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1. UvVOD

Lekovite biljke su se koristile od davnina. Najstariji pisani izvori o upotrebi lekovitih biljaka
od strane Coveka su sumerske glinene tablice, u kojima je pored opisa makroskopskih
karakteristika lekovitih biljaka zapisana i njihova upotreba, kao i galenska forma u kojoj se
odredena biljka upotrebljava (Kelly, 2009). Neke od biljaka koje su koristili su mak, bunika
i mandragora.

U knjizi o lekovitom bilju koje je napisana oko 2500 godina p.n.e., Pen-tsao Ching, opisuje
se 365 lekovitih biljaka medu kojima su biljke koje se i danas koriste kao $to su efedra,
cimet, ginseng, tatula, zuta lincura, ¢aj i druge (Bottcher, 1965; Wiart, 2006).

U Indiji se lekovito bilje spominje u svetim knjigama, Vede. U njima postoje zapisi 0

vvvvv

(Tucakov, 1971).

Najvazniji dokument o staroegipatskoj medicini i farmaciji je Ebersov papirus napisan oko
1550 godine p.n.e. U njoj je dato oko 700 biljnih vrsta koje su se upotrebljavale u terapiji
kao Sto su Sipak, ricinus, aloja, sena, beli luk, smokva, vrba, korijander, kleka, kicica i druge
(Glesinger, 1954; Tucakov, 1964).

Drevni Grci su dejstva lekovitih biljaka povezivali sa religijom, pa su tako smatrali da postoji
bog za lekove i lekovite trave kojeg su zvali Asklepije. Hipokrat, najpoznatiji lekar drevne
Grcke, je prvi sakupio, objedinio i sistematizovao medicinska i farmaceutska iskustva starih
Grka. U ovom delu je opisano oko 230 lekovitih biljaka koje su svrstane prema
farmakoterapijskim svojstvima (Tasic i sar., 2009).

Osniva¢ evropske farmakognozije koji se ujedno smatra i ,,ocem* farmakognozije je
starorimski lekar, grékog porekla, Dioskorid. Dioskorid uvodi nove biljne droge kao Sto su
valerijana, hrast, dumbir, kamilica, nana, mrazovac, lavanda i mnoge druge. U pisanim
monografijama biljaka on opisuje nac¢in sakupljanja, Cuvanja i upotrebe tih biljaka. Pored
toga daje i1 crteze biljaka i1 droga, kao i1 njihovih falsifikata. Opisao je oko 500 biljnih,
zivotinjskih 1 mineralnih droga zasnovano na grckoj, egipatskoj, vavilonskoj i sumerskoj
medicini. Sva ova saznanja o lekovitim biljkama su, pozarom u Aleksandrijskoj biblioteci,
izgubljena (Tasi¢ i sar., 2009).

Plinjje Stariji, nakon pokoravanja Grcke od strane Rima, preuzima sva medicinska i
farmaceutska saznanja starih Grka koja sabira u svoj knjizi i tom prilikom opisuje oko 1000
lekovitih biljaka (Toplak Galle, 2005).

Cuveni Galen je najpoznatiji lekar i apotekar Starog Rima koji se smatra ,,ocem* galenske
farmacije, odnosno ,,ocem* farmaceutskih preparata koji se spravljaju u apotekama
jednostavnim farmaceutskim postupcima od razli¢itih droga. Ovi preparati se danas nazivaju

Ekstrakcija industrijske konoplje (Cannabis sativa L.) 1
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galenski preparati. Galen je opisao oko 400 galenskih preparata koji se dobijaju od droga
biljnog, zivotinjskog i mineralnog porekla (Tasi¢ i sar., 2009).

Slabljenjem i raspadom starog Rima dolazi do stagniranja u farmaciji i medicini i leCenje
lekovitim biljkama prelazi u manastire (Petrovska, 2012).

Karlo Veliki, osniva¢ ugledne medicinske Skole u Salermu, u Kapitularima daje popis oko
100 biljnih vrsta koje bi obavezno trebalo gajiti. Osnivanjem medicinske $kole ponovo
dolazi do procvata medicine i farmacije (Tucakov, 1990).

Arapi su ulagali u razvoj nauke, pa tako i u razvoj lecenja lekovitim biljkama. Najpoznatiji
arapski lekar, Avicena, u svojoj knjizi Kanon medicinske nauke opisao je oko 900 lekovitih
biljaka, kao 1 nacin njihove primene. Ova knjiga je prevedena na latinski 1 druge jezike 1
dugo godina je bila u upotrebi u Evropi (Tasi¢ 1 sar., 2009).

Industrijska konoplja je biljna kultura duge tradicije gajenja. Gajenje industrijske konoplje
je vrseno pre svega u cilju dobijanja vlakana koja su se, zbog svojih povoljnih fizic¢kih i
hemijskih karakteristika, koristila u tekstilnoj, uzarskoj i papirnoj industriji. Danas se
industrisjka konoplja gaji za razliCite namene pri ¢emu se tezi iskoriStenju sporednih
proizvoda prilikom dobijanja vlakana. Zrno industrijske konoplje se koristi kao hrana ili za
dobijanje konopljinog ulja koje se dalje koristi u prehrambenoj 1 kozmetickoj industriji zbog
sadrzaja esencijalnih masnih kiselina. Ostatak nakon dobijanja hladno cedenog ulja
industrijske konoplje je vredan izvor proteina koji se koristi za dobijanje razli¢itih dijetetskih
suplemenata i funkcionalne hrane. Pored upotrebe industrijske konoplje u tekstilnoj,
prehrambenoj 1 kozmetickoj industriji, danas se sve viSe vrSe istraZivanja industrijske
konoplje u cilju njene primene u farmaceutskoj industriji (Stojanovic i sar., 2019).

Upotreba biljnih vrsta roda Cannabis kao lekovitih biljaka je poznata od davnina. Medutim,
njihova upotreba u medicinske svrhe pocinje da opada pocetkom 20. veka kako primena
nestandardizovanih ekstakata nije davala uvek isti terapijski efekat. Jedinstvena konvencija
Ujedinjenih nacija o opojnim drogama klasifikovala je sve biljne vrste roda Cannabis kao
drogu koja nema medicinsku primenu 1961. godine ¢ime u potpunosti prestaje njihova
primena u medicinske svrhe.

Otkrice strukture kanabinoida, kao 1 endokanabinoidnog sistema koji je odgovoran za vazne
bioloske funkcije, pocetkom 1990. godine dovelo je do pojacanog interesovanja, kako
naucnog, tako i interesovanja pacijenata za upotrebu biljaka roda Cannabis u medicinske
svrhe. Sve vise se objavljuju naucni radovi u ¢ijem fokusu su hemijski sastav, bioloSka
aktivnost i moguénosti ekstrakcije kanabinoida. Medutim, prethodno spomenuta definicija
biljnih vrsta roda Cannabis kao droge koja nema medicinsku primenu je ogranicila klinicka
istrazivanja (NASEM, 2017).

Upotreba biljaka roda Cannabis u medicinske svrhe je legalizovana sredinom 1990-tih
godina u nekoliko americkih drzava. Pocetkom 2000-tih, Izrael (2001) i Holandija (2003), a
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kasnije i druge drzave (Svajcarska (2011), Ceska (2013), Australija (2016) i Nemacka
(2017)), su odobrile upotrebu biljaka roda Cannabis u medicinske svrhe (EMA, 2018b).
Biljke roda Cannabis se zakonski reguli$u samo ukoliko je sadrzaj A°-tetrahidrokanabinola
dovoljan da izazove psihoaktivan efekat, ali u pojedinim drzavama se kontrolisu i one biljke
u kojima je sadrzaj ove psihoaktivne supstance zanemarljiv (EMA, 2018a).

U ve¢ini zemalja Evropske unije (EU), biljke roda Cannabis su legalizovane u medicinske
svrhe. Pojedine zemlje dozvoljavaju njenu upotrebu samo u obliku gotovih preparata koji
sadrze izolovane ili hemijski sintetizovane odredene kanabinoide, dok pojedine dozvoljavaju
I upotrebu ekstrakata (EMA, 2018b). U zemljama Balkana (Srbija, Crna Gora, Bosnha i
Hercegovina, Bugarska) nije dozvoljena upotreba biljaka roda Cannabis u medicinske svrhe.
U Srbiji su one obuhvacene Pravilnikom o utvrdivanju Spiska psihoaktivnih kontrolisanih
supstanci (2019).

Prema Evropskoj agenciji za lekove (EMA,2018a) biljke roda Cannabis i proizvodi na bazi
ovih biljaka koji se koriste u medicinske svrhe, bilo da imaju visok sadrzaj psihoaktivnog
THC-a (A%tetrahidrokanabinola) ili nepsihoaktivnog CBD-a (kanabidiola), se ozna¢avaju
pojmom medicinska konoplja, dok biljke roda Cannabis, koje se koriste za dobijanje vlakana
I semena, se oznacavaju kao industrijska konoplja.

U industrijskoj konoplji (Cannabis sativa L.) dozvoljen sadrzaj THC-a, koji je nosilac
psihoaktivnosti, razlikuje se u razli¢itim drzavama. U zemljama EU maksimalan dozvoljen
sadrzaj THC-a u industrijskoj konoplji je 0,2% (EMA, 2018a), dok u Srbiji ova vrednost
iznosi 0,3% (Pravilnik o uslovima za gajenje konoplje, 2013).

Kako je herba industrijske konoplje bogata farmakoloski aktivnim jedinjenjima cilj ove
doktorske disertacije je dobijanje novih, visokovrednih ekstrakata, Zeljenih karakteristika,
primenom razli¢itih klasi¢nih i savremenih tehnika ekstrakcije. Za dobijanje teénih
ekstrakata primenjene su metoda klasi¢ne ekstrakcije, maceracija, i savremene metode
ekstrakcije, mikrotalasna ekstrakcija, ultrazvu¢na ekstrakcija 1 ekstrakcija vodom u
subkriti¢cnom stanju. Lipofilni ekstrakti su dobijenim primenom Soxhlet ekstrakcije i
ekstrakcije superkritiénim ugljendioksidom. Primenjene ekstrakcione tehnike su
optimizovane u pogledu najuticajnijih procesnih parametara, a kao izlazne promenjive su
praceni prinos ekstrakcije, sadrzaj ciljnih jedinjenja, antioksidativna aktivnost i reduktivna
sposobnost. Takode, sve ekstrakcione tehnike za dobijanje te¢nih ekstrakata su uporedjene i
odabrana je najadekvatnija tehnika za proizvodnju te¢nih ekstrakta koji su se metodom
susenja rasprsivanjem preveli u ¢vrstu formu. Prilikom dobijanja suvih ekstrakata metodom
suSenja rasprSivanjem ispitan je uticaj koncentracije nosata na hemijske 1 fizicke
karakteristike dobijenih ekstrakata.
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2. OPSTI DEO

2.1. Konoplja (Cannabis)

2.1.1. Istorija upotrebe konoplje

Biljke roda konoplja (Cannabis) su jedne od najranije kultivisanih biljaka. Prvi dokazi o
upotrebi i kultivaciji ovih biljnih vrsta za proizvodnju vlakana su pronadeni u Kini i datiraju
od 4000. godine p.n.e. Pored vlakana, koje se koristilo za proizvodnju tekstila, Zica, uzadi i
papira, zrno konoplje je koris¢eno u ishrani ljudi i Zivotinja. Upotreba konoplje u medicinske
svrhe u Kini je zapisana u najstarijoj farmakopeji (Pen-tsao Ching) iz usmenih predanja koja
datiraju iz 2700. godine p.n.e. i indikovana je kod reumatskih bolova, zatvora, poremecaja
reproduktivnog sistema Zena, malarije i drugo (Zuardi, 2006).

Upotreba konoplje u Indiji bila je Siroko zastupljena jer je bila povezana sa velikim brojem
religijskih obi¢aja, a upotrebljavala se u tri oblika: napitak (bhang) koji se sastoji od suvih
listova sa kojih se pazljivo uklanja cvast, gandza (ganja) koja sadrzi cvast i hasi$ (charas)
koji se pravi isklju¢ivo od smole koja prekriva cvast (Slika 1). Upotreba konoplje u Indiji
datira od 1000. godine p.n.e. i upotrebljavala se kao analgetik kod neuralgija, glavobolja,
zubobolja, kao antikonvulzivno sredstvo kod epilepsije, kao hipnotik, sedativ, anestetik,
antiinflamatorno sredstvo kod reumatizma i drugih upalnih oboljenja, kao antibiotik kod
koznih infekcija, tuberkuloze, kao antiparazitno sredstvo kod glista, kao stimulans apetita,
antitusik i ekspektorans kod bronhitisa i astme (Zuardi, 2006).

IR e

Slika 1. Bhang, Ganja i Charas

Do 18. veka upotreba konoplje u medicinske svrhe je ostala intenzivna u Indiji, odakle se
prosirila na Bliski Istok i Afriku. U Africi se upotrebljavala kod ujeda zmije, za olakSanje
porodaja, kod malarije, groznice, sepse, antraksa, astme i dizenterije. U Americi je upotreba
konoplje verovatno pocela u Juznoj Americi, kada su je u 16. veku doneli africki robovi. U
Evropi se konoplja uzgajala iskljucivo za dobijanje vlakana (Zuardi, 2006).

Medicinska upotreba konoplje u Evropi je pocela sredinom 19. veka, u Engleskoj i
Francuskoj, odakle se prosirila na celu Evropu 1 Severnu Ameriku. Americka farmakopeja
uvodi monografiju konoplje 1850. godine, dok je Britanska farmakopeja uvodi nesto kasnije,
1888. godine. U drugoj polovini 19. veka je objavljeno preko 100 nau¢nih radova o
terapijskoj vrednosti konoplje. PoCetkom 20. veka razvijeni su i prvi farmaceutski preparati

Ekstrakcija industrijske konoplje (Cannabis sativa L.) 4



Doktorska disertacija Zorica Drinié, mast. inZ. tehnol.

na bazi konoplje, ekstrakti i tinkture. Sajous's Analytic Cyclopedia of Practical Medicine
(1924) propisuje upotrebu konoplje kao sedativa ili hipnotika kod nesanice, melanholije,
delirium tremens-a, besnila, kao analgetika kod migrene, kancera, neuralgija, ¢ira na Zelucu,
dismenoreje, akutnog reumatizma i druge upotrebe kao $to su poboljSanje apetita 1 varenja,
dispepsija, dijareja, dizenterija, kolera, nefritisa, vrtoglavice i drugo (Zuardi, 2006).
Monografija konoplje je 1932. godine uklonjena iz Britanske farmakopeje, a 1941. i iz
Americke.

2.1.2. Botanicke karakteristike konoplje

Familija Cannabaceae je porodica cvetnica koja obuhvata oko 170 vrsta grupisanih u 11
rodova, ukljucujuci rod konoplji (Cannabis). Taksonomska Klasifikacija roda konoplji je
predmet nau¢ne debate. Neki naucnici tvrde da sve biljke ovog roda pripadaju vrsti konoplja
(C. sativa) sa podvrstama kao §to su indijska (C. sativa subsp. indica), industrijska (C. sativa
subsp. sativa) i ruderalna konoplja (C. sativa subsp. ruderalis) (Slika 2) (Quimby, 1974;
Small i Cronquist, 1976). Drugi istrazivaci tvrde da morfoloska diferencijacija i razli¢it
sadrzaj kanabinoida u biljkama evropskog porekla, u poredenju sa biljkama u Indiji ukazuje
na dve vrste, industrijska konoplja (C. sativa) i indijska konoplja (C. indica) (Schultes i
Hofmann, 1992). Nedavno istrazivanje varijacije alozima unutar 157 populacija roda
konoplji, enzima koji se po jednoj aminokiselini razlikuje od drugih oblika istog enzima,
ukazuje da se rod konoplji sastoji od dve vrste, industrijske (C. sativa) i indijske konoplje
(C. indica), sa moguénoscu postojanja i trece vrste ruderalne konoplje (C. ruderalis)

(Hilling, 2005).

C. sativa

C. indica

C. sativa C. indica C. ruderalis

C. ruderalis
Slika 2. Industrijska (C. sativa), indijska (C. indica) i ruderalna konoplja (C. indica)
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Sistematski polozaj vrste industrijske konoplje (C. sativa) prikazan je u tabeli 1 (Chandra i
sar., 2017).

Tabela 1. Sistematski polozaj vrste industrijska konoplja (C. sativa)

Carstvo Plantae

Razdeo Magnoliophyta
Klasa Magnoliopsida
Podklasa Hamamelididae
Red Urticales

Porodica Cannabaceae

Rod Cannabis

Vrsta Cannabis sativa L.

2.1.2.1. Makroskopske karakteristike konoplje

Industrijska konoplja (Cannabis sativa L.) (Slika 3) je zeljasta, jednogodi$nja, dvodoma
biljka, uspravne stabljike. Stabljika je obi¢no ugaona, brazdasta, razgranata, sa drvenastom
unutra$njo$c¢u, visine od 1 do 6 m. Grananje je naspramno ili naizmeni¢no. Industrijska
konoplja ima adventivni korenov sistem duzine izmedu 30 i 60 cm. U rastresitom zemljistu
adventivni koreni mogu dosti¢i duzinu i do 2,5 m, a razvijaju se blizu povrSine zemlje.
Listovi su karakteristi¢ni, prstasto slozeno deljeni sa 7 listi¢a, grubo testerasto nazubljeni.
Velic¢ina 1 oblik listi¢a se znacajno razlikuje u skladu sa genetskim poreklom. Raspored
listova moze biti naspraman i naizmenican. Liska je duzine od 6 do 11 cm, Sirine od 2 do 15
cm. Adaksijalna i abaksijalna strana lista su zelene boje sa raspr§enim smolastim trihomima.
Cvast zenske biljke je grozdasta i sastoji se od brojnih cvetnih glavica koje se nalaze u
pazuhu listova na vrhovima izdanaka. Muski cvet se sastoji od 5 bledozelenih ¢asi¢nih listica
u obliku metlica, duzZine od 2,5 do 4 mm 1 5 visec¢ih prasnika, rasporedeni u $irim grupama
duz stabljike. Plod je ahenija, orasica sa jednom semenkom, elipsoidna, glatka, duga oko 2
do 5 mm, sivo-smede boje (Tasic i sar., 2009; Farag i Kayser, 2017).
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Slika 3. Makroskopske karakteristike industrijske konoplje (C. sativa)
(izvor: sr.wikipedia.org)

2.1.2.2. Mikroskopske karakteristike konoplje

Vec¢ina nadzemnog dela biljaka iz roda Cannabis je prekrivena razli¢itim vrstama
glandularnih i neglandularnih trihoma (Slika 4) (Schilmiller i sar., 2008). Neglandularni
trihomi konoplje su jednostavni jednocelijski trihomi, koji sluze za zastitu od ekstremnih
temperatura uz smanjen gubitak vode, i cistolitni trihomi koji su sli¢ni jednocelijskim ali
formiraju cistolit od kalcijum karbonata, grubi su na dodir i pretpostavlja se da sluze za
zaStitu od grabljivica. Nalaze se na donjoj strani lista i na braktejama (Fairbairn, 1972).
Glandularni trihomi koji se nalaze na zenskoj biljci su bulbus, kapitatni sede¢i i kapitatni
trthomi (Happyana i sar., 2013). Bulbus trihomi su najmanji, duzine od 10 do 30 pm, prvo
se javljaju na stabljici 1 donjem liS¢u, a kasnije prekrivaju celu povrsinu biljke. Kapitatni
sedeci trihomi se sastoje samo od Zlezdaste glave, veli¢ine oko 25 um, koja je direktno
spojena sa epidermom. Ovi trthomi prekrivaju vec¢i deo stabljike 1 proizvode nekoliko
kanabinoida i terpena. Najveci i najzastupljeniji trihomi konoplje su kapitatni trihomi koji
se sastoje od izduZene stabljike 1 Zlezdane glave, duZine od 50 do 500 pm, vidljivi golim
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okom. Pojavljuju se tokom faze cvetanja biljke, prekrivaju brakteje i cvetne listove i imaju
visok sadrzaj kanabinoida (Farag i Kayser, 2017). Anterijalni trihomi su zastupljeni na
muskim jedinkama, a veli¢ine su od 70 do 80 um (Fairbairn, 1972).

