | terpinen-4-ol 1179 | 003 | 003 | 004 | 003 | 004 | 002 | 004 | 004 | 002 | 005 | 005 | 004 | 005 | 004
28. | -terpineol 1191 | 003 | 005 | 007 | 005 | 006 | 003 | 007 | 007 | 003 | 007 | 008 | 008 | 007 | 006
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29. | heksil- butanoat | 1193 | 0,60 0,66 0,73 0,91 0,62 0,52 0,79 0,51 0,96 054 | 0,77 0,67 0,63 0,48
30. | -citronelol 1230 | 0,04 0,04 0,06 0,06 0,07 0,02 0,07 0,06 0,04 0,07 0,08 0,07 0,07 0,07
31. | 1H-indol 1294 - - - - - - - - - - - - - 0,03
32. | -jilangen 1373 | 0,07 0,09 0,09 0,05 0,10 | 0,04 0,09 0,09 0,11 0,10 0,09 0,09 0,07 0,08
33. | .-kopaen 1376 | 0,03 0,03 0,04 0,03 0,04 | 0,02 004 | 005 0,04 0,05 0,05 0,04 | 005 0,06
34, Ee"s"' 1388 | 010 | o011 | o011 | 014 | 012 | 004 | 014 | 008 | 012 | 010 | 015 | 013 | 011 | 0,08
eksanoat
35. | .-gurjunen 1408 | 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,02 004 | 0,02 0,04 004 | 004 | 003 | 003 0,03
36. g's' - 1415 | 0,07 0,09 0,09 0,11 0,09 0,05 0,09 0,07 0,12 0,09 0,09 0,08 0,11 0,08
ergamoten
37. | -kariofilen 1419 | 7,09 8,53 8,45 9,88 8,34 | 3094 | 10,16 749 | 2,83 7,56 8,31 7,99 8,15 7,18
38. | -elemen 1434 | 0,33 0,35 0,43 054 | 034 | 011 0,45 0,31 0,29 0,33 0,42 0,40 | 0,36 0,25
trans- .-
30 | o moten 1437 | 0,53 0,61 0,60 0,75 0,58 0,29 0,62 0,50 0,78 0,52 0,59 058 | 066 0,48
40. | .-gvajen 1439 | 0,02 0,05 0,06 0,06 0,06 0,02 0,05 0,05 0,05 0,05 0,06 0,06 | 0,06 0,04
41. | gvaja-3,7-dien 1444 | 0,05 0,11 0,10 0,13 0,10 | 0,04 0,10 0,08 0,12 0,10 0,11 0,10 | 0,10 0,08
42. | .-humulen 1454 | 2,23 2,78 2,79 3,31 2,75 1,09 2,83 2,42 3,15 2,50 2,76 2,67 2,68 2,31
43. | trans- -farnezen | 1460 | 1,26 1,53 1,61 1,92 154 | 0,64 1,65 1,25 1,01 1,39 1,62 1,50 1,61 1,24
44. | .-amorfen 1466 | 0,02 0,04 0,04 0,05 0,06 0,04 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,04 | 0,06 0,06
45. | -muurolen 1476 | 0,24 0,32 0,31 0,38 0,33 0,12 0,34 | 0,30 0,32 0,33 034 | 034 | 033 0,28
46. | -eudezmen 1483 | 0,11 0,09 0,11 0,22 0,43 0,03 0,12 0,35 0,39 0,39 0,13 0,11 0,14 0,34
47. | -selinen 1485 | 0,96 1,15 1,16 1,32 1,19 0,38 1,19 1,02 1,07 1,07 1,19 1,14 112 0,95
48. | valencen 1492 | 0,46 0,55 0,57 0,65 0,58 0,17 0,58 0,48 0,53 0,53 0,59 0,52 0,53 0,00
49. | .-selinen 1493 | 0,91 1,10 111 1,24 1,13 0,35 1,14 | 0,98 1,00 1,02 1,13 1,10 1,05 1,38
50. | (E,E)- .-farnezen | 1509 | 2,10 2,55 2,67 3,28 2,49 0,79 2,71 2,09 3,02 234 | 264 2,47 2,44 1,98
51. | -kadinen 1515 | 0,18 0,22 0,18 0,16 0,19 0,09 0,20 0,19 0,14 0,21 0,19 020 | 022 0,18
52. | bicklogermakren | 1517 | 0,67 0,83 0,83 0,92 0,84 | 0,67 0,85 0,72 0,70 0,75 0,85 0,82 0,79 0,68
53. | -kadinen 1518 | 0,51 0,63 0,60 0,68 0,66 0,26 0,65 0,58 0,55 0,59 0,62 0,67 0,62 0,58
54. | /-kadinen 1524 | 0,46 0,60 0,57 0,67 0,61 0,18 0,62 054 | 052 0,59 0,62 0,61 0,61 0,00
55. | -selinen 1535 | 3,49 428 | 411 4,60 | 4,46 134 | 443 | 401 3,51 405 | 4726 4,59 4,21 4,12
56. 3?;?3'3’7(11)' 1541 | 498 | 613 | 584 | 649 | 631 | 192 | 19 | 567 | 48 | 568 | 605 | 659 | 598 | 569
57. | (E)- .-bisabolen | 1549 | 0,69 0,88 0,84 0,93 0,73 0,27 0,83 0,73 0,72 0,80 0,83 0,90 | 0,78 0,75
58. | germakren B 1556 | 1,90 1,88 2,17 2,70 1,86 0,59 2,28 1,65 1,50 1,72 2,14 2,05 1,82 1,31
59. | nerolidol 1566 | 0,21 0,21 0,38 0,31 040 | 012 0,41 0,35 0,16 0,41 0,43 044 | 0,44 0,37
60. | kariofilen oksid 1581 | 0,60 0,72 0,76 0,67 0,77 0,31 0,77 0,69 0,33 0,73 0,80 0,78 | 0,80 0,75
61. | gvajol 1601 | 4,62 3,96 3.94 2,03 4,28 2,32 451 | 454 1,26 485 | 451 480 | 468 | 487
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62. | ledol 1599 | 013 | 012 | 011 | 013 | 012 | 008 | 012 | 012 | 004 | 014 | 012 | 012 | 011 | 013
63. | -eudezmol 1623 | 527 | 448 | 443 | 236 | 466 | 303 | 492 | 514 | 150 | 535 | 505 | 555 | 507 | 553
64, | 10-epi- 1630 | 076 | 063 | 070 | 031 | 029 | 019 | 030 | 032 | 020 | 036 | 031 | 033 | 033 | 038
eudezmol
65. E:;hge:gﬁss:d_ 1634 | 0,26 0,23 0,11 0,12 0,27 0,17 0,28 0,31 0,08 0,34 0,29 0,11 0,31 0,34
66. | hinesol 1637 | 011 | 011 | 029 | 004 | 011 | 008 | 012 | 013 | 003 | 001 | 006 | 030 | 012 | 016
67. | -eudezmol 1649 | 221 | 177 | 192 | 085 | 189 | 1.26 | 200 | 221 | 055 | 237 | 205 | 217 | 207 | 253
68. | -eudezmol 1652 | 271 | 243 | 228 | 102 | 227 | 151 | 240 | 269 | 067 | 28 | 244 | 2590 | 249 | 253
69. | bulnesol 1666 | 401 | 319 | 306 | 152 | 358 | 235 | 369 | 421 | 100 | 437 | 370 | 399 | 383 | 473
70. | -bisabolol 1683 | 189 | 183 | 183 | 090 | 161 | 1,00 | 1,90 | 201 | 051 | 220 | 201 | 210 | 207 | 209
71. | juniper kamfor 1692 | 044 | 039 | 043 | 018 | 043 | 027 | 046 | 056 | 014 | 060 | 046 | 048 | 046 | 065
72. {]Z'égtho'ﬂ“’famez' 1846 | 006 | 010 | 013 | 013 | 014 | 004 | 017 | 013 | 005 | o016 | 016 | 016 | 017 | 023
73. | heneikosan 2100 | 001 | 003 | 006 | 001 | 004 | 001 | 005 | 004 | 00l | 005 | 005 | 006 | 005 | 010
74, | fitol 2116 | 002 | 001 | 022 | 005 | 001 | 001 | 024 | 020 | 003 | 037 | 0290 | 001 | 034 | 023
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Prema svim navedenim E L R O Ra#itNroBtima terpena, ]|D GDOMQMX VWDWLWLPpNX DQI
su oni najzastupljeniji RGQ RV QR Q D Mpaei payédulidtiMNOVE za promatrane odzive
prikazani su u Tablici 10. Na temelju dobivenih rezultata, regresijski modeli za sve ciljane
terpene LPDOL VX VWDWLV @0ME)Xa VO PONDQRMMW QD ]QDpDMDQ XWMHI
varijabli na promatrane odzive, a dobivene vrijednosti koeficijenata determinacije R? bile su u
rasponu od 0,7532 do 0,9342. Nedostatak modela nije bio VW D W LQ VM1 pD,0b) za sve
promatrane odzive, aAWR SRWYUyXMH DGHNYDWQRVW GRELYHQRJ SROLQ
.DGD VH SURPDWUD XWMHFDM SRMHGLQDpPpQLK SD U D/RAHDNMDLU/DV LpINQ
]QDpDMD Q (p<Wag) Hhe Dhdhoterpene (.- SL Q H-G L Q H-@ircen i limonen) kao i na
gvajRO 2G RVWDOLK SDUDPHWDUD MHGLQR MH MR& NYDGUDWC
1QDpDMD Q, dok\ostali parametri to nisu imali. 8 VOXpDMX VHVNYLWHWIHRD NY
tlaka i temperature imali su VWDW(IQWhLDPMIVHFDM -abofie@l Bk je samo
OLQHDUQL pODQ WODND L P-Buerobi pirdsb|(Z axs\é [drehfabavie Qdive,