A
120 um

Slika 4. Vrste trihoma konoplje: A) jednostavni jednocelijski trihomi, B) cistolitni trihomi,
C) kapitatni sedeci trihomi, D) kapitatni trihomi, E) jednostavni bulbus, F) sloZeni bulbus
(izvor: Andre i sar., 2016)

2.1.3. Rasprostranjenost i agrokulturni status konoplje

Rod Cannabis rasprostranjen je izmedu 30° severne geografske Sirine i 60° juzne geografske
Sirine (Small 1 Cronquist, 1976). Poreklom je iz centralne Azije. Raste u predelima sa dosta
sunca, na dobro ocednom zemljistu i ima veliku potrebu za hranivima. Raste pored puteva,
ograda, na dubristima i peskovitom zemljistu (Tasi¢ i sar., 2009; Farag i Kayser, 2017).

Industrijska konoplja za proizvodnju vlakana se gaji Sirom sveta, a najveci proizvodac je
Kina, dok je gajenje za medicinsku upotrebu zabranjeno u veéini zemalja (Mediavilla i sar.,
1999; Shahzad, 2011).

Konoplja se gaji:
- naotvorenom polju (eng. Outdoor cultivation) (Slika 5),
- U zatvorenom prostoru (eng. Indoor cultivatiion) (Slika 6),
- Invitro mikropropagacija (eng. In vitro micropropagation) (Slika 7).

Kultivacija na otvorenom podrazumeva razmnoZzavanje iz semena. Period vegetacije je od 4
do 6 meseci, zavisno od sorte i pedo-klimatskih uslova i moze se podeliti u nekoliko faza.
Faza klijanja traje sve dok prvi par pravih listova na klijavoj biljci ne dostignu veli¢inu
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kotiledona i budu u moguc¢nosti da obavljaju fotosintezu. Faza sporog rasta traje od pojave
prvog para pravih listova do rasta petog seta listova. Faza brzog rasta traje od kraja faze
sporog rasta do formiranja cvetnih pupoljaka. Zatim sledi faza rasta od trenutka pojave
cvetnih pupoljaka do otvaranja prvih cvetova, nakon Cega rast postepeno usporava. Faza
cvetanja pocinje od trenutka kada se prasnici otvaraju i ispustaju polen do trenutka kada se
otvore cvetovi u gornjoj trecini cvasti i ispuste svoj polen. Poslednja faza jeste faza rasta
ahenije (Bocsa i Karus, 1998). No¢i u trajanju od 12 do 14 Casova izazivaju cvetanje
industrijske konoplje (Brenneisen, 1983). Ova tehnika kultivacije se uglavnom Kkoristi za
gajenje konoplje radi proizvodnje semena ili vlakana, a sadrzaj THC je manji od 0,2% (Farag
I Kayser, 2017).

e Sk i3 AReT S

Slika 5. Kultivacija na otvorenom: Genetska kolekcija konoplje, Institut za ratarstvo i
povrtarstvo, Odeljenje za alternativne kulture i organsku proizvodnju, Backi Petrovac
(2017)

Kultivacija u zatvorenom prostoru se koristi za gajenje konoplje radi proizvodnje smole.
Ovom tehnikom kultivacije se izbegava kultivacija muskih biljaka (Chandra i sar., 2010).
Kompletan zivotni ciklus, koji traje od 6 do 8 nedelja, kvalitet i koli¢ina biomase se mogu
kontrolisati uslovima Zivotne sredine. Kultivacija u zatvorenom prostoru zahteva efikasan
hidroponic¢ni sistem, sistem koji podrazumeva gajenja biljaka u vodenim supstratima sa
hranljivim materijama i bez zemljista (Argo i Fischer, 2002). Takode, neophodno je
obezbediti vestacko svetlo 1 komprimovan ugljendioksid za fotosintezu, kao i za kontrolu
cvetanja i koli¢ine biomase (Jones, 1997). Klonovi odabranih vegetativnih Zenskih biljaka
se dalje gaje pod kontrolisanim, standardnim uslovima okoline (svetlosti, temperature, pH i
koncentracije ugljendioksida) u prostoriji za vegetaciju (18 Casova dnevni fotoperiod) 1 za
cvetanje (12 ¢asova dnevni fotoperiod) (Farag i Kayser, 2017).
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Slika 6. Kultivacija u zatvorenom prostoru

Sistem in vitro mikropropagacija nudi brojne prednosti kao §to su brzo razmnozavanje u
relativno kratkom vremenu sa velikom stopom umnoZzavanja kontrolisanom od strane
coveka, nezavisno je od klimatskih i geografskih faktora (Zafar i sar., 1992). Sa druge strane,
veliki broj heterozigota bi mogli dovesti do nagle i dramati¢ne promene profila sekundarnih
metabolita iz generacije u generaciju (Chandra i sar., 2010). Iako je postignut znacajan
napredak u oblasti in vitro biljne biotehnologije, do sada ima malo podataka o in vitro uzgoju
konoplje (Farag i Kayser, 2017).

Slika 7. In vitro mikropropagacija
(izvor: Farag i Kayser, 2017)
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2.1.4. Hemijski sastav

Konoplja je biljka koja ima veliki biosintetski kapacitet i sintetiSe vise od 480 hemijskih
entiteta koji se mogu svrstati u skoro sve razli¢ite biogenetske klase (EISohly i Slade, 2005).
Pored kanabinoida, koji su najpoznatija i do sada najviSe izuCavana jedinjenja, konoplja
sintetiSe i druge sekundarne metabolite kao Sto su terpeni, ugljovodonici, azotna jedinjenja,
ugljeni hidrati, flavonoidi, masne kiseline, nekanabinoidni fenoli, jednostavni alkoholi,
aldehidi, ketoni, kiseline, esteri, laktoni i drugi (Brenneisen, 2007). Razlika u hemijskom
sastavu industrijske i indijske konoplje jeste u sadrzaju pojedinih kanabinoida (Hazekamp i
Fischedick, 2011).

2.1.4.1. Kanabinoidi

Konoplja sinteti$e vise od 100 jedinjenja kanabinoidne strukture. Kanabinoidi predstavljaju
grupu Cpz1 terpenofenolnih jedinjenja, a nakon otkrica endokanabinoida i liganada
endokanabinoidnog sistema, predlozeno je da se kanabinoidi sintetisani od strane konoplje
nazivaju fitokanabinoidi (Devane i sar., 1992; EISohly i Gul, 2014).

Kanabinoidi konoplje su podeljeni u 11 subklasa (Slika 8) (Turner i sar., 1980; Ross i
ElSohly, 1995; ElSohly i Gul, 2014):

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

2. Kanabihromenska grupa: kanabihromenska kiselina (CBCA), kanabihromen (CBC)
i njegovi derivati;

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

4. AS-tetrahidrokanabinolna grupa: A°-tetrahidrokanabinolna kiselina (AS-THCA, ¢esce
se obelezava samo THCA), A®-tetrahidrokanabinol (A%-THC, ¢esée samo THC) i
njegovi derivati,

5. A®-tetrahidrokanabinolna grupa: A®-tetrahidrokanabinolna kiselina (A8-THCA) i A8-
tetrahidrokanabinol (A8-THC),

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: kanabinolna kiselina (CBNA), kanabinol (CBN) i njegovi derivati,

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

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

11. kanabinoidi razli¢ite strukture.
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OH
NN Ri
| RO R:
Kanabigerolna grupa
Ri1 R> Rs
Kanabigerovarin (CBGV) H CsHz H
Kanabigerovarinska kiselina (CBGVA) COOH Cs3H7 H
Kanabigerol (CBG) H CsHu1 H
Kanabigerolna kiselina (CBGA) COOH CsHu H
Kanabigerol monometil etar (CBGM) H CsHu1 CH3
Monometil etar kanabigerolne kiseline (CBGMA) COOH CsHuy CHs
~d
| @)
HO R:
R:
Kanabihromenska grupa
R1 R2
Kanabihromevarin (CBCV) H CsHz
Kanabihromevarinska kiselina (CBCVA) COCH CsHy
Kanabihromen(CBC) H CsHu1
Kanabihromenska kiselina (CBCA) COOH CsHu1
l Ri
R:O R:
Kanabidiolna grupa
R1 R2 Rs
Kanabidivarin (CBDV) H CsHz H
Kanabidivarinska kiselina (CBDVA) COCH CsHz H
Kanabidiol (CBD) H CsHu1 H
Kanabidiolna kiselina (CBDA) COCH CsHu1 H
Kanabidiol monometil etar (CBDM) H CsHu1 CHs
Kanabidiol-C4 (CBD-C4) H CsHo H
Kanadidiorkol (CBD-C) H CH3 H
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OH
l R,
O R:

Rs
A-tetrahidrokanabinolna grupa

Ri1 R> Rs
A°-tetrahidorkanabivarin (THCV) H CsH~ H
A%-tetrahidorkanabivarinska kiselina (THCVA) COOH Cs3H7 H
A°-tetrahidorkanabinol (THC) H CsHu H
A’-tetrahidorkanabinolna kiselina A (THCA) COOH CsHu1 H
A°-tetrahidorkanabinolna kiselina B (THCB) H CsHu1 COOH
A°-tetrahidorkanabinol-C4 (THC-Ca) H C4Ho H
A°-tetrahidorkanabinolna kiselina-C4 (THCA-C4) COOH/H CaHo COOH/H
A°-tetrahidorkanabiorkol (THC-C») H CHs H
A°-tetrahidorkanabiorkolna kiselina (THCAC:) COOH CH3 H

OH
/Rl
(@) R:
A8-tetrahidrokanabinol grupa
R1 Rz
A8-tetrahidrokanabinol (A%-THC) H CsH11
A8-tetrahidorkanabivarinska kiselina (A®-THCA) COOH CsHu
CHj,
OH  OH
/R1
0 R:
H3C
Kanabiciklolna grupa

R1 R2 Rs
Kanabiciklovarin (CBLV) H CsHy H
Kanabiciklol (CBL) H CsHu1 H
Kanabiciklolna kiselina (CBLA) COOH CsHu H
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Rs
Kanabielzoinska grupa
R1 Rz R3
Kanabielzoin (CBE) H CsHu1 H
Kanabielzoinska kiselina A (CBEA-A) COCH CsHu1 H
Kanabielzoinska kiselina A (CBEA-B) H CsHu1 COOH
OR;
R>
s
@) Rs
Kanabinolna grupa
R1 Rz R3
Kanabivarin (CBV) H H CsHy
Kanabinol (CBN) H H CsHu1
Kanabinolna kiselina (CBNA) H COCH CsHu
Kanabnol metiletar (CBNM) CHs H CsHu1
Kanabinol-C4 (CBN-Cy) H H CsHo
Kanabinol-C. (CBN-C>) H H CaHs
Kanabiorkol (CBN-C,) H H CHs
O OH
OH
Kanabinodiolna grupa
R1
Kanabinodivarin (CBNDV) CsHr
Kanabinodiol (CBND) CsHu
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Kanabitriolna grupa

Kanabitriol (CBT) H OH CsHu1
10-etoksi-9-hidroksi-A-6a-tetrahidrokanabinol H OC2Hs CsHu1
8,9-dihidroksi-A-6a-tetrahidrokanabinol OH H CsHu1
Kanabitriolvarin (CBTV) H OH CsHz
Etoksi-kanabitriolvarin (CBTVE) H OCzHs CsHr

Kanabicitran

@)

@)

Kanabiropsol
Slika 8. Strukturne formule kanabinoida (izvor: Brenneisen, 2007)
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2.1.4.2. Terpeni

Pored kanabinoida konoplja sadrzi oko 140 razli¢itih terpena koji su primarno sastojci
etarskog ulja. Prinos etarskog ulja zavisi od biljne vrste, pola, starosti, dela biljke uzetog za
dobijanje etarskog ulja, nacina kultivacije, uslova berbe, suSenja i skladiStenja (Mediavilla i
Steinemann, 1997; Meier i Mediavilla, 1998). SveZi pupoljci afganistanske sorte konoplje
dali su prinos etarskog ulja od 0,29%, dok je prinos tokom suSenja 1 skladiStenja nakon jedne
nedelje i tri meseca bio 0,20% i 0,13% (Ross i EISohly, 1996). U etarskom ulju konoplje
dominanta jedinjenja su monoterpeni i njihov sadrzaj varira izmedu 47,9 i 92,1%, dok
sadrzaj seskviterpena varira od 5,2 do 48,6%. Najzastupljeniji monoterpeni su mircen (21,1-
35,0%), a-pinen (7,2-14,6%), a-terpinolen (7,0-16,6%), trans-kariofilen (12,2-18,9%) i a-
humulen (6,7-8,7%) (Slika 9) (Novak i sar., 2001). Ostali terpeni prisutni u tragovima su
sabinen, a-terpinen, 1,8-cineol, pulegon, y-terpinen, terpin-4-ol, bornil acetat,
aloaromadendren, a-kopaen, viridifloren, g-bisabolen, y-kadinen, trans-g-farnesen, trans-
nerolidol, i pS-bisabolol (Ross i ElISohly, 1996; McPartland i Russo, 2001). Strukture
najzastupljenijih terpena dati su na slici 9.

CH, CH,
|
CH,
HyC”™ “CH, HsC™ ~CHs
Mircen a-pinen a-terpinolen

trans-kariofilen a-humulen
Slika 9. Najzastupljeniji terpeni (izvor: Brenneisen, 2007)

2.1.4.3. Nekanabionidni fenoli i flavonoidi konoplje

Konoplja sadrzi 34 nekanabinoidna fenola podeljena u sledece grupe (Slike 10):
1. Spiroindanska grupa: kanabispiran, izokanabispiran i drugi;
2. Dihidrostilbenska grupa: kanabistilben 11 I1;
3. Dihidrofenantrenska grupa: kanitren 1i 2;
4. Fenolni metil estri i fenolni glikozidi: floroglucinol glikozid (Brenneisen, 2007).
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OCH,

o 0 OH g O
Swnd e
¢
H,CO
HO

Kanabispiran Kanabistilben-1 Kanitren-1
Slika 10. Nekanabinoidni fenoli (izvor: Brenneisen, 2007)

U konoplji je identifikovano preko 20 flavonoida od kojih su najzastupljeniji apigenin,
luteolin, kvercetin, kemferol, orijentin, viteksin, luteolin-7-O-glukozid, apigenin-7-O-
glukozid i kanflavin Ai B (Slika 11), koji su jedinstveni konoplji (Barrett i sar., 1985; Barrett
I sar., 1986; Vanhoenacker i sar., 2002).

OH O

Kanflavin A Kanflavin B
Slika 11. Kanflavin A i B (izvor: Brenneisen, 2007)

2.1.4.4. Ostale komponente konoplje

U masnom ulju semena konoplje identifikovano je 33 masne kiseline, od kojih su
najzastupljenije nezasicene masne kiseline i to linolna (53-60%), a-linolenska (15-25%) i
oleinska (8,5-16%) (Leson i sar., 1999). Pored njih prisutne su i p-linolenska (1-4%),
stearidonska (0,4-2%), eikozanska (<0,5%), cis-vakcenska i izolinolenska kiselina. Od
zasi¢enih masnih kiselina prisutne su palmitinska (6-9%), stearinska (2-3,5%), arahidonska
(1-3%), behenska (<0,3%), miristinska, lignocerinska, kapronska, heptanska, kaprilna,
pelargonska, kaprinska, laurinska, margarinska i izoarahidonska (Brenneisen, 2007).

U konoplji je detektovano oko 70 azotnih jedinjenja od kojih dva alkaloida spermidinske
grupe (kanabisativen i anhidrokanabisativen) (Slika 12), holin, muskarin, izoleucin, betain i
neurin, amidi (N-trans-feruloiltiramin, N-p-kumaroiltiramin i N-trans-kafeoiltiramin),
lignanamide (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)
1 aminokiseline karakteristi¢ne za biljke (Brenneisen, 2007).
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QN

Q N
. N\/\/N N\,/‘*\/N
= .OH =
Ho’\*“ YO
C5H11 C5H11
Kanabisativen Dihidrokanabisativen

Slika 12. Alkaloidi spermidinske grupe (izvor: Brenneisen, 2007)

Konoplja sadrzi i oko 50 ugljovodonika sa C9 do Czg9 duzinom ugljovodoni¢nog lanca
(EISohly, 2002). Glavni alkan prisutan u etarskom ulju dobijenom destilacijom pomocu
vodene pare je nonakozan, zatim slede heptakozan, 2,6-dimetiltetradekan, pentakozan,
heksakozan i hentriakontan (Brenneisen, 2007).

Od ugljenih hidrata u konoplji su prisutni monosaharidi (glukoza, fruktoza, manoza,
galaktoza, arabinoza), disaharidi (saharoza i maltoza), polisaharidi (rafinoza, celuloza,
hemiceluloza, pektin, ksilan), Se¢erni alkoholi (manitol, sorbitol, glicerol, inozitol) 1
aminoSeceri (galaktozamin, glukozamin) (Brenneisen, 2007).

U konoplji su prisutni alkoholi (metanol, etanol, 1-okten-3-ol), aldehidi (acetaldehid,
izobutiraldehid, pentanal), ketoni (aceton, 2-heptanon, 2-metil-2-hepten-6-on) i kiseline
(arabinska, azealna, glukonska) (Brenneisen, 2007). Takode su identifikovani fitosteroli
kempsterol, ergosterol, S-sitosterol i stigmasterol. Vitamin K je jedini vitamin pronaden u
konoplji. Od pigmenata prisutni su ksantofil i karoten. Od elemenata su prisutni Na, K, Ca,
Mg, Fe, Cu, Mn, Zn, Hg (Brenneisen, 2007).

2.1.5. Biosinteza kanabionoida

Fitokanabinoidi se definiSu kao jedinjenja prirodnog porekla sintetisana u biljkama, koji
deluju na humane kanabinoidne receptore (CB1 i CB2). Kanabinoidi mogu da se nadu u
svim delovima konoplje, osim u semenu, ali uglavnhom se akumuliraju u Zlezdastim
trihomima zenskih cvetova (van Bakel i sar., 2011; Gagne i sar., 2012). Klju¢ni intermedijer
u biosintezi svih kanabinoida je kanabigerolna kiselina, koja nastaje kondezacijom
olivetolne kiseline i geranildifosfata (Fellermeier i sar., 2011). Sintaza tetrahidrokanabinolne
kiseline (THCAS), sintaza kanabidiolne kiseline (CBDAS) i sintaza kanabihromenske
kiseline (CBCAS) katalizuju stereoselektivne, oksidativne ciklizacije monoterpenske grupe
CBGA do CBDA, CBCA ili THCA (Slika 13).

U svezoj biljci nalaze se kanabinoidi u obliku kiselina, a neutralni i farmakoloski aktivni
oblici nastaju skladiStenjem, izlaganjem biljke toploti ili suncevoj svetlosti (Fischedick i sar.,
2010). Za sada se pretpostavlja da raznolikost kanabinoida poti¢e od neenzimskih
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transformacija ili degradacija spomenutih kiselina i njihovih neutralnih oblika delovanjem
svetlosti ili autooksidacijom (EISohly i Slade, 2005).