LQWHUDNFLMD L]PHYX WODNDVW D/\MPGWUPMieXidD RDMERIPDOD
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Tablica1l0. 6WDWLVWLpPpND DQDOL]D $129% SULNODGQRVWL DSURNVLI
vrijednosti odabranih terpena

Izvor F- p-
varijabilnosti SS df MS vrijednost vrijednost *
.-pinen
model 51,80 5 10,36 9,47 0,0051"
X1 30,64 1 30,64 28,00 0,0011"
X2 0,9380 1 0,9380 0,8573 0,3853
X1? 1,65 1 1,65 1,51 0,2589
X2? 18,45 1 18,45 16,87 0,0045"
X1 X2 0,8101 1 0,8101 0,7405 0,4180
ostatak 7,66 7 1,09
nedostatak 6,12 3 2,04 5,32 0,0701
modela
pRJUHAN 1,54 4 0,3839
ukupno 59,46 12
R2=0,8712
-pinen
model 22,95 5 4,59 18,42 0,0007"
X1 15,44 1 15,44 61,96 0,0001"
X2 0,1507 1 0,1507 0,6045 0,4623
X1? 0,3782 1 0,3782 1,52 0,2578
X2? 6,94 1 6,94 27,86 0,0012"
X1 X2 0,0222 1 0,0222 0,0891 0,7740
ostatak 1,74 7 0,2492
nedostatak 1,25 3 0,4178 3,40 0,1338
modela
pRJUHAN 0,4911 4 0,1228
ukupno 24,70 12
R2=0,9294
-mircen
model 220,57 5 44,11 4,27 0,0421"
X1 110,96 1 110,96 10,75 0,0135"
X2 0,2220 1 0,2220 0,0215 0,8875
X4? 22,37 1 22,37 2,17 0,1845
X2? 87,01 1 87,01 8,43 0,0229"
X1 X2 1,50 1 1,50 0,1452 0,7145
ostatak 72,27 7 10,32
nedostatak 54,63 3 18,21 4,13 0,1022
modela
pRJUHAN 17,64 4 4,41
ukupno 292,84 12
R2=0,7532
limonen
model 16,12 5 3,22 19,88 0,0005
X1 12,02 1 12,02 74,12 < 0,0001"
X2 0,0438 1 0,0438 0,2701 0,6193
X1? 0,4160 1 0,4160 2,56 0,1533
X2? 3,59 1 3,59 22,13 0,0022"
X1 X2 0,0005 1 0,0005 0,0030 0,9578
ostatak 1,14 7 0,1622
nedostatak 0,4926 3 0,1642 1,02 0,4716
modela
pRJUHAN 0,6429 4 0,1607
ukupno 17,26 12
R2=0,9342
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-kariofilen
model 41,60 5 8,32 6,02 0,0178"
X1 6,11 1 6,11 4,42 0,0736
X2 5,98 1 5,98 4,33 0,0759
X1? 13,88 1 13,88 10,04 0,0157"
X2? 15,62 1 15,62 11,31 0,0120"
X1 X2 0,1693 1 0,1693 0,1226 0,7366
ostatak 9,67 7 1,38
nedostatak 6,56 3 2,19 2,81 0,1721
modela
pRJUHAN 3,11 4 0,7785
ukupno 51,27 12
R2=0,8114
gvajol
model 14,69 5 2,94 8,57 0,0068"
X1 11,16 1 11,16 32,55 0,0007"
X2 0,0197 1 0,0197 0,0576 0,8172
X1? 0,1190 1 0,1190 0,3472 0,5742
X2? 2,82 1 2,82 8,22 0,0241"
X1 X2 0,9472 1 0,9472 2,76 0,1404
ostatak 2,40 7 0,3428
nedostatak 1,96 3 0,6547 6,01 0,0579
modela
pRJUHAN 0,4355 4 0,1089
ukupno 17,09 12
R2=0,8596
-eudez mol
model 15,69 5 3,14 6,29 0,0159
X1 12,08 1 12,08 24,23 0,0017
X2 0,0676 1 0,0676 0,1356 0,7236
X1? 0,1332 1 0,1332 0,2671 0,6212
X2? 2,59 1 2,59 5,19 0,0567
X1 Xo 1,23 1 1,23 2,46 0,1606
ostatak 3,49 7 0,4987
nedostatak 2,85 3 0,9499 5,93 0,0592
modela
pRJUHAN 0,6411 4 0,1603
ukupno 19,18 12
R2=0,8180
bulnesol
model 10,49 5 2,10 5,76 0,0201
X1 9,15 1 9,15 25,11 0,0015
X2 0,0067 1 0,0067 0,0184 0,8959
X4? 0,1296 1 0,1296 0,3556 0,5697
X2? 0,7073 1 0,7073 1,94 0,2062
X1 X2 0,6530 1 0,6530 1,79 0,2225
ostatak 2,55 7 0,3644
nedostatak 2,05 3 0,6836 5,47 0,0672
modela
pRJUHAN 0,5001 4 0,1250
ukupno 13,04 12
R2=0,8044

X i tlak ekstrakcije; X, +t WHPSHUDWXUD HNVWUDNFLMH 66 i VXPD NYDGUDWQLK RG¥WXSDQMD SR
VWXSQMHYL VORERGH 06 i YDULMDQFD 8WMBpFDM IDNWRUD MH VWDWLVWLpPpNL ]QDpDMD(
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SROLQRPL NRML R Smohitétpens iR€e3kyideDp@nd tHispitivanom eksperimentalnom
S R G U XRdttakcije dani su u Tablici 11 (kodirane vrijednosti). Kod monoterpena i
seskviterpena vidljiv je potpuno suprotan utjecaj tlaka na njihove udjele u ekstraktima. S
SRYHUDQMHP WODND XG LsmamuQHtiks HE),Sd ©Dzavhiihovu ekstrakciju
SUHSRUXpXMH NRULAWHQMH QLAaLK WODNR WD DIADVX X WRWAH FADRVP M/ C
SRVOMHGLPpQR SRYHUDQMHXGRIORRODQHLIEFRORIODWROD SUUPMHQRP
V O X p ExMfigflenD XGLR VH SRYHUDYD V WODNRP GR EDUD GRN Y
SDG XGMHOD ,] QDYHGHQRJ VH PRaH |DNOMXpLWL GD SULPMHAQ

seskviterpena.