1-Deoxy-d-xylulose-5-phosphate/ Biosinteza masnih kiselina
2C-methyl-d-erythritol-4-phosphate biosintetski put
Mevalonat biosintetski put ul
v
o o o o
: ! : ’ l/\/\ L/\/\
”J\/\OIZTO’J’_\O' IPP izomeraza )\/\ O/Z? ’Z_\O' Heksanil coa HO
cis-isopentil difosfat (IPP) dimetil alil difosfat (DMAPP) Heksanol-CoA  Sinfetaza  yeyoangyen kiselina
- ?
c1s—IPP’7/ trans-IPP \iGPP sintetaza . m&mhsehm sx(mj\/g\-ou) ¢
Malonil-CoA
1
't v COOH COOH
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COOH COOH
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Slika 13. Biosintetski put kanabinoida
(izvor: Degenhardt i sar., 2017)
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2.1.6. Farmakodinamika i farmakokinetika kanabinoida

Endokanabinoidni sistem je sistem receptora koji se sastoji iz dva tipa receptora, CB1 i CB2.
CBI receptori se uglavnom nalaze u centralnom nervnom sistemu, najvise u bazalnim
ganglijama, limbi¢kom sistemu, ali su prisutni i u perifernom nervnom sistemu, jetri,
materici, Stitnoj zlezdi i kostima (Pagotto i sar., 2006; Pertwee, 2006; Russo i Guy, 2006).
CB2 receptori se uglavhom nalaze u imunom sistemu, slezini, gastrointestinalnom sistemu i
perifernom nervnom sistemu (1zzo, 2004; Pertwee, 2006). CB1 i CB2 receptori se nalaze i u
plancenti gde imaju ulogu regulisanja aktivnosti transporta serotonina (Kenney i sar., 1999).
U mozgu se CB1 receptori nalaze na terminalima centralnih i perifernih neurona gde
posreduju inhibicijsko delovanja na oslobadanje niza ekscitatornih 1 inhibicijskih
neurotransmitera (y-aminobuterne kiselina, acetiholin, dopamin, serotonin, noradrenalin,
glutamat). Zbog toga CB1 receptori uticu na kongitivne funkcije, motoriku i1 percepciju bola
(Howlett i sar., 2002). Endokanabinoidni sistem, koji je Siroko rasprostranjen u centralnom
1 perifernom nervnom sistemu, vecini zlezda i1 organa, ima znacajnu ulogu u neuronskom,
vaskularnom, metabolickom, imunoloSkom i reproduktivnom sistemu (Atakan, 2002).
Kanabinoidi konoplje deluju na CB1 i CB2 receptore dajuéi razli¢ite odgovore. CBD nema
direktan afinitet za CB1 i CB2 receptore, ali je nekoliko studija pokazalo da smanjuje
psihotropnu aktivnost THC-a i da pojacava aktivnost endogenonog kanabinoida,
anandamida (Mechoulam i sar., 2002; Pertwee i sar., 2010; Borgelt i sar., 2013).

Farmakokinetika kanabinoida zavisi od na¢ina upotrebe (Huestis, 2007). Najzastupljeniji
nacini upotrebe konoplje jesu inhalacioni i oralni put. Pored toga razvijeni su razli¢iti
proizvodi za sublingvalnu, rektalnu i transdermalnu primenu, a takode su razvijene i kapi za
oC1 1 aerosoli (Madras, 2015). ZabeleZena je 1 lokalna primena za dermatoloska stanja
(MacCalluma i Russo, 2018).

THC se vrlo brzo apsorbuje nakon primene biljnih vrsta konoplji koje se upotrebljavaju u
medicinske svrhe inhalacionim putem i ve¢ nakon nekoliko sekundi se moze detektovati u
krvi. Inhalacionim putem primene bioraspolozivost THC-a je izmedu 10 i 50%, dok se za
ostale kanabinoide krece u opsegu od 31% za CBD do 38% za CBN (Slika 14) (Corrigan,
2008).
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Slika 14. Distribucija THC-a u organizmu (lzvor: Corrigan, 2008)

Primenom kanabinoida oralnim putem bioraspolozivost je mnogo manja nego inhalacionim.
U poredenju na intravensku primenu, bioraspolozivost THC-a oralnom primenom je od 4 do
20% (Huestis, 2007). Brzina apsorpcije je znacajno manja, maksimalna koncentracija u krvi
se postize nakon 60-120 minuta, a trajanje dejstva je izmedu 6 i 8 h (Grotenhermen, 2003).

Kanabinoidi se veoma brzo distribuiraju u tkiva i zbog svog lipofilnog karaktera se
akumuliraju u masnom tkivu. PoluZivot eliminacije THC-a je oko sedam dana, a potpuna
eliminacija moze da traje 1 do 30 dana (Ashton, 2001). Kanabinoidi se metaboliSu u preko
20 poznatih metabolita, a glavni metabolit, aktivniji od THC-a, jeste 11-hidroksi-THC.
Metaboliti se jednim delom izlucuju preko urina, a ve¢im delom se resorbuju u
gastrointestinalnom traktu, produzavajuéi svoje dejstvo (Borgelt i sar., 2013; Golocorbin-
Kon i sar., 2015).

2.1.7. Toksiénost kanabinoida

Madras (2015) je u Agendi za rod Cannabis koja je objavljena na sajtu Svetske zdravstvene
organizacije navela da je toksi¢nost konoplje do sada istrazena u okviru grupe ljudi koji
konoplju Kkoriste u rekreativne svrhe i da se na osnovu toga moze zakljuciti da konoplja
izaziva akutne farmakoloske efekte: kongitivne funkcije 1 kordinacija su smanjene 1 dozno
su zavisni, dijagnostikovane su promene u mozgu kod ljudi koji su akutni korisnici konoplje
u odnosu na ljude koji je ne koriste, prepoznata je veza izmedu upotrebe konoplje i razlicitih
psihoza i Sizofrenije, upotreba konoplje je povezana sa povecanim rizikom od infarkta
miokarda, mozdanog udara i ishemijskih napada.
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Studije na zivotinjama su do sada pokazale da kanabinoidi imaju veliku terapijsku Sirinu
leka, odnosno povoljan profil sigurnosti leka sa faktorom sigurnosti ve¢im od 10000 (House
of Lords Report, 1998). Primenom maksimalne oralne doze kanabinoida od 3 g/kg kod pasa
i 9 g/kg kod majmuna nije dovela do smrtnih slucajeva (Thompson i sar., 1973).
Intravenskom primenom u dozi od 92 mg/kg kod majmuna nije zabelezen nijedan smrtni
slucaj, dok su doze od 128 mg/kg bile letalne (Thompson i sar., 1974).

Histopatoloske promene na mozgu nisu zabelezene kod pacova tretiranih sa 50 mg/kg THC-
a oralnim putem u trajanju od 6 meseci (Rosenkrantz i sar., 1975), tretiranih sa 50-500 mg/kg
u trajanju od 119 dana (Thompson i sar., 1973), kao i miSeva i pacova tretiranih sa
maksimalnim dozama od 500 mg/kg i 50 mg/kg, tim redom, u trajanju od dve godine (Chan
I sar., 1996).

Wang i sar. (2008) su sistematizovali do sad objavljene radove vezane za neZeljena dejstva
primene medicinske konoplje kod ljudi. Veéina (96,6%) prijavljenih neZeljenih dejstava nisu
ozbiljna pri ¢emu je vrtoglavica bila najces¢e prijavljeno nezeljeno dejstvo. Procenat
prijavljenih nezeljenih dejstava nije se znacajno razlikovao od kontrolne grupe. Kako su sva
ispitivanja nezeljenih dejstava radena u kratkom vremenskom intervalu, od 8 h do 12 meseci
zakljucili su da kratkotrajna upotreba kanabinoida u medicinske svrhe ima prihvatljiv profil
sigurnosti.

U jednogodisnjoj studiji Ware i sar. (2015) su ispitivali uticaj upotrebe medicinske konoplje
(sadrzaj THC-a 12,5%) u terapiji bola. Kontrolna grupa su bili pacijenti koji su u terapiji
bola korisili opioidne analgetike. Pre poc¢etka studije i nakon 1, 2, 3, 6, 9 i 12 meseci pracena
su nezeljena dejstva kao primarne promenjive i neurokongitivne funkcije, pulmoloske
funkcije, kao i biohemijski testovi krvi, jetre, bubrega i odredenih hormona kao sekundarne
promenjive. Ozbiljna nezeljena dejstva su prijavljena kod 13% sluc€ajeva iz grupe koji su u
terapiji bola koristili medicinsku konoplju, dok je procenat prijavljenih ozbiljnih nezeljenih
dejstava kod grupe koji su koristili opioidne analgetike iznosio 19. Slabija neZeljena dejstva
su prijavljena kod 88,4 i 85,2% kod osoba koji su u terapiji bola koristili medicinsku
konoplju i opioidne analgetike, tim redom. Kod obe grupe ispitanika nije bilo promene u
ispitivanim parametrima sekundarnih promenjivih, sem za neurokongitivne funkcije koje su
bile poboljsane.

Russo i sar. (2002) su ispitivali terapijski u¢inak, kao i Stetne efekte, dugotrajne upotrebe
indijske konoplje u medicinske svrhe. Ova studija je sprovedena u okviru programa
Americke agencije za hranu i lekove (FDA — Food and Drug Administration) za istrazivanje
novih lekova—IND program (Investigational New Drug program). Pracenjem 7 pacijenata
sa razli¢itim indikacijama za upotrebu indijske konoplje zakljucili su da njena upotreba
pruza efikasno simptomatsko ublaZavanje bolova, miSi¢énih gréeva 1 poviSenja
intraokularnog pritiska kod pacijenata kod kojih drugi lekovi ne deluju i da je samim tim
omogucen bolji kvalitet zivota pacijenata. Dugotrajna upotreba nije dovela do malignih
promena, nisu primecene neuropsiholoS8ke promene, kao ni endokrine, hematoloske 1
imunoloske, ali dolazi do blagih pulmoloskih nuspojava.
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Svetska zdravstvena organizacija je 2018. godine objavila Agendu o kanabidiolu
(CANNABIDIOL (CBD) Critical Review Report). CBD je oznacen kao niskotoksi¢no
jedinjenje. Na osnovu in vitro ispitivanja na zivotinjama moze se zakljuciti da CBD uti¢e na
rast malignih ¢elija, ali nema uticaja na nemaligne ¢elije pri Cemu je primecen pro-apoptic¢ni
efekat u limfocitima, nema uticaja na embrionalni razvoj, nema uticaja na Sirok spektar
fizioloSkih i biohemijskih parametara, uticaj na imuni sistem je nejasan kako postoje dokazi
o imunosupresiji u ve¢im dozama, ali 1 imunostimulacija u nizim dozama, uticaj na hormone
je takode nejasan, jer u zavisnosti od hormona i primenjene metode neke studije su pokazale
da ima uticaj, dok su druge pokazale da nema uticaj. U Agendi Svetske zdravstvene
organizacije se takode navodi da CBD ne stvara zavisnost kao THC, nema psihoaktivni
efekat, niti Stetne efekte na kardiovaskularni i druge sisteme.

2.1.8. Farmakolosko delovanje
2.1.8.1. Farmakolosko delovanje kanabinoida

THC u osnovi deluje kao depresor centralnog nervnog sistema. Uti¢e na kongitivne funkcije,
u prvom redu na kratkotrajnu memoriju, opazanje i u¢enje, zatim na smanjenje psihomotrne
sposobnosti koja se ogleda u poremeéenoj motornoj koordinaciji tokom obavljanja voljnih
pokreta. Male doze obi¢no izazivaju blagu euforiju, opustenost, poveéanu drustvenost i
smanjenu anksioznost, dok vece doze izazivaju disforiju, anksioznost i panicne reakcije.
Takode se povecava tolerancija na bol. THC ima i antiemeti¢no dejstvo. Sva ova dejstva se
ispoljavaju preko CBL1 receptora (Kalant, 2001).

Klinicka ispitivanja su pokazala da CBD smanjuje anksioznost i druga nezeljena dejstva
izazvana ¢istim THC-om moduliraju¢i farmakokinetiku THC-a (Zuardi i sar., 1982). CBD
ima antipsihoti¢éno dejstvo, povecava dopaminsku aktivnost, povecava iskoristivost
raspolozivog serotonina 1 pojacava aktivnost noradrenalina (Banerjee i sar., 1975; Poddar 1
Dewey, 1980; Zuardi i sar., 1995). CBD ima antioksidativnu ulogu Stite¢i neurone od
toksi¢nih glutamata (Hampson i sar., 1998). Nekoliko studija ukazuju i na to da CBD
poseduje i antimikrobno i antifungalno dejstvo (Klingeren i Ham, 1976; EISohly i sar., 1982;
McPartland, 1984).

CBN, koji predstavlja produkt razgradnje THC-a (Turner i sar., 1980), agonista je CB1
receptora i ispoljava efekte slicne THC-u (Musty i sar., 1976). CBN deluje na reproduktivne
organe, povecavajuci koncentraciju folikulostimuliraju¢eg hormona u plazmi i proizvodnju
testosterona (Dalterio i sar., 1985). CBN ima i neka dejstva sliéna CBD-u, antikonvulzivno
I antiinflamatorno dejstvo (Turner i sar, 1980; Evans, 1991). CBN ima vec¢i afinitet ka CB2
receptorima pa se njegovo dejstvo ispoljava viSe u imunom sistemu (Klein 1 sar., 1998).

CBC pokazuje antiinflamatorno, analgetsko, antibakterijsko i blago antifungalno dejstvo
(Wirth i sar., 1980; EISohly i sar., 1982; Davis i Hatoum, 1993).
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CBG je biosintetski prekursor CBC-a, CBD-a i THC-a. Ima blagi afinitet ka vezivanju za
CBI1 receptore i ispoljava priblizno isto dejstvo kao CBD (Devane i sar., 1988). Pored toga
Sto povecava iskoristivost raspolozivog serotonina i noradrenalina, povecava i iskoristivost
y-aminobuterne kiseline (Banerjee i sar., 1975). CBG deluje analgetski, ima antibakterijsko
dejstvo (EISohly i sar., 1982) i inhibira rast ¢elija humanog oralnog epiteloidnog karcinoma
(Baek i sar., 1998).

Izomer THC, A%-THC, strukturno se razlikuju samo u polozaju dvostruke veze u
cikloheksanskom prstenu. A®-THC se pokazao korisno prilikom tretmana muénine i
povracajanja kao posledice hemoterapije kod dece obolelih od hematoloskih malignih
oboljenja, u koncentraciji od 18 mg/m?. Terapija je primenjena 8 meseci bez ikakvih
psihoaktivnih efekata (Abrahamov i Mechoulam, 1995). Hemijski je stabilniji i lakSe se
izvodi reakcija sinteze od THC-a pa su razvijena dva njegova sintetska derivata, jak
psihoaktivni agonist CB1 receptora, nazvan HU-210 i nepsihoaktivni antiemetik i
neuroprotektant, nazvan HU-211 (Biegon i Bar-Joseph, 1995; Gallily i sar., 1997,
Mechoulam i Ben-Shabat, 1999; Achiron i sar., 2000).

Tetrahidrokanabivarin (THCV) je propilni analog THC-a, koji se uglavnom javlja u indijskoj
konoplji. Psihoaktivno dejstvo THCV-a nastaje brze i traje znacajno krace od psihoaktivnog
dejstva THC-a, a jaCina dejstva je samo 20-25% jaine dejstva THC-a (Gill i sar., 1970;
Hollister, 1974; Clarke, 1998).

2.1.8.2. Farmakolosko delovanje terpena konoplje

Jedinstveni miris konoplje ne poti¢e od kanabinoida, ve¢ od terpena prisutnih u etarskom
ulju (Turner i sar., 1980). Terpeni su lipofilnog karaktera i lako prolaze kroz
hematoencefalnu barijeru gde ispoljavaju svoje dejstvo (Buchbauer i sar., 1993; Nasel i sar.,
1994). Terpeni moduliraju aktivnost THC-a vezivanjem za CB1 receptore, menjanjem
afiniteta THC-a ka CB1 receptorima, menjanjem farmakokinetike THC-a i menjanjem
propustljivosti hematoencefalne barijere (Agrawal i sar., 1989; Meschler i Howlett, 1999).
Neki terpeni deluju na povecanje aktivnosti dopamina, noradrenalina, y-aminobuterne
kiseline i povecanje iskoristivosti raspolozivog serotonina (McPartland i Russo, 2001).
Monoterpeni, koji su prisutni u etarskom ulju konoplje imaju niz pozitivnih fizioloskih
delovanja: inhibisu sintezu holesterola, poboljSavaju aktivnosti hepati¢nih enzima za
detoksikaciju kancerogenih supstanci, stimuliSu apoptozu u ¢elijama sa oStecenom DNK 1
inhibisu izoprenilaciju proteina koji su povezani sa malignim oSte¢enima u organizmu
(Jones, 1999).

2.1.8.3. Farmakolosko delovanje flavonoida konoplje i nekanabinoidnih fenola

Flavonoidi konoplje uglavnom deluju antioksidativno, a pored toga moduliraju
farmakokinetiku THC-a zajedno sa CBD-om. Jedan od dominantnih flavonoida konoplje je
apigenin koji se, pored velikog broja lekovitog bilja, prvenstveno kamilice, nalazi i u
konoplji 1 ima Sirok spektar bioloskih dejstava. Deluje anksioliticno, bez Stetnih efekata
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izazvanih drugim anksioliticima kao §to su benzodiazepini, inhibitorno na faktor nekroze
tumora-alfa (TNF-alfa), koji predstavlja citokin koji u¢estvuje u sistemskoj inflamaciji, a
takode deluje i inhibitorno na proliferaciju ¢elija karcinoma dojke vezujuéi se za estrogenske
receptore 1 ispoljavajuéi nisku estrogensku aktivnost (Gerritsen i sar., 1995; Salgueiro 1
sar.,1997; Wang i Kurzer, 1998; Russo, 2000). Kanflavin A i B inhibisu ciklooksigenazu i
lipooksigenazu i na taj nacin deluju antiinflamatorno (Baumann i sar., 1980; Evans i sar.,
1987). Pored toga deluju antimikrobno i antihelmiti¢no (Radwan i sar., 2008).

Denbinobin, jedan od tipi¢nih predstavnika nekanabionidne grupe fenola konoplje, pripada
grupi stilbena i indukuje apoptozu u ostec¢enim ¢éelijama, deluje inhibitorno na transkripciju
DNK HIV-a (Human Immunodeficiency Virus). Takode nekoliko studija ukazuju da ovo
jedinjenje deluje prooksidativno i proapoptoti¢no na ¢elije leukemije (Sanchez-Duffhues i
sar., 2008; Sanchez-Duffhues i sar., 2009).

2.1.9. Potencijalna medicinska primena konoplje

Farmakoloski potencijal kanabinoida je veliki, ali zbog nedostatka odgovaraju¢eg modela za
njihovo proucavanje, jer je glavno mesto njihovog delovanja mozak, sve eksperimentalne
studije se svode na merenje fizioloskih efekata i subjektivnih osecaja pacijenata koji koriste
kanabinoide za razliita stanja (Baker i sar., 2003). Takode, prilikom razmatranja
opravdanosti upotrebe konoplje neophodno je posti¢i Zeljeni terapijski efekat bez prisustva

nezeljenih psihoaktivnih efekata odabirom odgovarajuée doze i puteva administracije
(Kalant, 2001).

Multipla skleroza (MS) je jedna od indikacija za upotrebu medicinske konoplje. Naime,
istrazivanje sprovedeno u Engleskoj je pokazalo da 14-18% pacijenata obolelih od multiple
skleroze koristi biljke roda Cannabis za medicinsku upotrebu za ublazavanje simptoma bola,
spazama i nesanice (Chong i sar., 2006). U jednoj kontrolisanoj studiji je pokazano da
inhalacionom upotrebom konoplje sa sadrzajem THC-a od 4% smanjuje spazme i bolove
kod pacijenata (Corey-Bloom i sar., 2012). Medutim, postoje i studije koje ukazuju
drugacije. Greenberg i sar. (1994) su prijavili da inhalaciona primena konoplje sa sadrzajem
THC-a 1,54% dovodi do pogorsanja drzanja i ravnoteze pacijenata, a Killestein i sar. (2002)
da oralna primena THC-a i ekstrakta industrijske konoplje nisu umanjili spazme, a globalni
utisak pacijenata je bio 108iji u odnosu na placebo.

Biljne vrste roda Cannabis koje se upotrebljavaju u medicinske svrhe su potencijalno
indikovana 1 kod le¢enja neuropatskih bolova kod kojih trenutno dostupni analgetici i drugi
lekovi ne deluju. lako su dokazi o uticaju biljnih vrsta roda Cannabis sa sadrzajem THC-a
od 1-10% primenjene inhalacionim putem na hroni¢ni neuropatski bol obecavajuci, sva
Ispitivanja su pracena u toku dve nedelje i neophodno je izvrsiti dugoro¢na ispitivanja
(Madras, 2015). Nekoliko kontrolisanih studija kod neuropatskih bolova koji su posledica
razli¢itih oboljenja (dijabetes, HIV i drugo) su pokazala smanjenje bola za 30% pri ¢emu se
kao neZeljena dejstva javljaju anksioznost, sedacija, konfuzija, vrtoglavica, dezorijentacija i
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sli¢no (Abrams i sar., 2007; Wilsey i sar., 2008; Ellis i sar, 2009; Ware i sar., 2010; Wilsey
I sar., 2013).

lako biljne vrste roda Cannabis koje se koriste u medicinske svrhe uti¢u na kongitivne
funkcije, postoje istrazivanja za potencijalnu primenu u simptomatskoj terapiji
Alchajmerove bolesti, u prvom redu kao sedativ. Kontrolisane studije postoje samo o
upotrebi pojedinacnih kanabinoida, ne 1 Citave biljke, ali upotreba nije oznacCena kao
bezbedna jer ne postoje dugorocna istrazivanja o posledicama primene (Madras, 2015).
Biljne vrste roda Cannabis za medicinsku primenu su prijavljene i kao potencijalni lek za
razli¢ita neuroloska stanja kao S§to su epilepsija, cervikalna distonija i Parkinsonova bolest,
ali ne postoje klinicke studije koje dokazuju delovanje za ova stanja (Madras, 2015).