Tablica 11. SURFLMHQMHQL NRHILFLMHQWL SROLQRPD MHGQDGAEH G
CCD plana pokusa pri sCO; ekstrakciji (za monoterpene i seskviterpene)

Koeficijent 3ROLORP MHGQDGAEH GdjeleXRaniumoBderpena |
regresije seskviterpena
monoterpeni
-pinen (Y2) Wit F sdx:s Eraivs® E skus® Eraiv®Fravg:¢®
-pinen (Y3) UA{F sai{{s Erdvs°Erd{:sErax s’ Fraisg: ¢
-mircen (Ya) SYA&VSF uyt:s Er&y s E udvvs Eray *Ftaixs:g®
limonen (Ys) UAVtF sdu:s Eray: P Ergt:s®Erdas: ®Fratg:q°
seskviterpeni
-kariofilen (Yse) Z&SEraysF raxs®F savr® Frax P Esaxs:¢°
gvajol (Y7) VA {E s&zsF raw°F ravs FrayPEr&y q:¢°
-eudezmol (Ys) WarE sduisF ra{:s®Frass®FratPEr&zq:¢°
bulnesol (Yo) UAKWE sdy: s Eraus® FratFrasErdzs:q°

X1 i WODN HN YW teDperatuM Ekstrakcije
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Slika15. 7TURGLPHQ]LRQDOQL GLMDJUDP RG]JLYQLK SRYU&ALQD RGDEL

tlaku i temperaturi ekstrakcije

8 RYRP LVWUDALYDQMX XVSRUH YV H QekstidktinaXs@hiRa W pblaBehQ D X V&2
ELOMQRP PDWHULMDOX FYDWRYLPDVORQARBOWHYV SR@ B XIR M H/ LY
7TDEOLFD X NRQWHNVWX I DVWXSOMHQRVWL JODYQLK VSRMHYD
SREROM&A&DQMH X XVSRUHGEL V SUHWKRGQLP LVWUDALYDQMHP |
pokazali da sCO; ekstrakt PRAH LPDMWDIpIGMUXNHPRWLS RG RQRJ NRML MH XW\

FYDWX ]JERJ UD]J]OLpLWH NRQFHQWUDFLMH LIROLUDQLK VSRMHYD
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Slika 16. Trodimenzionalni GLMDJUDP RG]JLYQLK SRYU&ALQD REGMESI® QLK VHYV

tlaku i temperaturi ekstrakcije

4.1.3. Utjecaj tlaka i temperature na kanabinoide u  sCO:2 ekstraktima

2SUH MH SR]QWMa Gl@vynMzdor kanabinoida NRML VH PRJX DQDOL]JLUDWLL
kromatografijom visoke djelotvornosti. U ispitivanim sCO, ekstraktima ustanovljena je
pisutnost glavnih kanabinoida koji X N O M kajpabMixl (CBD), kanabidiolnu kiselinu (CBDA),
tetrahidrokanabinol (THC), kanabikromen (CBC), kanabigerol (CBG), i kanabinol (CBN). Uz
njih su identificirani i neki manje zastuplieni, ND R & VWk&aligerolna kiselina (CBGA),
kanabikromenska kiselina (CBCA), kanabidivarna kiselina (CBDVA) i tetrahidrokanabinolna

kiselina A (THCA-A). Udjeli kanabinoida u sCO, eksraktima prikazani su u Tablici 12.
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Tablica 12. Udjeli kanabinoida (%) u dobivenim sCO- ekstraktima prema CCD

E CBCA | CBG | CBN | THC | CBDVA | CBD | CBDA | CBGA | THCVA | CBC | THCA-A
1 1,98 | 0,55 | 0,00 | 0,66 0,20 3,39 | 30,68 | 0,23 0,00 1,21 1,17
2 0,08 | 0,27 | 0,00 | 0,65 0,29 345 | 27,48 | 0,51 0,00 1,12 0,05
3 1,15 | 0,43 | 0,00 | 0,65 0,00 4,42 | 21,23 | 0,11 0,00 1,43 1,47
4 0,33 | 0,29 | 0,00 | 0,22 0,00 0,80 | 6,32 0,00 0,00 0,61 1,45
5 0,05 | 0,69 | 0,00 | 0,90 0,14 6,58 | 17,71 | 0,17 0,00 1,23 0,06
6 0,60 | 0,44 | 0,00 | 0,44 0,11 1,71 | 11,08 | 0,00 0,00 1,13 0,60
7 1,79 | 0,68 | 0,00 | 0,89 0,17 501 | 30,63 | 0,17 0,00 1,42 1,45
8 0,00 | 0,71 | 0,00 | 1,02 0,29 522 | 29,30 | 0,45 0,00 1,29 1,04
9 0,01 | 0,56 | 0,00 | 0,41 0,00 3,78 | 9,30 0,00 0,00 0,75 0,05
10 0,00 | 0,37 | 0,00 | 0,44 0,00 2,01 | 30,64 | 0,00 0,00 0,67 0,55
11 1,42 | 0,54 | 0,00 | 0,71 0,14 3,97 | 24,27 | 0,14 0,00 1,13 1,38
12 1,11 | 0,52 | 0,00 | 0,76 0,00 4,41 | 25558 | 0,29 0,00 1,10 1,27
13 1,37 | 0,53 | 0,00 | 0,72 0,00 4,47 | 26,50 | 0,20 0,00 1,42 1,31
Cvat* | 159 | 0,12 | 0,19 | 0,18 0,11 0,59 | 14,02 | 0,32 0,00 0,28 0,40

E- ekstrakt; *uzorak se odnosi na polazni material u postupku svih sCO: ekstrakcija; cvatovi industrijske konoplje

THCVA nije detektirana u sCO; ekstraktima kao ni u polaznoj sirovini (cvatovima industrijske

konoplje) iz koje je provedena ekstrakcija. % XGXiuL GD VH UDGL R LQGXVWULMVNF
kanabinoida, poput THC-a (0,22-1,02 %), V X R p H NIl0MIDrONLR O L p LGBD & ékstraktima

nije bio prisutan, aWR GRNDIEMOIMQ@D PDWHULMDO QLMH ELR GXJR VN
razgradnjom. CBDA je bio dominantan spoj u biljnom materijalu (14,02 %), P Hy X WudiB

CBD-a kao njegovog produkta bio je svega 0,59 1DGDOMH YDAQR MH RVYUQXWL
kanabinoide prisutne u ekstraktima jer se smatra da oni sinergijski djeluju te tako doprinose
IDUPDNRORA&ANLP XpL QdidCBG-ANR-aRI $1@ustrifske konoplje iznosio je 0,12 %,

dok su udjeliusCO; HNVWUDNWLPD BIR200694).824/RzIiKUbd ICBD-a, djelovanje

CBG-D QLMH WROLNR LVWUD &K @ERXKGXW | BIRHAWNM HQLLIW U YRREJLURP QD
interes za CBG. Udio CBC-a u cvatu iznosio je 0,28 %, a vidljivoje njegovo SRYHUDQMH X VDPLP
ekstraktima od 0,61% do 1,43% u ovisnosti o primjenjenom tlaku i temperaturi ekstrakcije.
2GUHYHQL XGLR &%&% NDR JODYQRJ SUHNXUVRBD%, HoESUOMQRP P

HNVWUDNWL VDGUAaADYDOL &% &4,98 %.IUbHNYR MateMaluS ekQiraktn@
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detektirani su W D N R yiiselinski oblici GUXJLK NDQDELQRLGD DOL X UD]OLFL

Primjerice, udio CBGA je u polaznoj sirovini iznosio 0,32 %, a sCO; ekstraktisaUaDYD® L V X

0,51 % CBGA. Tako je udio THCA-A u biljnom materialu iznosio 0,40 %, a u ekstraktima 0,05-

1,47 %. Nadalje, iz rezultata u Tablici 12 PRaH VH YLGMHWL GD MH VDGUAaDM XN
&%' &%'$ YUOR GREUR HNVWU.DMKib CBOA MoRPIRasgor&dd 6,32 %

do 30,63 % u ovisnosti o primijenje QRP WODNX L WHPSHUDGBX&iznosHoRS8O0MH VDG U

6,58 %. Dominantna prisutnost CBDA-a u odnosu na CBD MH RpHHEKGXQprethdaino

nije provedena dekarboksilacija. Slika 17 zorno prikazuje nastanak kanabinoida iz CBGA kao

glavnog prekursora kanabinoidnih kiselina, koje se pod utjecajem visoke temperature
UDJJUDVXMX @GkarboksRrighihkanaloga, primjerice THC-a i CBD-a (25). Kada THC

oksidira uslijed izlaganja zraku i svjetlosti, razgradnjom nastaje CBN. Dakle, udio CBN-a se
SRYHUDYD 4aWR VH YD§HUDYEXMH D SRVHELFH MH ]JDVWXSOMHQ X
FYDWRYLPD NRML VX GXJR VNODGLAWH(PIHWREBNL KODrWINARMULHWNL ® DSGRL
VSULMHpPLW UH VW XBWDQMMHEOANLP NROLPpLQDPD PRA&H L]D]YDWL
YHU VSRPHQXWD ELROR&AND GMHORYDQMD NDQDELQRLGD D ]D LC

udio CBD-a i njegovog kiselog prekursora (CBDA) kojima se pripisuju analgetska,
DQWLEDNWHULMVND DQWLGLMDEHWLpPpND DQWLHSLOHSWLpPND S

svojstva (110).

Slika 17. Shema pretvorbe kanabinoida pod utjecajem temperature
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*ODYQL IRNXV RYRJ Lj¥\duimgje yirdiihDek&iakata bogatih terpenima i
kanabinoidima te CBD-om kao ciljanim kanabinoidom. Nedavno objavljen pregledni rad

ukazao je na veliki potencijal primjene biljnih sCO, ekstrakata kao sastojka XpLQMRY LW
sigurnih kozmetLp N LK S U RLT)YB&Db je CBD postao vrlo S R a H rivbbrnsastojak

suvremenih N R]P H Wyrdizvdda zbog svojih protuupalnih i analgetskih XpLQDND WH VYRMV!'
KLGUDWL]LUDQMD NR&#). 6WRDD MHQMD VERMIEW X SRMIRAYOMXMH V)
QMHJIX L XEODADYDQM Hekstrautdny ko@ddljp iliN RAVWWB}D pHPX QDMYLAH
SULGRQRVH QMLKRYD VQDAaQD D&ise, RNV B XM M WNHD L VSKEIMPVWMMYID &
NRAQLK SUREOHPD NDR 4WR VX DNQH GHUPDWLWLVY SVRULMD]D
X VWDQLpPQLP SURFHYV L BtzardhR Mikni, GeRofdReGpdorGaRe i dermatitisa (3, 4,

45). 8 WRP NRQWHNVWX LVWL D hprinvere $ED lekstrakatR WoRoRlje Luv D O
SULSUDYFLPD ]D SULPMHG®X \QDUDRFEX MDD W2 QDPHUH NibR VXYUHP

osigurava dobivanje sigurnih ekstrakata za medicinsku i kozm HWLpNX SULPMHQX

=ERJ VYHJD QDYHGHQRJ X RBIRR Hio/MjahD KanabP@dMX procesu
optimizacie X NRMX MH XNOMXpHQ L &*'$ NDR QM YR YeHUBNXU YRV W3 U |
UHJUHVLMVNLK MHG QD G & EIBD) DCBDAD K R D QaWARNRIRAY Fablica 13).

Tablica 13. 6 WD W LV W L pANDVBE)Qiiki@dnp&i aproksimacije eksperimentalno dobivenih
vrijednosti za CBD i CBDA

Izvor F- p-
varijabilnosti SS df MS vrijednost vrijednost*
CBD
model 27,07 5 5,41 17,00 0,0009
X1 2,48 1 2,48 7,79 0,0269
X2 10,66 1 10,66 33,48 0,0007
X1? 0,3306 1 0,3306 1,04 0,3422
X2? 12,36 1 12,36 38,81 0,0004
X1 X2 0,4159 1 0,4159 1,31 0,2907
ostatak 2,23 7 0,3185
nedostatak 1,68 3 0,5609 4,10 0,101
modela
SRJUHAaN 0,5467 4 0,1367
ukupno 29,30 12
R2=0,9239
CBDA
model 762,17 5 152,43 8,37 0,0072
X1 648,40 1 648,40 35,59 0,0006
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X2 18,66 1 18,66 1,02 0,3452
X1? 4,75 1 4,75 0,2609 0,6252
X2? 66,76 1 66,76 3,66 0,0971
X1 X2 34,61 1 34,61 1,90 0,2106
ostatak 127,52 7 18,22
nedostatak 80,55 3 26,85 2,29 0,2206
modela
SRJUHAN 46,97 4 11,74
ukupno 889,69 12
R2=0,8567

Regresijski modeli za oba ispitivana odziva bili su visoko VWDWLUQWhPMNIQL pSUHPD
vrijednostima (0,0009 za CBD i 0,0072 za CBDA), uz ]DGRY R OM Roefizipntai
determinacije (R?). Odstupanje od modela (p > ]D VYDNL RG]JLY QDJOD&aDYD GD M
model drugog reda prikladan i da bi se mogao koristiti za S U H G Y LékbBpg@rivhentalnih

vrijednosti. 9LGOMLYR MDD WBRN®YEHDUQL pODQ,WOBNID NYWGE BB WQD W
temperature imali VWDWIQWWHLPMD Q X Wid BBIDaVu §L0, ekstraktima. Kad je u

pitanju CBDA, VDPR MH WODN LPDR VWDW p¥®00p6)y, la $iRD1B Pdkaz@e X WM H F D
jasantrend XpLQNRYLWLMH HNW@IWULENP MW@ DINR §VWRM VH VOLFL PRAH
VH RS UHBRMWARD @mbErature, ali i tlaka do 250 SRY H U DY BR-G,LdBk daljnje

S RY H U D Q Milavodi @dbo@og opadanja u udjelima CBD-a. Nadalje, interakciMH L]PHY X
WODND L WHPSHUDWXUH QLVX SRND]DOH VWDWLV®BDpINL ]QDpD