Razli¢ite klini¢ke studije su ispitivale uticaj konoplje sa sadrzajem THC-a od 1,8 do 3,9% i
sintetskog THC-a na mrSavljenje, kaheksiju i apetit kod osoba obolelih od HIV-a. U svim
studijama je pokazan povoljan uticaj na poboljSanje apetita, povecanje telesne tezine i
poboljsanje kvaliteta Zivota sa malim uticajem na kongitivne funkcije (Abrams i sar., 2003;
Haney i sar., 2005; Haney i sar., 2007; Lutge i sar., 2013; Whiting i sar., 2015).

Upotreba biljnih vrsta roda Cannabis koji se koriste u medicinske svrhe i sintetskih
kanabinoida, u prvom redu THC-a, je ispitivana kod osoba obolelih od kancera, za
simptomatsko lecenje bola i nezZeljenih dejstava hemoterapije i za ublazavanje same bolesti.
Sprovedene su tri klini¢ke studije koje su procenjivale antiemeti¢ku aktivnost kanabinoida
kod osoba obolelih od karcinoma leéenih hemoterapijom. Jednim istrazivanjem je
ustanovljen pozitivan antiemeticki efekat u odnosu na placebo, drugim nije potvrden
antiemticki efekat, dok tre¢im istrazivanjem antiemeticki efekat nije mogao biti
okarakterisan ni kao pozitivan ni kao neutralan (Abrams i Guzman, 2015). Podaci o upotrebi
kanabinoida kao antitumornog agensa su do sad pokazali kontradiktornost. Naime,
predklinicka istrazivanja na kulturama ¢elija humanog tumora ili tumora glodara pokazuju
obecavajuci antitumorski efekat kanabinoida, mada THC pokazuje i inhibitornu aktivnost,
ali i proliferativnu na celije tumora (Cathcart i sar., 2015; Whiting i sar., 2015).

THC uti¢e na smanjenje intraokularnog pritiska inhalacionom primenom biljnih vrsta roda
Cannabis 6-8 puta dnevno (Hepler i Frank, 1971; Merritt i sar., 1980; Chien i sar., 2003;
Tomida i sar., 2006).

Svi prethodni navodi potencijalne primene konoplje su bazirani na primeni ¢istog THC-a ili
upotrebi cele biljke inhalacionim putem pri ¢emu je akcenat bio na sadrzaju THC-a.
Terapijska primena CBD-a je nedavno sumirana u Agendi Svetske zdravstvene organizacije
za kanabidiol. Klini¢ka upotreba CBD-a je do sada najviSe istraZzena za potencijalnu primenu
kod epilepsije. CBD je dokazan kao efikasan u terapiji pojedinih oblika epilepsije.
Farmaceutski proizvod na bazi ¢istog CBD-a, ¢iji je zasticen naziv Epidiolek, trenutno je u
tre¢oj fazi klinickih istrazivanja (Madras, 2015). Vecina studija je prijavila da upotreba
CBD-a ima povoljan uticaj na tretman epilepsije sa redukovanim brojem napada u odnosu
na placebo grupu. Kao nezeljeni efekti prijavljeni su dijareja, gubitak apetita, umor i sli¢no,
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koji su verovatno posledica interakcije sa upotrebljenim antiepileptickim lekovima
(Mechoulam i Carlini, 1978; Cunha i sar., 1980; Geffrey i sar., 2015; Devinsky i sar., 2016;
Devinsky i sar., 2017).

lako je epilepsija najvise istrazena kao indikacija za primenu CBD-a, postoje dokazi da CBD
moze biti koristan u tretmanu brojnih drugih medicinskih stanja kao $to su Alchajmerova
bolest, Parkinsonova bolest, multipla skleroza, Huntingtonova bolest, psihoze, depresija,
anksioznost, kancer, muc¢nina, reumatoidni artritis, zapaljenje creva i Hronova bolest,
kardiovaskularna oboljenja, komplikacije dijabetesa (Pisanti i sar., 2017). Pored ovoga,
postoje predklinicke studije koje sugeriSu da CBD moze imati potencijalna terapijska
svojstva za leCenje zavisnosti od opioida, kokaina i psihostimulanasa (Prud’homme i sar.,
2015).

2.1.10. Regulativa upotrebe konoplje

Evropska agencija za lekove (EMA - European Medicines Agency) i Americka agencija za
hranu i lekove (FDA - Food and Drug Administration) predstavljaju dve glavne agencije-
tela zaduzena za procenu, odobravanja i pra¢enje upotrebe lekova. U EU postoje dva na¢ina
za stavljanje leka u promet: preko EMA-¢ pri ¢emu odobrenje vazi u svim zemljama EU ili
preko nacionalnih nadleznih organa pri ¢emu je lek dozvoljen za upotrebu samo u drzavi u
kojoj je odobren (Van Norman, 2016). EMA do sada nije odobrila lekove na bazi konoplje i
kanabinoida i za sad su dozvoljena pedijatrijska istrazivanja i istrazivanja u okviru razvoja
lekova za retke bolesti. Razvoj lekova na bazi konoplje za retke bolesti (orphan drug)
omogucava razvijanje lekova uz finansijske olakSice. Pedijatrijska istrazivanja (PIP-
Pediatric investigation plan) imaju za cilj dobijanje potrebnih podataka za upotrebu lekova
kod osoba mladih od 18 godina (Kieffer, 2017). Medutim, mnoge evropske drzave su
dozvolile upotrebu odredenih lekova na bazi konoplje preko svojih nacionalnih nadleZnih
organa.

FDA, kao i EMA, nije odobrila lekove na bazi konoplje, ali su brojne drzave odobrile
upotrebu konoplje u medicinske svrhe. FDA je odobrila upotrebu kanabidiola (Epidiolex®)
(FDA, 2018) sintetskog kanabinoida nabinola (Cesamet®) (FDA, 2006) i dronabinola
(Marinol® i Syndros®) (FDA, 2004; FDA, 2017).

Upotreba medicinske konoplje je za sada u potpunosti dozvoljena u Kanadi, Nemackoj,
Izraelu, Holandiji i visSe od 50% saveznih drzava u Sjedinjenim Americkim drzavama
(Abuhasira, 2018). Magistralni preparati konoplje su, pored Nemacke i1 Holandije,
dozvoljeni i u Hrvatskoj, Ceskoj, Danskoj, Italiji, Malti, Norveskoj, Poljskoj, Sloveniji i
Svajcarskoj. Veéina drzava u Evropi je dozvolila upotrebu farmaceutskog proizvoda na bazi
konoplje Nabiksimolsa (Sativex®), standardizovanog ekstrakta konoplje ¢ije su glavne
komponente THC i CBD u dozama 2,7 i 2,5 mg, tim redom (EMA, 2018b).

Na slici 15 je prikazana regulativa upotrebe konoplje (a) i regulativa upotrebe kanabidiola
(b) u svetu.
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a)

W Legalna i medicinska i rekreativna upotreba
M Legalna medicinska upotreba. rekreativna dekriminalizovana
Legalna medicinska upotreba, rekreativna upotreba nelegalna, ali zakonski nije kaZnjiva
M Medicinska upotreba legalna, rekreativna nelegalna
Dekriminalizovana i medicinska i rekreativna upotreba
¥ Nelegalna i medicnska i rekreativna upotreba, ali zakonski nije kaznjiva
M Nelegalna i medicnska i rekreativna upotreba
Nema informacija

b)

i Legalna upotreba
[ | Legalna upotreba u medicinske svrhe
i Nelegalna upotreba

Slika 15. Regulativa upotrebe konoplje (a) i kanabidiola (b) u svetu

U Srbiji je dozvoljeno gajenje sorti konoplje koje pripadaju vrsti industrijske konoplje koje
su upisane u Registar sorti poljoprivrednog bilja, a ¢iji je sadrzaj THC-a manji 0,3%.
Konoplja se u Srbiji moZe gajiti samo radi proizvodnje vlakana, proizvodnje semena za
ishranu Zzivotinja, daljeg razmnozavanja, prerade, ispitivanja kvaliteta semena, kao 1

njegovog prometa (Pravilnik o uslovima za gajenje konoplje, 2013).
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2.2. 1zolovanje bioaktivnih jedinjenja

Izolovanje bioaktivnih jedinjenja se primenjivalo jo§ u drevnim civilizacijama i danas se
koristi u gotovo svim sferama prehrambene, farmaceutske i kozmeticke industrije.
Ekstrakcija je prvi i veoma vazan korak za dobijanje bioaktivnih jedinjenja. Ekstrakcija
biljnih sirovina moze da se izvodi klasi¢nim i savremenim metodama ekstrakcije. U klasi¢ne
metode spadaju metode propisane od strane vazece Farmakopeje: maceracija, digestija,
perkolacija i Soxhlet ekstrakcija. Ove metode se uglavnom koriste za dobijanje galenskih
preparata u laboratorijskim uslovima. U industrijskim uslovima se primenjuju visestepena
protivstrujna ekstrakcija, kao i kontinualna protivstrujna ekstrakcija (Lepojevi¢, 2000).

Klasi¢ne ekstrakcije imaju niz mana kao §to su:
- nizak prinos ciljanih jedinjenja,
- slaba selektivnost,
- dugo vreme ekstrakcije,
- velika potro$nja energije,
- upotreba velike koli¢ine rastvaraca koji mogu biti Stetni za okolinu.

Savremene metode ekstrakcije su se razvile kao teznja o¢uvanju zivotne sredine i smanjenju
troskova proizvodnje ekstrakata sa povecanjem kvaliteta i zdravstvene sigurnosti dobijenih
proizvoda i oznacavaju se kao ,,zelene* ekstrakcije (Chemat i sar., 2017). Savremene metode
ekstrakcije obuhvataju mikrotalasnu ekstrakciju, ultrazvuénu ekstrakciju, ekstrakciju
ugljendioksidom u superktiti¢nom stanju, ekstrakcija vodom u subkritiénom stanju.

2.2.1. Klasi¢ne ekstrakcije

Danas se kao klasicne metode ekstrakcije uglavnom primenjuju maceracije i Soxhlet
ekstrakcija. Maceracija je klasi¢na, tradicionalna, jednostavna, jednokratna ekstrakcija
propisano usitnjene droge sa propisanim rastvaratem na sobnoj temperaturi u trajanju od
nekoliko sati do nekoliko dana. Ekstrakcija se vrsi po principu difuzije aktivnih jedinjenja u
ekstrakcioni medijum. Prinos ekstrakcije zavisi od svojstva biljnog materijala, u prvom redu
od stepena usitnjenosti, zatim upotrebljenog rastvaraca, odnosa droga/rastvara¢, vremena
trajanja ekstrakcije, meSanja 1 sliéno. Prednost maceracije je jednostavnost izvodenja,
mogucnost ekstrakcije termorezistentnih jedinjenja, mali troSkovi ulaganja 1 mogucnost lake
implementacije u industrijsku proizvodnju, dok su dugo vreme ekstrakcije, velika potro$nja
rastvaraca 1 nizak prinos nedostaci ove metode (Jovanovi¢ i sar., 2017).

Soxhlet ekstrakcija se uglavnom koristi za ekstrakciju lipofilnih jedinjenja. Aparatura za
Soxhlet ekstrakciju je prikazana na slici 16. Prednosti Soxhlet ekstracije su potrosnja male
koli¢ine rastvaraca u poredenju sa maceracijom, uzorak se viSe puta ekstrahuje Cistim
rastvaracem, nije potrebno naknadno filtriranje (Handa i sar., 2008; Luque de Castro i
Priego-Capote, 2010). Nedostatak Soxhlet ekstracije je $to se ekstrakcija izvodi sa toksi¢nim,
lako zapaljivim organskim rastvara¢ima kao $to su heksan, petroletar, hloroform, metanol,
etil acetat, aceton i drugi, u zavisnosti od polarnosti supstanci koje se ekstrahuju. Pored
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ovoga, ekstrakcija je dugotrajna, a zbog povisene temperature ekstrakcije dolazi do
razgradnje termolabilnih supstanci (Luque de Castro i Priego-Capote, 2010).

KONDENZATOR

POSUDA ZA EKSTRAKCLIU
SIFON

BALON ZA RASTVARAC

s

Slika 16. Aparatura po Soxhlet-u

2.2.2. Savremene ekstrakcije

2.2.2.1. Ultrazvucna ekstrakcija

Ultrazvuéni talasi su talasi frekvencije opsega izmedu 20 kHz i 10 MHz. Visokofrekventni
ultrazvuéni talasi niskog intenziteta (1 W/cm?) se koriste za pracenje kvaliteta proizvoda ili
procesa pri ¢emu se mere brzina ultrazvuka, priguSenje signala ili analiza spektra
frekvencija. Niskofrekventi ultrazvuéni talasi velikog intenziteta (10-1000 W/cm?) se
primenjuju za poboljSanje procesa kao Sto su ekstrakcija, inaktivacija mikroba i enzima,
fermentacija, pripreme emulzija i suspenzija i drugo (Tiwari, 2015).

- Princip ultrazvucne ekstrakcije

Ultrazvucni talasi prouzrokuju razliCite fizicke 1 hemijske fenomene poput kavitacije,
agitacije, vibracije, pritiska, Sok talasa, trenja, mikroturbulencija, kompresije, ekspanzije i
formiranja slobodnih radikala. Fizi¢ki efekti se javljaju na frekvencijama od 20 do 100 kHz,
hemijski efekti se javljaju na frekvencijama od 200 do 500 kHz, a na frekvencijama veé¢im
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od 1 MHz dolazi do akusti¢ne kavitacije (Slika 17) koja je odgovorna za veci prenos mase i
povecanje efikasnosti ekstrakcije (Tiwari, 2015).

KOMPRESIJA KOMPRESIJA KOMPRESIJA KOMPRESIJA
|

amplitude

EKSPANZIJA EKSPANZIJA EKSPANZIJA  EKSPANZIJA EKSPANZIJA

FORMIRANJE . g L IMPLOZIJA
MEHURICA s RASTMEHURICA sy MEHURICA

Slika 17. Princip ultrazvuéne kavitacije

Prilikom prostiranja ultrazvuka kroz te¢ni medijum prose¢na udaljenost unutar molekula se
modifikuje njihovim oscilovanjem oko ravnoteznog polozaja. Tokom niza ciklusa
kompresije i ekspanzije intermolekularna udaljenost se menja i prilikom prevazilazenja
kriticne udaljenosti izmedu molekula u fazi ekspanzije javljaju se Supljine u vidu mehurica.
Tokom ciklusa kompresije i ekspanzije dolazi do menjanja veli¢ine mehuri¢a. U odredenom
trenutku mehuri¢i dostizu kriti¢nu veli¢inu $to dovodi do implozije mehuriéa i stvaranja
pritiska od nekoliko stotina atmosfere 1 oslobadanja energije od oko 5000 K S$to izaziva
oStecenja Celijskih membrana omogucavaju¢i vecu prodornost rastvaraca u biljne Celije 1
efikasniju ekstrakciju (Leighton, 2007; Esclapez i sar., 2011).

- Faktori koji uticu na ultrazvucnu ekstrakciju

Ultrazvuéna ekstrakcija zavisi od razli€itih faktora kao $to su ultrazvu¢na snaga, frekvencija,
temperatura, dizajn ultrazvuénog reaktora, upotrebljen rastvara¢, odnos droga/rastvarac i
veli¢ina Cestica droge (Capelo-Martinez i sar., 2004; Santos i Capelo, 2007).

Snaga ultrazvuka je direktno proporcionalna sa amplitudom oscilovanja ultrazvucnog talasa.
Izbor amplitude zavisi od uzorka koji se ekstrahuje kao i rastvaraca upotrebljenog za
ekstrakciju 1 neophodno je izabrati takav nivo oscilovanja koji ¢e dovesti do agitacije 1
kavitacije, ali ne i do razgradnje ciljanih jedinjenja (Tiwari, 2015). Ultrazvucna snaga moze
imati veliki uticaj na ekstrakciju, ne samo povecavajuéi prinos ekstrakcije, ve¢ i udeo
krajnjih jedinjenja (Wei i sar., 2010; Chemat i sar., 2004). Ultrazvué¢ni talasi nizih
frekvencija velike snage postiZu snaZznije implozije mehuri¢a i samim tim efikasniji proces
ekstrakcije (Esclapez i sar., 2011).
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Povecanje temperature bilo kog procesa ekstrakcije uti¢e na povecanje prenosa mase, a
samim tim i na povecéanje prinosa ekstrakcije. Medutim, povecanje temperature ultrazvucne
ekstrakcije moze dovesti do smanjenja efikasnosti ekstrakcije, jer se porastom temperature
smanjuje medupovrsinski napon i povecava napon pare Sto dovodi do smanjenja ultrazvucne
kavitacije (Kuijpers i sar., 2002).

Izbor rastvaraca prilikom ekstrakcije se zasniva na postizanju visokog molekularnog
afiniteta izmedu rastvaraca i ciljanih jedinjenja. Medutim prilikom izbora rastvaraca za
ultrazvucnu ekstrakciju neophodno je uzeti u obzir faktore koji uticu na kavitaciju kao sto
su napon pare, koji utie na intenzitet implozije i medupovrSinski napon, i Vviskozitet
rastvaraca koji uti¢u na prag pocetka kavitacije (Mason i Lorimer, 2002). Ukoliko je napon
pare rastvaraca visok, rastvarac ¢e lakSe prodirati u kavitacijski mehuri¢ i spreciti njihovu
imploziju (Price, 1990). Pored ovoga, hemijska reaktivnost rastvaraca takode uti¢e na
ultrazvucnu ekstrakciju. Delovanjem ultrazvuka na rastvarac¢ dolazi do nastanka radikala koji
potpomazu oslobadanje aktivnih principa oste¢enjem biljne ¢elije (Henglein i Kormann,
1985). Medutim, radikali mogu izazvati 1 Sirok spektar hemijskih reakcija ukljucujuéi i
razgradnju ciljanih jedinjenja (Tiwari, 2015).

- Uredaji za ultrazvucnu ekstrakciju

Ultrazvuéna ekstrakcija moze da se izvodi u ultrazvu¢nom kupatilu, ultrazvu¢nom
ekstraktoru sa mesanjem i ekstraktorima sa ultrazvuénom sondom (Slika 18). Kao izvor
ultrazvuka kod sva tri tipa uredaja se koristi piezoelektriéni transduktor (Chemat i sar.,
2017).

Ultrazvu¢no kupatilo se sastoji od rezervoara od nerdajuceg celika sa jednim ili vise
ultrazvucnih izvora ¢ija je radna frekvencija uglavnom 40 kHz. U ultrazvu¢nim kupatilima
moguce je regulisati temperaturu ekstrakcije, vreme, kao 1 snagu ultrazvuka, odnosno
gustinu ultrazvuka. Kako se ultrazvucni talasi prenose kroz vodu, do erlenmajera sa uzorkom
i rastvaracem dolazi ultrazvucni talas slabijeg intenzitet. Ultrazvuéno kupatilo se uglavnom
koristi u laboratorijskim istraZzivanjima. Prednost im je relativno niska cena i moguénost
ekstrakcije viSe uzoraka istovremeno (Chemat i sar., 2017).

Ultrazvucéni ekstraktor sa meSanjem se sastoji od reaktora od nerdajuceg celika sa
duplikatorom, koji omogucava regulisanje temperature ekstrakcije, i meSalice, koja dodatno
povecava prenos mase. Radna frekvencija je 25 kHz. Uzorak za ekstrakciju i rastvarac se

nalaze u ekstraktoru, a ultrazvucni talasi se prostiru direktno kroz rastvara¢ (Chemat i sar.,
2017).