HNVWUDNWLPD GRELYHQLP SRPRUX V&2

Slika18. 7URGLPHQ]JLRQDOQL GLMDJUDP RG]JLYQLK SRYUALQD &%"' |

temperaturi ekstrakcije
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.LWU\W {89) 3t ¥dkazali da u sCO; ekstraktima industrijske konoplie SUHWHAaQR GRPLQLU
CBD i CBDA. Oni su ekstrahirali 93 % dostupnog CBD-a i CBDA iz biljnog materijala koji su
b liliQoko 28 % ukupnog ekstrakta. =DNOM XdaL®RYMKXDQMH WODND GRYRGL GR
VDGUADMD NDQDELQRLGD X HNVWUDNWX 1DMYHUL VDGUADM NI
QDMQLAHP LVSLW L YSDMORAre) ivemi2idtXri (35- f &te iznosi 64,18 mg/g (89).
Za razliku od navedenog, YHULRMNDOLK DXWRUDLJENW M R pRMNY ISEN R G XWIXM R
ekstrakciji kanabinoida. Tako su 9iJL L. (¢22)bokazali da su tlak od 350 bara i temperatura

f& SULNODGQL SDUDPHWUL HNVWUDNFLMH NDQDELQRLGD V YL
WODND YL&H Q HevettxXiWidlaHBPWYD QDMEROMH UH]XOWDWH SRVWLJOL
bez dodatka suotapala. Omarisur. (113)su LVSLWDOL VXSHUNULWLPQX HNVWUDNI
UD]OLpLW LiedinBKe Raddplje, uz analizu utjecaja UD]OLp LW L Kaa&drdinaQ L K
prinos i kvalitetu ekstrakta (tlak od 100-250 bara, temperaturu od 35- f & etanol kao
suotapalo 0- 40%). 6 D G U & D M u&d¥bivenim ekstraktima ELR MH L]RdAyi A3 mg/g.
Perrotin-Brunel i sur. (114) pokazali su da topljivost CBD-a u sCO; raste s tlakom. Zanimljivo
MH GD VH QDMY H UDaWwRstigratsd QR VWHE&ERMRM WHPSHUDWXUL f&
SRQDaD @btigkiMPHR I X IMAH MH L URRLMPRYGIXipDM X ©BR-3AQBAOCY.RVWL
5D]ORJ RYRM QHXRELDPRMHRQEM BSIRWID SW LMHOibd M SHNNQRWHBE T
WHNXULQD X UDYQRWSHENMNHWXHPOD WHNXULQD 7Df@LAW pLNVMWRMR
CBN-D f& MH EOL]X HNVSHULPHQWDOQH WHPSHUDWXWH RG f

PRJDR MH L]D]YDWL WDOMHQMH QD f& &@&WR MH UH]XOWLUDOR

4.2. Antioksidacijska i antib akterijska aktivhost SCO 2 ekstrakata

Antioksidacijska aktivnost sCO, HNVWUDNDWD X NRQFH@OWIUDPAMQIR®MH NBR

postotak inhibicije DPPH radikala (%) i prikazana u Tablici 14. OHYy X LVSLWLYDQLP HNVWU

ekstrakt dobiven u eksperimentu broj EDUD ,sfidvLiaLP VDGUADMHP &%'$ F
—nig, pokazao e QDMYHUX DQWLPRNWLGMARWAY NX . Namanj

antioksidacijskL XpLQDN * XWY (kyzH €kstrakt broj 4 EDUD ,sGBDA
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udjelom R G ImgJlz ovih rezultata te iz stat LVW L p N L K daRiGUDMbIXNIB PR & H
se ]|D N O MXjp Hak imao Q D M ¥tldealna antioksidacijsku aktivnost 2 QR a Wiijivd H
na Slici 18, sp RY H i D Q M HiIBbiV&j0 §&Ni3trakti s boljim antioksidacijskim svojstvima.

Tablica 14. Antioksidacijska aktivnost sCO, HN VW U D N D WkBo hddibEaR idrbije DPPH
radikala (%) pri koncentraciji 250 — L

Br E Inhibicija DPPH radikala
(%)
1 98, “,92
2 96, ‘37
3 95, ‘57
4 87, “ .69
5 94, ‘12
6 89, ‘.87
7 97, “ .29
8 97, “,92
9 89, ‘97
10 93, “ .87
11 97, “ 39
12 94, ‘.54
13 97, “ ,08

Br. E tbroj eksperimenta; sUHGQMH YULMHGQRVWL LJUDBHQH X SRVWRWFLPD

Dawidowicz i sur. (115) RWNULOL VX GD dRC CBNoCBG@A, CBDA i (0 -THCA
pokazuju antioksidacisko GMHORYDQMH NRMH VH RpPLWXMH X QMLKRYR|
slobodnih radikala, redukcije metalnih iona i preveniranja procesa oksidacije. U ekstraktu broj
1V QDMEROMLPWKpN BRGRIFH YHHQ R N VTHGA-A IRNG mgJMcPartland i
sur. (18) su istaknuli da THCA-A VWDELOQRVW X Eéraehrkbji YROKWHANDR] [DAWLW

antioksidansi i vjerojatno inhibiraju dekarboksilaciju THCA u THC.

$QWLEDNWHU LOOY MKstrakpta @Gpithh ¢ u uvjetima in vitro na vrste E. coli, P.
aeruginosa, B. subtilis i S. aureus. Rezultati su prikazani u Tablici 15 u kojoj su dane minimalne

inhibitorne kocentracije (MIC, engl. minimal inhibitory concentration) L]JUD aH-Q B KX/
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Tablica 15. Minimalna inhibitorna koncentracije (MIC) sCO; ekstrakata protiv Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, i Staphylococcus aureus —J P/

Br. 0,& +4ml)

eks. B. subtilis S. aureus E. coli P. aeruginosa
1 36,64 36,64 18,32 36,64
2 33,01 33,02 33,02 66,03
3 28,11 28,11 28,11 28,11
4 19,20 38,41 19,20 19,20
5 23,44 23,44 23,44 46,88
6 10,42 10,42 10,42 20,84
7 17,59 29,59 29,59 29,59
8 14,67 58,70 29,35 29,35
9 13,79 27,58 13,79 13,79
10 24,95 24,95 24,95 24,95
11 16,74 33,48 33,48 33,48
12 17,08 34,16 34,16 34,16
13 12,02 48,09 24,05 24,05
C 0,781 0,781 0,781 1,563

C- ciprofloksacin

Svi ispitani sCO, ekstrakti pokazali su dobro antibakterijsko djelovanje na sve ispitane

bakterijske sojeve. Ekstrakti su bili aktivniji protiv gram-pozitivnih bakterija nego protiv gram-
QHIJDWLYQLK EDNWHULMD 1DMEROMD DQ pvidjglovany Ralvisd BND DNW L
subtilis (stogasu RYL SRGDFL NRULAWHQL ]D G DO MPDWXQD D O NW LLY R RW WF
bakterije P. aeruginosa. Razlog nejednakoj osjetljivosti bakterija na djelovanje ekstrakata

PR&H VH SRYH]OMNDRD X JUDYL VWD Q LneystivieVbaKkiet«itaju *U D P
OLSRSROLVDKDULGQL VORM NRML RQHPRJXUXMH SDVLYQX GLIX]L
2VMHWOMLYRVW QD RGUHYHQH DQWLEDNWHULMVNH $ordUL VH PR
lipopolisaharida (116). .DR 4WR MH YHU QDYHGHQR NDQDELQRLGL VH VI
ELRORAGNX DNWkeYBRYXW HNRBQRSOVXMH QDMYHUL SRWHQFLMDO X IL
pokazuju da CBG i CBC SRND]XM X antbkée@jsko djelovanje (117). Appendino i sur.

(118) odredili su antibakterijsku aktivhost pet glavnih kanabinoida (CBD, CBC, CBG, THC i

CBN) QD & Bbjeve Staphylococcus aureus otpornih na meticilin (MRSA). Svi su pokazali

antibakterijsku aktivnost u rasponu vrijednosti minimalnih inhibitornih koncentracija (MIC) od
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0,5- g/mL.MIC MH QDMQLAD NRQFHQWUDFLMD WYDUL NRMD VSUMHp
LVWUDADWDQ MK L& HGQRVW protiv vistd SPdureus dobivena je za ekstrakt
broj6 @&4WR RGJRYDUD MD R GaD MxQ&imkanabinoida, hlapljivi terpeni prisutni
u konopljisuvrio ]QDpDMQD NHPLMVND QWDRNDNVYKREQPHKDVYRMV.WDYD V!
pinena -P L UF H-rdinolena iz skupine monosaharida, dok su -ND U LR | EhOmu@nL
glavni seskviterpeni (119-122). Rezultati prikazani u Tablici 15 pokazuju da sCO. ekstrakti
NRQRSOMH PRJX E La\ahtibakiedjBkaxéfed QWR DL W D M Xdktaii Brof 6 \Wha M L
QDMYHUCBDxGLRG mg-t@ udjele —J P.spinena, —J P-pinena

—J P-dnircenai —J Bdonena. U eksperimentu broj NRULaAWHQ MH QDMQL
(78,6 bara)), &WR GRND]XMH GD VX QLaL WODNRYL SRAHOMQL ]D G
antibakterijskim djelovanjem 1D 6OLFL MH WDNRYyHU YLGOMLYR GD SRYH

YULMHGQRVWL RVQRVQR VPDQMXMH VH DQWLEDNWHULMVNL XplL

Prema ANOVI (Tablica 16), linearni p O DaRa i temperature pokazao je VWDWLVWLPNL ]QDp
utjecaj na MIC aktivnost NDR L QMLKRYD PHYVXVR EQ@DMIHEW 8 B DONIFREVIDU Q@ R N C
(p=0,0039) WH NY D G UtBrivgepature (D Q SRND]DOLINY WQOVDNOIQ XWMHFL
antioksidacijsku aktivnost dobivenih ekstrakata. 6 SRUDVWRP WODND UDVWH

DQWLRNVLGDFLMVND DNWLYQRVW HNRVWUDNDWD aWR MH YLGOML

Tablical6. 6WDWLVWLPpND DQDOL]D $129% SULNODGQRVWL DSURNVLI
vrijednosti za antioksidacijsku i antibakterijsku aktivnost.

Izvor F- p-
varijabilnosti SS df MS vrijednost vrijednost*
DPPH
model 134,67 5 26,93 5,93 0,0185
X1 81,11 1 81,11 17,87 0,0039
X2 0,6904 1 0,6904 0,1521 0,7081
X1? 0,6241 1 0,6241 0,1375 0,7217
X2? 51,99 1 51,99 11,45 0,0117
X1 X2 2,09 1 2,09 0,4616 0,5187
ostatak 31,77 7 4,54
nedostatak 25,80 3 8,60 5,77 0,0619
modela
pRJUHAN 5,97 4 1,49
ukupno 166,44 12
R2=0,8091
MIC ( B. subtilis )
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model 620,02 5 124,00 5,05 0,0280
X1 188,85 1 188,85 7,70 0,0275
X2 209,24 1 209,24 8,53 0,0223
X1? 68,56 1 68,56 2,79 0,1385
X2? 4,25 1 4,25 0,1732 0,6898
X1 X2 140,15 1 140,15 571 0,0482
ostatak 171,75 7 24,54
nedostatak 31,65 3 10,55 0,3012 0,8241
modela
pRJUHAN 140,10 4 35,03
ukupno 791,78 12
R2=0,7831

Slkal9 7URGLPHQJLRQDOQL GLMDJUDPL RG]JLYQLK SRYU&ALQD X RYLVQRYV
antioksidacijsku aktivnost (a) i antibaterijsku aktivnost (protiv B. subtilis) (b).

Zanimljiva je studija koju su proveli Blaskovich i sur. (123) u kojoj je CBD pokazao
DQWLEDNWHULMVNR GMHORY DQM HpoBtiurfiVbakrerija L dbR & RzdstaoS HN W U D
XpLQDN QD Y UMD WUD®LK EDNW HUtoMDP. dehigindsap Rl L
UH]XOWDWLPD GRELYHQLP X RYRP UD GXQ P MQDLVWHX S O WHDGLLM DKV V&K
na antibakterijsko djelovanje sCO, HNVWUDNWD NRQRSOMH 1R QH PRAH VH VD
YHUL VDGUADM RYLK NRPSRQHQWL GRERGNMBEDWMHMH DBRX\AQEWDNWBU
HNVWUDNWL VDGU&H L PQRJH GUXJH ELRDNWLYQH VDVWDYQLFH
X VXJODVMX VX V UH]XOWDLPD LVWUDALYDQMD NRMH VX SURYHO
od ekstrakta konoplie, CBD QLMH SRND]DR ]QDpDMQX D N VBtaph@dRdctisSUHP D VF
SD VH PRaH |DNWMUXYBHWNVNEIDVSRMHYL VLQ Hdn Uvividop studiiGMHO X M)
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Nissen i sur. (122) su pokazali antibakterijska aktivnost CBD-D L |D PRQRW-BUQHQD

S L Q H-@irken), posebice prema sojevima Listeria i Enterococcus.

4.3. Optimizacija procesa sCO:2 ekstrakcije

2SWLPL]DFLMD MH QHRSKRGDQ NRUDNIi ¥dostrijskhnR ptocesQ. DO LW LPpNR |
SUREAORVWL VH RSWLPL]DFLMD WUDGLFLRQDOQR SURYRGLOD

(varijable) na eksperimentalni odziv. SUL pHPX VH PLMHQMDR VDPR MHGDQ SDUI
RGUADYDQL NRQVWD Q \WsGiaP ov@ VrQeRoptriizagljiel ELR MH QHW XNOM X p XM F
LOWHUDNWLYQRVW PHyX LVSLWLYDQLP YDULMDEODPD 3RUHG W
eksperimenata, AWR JQDWQR SRVNXSOMXMH L Vjavpsebladal prinpdidm 2YDM S L
PXOWLYDULMDQW QL Kpapw Bratoda/ duizimiN LKR WUHKL@LI pi613d Surface

methodology, RSM) (125) 2YD PHWRGD SUHGVWDYOMD VNXS PDWHPDWLD
XWHPHOMHQLK QD XNODSDQMX SROLQRPVNH MHGQDGAEH X HNV
RSLVDWL SRQDaADQMH VNXSD 5 RFGVDWOLNDV VpRLEMSHAH GG QMD 3
PRJXUH MH GHILQLUDWL XWMHFDM QH]DYLVQLK YDULMDEOL QD

YDULMDEOL NDNR EL VH SRVWLJOD1ZBDPMEROMD XpLQNRYLWRVW S

Optimizacijom procesnih parametara tlaka i temperat XUH PRJXUH MH XWMHFDWL QD V'
L HNV WU DKL U bhidaktivie GlojevieH XN OM Xp XM XiL L NHPLMVNL RYVQRIHWOML
YUOR XpLQNRRNNARE, 38)V 3ULPLMHQMHQD QXPHULp&kBraRc§eN LPL]DFL
odabranih bioaktivnih VSRMHY D L E LR O RekstrakatalcdhtvMa YnQusivijsd konoplje
RPRJXUL@dveddiHprocesa QD QDMXPLQNRYLWLML QDpPpLQ AHRMMHORGL G
XpLQND X] PLQLPDOQH XGljDyeyHada bit)jp SHWQBiIL RSWLPDOQH SDUD|
YLaAH FLOM D @riikoptalhL yabametri su postavljeni s ciljem dobivanja ekstrakata s

boljim prinosom ekstrakcije, bogatih CBD-om te s dobrim antioksidacijskim i antibakterijskim

djelovanjem. Stoga je odabrana maksimalna vrijednost za prinos ekstrakcie X QXPHULpPpNRM
optimizaciji. Najbolja antibakterijska aktivhost u dobivenim ekstraktima sCO, XRpHQD MH SURWL
bakterije B. subtilis WH MH X QXPHULPpNRM R BiMmdma]ifedriddt, KB DEUDQD

antioksidacijsko djelovanje maksimalna. 'RGDWQD QDPMHUD MH ELOD @RELWL aw
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HNVWUDNWLPD V SRWHQFLMDOQRP SBDRIkEH® BRir Q prodesia X VWR.

optimizacije. 2SWLPDOQL XYMHWL ]D V YoptiRigbjE dabi uH TaBiipD MH Y H

Tablica 17. Optimalni uvjeti SCO; ekstrakcije u zavisnosti o ciljanim varijablama