Ekstraktori sa ultrazvuénim sondama se sastoje od ekstraktora i sondi ¢ija je radna
frekvencija 20 kHz. Sonde su uronjene u reaktor sa uzorkom i rastvara¢em za ekstrakciju i
direktno, kroz ekstrakcioni medijum dolazi do prostiranja ultrazvuka kroz malu povr$inu §to
omogucava vece iskoriS¢enje intenziteta pocetnih talasa. Regulacija temperature se vrsi
preko duplikatora. Ekstraktori sa sondama mogu biti diskontinualni i kontinualni.
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Kontinualni podrazumevaju rad u rezZimu stalnog protoka koji se obezbeduje pomocu pumpi
(Chemat i sar., 2017).

a) b)

ekstraktor sa
mesSalicom

prohromski sud

generator —+-voda
ultrazvuka
transduktor
I
transduktor
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—
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Slika 18. Uredaji za ultrazvuénu ekstrakciju: a) ultrazvuéno kupatilo, b) ultrazvuéni
ekstraktor, c¢) ultrazvucni ekstraktor sa sondom: I-diskontinualni i l1-kontinualni
(izvor: Pavli¢, 2017)

Danas se razlicite konvencionalne i savremene ekstrakcione tehnike kombinuju sa
ultrazvuénom ekstrakcijom, pa su tako razvijene Soxhlet ekstrakcija podpomognuta
ultrazvukom (Luque-Garcia i Luque de Castro, 2004), hidrodestilacija podpomognuta
ultrazvukom (Pingret i sar., 2013), kombinacija mikrotalasne i ultrazvu¢ne ekstrakcije
(Cravotto 1 sar., 2008), kombinacija ekstrakcije superkriticnim ugljendioksidom 1
ultrazvucne ekstrakcije (Balachandran i sar., 2006) 1 druge.

2.2.2.2. Mikrotalasna ekstrakcija
Mikrotalasno zagrevanje pocinje da zauzima vazno mesto u savremenim fizicko-hemijskim

procesima jer se u mikrotalasnom polju ubrzavaju hemijskih procesi. Primenjuje se u
industriji za suSenje materijala, polimerizaciju, procesiranje hrane, u analitickoj hemiji za
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digestiju uzoraka, spaljivanje, ekstrakciju, u biohemiji za hidrolizu proteina, sterilizaciju i u
medicini (Stanisavljev, 2009).

- Princip mikrotalasne ekstrakcije

Proces mikrotalasne ekstrakcije se razlikuje od procesa konvencionalnih metoda ekstrakcije.
Prema Chemat i sar. (2013), ekstrakcija aktivnih supstanci iz biljnog materijala u
mikrotalasnoj ekstrakciji se javlja kao rezultat promene u strukturi ¢elije uzrokovane
elektromagnetnim talasima. Jedna od prednosti mikrotalasne ekstrakcije u odnosu na
konvencionalne metode ekstrakcije jeste ubrzanje procesa ekstrakcije i visok prinos. Ovo je
posledica sinergistickog delovanja dva transportna fenomena, odnosno u mikrotalasnoj
ekstrakciji dolazi do delovanja gradijenta temperature i gradijenta mase u istom pravcu dok
kod konvencionalnih metoda ekstrakcije ova dva gradijenta deluju u suprotnom pravcu
(Slika 19). Pored toga, kod konvencionalnih metoda ekstrakcije toplota se prenosi od grejnog
medijuma do unutra$njosti uzorka, dok se kod mikrotalasne toplota rasipa volumetrijski,
unutar ozracene sredine (Chemat i sar., 2009; Veggi i sar., 2013).

KONVENCIONALNA MIKROTALASNA
EKSTRAKCIJA EKSTRAKCIJA

PRENOS TOPLOTE

PRENOS TOPLOTE

PRENOS MASE PRENOS MASE

Slika 19. Transport toplote i mase u konvencionalnoj i mikrotalasnoj ekstrakciji

Zagrevanje mikrotalasima moguce je opisati efektima dipolarne polarizacije i kondukcije
(Eskilsson i Bjorklund, 2000; Routray i Orsat, 2011). Efekat dipolarne polarizacije vezan je
za kretanje dipola u elektricnom polju. Usled dejstva elektri¢nog polja na naelektrisanja
dipola nastaje Kulonova sila koja dovodi do rotacije dipola (Milosevi¢, 2014). Dipol u jakom
elektricnom polju moZe da ima veliku energiju. Ukoliko medu polarnim molekulima postoje
medumolekulske sile, energija dipola usled rotacije moZe biti dovoljna za kidanje ovih veza.
Uzimajuéi u obzir da dipol nastoji da prati spoljasnje polje koje osciluje, dipol ¢e pri ovim
naizmeni¢nim rotacijama sigurno do¢i u blizinu drugog molekula koji takode ima raskinutu
vezu. U tom trenutku formirace se nova veza uz oslobadanje ,,energije formiranja veze*. Na
taj nacin se energija mikrotalasa konstantno, na molekulskom nivou, prevodi u masu te¢nosti
Sto dovodi do njenog efikasnog zagrevanja (Eskilsson i Bjorklund, 2000; Milosevi¢, 2014).
Postojanje medumolekulskih veza je od susStinskog znacaja za mikrotalasno zagrevanje
dipolarnim efektom. Makroskopski gledano, moze se re¢i da mikrotalasno zagrevanje
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dipolarnim efektom poti¢e od molekularnog trenja izazvanog medumolekulskim silama
(Milosevi¢, 2014). Zagrevanje ¢e zavisiti i od jacine medumolekulskih veza, pa ¢e kod
gasova, gde su medumolekulske sile slabe, i kod ¢vrstog stanja, gde su medumolekulske sile
jake, biti vrlo malo (Stanisavljev, 2009). Ukoliko supstanca sadrZzi pokretne jone, u
mikrotalasnom polju ¢e do¢i do zagrevanja od translatornog kretanja jona (Nadagouda i sar.,
2011). Solvatisani joni koji prate oscilacije polja na svom putu ¢e takode uzrokovati kidanje
1 reformiranje medumolekulskih veza u okolnom rastvaracu i na sli¢an nacin kao kod
dipolarne polarizacije dovoditi do neprestanog prevodenja mikrotalasne energije u toplotu
(Eskilsson i Bjorklund, 2000).

Prenos toplotne energije je glavna Kkarakteristika mikrotalasne ekstrakcije. Kod
konvencionalnih metoda ekstrakcije, energija se prenosi na materijal koji se ekstrahuje
konvekcijom pri ¢emu je prisutan toplotni gradijent. Nasuprot tome, energija mikrotalasa je
direktno preneta na materijal koji se ekstrahuje kroz molekulske interakcije sa
elektromagnetnim poljem preko konverzije elektromagnetne energije u toplotnu energiju
(Thostenson i Chou, 1999).

- Faktori koji uticu na mikrotalasnu ekstrakciju

Efikasnost procesa mikrotalasne ekstrakcije zavisi od izbora rastvaraca, odnosa
rastvarac/droga, temperature ekstrakcije, vremena ekstrakcije, vrednosti snage mikrotalasa,
kao i karakteristika materijala koji se ekstrahuje, narocito sadrzaja vode (Veggi i sar., 2013).

Mikrotalasna energija, sama po sebi nije toplotna energija. Zagrevanje prilikom ekstrakcije
je rezultat elektromagnetne energije koja je generisana zbog visokog faktora rasipanja i
umerene dielektricne konstante materijala na koji se deluje mikrotalasima (Buffler, 1993).
Upravo zbog toga je prilikom ekstrakcije mikrotalasima veoma vazan faktor odabir
rastvaraca za ekstrakciju. Pored osobine da dobro ekstrahuje Zeljene supstance, rastvarac
mora da ima Vvisok stepen apsorpcije mikrotalasa koji se, obi¢no, povecava sa povecanjem
dielektri¢ne konstante. Pravilan izbor rastvaraca, u prvom redu, zavisi od rastvorljivosti
Zeljenih jedinjenja, prodiranja rastvaraca u materijal koji se ekstrahuje, interakcije sa
materijalom koji se ekstrahuje, dielektri¢ne konstante i kinetike prenosa mase (Chen i sar
2008; Spigno 1 De Faveri, 2009). Polarni molekuli i jonski rastvori (najceS¢e rastvori
kiselina) imaju visok stepen apsorpcije mikrotalasa zbog permanentog (stalnog) dipolnog
momenta. Nepolarni rastvarai izloZeni mikrotalasima se nece zagrejati (Eskilsson 1
Bjorklund, 2002). U mikrotalasnoj ekstrakciji se mogu koristiti i polarni i nepolarni
rastvaraci. Rastvaraci kao Sto su voda, etanol 1 metanol su dovoljno polarni da bi mogli biti
zagrejani mikrotalasima. Kombinovanjem ovih rastvara¢a moguce je podesiti selektivnost
rastvaraca. Dodavanje soli u izabrani rastvarac uti¢e na povecanje dobijene toplotne energije
pod dejstvom mikrotalasa jer dolazi do povecanja kondukcionog efekta (Spingo i1 De Faveri,
2009; Brachet i sar., 2002). DosadaSnje studije su pokazale da male koli¢ine vode u
rastvaracu za ekstrakciju omogucava difuziju vode u ¢elije materijala koji se ekstrahuje pa
je omoguceno bolje zagrevanje i olakSana difuzija supstanci povecavajuéi prenos mase
(Veggi i sar., 2013). Prilikom ekstrakcije lakoisparljivih jedinjenja, dodatkom rastvaraca sa
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relativno malom dielektricnom konstantom moguce je odrzavati temperaturu rastvaraca na
niskim vrednostima koji obezbeduju hladenje lakoisparljivih jedinjenja i spre¢avaju njihovu
degradaciju (Routray i Orsat, 2011).

Pored odabira rastvaraCa veoma je bitno poznavati karakteristike materijala koji se
ekstrahuje. Viskoznost Cvrstog matriksa utiCe na njegovu sposobnost da apsorbuje
mikrotalasnu energiju jer povecan viskozitet uti¢e na molekulsku rotaciju pa toplota
proizvedena od rotacije dipola opada (Kingston i Jassie, 1988).

Vreme ekstrakcije mikrotalasima je veoma kratko u poredenju sa konvencionalnim
metodama ekstrakcije 1 obi¢no je u opsegu od nekoliko minuta do pola sata pri cemu se
izbegavaju moguée degradacije termolabilnih jedinjenja (Al-Harahshed i Kingman, 2004;
Chan 1 sar., 2011). Porastom vremena ekstrakcije ocekuje se ve¢i prinos, medutim u
mikrotalasnoj ekstrakciji je prinos povecan zanemarljivo u odnosu na poveéanje vremena
ekstrakcije (Wang i sar., 2008).

Uticaj snage mikrotalasa i temperatura su povezani jer visoka vrednost snage mikrotalasa
moze dovesti do povecanja temperature sistema, a rezultat toga je povecani prinos

ekstrakcije sve dok povecanje prinosa ne postane beznacajno ili ne po¢ne da opada (Chemat
I sar., 2005; Hu i sar., 2008; Xiao i sar., 2008;).

- Uredaji za mikrotalasnu ekstrakciju

Uredaji za mikrotalasnu ekstrakciju mogu biti jednorezimski i viSerezimski (Slika 20) u
zavisnosti od nacina zra¢enja mikrotalasa. Kod jednorezimskih je mikrotalasno zracenje
fokusirano na ogranic¢enu zonu uzorka 1 tada je uzorak intenzivnije izloZen mikrotalasima od
viSerezimskih gde je mikrotalasno zracenje rasprSeno, a rezultat je ravnomerna distribucija
mikrotalasa na uzorak. Uredaji za mikrotalasnu ekstrakciju se sastoje od izvora mikrotalasa,
najée$¢e magnetrona, usmerivaca talasa i reaktora. Komercijalni uredaji imaju i merno-
kontrolnu jedinicu za pra¢enje parametara ekstrakcije. Prednost jednoreZimskih uredaja je
precizna i homogena raspodela mikrotalasa, a nedostatak je moguénost pregrevanja i
eksplozije zbog velike jacine elektromagnetnog polja. Prednost multireZimskih uredaja su
mogucénost lakog konstruisanja uredaja sa moguénos$¢u homogenizacije elektromagnetnog
polja, mogucénost viSestrukog napajanja koriS¢enjem vise mikrotalasnih generatora, relativno
niska cena, dok su nedostaci nemoguénost primena zakona koje opisuju elektromagnetno
polje zbog nedostatka znanja o raspodeli elektromagnetnog polja i potreba za toplotnom
izolacijom velikih razmera (Vinatoru i sar., 2017).
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Slika 20. Uredaji za mikrotalasnu ekstrakciju a) jednorezimski i b) viserezimski
(izvor: Vinatoru i sar., 2017)

Nedavno je razvijen novi tip uredaja za mikrotalasne ekstrakcije koji koristi interni
usmeriva¢ mikrotalasa (Slika 21). Na ovaj nacin se mikrotalasi uvode direktno u reaktor sa
uzorkom za ekstrakciju i ekstragensom. Prednosti ovakvog uredaja su veca efikasnost
pretvaranja elektromagnetne energije u toplotnu, ravnomerna distribucija mikrotalasne
energije unutar reaktora, nema pogleda u ogranic¢enju materijala od kojeg je konstruisan
mikrotalasni reaktor (Vinatoru i sar., 2017). Ekstrakcioni uredaji mogu biti otvorenog tipa,
koji se koristi pri atmosferskom pritisku, ili zatvorenog tipa, koji se koristi prilikom
ekstrakcije na visokim temperaturama i pritiscima (Vinatoru i sar., 2017).

Slika 21. Uredaj za mikrotalasnu ekstrakciju sa internim usmerivacem talasa
(izvor: Vinatoru i sar., 2017)

Razvoj mikrotalasne ekstrakcije, kao 1 ultrazvucne, je iSao u pravcu razvoja novih,
kombinovanih tehnika, pa su tako razvijene mikrotalasna destilacija za izolaciju etarskih ulja
iz aromati¢nih biljaka (Chemat i Smadja, 2004), gravitaciona mikrotalasna hidrodifuzija,
kombinacija mikrotalasnog zagrevanja i destilacije na atmosferskom pritisku koja se obavlja
sa mnogo manje energije i bez rastvaraca, a pod dejstvom mikrotalasa i gravitacije (Vian i
sar., 2008), vakuum mikrotalasna hidrodestilacije, pomoc¢u koje se vr$i isparavanje
azeotropne smese voda-ulje iz bioloskog uzorka na pritisku od 100 do 200 mbar (Mengal 1
Mompon, 1996), mikrotalasna-Soxhlet ekstrakcija podrazumeva kombinaciju Soxhlet
ekstrakcije i mikrotalasnog zagrevanja (Virot i sar., 2007) i mikrotalasna ekstrakcija bez
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rastvaraca, koja je zasnovana na destilaciji na atmosferskom pritisku, a mikrotalasi sluze za
zagrevanje (Chemat i sar., 2004).

2.2.2.3. Ekstrakcija ugljendioksidom u superkriti¢nom stanju

Ekstrakcija superkriticnim fluidima podrazumeva ekstrakciju fluidima koji se nalaze u
superkriti¢nom stanju, odnosno fluidima koji su izloZeni pritisku i temperaturi koji su iznad
kriticne tacke fluida. Superkriticno stanje se definiSe kao stanje fluida koje ima osobine i
teCnosti 1 gasova, odnosno u superkriticnom stanju fluid je stisljiv, ali sa gustinom i
difuzivnoscu koja odgovara te¢nosti (Herrero i sar., 2006).

Razliciti rastvaraci se mogu koristiti kao ekstragensi za superkriticnu ekstrakciju, kao §to su
ugljendioksid, metanol, voda, eten, etan, n-pentan, n-butan, azotsuboksid i drugi (Herrero i
sar., 2006). Jedan od najcesce koriS¢enih rastvaraca jeste ugljendioksid. Ugljendioksid ima
niz prednosti u odnosu na druge rastvarace, spada u zdravstveno bezbedne rastvarace jer nije
toksican za ljude i zivotnu sredinu, ima nisku kriti¢nu temperaturu (31,2 °C) $to je dobra
osobina za ekstrakciju termolabilnih jedinjenja, ekstrakt ne dolazi u kontakt sa vazduhom i
na taj nacin se sprecavaju oksidacijske reakcije (Barbosa i sar., 2014). Nakon zavrSetka
ekstrakcije dobija se ekstrakt bez rastvaraca jer dekompresijom ugljendioksid prelazi u
gasovito stanje. Nedostatak ugljendioksida kao rastvara¢a je nemogucnost ekstrakcije
polarnih jedinjenja. Da bi se povecala polarnost ugljendioksida dodaju se razliciti ko-
rastvaraci (Zougagh 1 sar., 2004; Solana i sar., 2014).

Ekstrakcija ugljendioksidom u superkritiénom stanju pruza nekoliko prednosti u odnosu na
uobicajene metode ekstrakcije. Ugljendioksid u superkriticnom stanju ima nisku viskoznost,
a veliku difuzivnost pa je samim tim poboljSana penetracija kroz uzorak i povecan je prinos
ekstrahovanih jedinjenja (da Silva i sar., 2016). Jedna od glavnih Kkarakteristika
superkriti¢nog ugljendioksida je mogucnost promene viskoziteta 1 difuzivnosti promenom
pritiska, temperature, ili i pritiska i temperature (Slika 22) (Herrero i sar., 2006).
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Slika 22. a) Fazni dijagram supekriti¢énog ugljendioksida, b) Zavisnost gustine
supekritiénog ugljendioksida od pritiska i temperature, ¢) Zavisnost medupovrSinskog
napona supekriticnog ugljendioksida od pritiska 1 temperature, d) Zavisnost rastvorljivosti
supekriti¢nog ugljendioksida od pritiska
(izvor: Sun i sar., 2019)

- Princip ekstrakcije ugljendioksidom u superkriticnom stanju

Superkriti¢na ekstrakcija se izvodi u dva koraka: soljubilizacija hemijskih jedinjenja koja su
prisutna u uzorku i njeno odvajanje u superkriti¢ni ugljendioksid (da Silva i sar., 2016).
Proces soljubilizacije biljnog uzorka odvija se u razli¢itim fazama. Prvo biljni uzorak
apsorbuje supekriti¢ni ugljendioksid $to uzrokuje bubrenje Celije 1 Sirenje meducelijskih
kanala pa je na taj nacin povecan prenos mase. Zatim dolazi do prenosa mase rastvorenih
jedinjenja iz unutrasnjosti biljne ¢elije na njenu povrsinu i dalje u ugljendioksid. Rastvorena
jedinjenja i ugljendioksid se nakon smanjenja pritiska u separatoru odvajaju (Brunner, 1994).

Kod ekstrakcije superkriticnim ugljendioksidom od izuzetne je vaznosti poznavati kinetiku
ekstrakcije. Kriva kinetike ekstrakcije je podeljena u tri perioda (Slika 23):
- period konstantne rastu¢e brzine ekstrakcije gde je spoljna povrSina Cestica
prekrivena rastvorljivim supstancama a dominantan mehanizam prenosa mase je
konvekcija,
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- period padajuce brzine ekstrakcije gde je spoljna povrSina cestice delimicno
prekrivena rastvorljivim supstancama a mehanizmi prenosa mase su i difuzija i
konvekcija i

- period male brzine ekstrakcije pri ¢emu spoljna povrSina Cestice nije prekrivena
rastvorljivim supstancama i prenos mase se odvija putem difuzije (Mezzomo i sar.,
2009; Jesus i sar, 2013; Mesomo i sar., 2013).

Period konstantne rastuce Period padajuce Period male
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Slika 23. Periodi ekstrakcije superkriti¢nim ugljendioksidom
(izvor: da Silva i sar., 2016)

- Faktori koji uticu na ekstrakciju ugliendioksidom u superkriticnom stanju

Superkriti¢na ekstrakcija ugljendioksidom zavisi od nekoliko faktora, a u prvom redu od
pritiska, temperature, protoka i vremena ekstrakcije (Lang i Wai, 2001).