Ciljana vrijednost Tlak Temperatura D*
(bar) f&

Maksimalni prinos ekstrakcije, maksimalni udio CBD, 284,78 60 0,817

maksimalna antioksidacijska aktivnost, minimalna

MIC

Maksimalni prinos ekstrakcije, maksimalni udio CBD i 294,1 58,9 0,815

CBDA, maksimalna antioksidacijska aktivnost,
minimalna MIC

Maksimalni prinos ekstrakcije, maksimalni udio 131,2 60 0,521
monoterpena, maksimalna antioksidacijska aktivnost,
minimalna MIC

Maksimalni prinos ekstrakcije i udio seskviterpena, 319,7 58,2 0,892
maksimalna antioksidacijska aktivnost, minimalna

MIC

Maksimalni prinos ekstrakcije, maksimalni udio 166,9 55,7 0,503

terpena i kanabinoida, maksimalna antioksidacijska
aktivnost, minimalna MIC

XNXSQD aHOMH Q D dexi@bify fuddiionH Q J O

Druga optimizacija je postavljena tako da su CBD i CBDA bile ciljane komponente u
ekstraktima jer VX REMH ELRORCGBDA @ NWORQ@WB® UDJJUDGQML X VYRM R
dekarboksilirani analog CBD, aeWR MH ELR L FLOM GDOMQMHJ HNVSHULPHQW
predtretmanom prije sCO; ekstrakcie ORaH VH YL G MoHjg\dptiGifacheHiobivaju vrlo
VOLPQH Y UL dptih@lQ RaK Ygko J@D bar) i temperaturu (oko OC). 7UHUD RSWLPL]DFLN
provedena je s ciliem dobivanja ekstrakata bogatih monoterpenima (fokus je bio na
najzastupljenijijim: .-SLQHQ L Q H®ircenilimonen) gtvrta optimizacija imala je cilj dobiti
ekstrakate bogate seskviterpenima. U Tablice 17 je vidljivo da je optimalna temperatura za sve
terpene iznosila 60 f &Tlak Q L@&lL131,2 bara bio je optimalan za sCO, ekstrakte bogate
monoterpenima, a YLaL W Q1D b&&za ekstrakte bogate seskviterpenima. Ranije je
REMDAQMHQR GD MH |]D UD]OLpLWH VNXSLkd nd Hjibds HAODDUXRpHQ V.

VOXpDMX PRQRWG je Ial @ Porastomd @aka njhov VDGUADM RSDGD GRN VH

VHVNYLWHUSHQR DRYPYIYLDRSWLPDOQL SDUDPHWUL HNVWUDNFLN
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IXQNFLMRP SRAHOBMWRDIMMA D RPHNLYDWILURRESON®MXPHQR PQRJIR
ciljanih varijabli GRELYHQL VX X V QK pddbM XCO} eksaktd 4 maksimalnom

N R Gobpter@ena i kanabinoida, s visokim prinosom ekstrakcije te visokim antioksidacijskim i
antibakterijskim djelovanjem. Omar i sur. (113) proveli su optimizaciju za uzorke marihuane i

X R p@slprotna trenda za terpene i kanabinoidete ]|[DN O MG VALSRWUHEQL UD]JOLpLW
uvjeti ekstrakcije (u smislu parametara ekstrakcije), ovisno o prirodi ciljanog spoja. U NR Q Bip Q

WODN RG EDUD L WHPSHUDWXUD RG f& RGDEUDQL VX NDR F
terpena i kanabinoida. Za industrijsku konoplju, u ovom radu temperatura ekstrakcije od 60 f &
SRND]DOD VH RSWLPDOQRP WHPSHUDWXURP X VYLP RGDEUDQLP
GRND]XMH GD MH VYDNL X]JRUDN VSHFLILPDQ RG VRUWH YUHPI
ekstrahira 8aHOMHQD NRPBSRWRGWIN¥XAHQMD LWG L GD VH ]|D VYDNL X

HNVSHULPHQWDOQD LVSLWdovid3@® NIRQIIHXNGIMXHFR aWR VH

4.4. Utjecaj predtretmana dekarboksilacijom  na sastav sCO:2ekstrakta

Iz prethodno opisanih LVWUDALYDQMD YLGOMLYR M Hekstiakt®l bogR® 0 XUH GRE
kanabinoidima i terpenima (tzv. ekstrakti punog spektra). Daljnji korak eksperimenta bio je
dobiti ekstrakt bogat CBD-om NDR SRWHQFLMDOQD VDVWDYQLFD PHGLFL
piSUDYDND E X GXilteléh®otwpHlo, a ekstrakt koji se dobiva potpuno prirodan bez
]IDRVWDMDQMD aWHWQRJ RWDSDOD 'D EL GRELOL &%' NDR GR
proveden je predtretman koji je prethodio sCO- ekstrakciji, a to je proces dekarboksilacije koji
SRGUD]XPLMHYD GD VH X]JRUDN LQGXVWULMVNH NR&RBSLOWMHNEBR Y R
30- PLQXWD D SRWRP WD N Rodvgava W@ SH X WILM @/ M p@RnbpiaNV W U D N F L
VYRP SULURGQRP REOLNX VDGUAah iIWTHCR PD®MH |BREL VIDEBH 8% Q M
kiselinske oblike (CBDA i THCA). 3BRYHUDQMHP WHPSHUDWKLWHD@RIMDRIG GRY DUL
dekarboksiliranih analoga, npr. dominantno CBD-a ako se radi o industrijskoj konoplji ili THC-
a ako se radi o medicinskoj konoplji. KaR aWR MH YHUO VFRRKHRBRYRELRDRLGLPI

LQGXVWULMYVNH sH REDRGiG&rtdlaki\i\brajpitd topikalnim pripravcima. Stoga su
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LVWUDAMRBPDIQMODNOMXpXMX VXYUHPHQH PHWRGH HNVWUDNFLMH

GREURGRZ0OD NDNR QD QDFLRQDQRM WXDNR L QD PHYXQDURGQRM

Za procesne parametre ekstrakcije iz uzoraka na kojima je provedena dekarboksilacija

odabrana je temperature od 60 f & WH W O D NiBaML 1B0Ghara. Navedeni parametri su

odabrani sukladno dobivenim optimalnim vrijednostima za CBD i terpene (Tablica 17). 1z

Tablice 18 vidljivo je da se u sCO; ekstraktu dobivenom pri tlaku od 290 bara nalazi CBD kao

dominantni kanabinoid (68,3 %), a zatimn CBC VD ]QDpDMQR PDQM3® %)DKabd AaDMHP
AWR MH QD YabEiH® R cXatdvima konoplije dominantne komponente bile su CBDA

(14,02 %) i CBCA (1,59 %) koje su SRYHUDQMHP WHP SH X DRGIRY BWHA U H
dekarboksilirane analoge. Uz CBD, CBC MH WDNRYHU PROHNXOD V SRWHQFLMDC
N R §128). Od ostalih kanabinoida u ekstraktu je bio SULVXWDQ MR MHGELQR 7+&
Nadalje, pri tlaku od 130 bara i temperaturiod 60 Z&NRML VX RGUHYHQL NDR RSWLPD
za terpene (Tablica 17), SURYHGHQD MH Wé&kdrBkgitdUuz \p&ethodni proces
dekarboksilacije radi usporedbe dobivenih vrijednosti NR U L WRALA (i IGC/MS. U tom su

ekstraktu identificirani CBD (29,4 %) i CBC (5,48 %), dok THC-a niti drugih kanabinoida nije

bilo (Tablica 18).