Rastvorljivost ciljnog jedinjenja u ugljendioksidu je glavni faktor koji odreduje njegovu
efikasnu ekstrakciju. Rastvorljivost zavisi od isparljivosti analita koja je funkcija
temperature 1 solvatacije superkriticnog fluda koja je funkcija gustine te¢nosti (Modey i sar.,
1996). Generalno posmatrano, cesto je poZeljno da se uzorci ekstrahuju tacno iznad
temperature u kojoj zeljena jedinjenja postaju rastvorljiva, tako da ekstrakcija drugih
jedinjenja moze biti svedena na minimum (Lang i Wai, 2001). Da bi se postigla dobra
selektivnost, neophodna je pazljiva kontrola gustine superkriti¢nog fluida koja se moze
modifikovati promenom pritiska. Kontrolom gustine superkriti€énog fluida moZe se postici 1
frakcionisanje ekstrakata (Lang i Wai, 2001).
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- Uredaji za ekstrakciju ugliendioksidom u superkriticnom stanju

Sematski prikaz aparatura za ekstrakciju ugljendioksidom u superkritiénom stanju data je na
slici 24. Ugljendioksid se pumpom, pod odredenim uslovima temperature, pritiska i protoka,
uvodi u ekstraktor gde se nalazi uzorak. Nakon prolaska kroz ekstraktor superkriti¢ni
ugljendioksid se sa ekstrahovanim supstancama uvodi u separator gde se pri uslovima
snizenog pritiska i temperature ugljendioksid prevodi u gasovite stanje i odvaja od ekstrakta.
Mogucée je implementirati viSe separatora i izvrsiti frakcionisanje dobijenog ekstrakta
menjanjem mo¢i rastvaranja ugljendioksida promenom procesnih parametara u svakom
pojedinacnom separatoru. Ukoliko je prilikom ekstrakcije potrebno menjati selektivnost
ugljendioksida dodatkom ko-rastvaraca, pre ulaska u ekstraktor ko rastvarac i ugljendioksid
se meSaju u mesacu (Herrero i sar., 2006).

. Boca sa ugljendioksidom
. Rezervoar korastvarata
. Mera¢ protoka

. Vodeno kupatilo

_ Izmenjiva¢ toplote
Pumpa

- Mesac

_ Ekstrakior

9_ Ventil

10. Separator

| ]
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Slika 24. Sematski prikaz aparature za ekstrakciju ugljendioksidom u superktitiénom
stanju
(izvor: Roohinejad i sar., 2017)

Ekstrakcija ugljendioksidom u superkriti¢nom stanju se primenjuje u razli¢itim oblastima
kao Sto su prehrambena tehnologija, petrohemijska tehnologija, farmaceutska tehnologija 1
tehnologija zastite Zivotne sredine i drugo (Rozzi i Singh, 2002; Herrero i sar., 2006).

2.2.2.4. Ekstrakcija vodom u subkriticnom stanju

Voda, kao jeftin i ekoloski prihvatljiv ekstragens, je idealan ekstragens za ekstrakciju
lekovitih biljaka, ali zbog lose efikasnosti ekstrakcije vecine nepolarnih jedinjenja njena
upotreba je ograni¢ena. Medutim, menjanjem pritiska 1 temperature moguce je menjati
fizicka 1 hemijska svojstva vode tako da voda ostane u te€nom stanju iako se njena
temperatura znac¢ajno poveca iznad njene atmosferske tacke klju¢anja. Na ovaj nacin se

Ekstrakcija industrijske konoplje (Cannabis sativa L.) 41



Doktorska disertacija Zorica Drinié, mast. inz. tehnol.

smanjuju polarnost, viskozitet, povrSinski napon i konstanta disocijacije vode. Voda sa
niskom polarnoséu pod pritiskom moze lako rastvoriti organska polarna i nepolarna
jedinjenja menjajuci temperaturu od nizih ka visim (Ramos i sar., 2002). Voda pod ovakvim
uslovima pritiska i temperature je poznata kao subkriti¢na voda. Izraz ,,subkriti¢na voda“ se
koristi za oznacavanje vode u fazi izmedu tacke kljucanja (100 °C) i kriti¢ne temperature
vode (374 °C) pri poviSenom pritisku (najcesce izmedu 10 i 60 bar) (Herrero i sar., 2006).
Voda se u subkriticnom stanju moZze odrzavati sve do postizanja kriticne taCke vode
(temperatura 374 °C i pritisak 221 bar) nakon koje prelazi u superkriti¢no stanje (Clifford,

2008; Chaplin, 2008.). Fazni dijagram vode (Slika 25) prikazuje razlicita stanja vode pod
razli¢itim uslovima temperature i pritiska.
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Slika 25. Fazni dijagram vode
(izvor: Peterson, 2013)

Princip ekstrakcije vodom u subkriticnom stanju

Princip ekstrakcije vodom u subkriticnom stanju zasnovan je na molekulskoj strukturi vode
1 njenim termodinamic¢kim svojstvima. Parcijalno negativnho 1 parcijalno pozitivno
naelektrisanje na suprotnim krajevima molekula vode su odgovorni za osobine vode kao sto
su polarnost, kohezija, medupovrsinski napon, dipolni momenat i drugo (Moulton, 2004;
Chaplin, 2008). Na sobnoj temperaturi (T=25 °C) i atmosferskom pritisku, voda ima veoma
visoku dielektri¢nu konstantu (¢=80) (Cabane i Vuilleumier, 2005). Pove¢anjem temperature
1 pritiska (T=250 °C i p=50 bar) dielektri¢na konsanta vode znacajno opada (¢=27) §to je
oko raspona organskih rastvarac¢a kao $to su metanol, etanol, aceton (Teo i sar., 2010;
Alupului i sar, 2012). Voda na ovakvim uslovima rastvara Sirok spektar jedinjenja sa niskom
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1 srednjom polarnoséu (Kim i sar., 2009; Zaibunnisa i sar., 2009; Teo i sar., 2010). Na ovaj
nacin, menjanjem temperature i pritiska, moguce je varirati dielektricnu konstantu vode, a
samim tim i moguénost vode kao rastvaraca (Chemat i sar., 2012). U osnovi, ekstrakcija
vodom u subkriticnom stanju se odvija difuzijskim 1 konvenkcijskim prenosom mase (Smith,
2002). Povecanjem temperature dolazi do povecanja toplotne energije koja moze uticati na
raskidanje adhezivnih sila izmedu rastvorene supstance i matriksa za ekstrakciju, kao i
kohezivnih sila izmedu rastvorenih supstanci, smanjenjem aktivacijske energije potrebne za
desorpciju omogucavajuci brzi prenos mase (Teo i sar., 2010). PoviSen pritisak omoguéava
vodi da prozima pore matriksa i na taj nacin obezbeduje bolju ekstrakciju (Richter i sar.,
1996).

Mehanizam ekstrakcije subkriticnom vodom podrazumeva Sestostepeni proces:
- brz prodor subkriticne vode u pore matriksa,
- desorpcija rastvorljivih jedinjenja sa aktivnih centara u matriksu,
- rastvaranje rastvorljivih jedinjenja u subkriticnoj vodi,
- difuzija rastvorljivih jedinjenja kroz pore matriksa,
- difuzija rastvorljivih jedinjenja izvan Cestica matriksa,
- iscrpljene sirovine prolaskom velike koli¢ine subkriticne vode (Asl i Khajenoori,
2013).

Mehanizam ekstrakcije subkriticnom vodom zavisi od povecanja rastvorljivosti i prenosa
mase usled promene svojstava vode (Ong 1 sar., 2006). Voda u subkriti¢cnom stanju ima
manju viskoznost i bolju difuzivnost, a samim tim bolju penetraciju kroz matriks. Takode,
smanjuje se povrSinski napon jer pri ve¢im temperaturama i pritiscima dolazi do slabljena
vodoni¢nih veza i Van der Valsovih sila izmedu jedinjenja i matriksa $to olakSava desorpciju
(Teo i sar., 2010).

- Faktori koji uticu na ekstrakciju vodom u subkriticnom stanju

Na efikasnost subkriticne ekstrakcije utiCu temperatura, pritisak, ko-rastvaraci i protok
subkriti¢ne vode (Gbashi i sar., 2016). NajvaZzniji faktor ekstrakcije subkriticnom vodom
jeste temperatura (Teo i sar., 2010). Povecanje temperature dovodi do povecanja difuzivnosti
1 rastvorljivosti, a smanjenja viskoznosti 1 povr§inskog napona vode (Teo i sar., 2010; Asl 1
Khajenoori, 2013). Takode usled povecanja temperature dolazi do olakSane desorpcije
rastvorljivih jedinjenja (Teo i sar.,, 2010). Pritisak ima mali uticaj na ekstrakciju
subkriticnom vodom jer je voda ispod svoje kriti¢ne temperature vrlo slabo kompresibilna,
tako da pritisak nema uticaja na fizicka svojstva vode sve dok se odrzava teCno stanje
(Ramos 1 sar., 2002; Carr 1 sar., 2011). Tek iznad 300 °C fizicka svojstva vode zavise od
pritiska (Brovchenko i Oleinikova, 2008). Ve¢i pritisci, iako ne utiu na svojstva vode,

indirektno povecavaju prinos ekstrakcije forsiraju¢i subkritiénu vodu da prodire u pore
uzorka (Ong i sar., 2006).

Ko-rastvaraci 1 povrSinski aktivne materija mogu uticati na povecanje prinosa ekstrakcije
menjanjem svojstava vode kao Sto su dielektricna konstanta, povrSinski napon, jacina
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vodonicne veze, difuzivnost ili menjanjem fizicko-hemijskih svojstava uzorka povecavajuci
desorpciju i difuzija jedinjenja koja se ekstrahuju (Curren i King, 2001; Wang i Weller, 2006;
Teo i sar., 2010).

Brzina protoka uti¢e samo kod kontinualnih sistema za ekstrakciju subkriticnom vodom.
Povecanjem brzine protoka subkriticne vode kroz uzorak moze se spreciti razgradnja
termolabilnih jedinjenja, jer je njihovo zadrzavanje na visokoj temperaturi kratko. Medutim,
brz protok moze dovesti do dobijanja razblaZzenih ekstrakata, a samim tim smanjenja
energetske efikasnosti jer je potrebno naknadno koncentrisati dobijene ekstrakte (Plaza i
Turner, 2015).

- Uredaji za ekstrakciju vodom u subkriticnom stanju

Ekstrakciju subkriticnom vodom moguce je raditi na tri nacina, diskontinualno, kontinualno
i kombinacijom ova dva rezima (Slika 26) (Richter i sar., 2003; Islam i sar., 2014).
Diskontinualni rezim podrazumeva mesanje uzorka i vode u ekstraktoru. Pritisak se postize
uvodenjem azota u ekstraktor, a temperatura zagrevanjem ekstraktora elektricnim grejac¢ima.
Tokom procesa ekstrakcije neophodno je meSanje kako bi se obezbedio prenos mase i
toplote. Kontinualni rezim podrazumeva kontinualni protok vode kroz ekstraktor u kome se
nalazi uzorak $to omogucava iscrpljenje sirovine jer se konstantno Cist rastvor koristi za
ekstrakciju. Medutim, na ovaj nacin se koriste vece zapremine rastvaraca i veca je potros$nja
energije (Gbashi i sar., 2016).
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3-VENTIL ZA ULAZ AZOTA
4-MANOMETAR

5- ELEKTRICNI GREJACT
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Slika 26. Sematski prikaz diskontinualnog i kontinualnog rezima subkritiéne ekstrakcije
(izvor: Zekovi¢ i sar., 2014; Khajenoori i sar., 2008)
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Ekstrakcija vodom u subkriticnom stanju je ekoloski prihvatljiva tehnika ekstrakcije jer se
kao rastvara¢ za ekstrakciju koristi voda koja je netoksi¢na, nezapaljiva, ne stvara Stetne
proizvode (Liang i Fan, 2013). Kontrolisanjem radnih uslova moguce je izvrsiti selektivnu
ekstrakciju polarnih, umereno polarnih i nepolarnih jedinjenja (Curren i King, 2001; Liang
i Fan, 2013). Nedostatak ekstrakcije vodom u subkriticnom stanju je visoka temperatura,
koja moze dovesti do razgradnje termolabilnih jedinjenja (Mokgadi i sar., 2013; Khoza 1
sar., 2014).

2.3. SuSenje rasprSivanjem

Susenje rasprSivanjem (eng. Spray drying) je Siroko rasprostranjena tehnika za suSenje
vodenih ili organskih rastvora, suspenzija ili emulzija u prehrambenoj, hemijskoj i
farmaceutskoj industriji. SuSenjem rasprSivanjem se u prehrambenoj industriji proizvodi
Sirok spektar proizvoda kao $to su hrana za bebe, instant kafe, suSeni mle¢ni proizvodi i
drugo. U hemijskoj industriji se na ovaj na¢in dobijaju aluminijum-hlorohidrat, amonijum-
nitrat, amonijum-fosfat, magnezijum-hidroksid, cink-oksid, deterdZenti, pigmenti i drugo. U
farmaceutskoj industriji se koristi za dobijanje farmakoloski aktivnih principa u vidu praha
kao §to su peptidi, proteini, jedinjenja slabo rastvorna u vodi, antibiotici i biljni ekstrakti.
Prednosti upotrebe farmaceutskih preparata u vidu praha u odnosu na te¢ne su jednostavnije
skladistenje, veca koncentracija aktivnih principa i produzena stabilnost proizvoda (Jain
Manu i sar., 2011).

2.3.1. Proces suSenja rasprSivanjem

Susenje rasprsivanjem podrazumeva Cetiri osnovne faze procesa:
- priprema medijuma za rasprsivanje,
- rasprSivanje, odnosno atomizacija,
- suSenje, odnosno isparavanje rastvaraca i
- odvajanje Cestica praha od gasne faze (Snyder i Lechuga-Ballesteros, 2008).

Medijumi razli¢itih reoloSkih osobina se mogu susiti rasprS$ivanjem. Dizajn medijuma vrsi
se u skladu sa odredenim ciljnim karakteristikama proizvoda, stabilnos¢u, rastvorljivoséu
sastojaka formulacije, povrSinskim naponom i viskozitetom. Priprema treba da osigura da
dobijeni medijum za rasprSivanje bude odgovaraju¢ih reoloSkih karakteristika zbog
rasprSivanja, kako bi bila formirana odgovarajuca veli¢ina kapi i odgovarajuce osobine praha
(Snyder i Lechuga-Ballesteros, 2008; Mileti¢, 2013).

Za rasprSivanje se koristi raspr§iva¢, odnosno atomizer koji rasprSuje tecnost u vidu
pojedinacnih kapi odredenih veli¢ina i ta prva, inicijalna veli¢ina rasprSene kapi, utice na
veli¢inu osusSenih Cestica. Postoje dva osnovna tipa atomizera, rotacioni atomizer i mlazni
atomizer (Slika 27).
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Slika 27. Atomizer a) mlazni, b)rotacioni

Rotacioni atomizer se sastoji od rotacionog diska koji za rasprSivanje tecnosti koristi
centrifugalnu silu. Velicina Cestica koje nastaju prilikom rasprSivanja pomocu rotacionog
atomizera se kre¢u u rasponu od 10 do 200 pm. Rotacioni atomizeri su pouzdani, laki za
rukovanje i dobro podnose fluktuacije brzine ulaska medijuma za rasprsivanje (Jain Manu i
sar., 2011). Mlazni atomizeri mogu biti pneumatski sa jednim i dva fluida, hidrauli¢ni i
ultrazvucni. Pneumatski mlazni atomizeri proizvode velike brzine fluida za rasprsivanje,
naj¢e$ée vazduha. Prilikom kontakta sa medijumom za rasprSivanje dolazi do stvaranja
visokih sila trenja 1 do dezintegracije povrSinskog sloja te¢nosti u kapljice. VeliCina Cestica
se kontroliSe odnosom protoka fluida 1 medijuma za rasprSivanje 1 najcesce se krece u opsegu
od 5 do 100 um. Hidrauli¢ni atomizeri, dovodenjem medijuma pod pritiskom u vidu tankog
filma u atomizer i njegovo proterivanje pod pritiskom kroz dizne, omoguéavaju rasprsivanje
nakon izlaska iz atomizera. Veli€ina Cestica dobijenih u hidrauliénim mlaznim atomizerima
je od 30 do 350 um (Jain Manu i sar., 2011).

SuSenje se odvija u struji toplog gasa koji moze biti vazduh u sluc¢aju vodenih sistem ili neki
inertni gas, kao §to je azot, u slucaju rada sa organskim, lakozapaljivim te¢nostima. Vecina
uredaja za suSenje rasprSivanjem je konstruisana tako da gas za suSenje ulazi na vrhu ili na
dnu komore za suSenje. Prah dobijen u ovakvim susnicama cesto moZze biti losih osobina u
pogledu neuniformnosti raspodele veli¢ine cestica dobijenog praha, a Cesto dolazi i do
slepljivanja Cestica. Da bi se ovo izbeglo konstruisani su uredaji kod kojih se suSenje odvija
u dva koraka, jedno na vrhu komore za susenje 1 jedno na dnu, u formiranom fluidizovanom
sloju. Ovako dobijen prah je boljih karakteristika, a opseg raspodele veli€ina Cestica je od
100 do 300 um (Celik i Wendel, 2005). Komore za susenje su prikazane na slici 28.
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Separacija Cestica praha od gasne faze se obi¢no odvija u ciklonu, mada je separaciju moguce
obavljati i pomocu vreéastih filtera (Slika 29). Prednost separacije pomocu ciklona je visoka
efikasnost, pogodnost ¢iS¢enja u mestu i mehanicka jednostavnost. Nedostaci ukljucuju
veli¢ina opreme i moguée smanjenje efikasnosti prilikom scale-up-a. Efikasnost separacije
ciklonom zavisi od dizajna ciklona, procesnih parametara i mehanickih osobina ¢vrstih

Cestica (Snyder i Lechuga-Ballesteros, 2008).
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Slika 29. Ciklon i vrecasti filter
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2.3.2. Prednosti i nedostaci suSenja rasprsivanjem

Susenje rasprsivanjem, u odnosu na druge metode Susenja, ima brojne prednosti:

- brza metoda susenja,

- kratkotrajno je zadrzavanje tecnosti na poviSenoj temperaturi, $to je veoma vazno za
termolabine supstance,

- ne zahteva dalju obradu dobijenog praha jer se lako mogu kontrolisati brojne osobine
praha kao Sto su oblik, veliina Cestica, nasipna gustina, poroznost, sadrzaj vlage,
proto¢nost,

- ujednom koraku se te¢nost prevodi u osusen prah (Celik i Wendel, 2005).

Nedostaci suSenja rasprSivanjem se javljaju pri suSenju lepljivih proizvoda. Lepljivi
proizvodi se tesko suse zbog stvaranja aglomerata u toku samog procesa, uglavnom zbog
velikog sadrzaja niskomolekularnih Secera (saharoza, glukoza, fruktoza). Stvaranje
aglomerata je direktna posledica niske temperature staklastog prelaza (Tg) (Truong i sar.,
2005). Temperatura staklastog prelaza je temperatura pri kojoj ¢vrsta amorfna supstanca
postaje meka nakon zagrevanja (Bhesh i sar., 1997). Da bi se sprecila aglomeracija prilikom
suSenja dodaju se razli€iti nosaci, u prvom redu maltodekstrin razli¢itog glukoznog
ekvivalenta, arapska guma, skrob, ciklodekstrini, proteini (Bhandari i Howes 1999; Truong
i sar., 2005; Shrestha i sar., 2007). Nedostatak primene nosaca je taj $to je neophodna
optimizacija za svako suSenje, odnosno odredivanje koli¢ine nosaca (na suvi ostatak) koja
treba da se doda u tecnost koja se susi da bi se dobio prah najboljih karakteristika (Mani i
sar., 2002).

2.4. Optimizacija tehnoloSkog procesa

U mnogim inZenjerskim eksperimentima, nezavisno da li se obavljaju u strogo kontrolisanim
laboratorijskim ili pogonskim uslovima, vrsi se istrazivanje proizvodnih uslova koji ¢e dati
optimum u kvalitetu proizvoda i njegovoj ekonomi¢nosti. Optimizacija je uglavnom radena
OFAT metodom (one-factor-at-a-time), odnosno pracenjem uticaja jednog parametra na dati
proces. Danas se intenzivnije primenjuje eksperimentalni dizajn koji omogucava pracenje
uticaja viSe faktora na dati proces, kako svakog faktora pojedina¢no, tako i njihove
interakcije (Bezerraa i sar., 2008).

2.4.1. Planiranje eksperimenta
2.4.1.1. OFAT metoda

Ova metoda se sastoji od pocetne vrednosti (ili osnovnog seta nivoa), za svaki parametar,
pri ¢emu se ispituju jedan po jedan parametar tako Sto se dati parametar menja u okviru svog
domena, dok se svi ostali drze konstantni, na osnovnom nivou. Nakon $to se izvedu svi
testovi, nacrtaju se grafici koji pokazuju kako svaki parametar, ¢ije se vrednosti menjaju,
uti¢e na izlazne promenjive. Glavna mana ovakvog pristupa planiranja eksperimenta jeste
Sto ona ne uspeva da ispita mogucnost interakcije izmedu parametara, a samim tim ne daje
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prikaz kompletnih uticaja parametara na izlazne promenjive. Druga mana OFAT metode je
veliki broj eksperimenata potrebnih da bi se sprovelo istrazivanje, a samim tim potrebno je
mnogo vise resursa $to dovodi do velikih troskova (Lundstedt i sar, 1998).

2.4.1.2. Eksperimentalni dizajn

U cilju prevazilazenja problema OFAT metode, uveden je koncept eksperimentalnog
dizajna. Koncept eksperimentalnog dizajna nije nov. Poti¢e iz 20-tih godina proslog veka.
Uveo ga statisticar Ronald Fisher, naglasavaju¢i potrebu razmatranja statisticke analize
tokom faze planiranja eksperimenta, a ne u zavr$nim fazama. Ovaj koncept su prosirili
Walter A. Shewhart, William E. Deming, and Joseph M. Juran, a u farmaceutsku industriju
su ga uvele FDA i EMA isticu¢i da kvalitet farmaceutskih proizvoda mora da bude posledica
dobrog dizajna (Quality by Design) (Politis i sar., 2017).

Eksperimentalni dizajn je strukturirana i organizovana metoda za odredivanje odnosa
izmedu faktora koji uti¢u na proces i rezultate tog procesa, odnosno eksperimentalni dizajn
podrazumeva postizanje saznanja o celokupnom procesa uspostavljanjem matematickih
odnosa izmedu ulaznih i izlaznih promenjivih (Slika 30) (Politis i sar., 2017).

kontrolisani faktori
XN X X
SAVAVINRY,
PROCES :} v, izlazne promenjive

GOg -0

1
nekontrolisam faktori
Slika 30. Sematski prikaz eksperimentalnog dizajna
(izvor: Politis i sar., 2017)

Proces zavisi od kontrolisanih faktora i nekontrolisanih faktora, koji se javljaju nasumicno i
imaju minimalan uticaj u poredenju sa kontrolisanim faktorima i izrazavaju se
eksperimentalnom greskom. Uticaj kontrolisanih faktora na izlazne promenjive varira u
skladu sa Pareto principom, poznatim i kao 20:80 koji ukazuje da je mali procenat faktora
odgovoran za veliki procenat odgovora. Najuticajniji faktori su definisani kao kriti¢ni
parametri procesa i njihova promena utiCe u znacajnoj meri na izlazne promenjive.
Eksperimentalni dizajn je pristup koji podrazumeva kontrolu ulaznih parametara procesa
kako bi se ispitao njihov uticaj na izlazne promenjive. Veza izmedu kriticnih parametara
procesa (x) i izlaznih promenjivih (y) se definiSe funkcijom y=f(x). Na ovaj na¢in je moguce
odrediti najuticajniji faktor procesa, optimizovati proces i odrediti interakcije izmedu faktora
procesa (Politis i sar., 2017).
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U odnosu na OFAT metodu (one-factor-at-a-time) eksperimentalni dizajn ima nekoliko
prednosti:
- povecava znanje o procesima uz minimalnu upotrebu resursa,
- obezbeduje ta¢ne informacije na najefikasniji nacin,
- identifikuje interakcije izmedu faktora procesa,
- karakteriSe uticaj svakog pojedinog faktora,
- omogucava predvidanje ponasanja procesa unutar eksperimentalnog dizajna,
- uspostavlja matemati¢ku vezu izmedu ulaznih i izlaznih promenjivih,
- omogucava optimizaciju izlaznih promenjivih u opsegu postavljenih procesnih
parametara,
- omogucava optimizaciju za vise izlaznih promenjivih istovremeno i drugo (Barker,
1985; Lewis i sar., 1999; Montgomery, 2013).

Eksperimentalni dizajn zahteva sedam razli¢itih faza:

- postavljanje jasno definisanih ciljeva-tokom ovog koraka treba jasno da bude
definisan kvalitet proizvoda;

- izbor ulaznih i izlaznih varijabli-zavisi od cilja eksperimentalnog dizajna §to znaci
da faktori i njihovi nivoli, bilo kategoricki ili numericki, budu izabrani u skladu sa
ciljem;

- odabir eksperimentalnog dizajna—na osnovu ciljeva, provera, karakterizacije ili
optimizacije procesa mogu se izabrati razliciti dizajni;

- izvodenje eksperimenta—odabrani dizajn treba tacno izvrSiti osiguravajuci tako da se
parametri koji nisu obuhvacéeni dizajnom identifikuju i odrzavaju konstantnim;

- provera da li su podaci u skladu sa eksperimentalnim pretpostavkama;

- analiza rezultata—analizom varijansi (ANOVA) i grafickih alata i

- interpretacija rezultata (Montogemeri, 2013).

Krajnji cilj eksperimentalnog dizajna je karakterizacija i optimizacija procesa.
Karakterizacija podrazumeva ispitivanje velikog broja ulaznih varijabli faktorskim dizajnom
na dva nivoa. Na ovaj nacin se iskljucuju faktori koji nemaju uticaj na procese, a moguce je
odabrati kritiéne parametre procesa, odnosno faktore koji znacajno uti€u na izlazne
promenjive. Odabrani faktori se dalje ispituju sa ciljem optimizacije kroz dizajne koji sadrze
najmanje tri nivoa faktora (Politis i sar., 2017).

2.4.2. Statisti¢ka obrada rezultata

Najznacajnija statistiCka metoda koja se danas koristi prilikom optimizacije procesa jeste
metoda odzivne povrsine (RSM — Responce surface Methodology). Ova metoda predstavlja
skup matematickih i statistickih tehnika koje se baziraju na fitovanju eksperimentalnih
vrednosti polinomnim jedna¢inama. Cilj je da se na osnovu pazljivo odabranog plana
eksperimenata optimizuju odzivi sistema (y) koji zavise od viSe nezavisno promenjivih
faktora (x1, X2, X3...) (Montgomery, 2005).

Ekstrakcija industrijske konoplje (Cannabis sativa L.) 50



Doktorska disertacija Zorica Drinié, mast. inz. tehnol.

Osnovna prednost koris¢enja metode odzivne povrsine je u smanjivanju broja eksperimenata
uz obezbedivanje dovoljnog broja informacija za odredivanje statisticki validnih rezultata.
Opsti oblik odzivne funkcije glasi:

y = f(x1,%2, .., X) + €N Q)

gde je:
e—ukupna greska eksperimenata koja sadrzi slucajne greske merenja i efekte slucajnih
spoljnih uticaja koji nisu obuhvaéeni funkcijom f.

Ova greska predstavlja razliku izmedu stvarne (izmerene) i funkcionalnom zavisno$cu
(modelom) izracunate vrednosti za iste nivoe ulaznih faktora. Aproksimacija ¢e biti utoliko
bolja ukoliko je greska manja. Obe komponente greske eksperimenata su slucajne veliine
sa normalnom raspodelom oko tagne (istinite) vrednosti p:=0 sa disperzijom c.2. Tako je za
svaki nivo ulaznih faktora potrebno obaviti vise ponovljenih merenja kako bi se dobio
podatak o gresci. Koliki ¢e biti broj ponovljenih merenja za isti nivo faktora zavisi od uslova
eksperimenata, njegove cene kostanja i traZzene sigurnosti rezultata (Montgomery, 2005).

Oblik odzivne funkcije u RSM metodi prikazuje se u obliku polinoma obzirom da se stepen
fitovanja eksperimentalnih podataka moze poboljSati povecanjem stepena polinoma.
Najces¢e se primenjuju polinomi prvog reda koji u obzir uzimaju samo linearne uticaje
pojedinaénih faktora. Medutim, ako je krajnji cilj postupka optimizacija procesa, neophodno
je Kkoristiti polinome drugog stepena opisan slede¢om jednac¢inom (Ferreira i sar., 2007):

Y = by + XbiX; + YbiXi® + Ybi i XiX; 2)

gde su:

Y—odzivna funkcija,

bo—odsecak,

bi—linearni koeficijent,

bi—kvadratni koeficijent,

bij—koeficijent interakcije,

Xi, Xj—kodirane vrednosti nezavisno promenjivih.

Nakon odredivanja koeficijenata, proracun odziva se izracunava pomocu jedna¢ine modela.
Pogodnost modela, odnosno provera da li model odgovara eksperimentalnim uslovima,
obi¢no se tumaci na osnovu koeficijenata determinacije (R?) i koeficijenta varijacije (CV),
kao mere odstupanja odzivne funkcije od eksperimentalno dobijenih rezultata. Oblik odzivne
funkcije u RSM metodi najcesce se ocenjuje analizom varijansi (ANOVA). ANOVA je
najvise upotrebljavana statisticCka metoda koris¢ena za poredenje srednjih vrednosti medu
viSe posmatranih grupa podataka. Zasnovana je na testiranju hipoteza $to je svrstava u grupu
metoda koje donose odluku (decision meaking methods) sa izvesnim, unapred zadatim,
rizikom. ANOVA omogucava poredenje srednjih vrednosti bilo koje dve grupe podataka,
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uzimajudi u obzir i srednje vrednosti u ostalim grupama, kao i procenu jednakosti srednjih
vrednosti u ¢itavom modelu (Bas i Boyaci, 2007).

Najcesce koris¢eni eksperimentalni dizajni su potpuni faktorski dizajn, centralni kompozitni
dizajn i Box-Behnken dizajn (Slika 29).
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Slika 31. Eksperimentalni dizajni: a) 3 faktorski dizajn, b) centralni kompozitni dizajn, c)
Box-Behnken dizajn
(izvor: Fukuda i sar., 2018)

Potpuni faktorski dizajn podrazumeva da su izvedeni i istrazeni svi eksperimenti, sa svim
kombinacijama faktora na svim njihovim nivoima i svim ponavljanjima. Najzastupljeniji je
slucaj sa k faktora, gde svaki ima vrednosti na samo dva nivoa. Kompletan eksperiment
dizajniran na ovaj nadin obuhvata 2X eksperimenata. Ovaj specijalni sluaj uopstenog
faktorijalnog dizajna je od velike vaZznosti zbog svoje Siroke primene u istraZzivackom radu,
kao 1 zbog ¢injenice da je on osnova za mnoge druge dizajne koji imaju znacajnu prakti¢nu
primenu. Pored 2 faktorijalnog dizajna u mnogim eksperimentima se koristi i 3 faktorijalni
dizajn. U 3 faktorijalnom dizajnu se posmatra k ulaznih faktora, tako da svaki od njih uzima
vrednosti na tri nivoa (Montgomery i Runger, 2011). Centralni kompozitni dizajn je veoma
efikasan dizajn u kojem se posebno posmatraju dva parametra, distanca o od osnovnih
ponavljanja i broj centralnih tadaka nc. Obi¢no se prvo koristi 2% dizajn i u slu¢aju da je dati
model ocenjen kao neprihvatljiv, centralni kompozitni dizajn se dalje koristi kao osnova za
obezbedivanje uslova za primenu kvadratnog modela.

Box i Behnken (1960) su predlozili nekoliko ideja za dizajne sa tri-nivoa za aproksimaciju
odzivne povrsine. Ovi dizajni su formirani kombinacijom 2% faktorijalnog dizajna sa
nekompletnim blok dizajnima. Tako konstruisani dizajni su obi¢no veoma efikasni u
uslovima trazenog broja pokusaja, i obicno su rotirajuci (Politis 1 sar., 2017).
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Biljni materijal

Biljni materijal upotrebljen u istrazivanju je herba industrijske konoplje sorte Helena
(Cannabis sativa L. cv. Helena) Instituta za ratarstvo i povrtarstvo iz Novog Sada, Srbija.
Ova sorta je gajena kao komercijalni semenski usev na oglednom polju Odeljenja za
alternativne kulture i organsku proizvodnju u Backom Petrovcu, Instituta za ratarstvo i
povrtarstvo, tokom 2017. godine (Slika 32), prema tehnologiji gajenja koji preporucuju
Bocsa i Karus (1998).

o

Slika 32. Ogledno polje Instituta za ratarstvo i povrtarstvo Novi Sad Backi Petrovac

Protokol uzorkovanja je bio u skladu sa Poglavljem 2, Dodatak | Uredbe EU 796/200,
postupak A, koji podrazumeva uzorkovanje vrsnih 30 cm stabljike biljke industrijske
konoplje sa najmanje jednom cvasti. Uzorkovanje je vrSeno dva puta, na samom pocetku
cvetanja useva (herba industrijske konoplje na pocetku cvetanja useva) i 20 dana nakon
pocetka cvetanja (herba industrijske konoplje u fazi punog cvetanja useva). Uzorkovani
vr$ni delovi su osuseni na provetrenom mestu zaSticenom od sunca i padavina na sobnoj
temperaturi. Stabljike i seme razli¢ite zrelosti su iz osuSenog materijala odvojeni rucno i
pomocu test sita. Uzorak za istrazivanje se sastojao od lis¢a, cvetova, cvasti 1 brakteja (Slika
33).
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Slika 33. Uzorak herbe industrijske konoplje

Ovako dobijen biljni materijal je usitnjen u mlinu za kafu (Alpina SF-2813, Svajcarska)
(Slika 34) i kao takav primenjen u daljem toku istrazivanja.

Slika 34. Usitnjavanje biljnog materijala

3.1.1. Karakterizacija biljnog materijala
3.1.1.1. Odredivanje sadrzaja vlage

Sadrzaj vlage u biljnom materijalu je odreden gravimetrijski, suSenjem odredene koli¢ine
uzorka do konstante mase na 105°C (Ph. Eur. 8.0., 2013). Merenje sadrZaja vlage radeno je
u tri ponavljanja, a rezultati su izrazeni kao srednje vrednosti.

3.1.1.2. Odredivanje stepena usitnjenosti

Stepen usitnjenosti biljnog materijala, odnosno veliina Cestica, odreduje se tako Sto se
usitnjena droga (100 g) prenese na set sita (Erweka, Nemacka) i prosejava 20 minuta. Zatim
se meri masa dela droge zaostale na svakom situ i izraCunava maseni procenat svake frakcije
1 srednji precnik veli€ine otvora dva susedna sita. Veli¢ina srednjeg precnika Cestica (d) se
izraCunava prema jednacini:
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- 2(3) @

gde su:
mi — maseni procenat i-te frakcije i
di — srednji preénik i-te frakcije (Lepojevié¢ Z., 2000).

Odredivanje stepena usitnjenosti radeno je u tri ponavljanja a rezultati su izrazeni kao srednja
vrednost.

3.1.1.3. Odredivanje sadrzaja etarskog ulja

Sadrzaj etarskog ulja u biljnom materijalu je odreden destilacijom vodenom parom
primenom aparature po Cleavenger-u (Ph. Eur. 8.0., 2013). Izmerena masa biljne sirovine
(20 g) se pomesa sa 400 mL vode u balonu za destilaciju, aparatura se zatim postavi u grejni
medijum i zagreva do kljucanja. Destilacija se odvija u trajanju od 2 h. Nakon 30 minuta od
zavrSetka destilacije se o€itava zapremina etarskog ulja. Prinos se izrazava u %. Merenje
sadrzaja etarskog ulja radeno je u tri ponavljanja a rezultati su izraZeni kao srednja vrednost.

3.2. Hemikalije i reagensi

Za istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije primenjeni su slede¢i reagensi i
hemikalije: Folin-Ciocalteu reagens, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH?), ferihlorid, galna
kiselina, katehin, maltodekstrin (Sigma Aldrich GmbH, Sternheim, Nemacka); etanol
(Centrohem, Sabac, Srbija); metanol (J. T. Baker, Deventer, Holandija); komercijalni
ugljendioksid (>99%) (Messer Tehnogas, Novi Sad, Srbija); komercijalni azot (Messer,
Zapresi¢, Hrvatska); destilovana voda, TKA water purification system tip: 05.30C 7-DEN
(Sigma Aldrich GmbH, Sternheim, Nemacka). Svi ostali reagensi i hemikalije upotrebljeni
u eksperimentalnom radu su bili stepena analiticke Cistoce.

3.3. Primenjene metode ekstrakcije

3.3.1. Maceracija

Maceracija biljnog materijala, odnosno bioaktivnih jedinjenja iz biljnog materijala, je
izvedena tako §to je 10 g biljnog materijala ekstrahovano sa 100 i 200 mL rastvaraca, tako
da je odnos droga/rastvarac 1:10 i 1:20, na sobnoj temperaturi u laboratorijskoj inkubatorskoj
tresilici tokom 24 h sa brojem obrtaja 150 rpm (KS 4000, IKA, Staufen, Nemacka). U ovoj
metodi ekstrakcije kao rastvara¢ su primenjeni destilovana voda i smeSa etanola 1 vode sa
koncentracijama 30, 50, 70 1 90%. Nakon zavr$ene ekstrakcije, ekstrakt je filtriran kroz filter
papir sa porama veli¢ine od 4 do 12 um (Schleicher & Schuell, Dassel, Germany) pod
vakuumom (V-700, Biichi, Switzerland). Dobijeni te¢ni ekstrakti su ¢uvani u zamrzivacu do
njihove karakterizacije.
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3.3.2. Soxhlet ekstrakcija

U Soxhlet ekstrakciji 10 g droge ekstrahovano je primenom heksana kao rastvaraca, u
vremenskom trajanju ekstrakcije od 6 h. Nakon zavrSene ekstrakcije izvrSeno je uklanjanje
rastvaraCa iz ekstrakta uparavanjem na rotacionom vakuum uparivacu (Devarot,
Elektromedicina, Ljubljana, Slovenija), nakon ¢ega je odreden prinos ekstrakcije (% (m/m)).

3.3.3. Ultrazvuéna ekstrakcija

Box-Behnken dizajn sa tri numeri¢ka faktora na tri nivoa je izabran radi ispitivanja i
optimizacije procesa ultrazvucéne ekstrakcije. Ovako postavljen dizajn zahteva 13
eksperimenata sa 4 ponavljanja u centralnoj tacki sto je ukupno 17 eksperimenata. Kao
kriticni faktori ultrazvucéne ekstrakcije su odabrani vreme ekstrakcije (20, 40 1 60 minuta),
temperature ekstrakcije (40, 60 i 80 °C) i snaga ultrazvuka izrazene preko gustine (24, 42 i
60 W/L). Ekstrakcija je radena u ultrazvuénom kupatilu (EUP540A, Euinstruments,
Francuska) (Slika 35) prema blok Semi eksperimenta datoj u poglavlju Planiranje
eksperimenta i statisticka obrada rezultata ove doktorske disertacije (Tabela 2). U
erlenmajeru od 250 mL je ekstrahovano 10 g biljne sirovine sa 100 mL 50% etanola (slika
36). Na erlenmajer je postavljen Libigov kondenzator radi spreCavanja isparavanja
rastvaraca. Erlenmajeri su uvek postavljani na istom rastojanju od izvora ultrazvuka. Nakon
zavrsene ekstrakcije, ekstrakt je filtriran kroz filter papir sa porama veli¢ine od 4 do 12 um
(Schleicher & Schuell, Dassel, Germany) pod vakuumom (V-700, Bichi, Switzerland).
Dobijeni te¢ni ekstrakti su ¢uvani u zamrzivacu do njihove karakterizacije.