Tablica 18. Udio kanabinoida (%) u sCO- ekstraktu dobivenom nakon procesa dekarboksilacije

Talk Kanabinoidi (%)

(bar) CBCA | CBG | CBN | THC | CBDVA |cBD | CBDA | CBGA | THCVA | cBC | THCA-A
290 - - - || - 68,3 - - - 3,02

130 - - - - - 29.4 - - - 5,48

S obzirom da dekarb RNVLODFLMD SR G UD IXJRIUMHY DR DV StRrR e, R
RpHNLYDWL MH GD iGaBastamigprrljixspbleya-u samom ekstraktu. Dobiveni

rezultati nakon procesa dekarboksilacije ukazuuyna XWMHFDM SUHGWUHWPDQD X VX3
f & W LM H4AbR#uta na kemijski sastav hlapljivih komponenti u odnosu na njihov sastav

bez predtretmana. U odnosu na uzorak prije tretmana, u ekstraktima su bili manje zastupljeni

66



monoterpeni koji su isparljivii &8WR VH RVRELWRdAARPpBYQHRMGQHQD L

mircena. S druge strane, GRaAaOR MH Gujel Ranz\spabjivin seksviterpena, posebice
JYDMRBBOGH]PREBRGH]PR&A@zPROD E X O GbidabRdaaD juniper kamfora

(Tablica 19).

8 RYRP LVWUDALYDQMX GRND]DQR MH GD VH PLMHQMDQMHP SURF
tijekom sCO; ekstrakcije, kao i predtretmanom poput postupka dekarboksilacije cvatova
LQGXVWULMVNH NRQRSOMH PRA&H GRUL GR HNVWUDNDWD R

NRPSRQHQWDPD &4WR RPRJXUXMH SUHFL]J]QLMH GR]JLUDQMD X NR]

Tablica 19. Udjeli terpena u sCO; ekstraktu dobivenom nakon procesa dekarboksilacije pri
tlakovima od 290 i 130 bara

. % %
Br. | Spol R (290 bar) | (130 bar)
1. .-pinen 941 0,60 1,45
2. -pinen 983 0,03 0,75
3. -mircen 993 0,69 2,32
4. limonen 1033 0,03 0,44
5. .-terpinolen 1091 - 0,13
6. fenhol 1115 - 0,27
7. borneol 1169 - 0,13
8. heksil-butanoat 1193 - 0,11
9. .-jilangen 1373 - 0,16
10. trans-kariofilen 1419 1,35 8,16
11. .-humulen 1454 0,63 3,70
12. trans- -farnezen 1460 - 1,85
13. .-amorfen 1466 - 0,52
14. -muurolen 1476 - 0,24
15. -eudezmen 1483 - 0,63
16. -selinen 1485 - 1,99
17. valencen 1492 - 1,02
18. .-selinen 1493 - 1,87
19. (E,E)- .-farnezen 1509 - 1,68
20. -kadinen 1515 - 0,43
21. biciklogermakren 1517 - 1,35
22. -kadinen 1518 - 1,16
23. /-kadinen 1524 - 1,13
24. -selinen 1535 2,82 9,44
25. selina-3,7(11)-dien 1541 4,12 12,44
26. (E)- .-bisabolen 1549 - 1,32
27. germakren B 1556 - 0,26
28. nerolidol 1566 0,40 0,88
29. kariofilen oksid 1581 1,12 1,42
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30. gvajol 1601 13,86 8,64
31. ledol 1599 - 0,22
32. -eudezmol 1623 18,09 9,27
33. 10-epi- -eudezmol 1630 3,37 1,65
34. dihidro-cis- .-copaen-8-ol 1634 1,12 0,59
35. hinesol 1637 - 0,23
36. -eudezmol 1649 9,16 0,46
37. .-eudezmol 1652 11,47 3,93
38. bulnesol 1666 15,79 7,23
39. .-bisabolol 1683 5,56 2,86
40. juniper kamfor 1692 2,48 0,93
41. heksahidrofarnezil- aceton 1846 0,43 0,56
42. fitol 2116 0,66 0,37

Tablica 20. Antioksidacijska i antibakterijska aktivhost sCO, ekstrakata dobivenih nakon
postupka dekarboksilacije

0,& —J P/
Tlak (bar) B . . DPPH
B. subtilis S. aureus E. coli P. aeruginosa (%)
290 7,81 0,98 3,91 7,81 99,03
130 12,02 6,01 12,02 12,02 93,85

6 X S H U N ekityaHti[gQblveni iz dekarboksiliranih uzoraka cvatova konoplje pokazali su vrlo
VOLPpQX DQWLRNYVL KourduMANSCO? BKkeirakti Qe Wwréthodne dekarboksilacija.
Pritlakuod290 EDUD QD f& GRELYHQD MH DQWLRNVL Gk &ksthakf ND DNW L
GRELYHQ SUL QLaHP WODNX RGQHAWED LMD BRINMDDDRQWLRNVLGDF
L Q K L E L93,B3WK DPPH slobodnog radikala (Tablica 20). 9LGOMLYD MH ]QDpDMQD L
antibakterijskoj aktivnosti sCO, ekstrakata protiv bakterija Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis i Staphylococcus aureus u odnosu na podatke dobivene sa
uzorcima na kojima nije provedena dekarboksilacija. Ekstrakt dobiven pri tlaku od 290 bara
najbolje je inhibirao rast i razvoj sve pHW LU L d.balgériy LYD@DMQLARP 0,& YULMHGQ)

—J P/ SUL GMHORS.B@dISX QD YUVWX
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=$./-8y$.
60LMHGRP UH]XOWDWD GRELYHQLK X RYRPNGWERLIMWDLO VDM HG\NHRIMH

f Ekstrakcija primjenom sCO, pokazala se kao selektivna tehnika za dobivanja ekstrakata
&ljenog sastava terpena i kanabinoida iz cvatova industrijske konoplje.

f GC-MS analizom ustanovljen je -mircenski kemotip ekstrakata dobivenih iz sorte Futura
75, s visokim udjelom drugih monoterpena poput .-SLQHQ Dpinkna, dok je
QDM]DVWXSOMHQLM tkavidfierNYLWHUSHQ ELR

f Glavni kanabinoidi identificirani u sCO; ekstraktima bili su CBDA i CBD, a slijede ih manje
zastupljeni CBCA, CBC, THCA-A, THC, CBGA, CBG, CBDVA, dok CBN i THCVA nisu
detektirani.

f Najbolju antioksidacijsku aktivhost pokazao je sCO; ekstrakt dobiven pri tlaku 320 bara i
temperaturi f& D QDMYHULERBR&MHORP

f Svi ispitani ekstrakti pokazali su dobro antibakterijsko djelovanje na vrste E. coli, P.
aeruginosa, B. subtilis i S. aureus., a najbolja antimikrobna svojstva imao je sCO, ekstrakt
V QDMYHULP X GaMerh@moergeas’ .-SLQH QDL Q H ehircena i limonena.

f Uspostavljeni su optimalni uvjeti za sCO; ekstrakciju kanabinoida i terpena iz industrijske
NRQRSOMH 7HPSHUDWXUD RG f& SRND]DOD xivd, W&/ LPDOQR
WODN SRND]DR UD]JOLpPLW XpLQDN RYLVQR R Fiio®pimahP VSRMH
Q Ltkak, GRN MKBKWRRRIJWUDYDR EROMX HNVW.BDNF MM QIEBEKIME LKW HU S
bila je pogodnija i za ekstrakciju CBD-a.

f Postupkom dekarboksilacije, kao predtretmanom biljnog materijala prije procesa sCO-
ekstrakcije, PRJXUH MH GRELWL HNVWUDNW Ha \KaordovhRatnBm SULQR VR
komponentom.

U okviru ovog rada optimiran je proces sCO; ekstrakcije industrijske konoplje da se dobiju

a H O MKst@kti bogati cilianim komponentama antioksidacijskih i antibakterijskih svojstava.

Dobiveni rezutati ukazuju na veliki potencijal implementacije ovog zelenog postupka

ekstrakcije kanabinoida i terpena iz industrijske konoplje u sustav proizvodnje ekstrakata koji

UH ELWL SU lizadDivédicMik¥iL NR]PHWLPpNLK SULSUDYDND
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