Slika 35. Ultrazvucno kupatilo za ultrazvuénu ekstrakciju
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3.3.4. Mikrotalasna ekstrakcija

Za mikrotalasnu ekstrakciju korisc¢en je sistem koji se sastoji od kuhinjske mikrotalasne
peénice (NN-E201W, Panasonic, Osaka, Japan) u koju je adekvatno postavljen stakleni
balon sa Libigovim kondenzatorom (Slika 36). PoloZzaj boce je uvek bio na istoj udaljenosti
od magnetrona. Ispitivanja i optimizacije procesa mikrotalasne ekstrakcije je izvrSena, kao 1
kod ultrazvucne ekstrakcije, pomoc¢u Box-Behnken-ovog dizajna (Tabela 2) pri ¢emu su kao
kriti€ni parametri procesa ekstrakcije izabrani rastvara¢ (30, 50 i 70% etanol), odnos
droga/rastvara¢ (1:5, 1:10 i 1:15) i vreme ekstrakcije (10, 20 i 30 minuta). Ekstrakcija je
radena na fiksnoj snazi mikrotalasa (580 W). Nakon zavrSene ekstrakcije, ekstrakt je filtriran
kroz filter papir sa porama veli¢ine od 4-12 um (Schleicher & Schuell, Dassel, Germany)
pod vakuumom (V-700, Biichi, Switzerland). Dobijeni te¢ni ekstrakti su ¢uvani u
zamrzivacu do njihove karakterizacije.

Slika 36. Sistem za mikrotalasnu ekstrakciju
3.3.5. Ekstrakcija ugljendioksidom u superkritiénom stanju

Ekstrakcija ugljendioksidom u superkriticnom stanju je radena na laboratorijskom
postrojenju za visoko-pritisnu ekstrakciju (HPEP - High Pressure Extraction Plant - NOVA
Swiss, Effretikon, Svajcarska) (Slika 37). lzmerena masa biljnog materijala (40 g) je
postavljena u ekstraktor i ekstrahovana na nacin opisan u poglavlju 2.2.2.3. pri razli¢itim
kombinacijama pritiska (100, 200 i 300 bar) i temperature (40, 50 i 60 °C). Za svaku
kombinaciju parametara dobijeno je 5 ekstrakata: ekstrakt dobijen nakon ekstrakcije u
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trajanju 4 sata, oznacen kao totalni ekstrakt (TE), i frakcije dobijene nakon svakih sat
vremena ekstrakcije (F1, F2, F3, F4). Ekstrakti su ¢uvani na temperaturi od 4 °C do njihove
karakterizacije.

Slika 37. Sistem za ekstrakciju ugljendioksidom u superkriticnom stanju

3.3.6. Ekstrakcija vodom u subKkriticnom stanju

Ekstrakcija vodom u subkriti¢cnom stanju je radena u diskontinualnom reaktoru (Slika 38).
Biljna sirovina (15 g) je ekstrahovana sa destilovanom vodom (150 mL) u ekstraktoru na
razli¢itim temperaturama (120, 140, 160, 180, 200 i 220 °C) pri konstantnom pritisku od 30
bar i vremenu ekstrakcije od 10 minuta. Na osnovu naknadno odredenih izlaznih parametara-
kvalitativnih karakteristika dobijenih ekstrakata (CBD-a) odabrana je optimalna temperatura
(140 °C) na kojoj je pracen uticaj vremena ekstrakcije (5, 10, 15, 30 i 40 minuta). Nakon
ekstrakcije, ekstrakti su profiltrirani kroz filter papir sa porama veli¢ine od 4-12 um
(Schleicher & Schuell, Dassel, Germany) pod vakuumom (V-700, Bichi, Switzerland) i
cuvani u zamrzivacu do njihove karakterizacije.
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Slika 38. Ekstraktor za ekstrakciju vodom u subkritiénom stanju
3.4. SuSenje rasprSivanjem

Nakon poredenja kvalitativnih karakteristika dobijenih te¢nih ekstrakata postupcima
maceracije, ultrazvu¢ne ekstrakcije, mikrotalasne ekstrakcije 1 ekstrakcije vodom u
subkriti¢cnom stanju, odabrana je najadekvatnija metoda ekstrakcije za pripremu te¢nog
ekstrakta herbe industrijske konoplje. Mikrotalasna ekstrakcija sa 57% etanolom, odnosom
droga/rastvarac 1:5 i vremenom ekstrakcije 10 minuta na fiksnoj snazi od 580 W je odabrana
za pripremu tecnog ekstrakta primenjenog dalje u pripremi napojne smese za proces susenja
rasprSivanjem. Ovako dobijen te¢ni ekstrakt je osuSen u poluindustrijskoj Spray dryer
susnici (Anhydro, Danska) (Slika 39). Kao nosa¢ prilikom suSenja je primenjen
maltodekstrin sa dekstroznim ekvivalentom 16 u koncentracijama 20, 40 i 60% racunato na
suvi ostatak te€nog ekstrakta. Napojna smeSa je pripremljena tako $to je maltodekstrin
rastvoren u destilovanoj vodi, a zatim je dodat tecnom ekstraktu neposredno pre svakog
suSenja. Tako pripremljen medijum za susenje je konstantno tokom procesa mesan pomocu
magnetne mesalice i grejan na temperaturu od 30 °C. Medijum za susenje je pomocu
peristalticke pumpe uveden u komoru za suSenje sa protokom od 15 mL/min. Za atomizaciju
je primenjen mlazni hidrauli¢ni atomizer, a podeSen radni pritisak atomizera je 3 bar. Ulazna
temperatura vazduha koji je primenjen kao medijum za susenje je bila u opsegu od 125-130
°C, dok je izlazna temperatura bila izmedu 75 1 85 °C. Dobijeni suvi ekstrakti su nakon
sakupljanja skladiSteni u staklenoj ambalazi, koja je nakon toga sladiStena u eksikator.
Efikasnost procesa suSenja je izraCunata iz odnosa mase dobijenog suvog ekstrakta 1
ocekivane, teorijske mase, i izrazena je u %.
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Slika 39. Spray dry susnica

3.5. Karakterizacija ekstrakata
3.5.1. Prinos ekstrakcije

Prinos ekstrakcije (Y) u teCnim ekstraktima je odreden primenom standardne metode po Ph.
Eur. 8.0. (2013). Tecni ekstrakt (5 mL) je prenesen u prethodno izmeren balon. Balon je
postavljen na rotacioni vakuum uparivac i sadrzaj iz balona je uparen do suva. Balon je zatim
suSen na temperaturi od 105 °C do konstantne mase. Prinos ekstrakcije je izrazen u %,
odnosno kao masa dobijenog suvog ostatka u g na 100 g biljnog materijala.

U slucaju ekstrakcije sa ugljendioksidom u superkriti¢cnom stanju prinos ekstrakcije je meren
nakon 30, 60, 90, 180 i 240 minuta. Prinos ekstrakcije je izrazen u %, odnosno kao masa
izmerenog ekstrakta u g na 100 g biljnog materijala.

Prinos Soxhlet ekstrakcije je odreden merenjem mase ekstrakta nakon uparavanja heksana
na rotacionom vakuum uparivacu. Prinos je izrazen u %, odnosno kao masa izmerenog
ekstrakta u g na 100 g biljnog materijala.
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3.5.2. Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola

Sadrzaj ukupnih fenola (TP) je odreden u te¢nim i suvim ekstraktima herbe industrijske
konoplje primenom metode po Folin-Ciocalteu. Ova metoda zasniva se na
spektrofotometrijskom odredivanju sadrzaja ukupnih fenola u reakcionoj smesi ekstrakta,
Folin-Ciocalteu reagensa (smesa fosformolibdatske i fosforvolframske kiseline) i 20%
rastvora natrijumkarbonata. Kod ovog odredivanja stvara se kompleksan polimerni jon sa
fosformolibdatskom (H3PMo012040) i fosforvolframskom (HsPW12040) kiselinom. Ovaj
reagens oksiduje polifenolne materije, a sam se redukuje u smesu volframoksida (WgO23) i
molibdenoksida (MogO23) prema datoj reakciji. Rastvor postaje intenzivno plave boje, a
intenzitet obojenosti je srazmeran koncentraciji polifenolnih jedinjenja (Singleton i Rossi,
1965; Kahkonen i sar., 1999).

NazWO4/NazMoO4+ Fenol —(Fenol-MoW11040)* @)
Mo(V]) (zuto obojen) + €- — Mo(V) (plavo obojen)

U epruveti se pomesSaju 0,1 mL uzorka, 7,9 mL destilovane vode, 0,5 mL Folin-Ciolcateu
reagensa i 1,5 mL 20% natrijum-karbonata. Slepa proba je pripremljena na isti nacin, ali
umesto uzorka se dodaje destilovana voda. Nakon inkubacije od 120 minuta na sobnoj
temperaturi meri se apsorbanca na talasnoj duzini od 750 nm. Za odredivanje sadrzaja
ukupnih fenola koristi se kalibraciona kriva standardnog rastvora galne kiseline. SadrZaj
ukupnih fenola u te€nim ekstraktima izrazen je u mg ekvivalenta galne kiseline po mL te¢nog
ekstrakta (mg EGK/mL), dok je sadrzaj ukupnih fenola u suvim ekstraktima izrazen u
miligramima ekvivalenata galne kiseline na gram suvog ekstrakta (mg EGK/g). Svi
eksperimenti su ponovljeni tri puta, a rezultati su izraZeni kao srednje vrednosti.

3.5.3. Odredivanje sadrzaja flavonoida

Sadrzaj ukupnih flavonoida (TF) je odreden u tecnim 1 suvim ekstraktima
spektrofotometrijskom metodom aluminijum-hlorida. Odredivanje sadrzaja ukupnih
flavonoida zasnovano je na njihovoj osobini da oni sa metalima daju odgovaraju¢e metalo-
komplekse. Princip aluminijum-hlorid spektrofotometrijske metode je da aluminijum-hlorid
sa C4 keto grupom i C3 ili C5 hidroksilnom grupom flavona i flavonola, formira stabilan
kiseli kompleks prema datoj reakeiji (Radojkovi¢, 2012).

Al

AICL
R

O—Glu—Ram O—Glu—Ram
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Reakciona smesa se priprema meSanjem 1 mL uzorka, 4 mL vode i 0,3 mL 5% natrijum-
nitrita. Kao slepa proba koristi se smeSa u kojoj je umesto 1 mL uzorka dodato 1 mL
destilovane vode. Za analizu ukupnih flavonoida suvi ekstrakti su rastvoreni u 47% etanolu.
Smesa se inkubira na sobnoj temperaturi 6 minuta. Nakon inkubacije u reakcionu smesu se
doda 0,3 ml 10% aluminujum-hlorida, a nakon 5 minuta inkubacije na sobnoj temperaturi
doda se 2 mL 1 M natrijum-hidroksida. Dobijena smesa se dopuni destilovanom vodom do
ukupne zapremine od 10 mL. Apsorbanca uzorka se meri na talasnoj duzini od 510 nm.
Sadrzaj flavonoida u tecnim ekstraktima je izrazen u mg ekvivalenata katehina po mL te¢nog
ekstrakta (mg EK/mL), dok je sadrzaj flavonoida u suvim ekstraktima izrazen u miligramima
ekvivalenata katehina na gram suvog ekstrakta (mg EK/g). Svi eksperimenti su ponovljeni
tri puta, a rezultati su izrazeni kao srednje vrednosti (Harborne 1989; Zhishen i sar., 1999).

3.5.4. Odredivanje antioksidativne aktivnosti

Antioksidativna aktivnost dobijenih te¢nih i suvih ekstrakata herbe industrijske konoplje je
analizirana pomo¢u DPPH testa, koji su prethodno opisali Espin 1 sar (2002).

Odredena zapremina uzorka se pomesa sa 1 mL 90 pmol/dm?® rastvora DPPH u Kiveti i
dopuni se sa 95% metanolom do 4 mL. Za analizu antioksidativnog delovanja suvi ekstrakti
su pripremljeni rastvaranjem u 47% etanolu. Slepa proba umesto te¢nog ekstrakta sadrzi
ekstragens koji je koriS¢en za pripremu ekstrakata. Apsorbance uzorka i slepe probe dobijene
su spektrofotometrijski merenjem na talasnoj duzini od 515 nm, nakon 60 minuta, uz 95%
metanol kao referentni rastvor. Antioksidativna aktivnost dobijena DPPH metodom prvo je
izrazena kao RSC vrednost (Radical Scavenging Capacity), a zatim kao 1Cso vrednost. RSC
vrednost predstavlja kapacitet hvatanja slobodnih radikala i racuna se prema sledecoj
jednacini:

A,z X 100
RSC =100 — —— (5)
Agp

gde su:
Auz-apsorbanca uzorka i
Asp-apsorbanca slepe probe.

ICs0 se koristi kao mera antagonisticke moc¢i neke supstance u farmakoloskim istrazivanjima
1 njena vrednost se dobija iz jednacine zavisnosti RSC vrednosti od koncentracije zamenom
vrednosti 50% za RSC. ICsg vrednost u te¢nim ekstraktima je izrazena kao mL te¢nog
ekstrakta po mL reakcione smeSe (mL/mL), dok je u suvim ekstraktima izrazena kao mg
suvog ekstrakta po mL reakcione smeSe (mg/mL). Odredivanje antioksidativne vrednosti je
radeno u tri ponavljanja, a rezultati su izraZeni kao srednje vrednosti.
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3.5.5. Odredivanje reduktivnog kapaciteta

Reduktivni kapacitet dobijenih te¢nih i1 suvih ekstrakata je odreden metodom po Oyaizu
(1986). Ova metoda se zasniva na prac¢enju redukcione sposobnosti ispitivanog ekstrakta za
transformaciju Fe**—Fe?*.

Prema eksperimentalnoj proceduri, I mL uzorka je pomeSan sa 1 mL 0,2 M fosfatnog pufera
I 1 mL 1% kalijum fericijanida u staklenim epruvetama. Za analizu reduktivnog kapaciteta
suvi ekstrakti su rastvoreni u 47% etanolu. Pripremljena reakciona smesa se inkubira tokom
20 minuta na temperaturi 50 °C. Posle inkubacije, u reakcionu smesu je dodato 1 mL 10%
rastvora trihlorsiréetna kiseline. Ova smesa je centrifugirana na 3000 rpm tokom 10 minuta.
Iz kivete se izdvoji 2 mL supernatanta i doda 2 mL bidestilovane vode i 0,4 mL 0,1%
ferihlorida. Apsorbancija je merena na talasnoj duzini od 700 nm. Reduktivni kapacitet
ekstrakata izrazen je preko ECso vrednosti, koncentracije ispitnog rastvora koja omogucava
redukciju 50% Fe®*" jona. ECso vrednost je izrazena kao mL te¢nog ekstrakta po mL
reakcione smeSe (mL/mL). Odredivanje reduktivnog kapaciteta je radeno u tri ponavljanja,
a rezultat je izraZena kao srednja vrednost.

3.5.6. Odredivanje sadrzaja CBD-a i THC-a primenom GC-MS metode

Sadrzaj CBD-a i THC-a je odreden u svim dobijenim ekstraktima gasnom hromatografijom
(Agilent 6890N, Papvorth Everard, Cambridgeshire, Engleska) u kombinaciji sa masenom
spektrometrijom (Agilent 5975B, Papvorth Everard, Cambridgeshire, Engleska).

Uzorak za analizu tec¢nih ekstrakata je pripremljen tako Sto je izvrSena teCno/teCna
ekstrakcija dobijenih ekstrakata sa metanolom. Nakon snaznog muckanja, smesa 0,5 mL
te¢nog ekstrakta i 2,5 mL metanola je centrifugirana na 10000 rpm tokom 5 minuta. Dobijeni
supernatant je primenjen za odredivanje sadrzaja CBD-a i THC-a. Uzorak za analizu
ekstrakata dobijenih ekstrakcijom ugljendioksidom u superkriticnom stanju i Soxhlet
ekstrakcijom, kao i suvih ekstrakata, su pripremljeni rastvaranjem u metanolu.

Prilikom injektovanja uzoraka ekstrakta na temperaturi injektora od 280 °C doslo je do
dekarboksilacije kiselih oblika CBD-a i THC-a prisutnih u ispitivanom uzorku. Zapremina
injektovanog uzorka je bila 1 pL u odnosu 1:20. Za razdvajanje je upotrebljena kolona od
silicijum dioksida (HP-5MS, Agilent, Papvorth Everard, Cambridgeshire, Engleska, 30m x
0,25 mm x 0,25 mm). Helijum je primenjen kao gas nosa¢ sa protokom od 1 mL/min.
Inicijalna temperatura je bila 200 °C. Nakon zadrzavanja na ovoj temperaturi od 20 minuta,
porast temperature je bio sa korakom od 10 °C/min. Dostignuta temperatura od 240 °C je
zadrZzana 10 minuta. Temperatura detektora je bila 230 °C. Za kalibraciju su korisc¢eni
pojedinac¢ni analiticki standardi za CBD, CBG i CBN. Kvantifikacija THC-a izvedena je
analitickim standardom CBN metodom koju su opisali Poortnman-van der Meer i Huizer
(1999).
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3.5.7. Odredivanje relativnog sadrzaja jedinjenja primenom GC-MS metode

Relativni sadrzaj jedinjenja je odreden u etarskom ulju, totalnim ekstraktima dobijenim
ekstrakcijom superkriticnim ugljendioksidom i ekstraktu herbe industrijske konoplje koji je
dobijen Soxhlet ekstrakcijom. Pre injektovanja uzoraka, etarsko ulje je rastvoreno u etanolu,
ekstrakti dobijeni Soxhlet ekstrakcijom u heksanu, dok su ekstrakti dobijeni ugljendioksidom
u superkritiénom stanju rastvoreni u smesi hloroform etanol u odnosu 7:3.

Relativni sadrzaj jedinjenja u ovako pripremljenim uzorcima je odreden gasnom
hromatografijom (GC2010, Simadzu, Kyoto, Japan) u kombinaciji sa masenom
spektrometrijom (MSQP2010, Simadzu, Kyoto, Japan). Za razdvajanje je primenjena
kapilarna kolona InertCap5 (60,0 m x 0,25 mm X 0,25 um). Kao gas nosac koris¢en je
helijum (He) sa konstantnim protokom od 35,2 cm/s. Temperaturni rezim je bio sledeci:
pocetna temperatura je bila 60 °C i1 zadrzavana je tokom 4 min, zatim je porasla na 280 °C
brzinom 4 °C/min, krajna temperatura je zadrZana 10 min. Temperature injektora i detektora
bile su 250 °C i 300 °C, tim redom. Temperatura izvora jona je bila 200 °C. Identifikacija
jedinjenja prisutnih u ispitivanim uzorcima uradena je poredenjem njihovih masenih spektra
i retecionog indeksa (RI) sa onima dobijenim iz autenti¢nih uzoraka i / ili navedenih u
bibliotekama masenih spektra NIST/Wiley, koriste¢i razliCite vrste pretrazivanja
(PBM/NIST/AMDIS) i dostupne literaturne podatke (Hochmuth, 2006; Adams, 2007).
Relativni sadrZaj jedinjenja je izraZen kao relativni maseni procenat (%).

3.5.8. Odredivanje sadrzaja fenolnih jedinjenja primenom HPLC metode

Fenolna jedinjenja u ekstraktima herbe industrijske konoplje na poc¢etku cvetanja useva i U
fazi punog cvetanja useva dobijenih maceracijom su odredeni metodom tecne
hromatografije (High-Performance Liquid Chromatography — HPLC) koju se opisali MiSan
1 sar. (2011). Analiza je izvrSena upotrebom te¢nog hromatografa Agilent 1200 (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) opremljenog DAD detektorom, binarnom pumpom,
vakuum degazerom, Chemstation softverom (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA),
autosamplerom i kolonom (4,6 mm x 50 mm x 1,8 um, Agilent Technologies, Eclipse XDB-
C18), sa protokom od 1 mL/min. Gradijent rastvaraca je bio slede¢i: pocetni uslovi 10 %
metanola i 90% 1% mravlje kiseline, 0-10 min 10-25% metanola i 90-75% 1% mravlje
kiseline, 10-20 minuta 25-60% metanola i 75-40% 1% mravlje kiseline i 20-30 min 60-70%
metanola i 40-30% 1% mravlje kiseline. Injektovanje je izvrSeno pomocu autosemplera, a
zapremina testiranih uzoraka je bila 5 pL. Snimanje spektara je izvrSeno u opsegu od 210-
440 nm 1 hromatogrami su prikazani na 280, 330 1 350 nm. Sadrzaj fenolnih jedinjenja je
izvrSen pomocu kalibracionih kriva i izrazen u pg/mL ekstrakta. Koeficijent korelacije
kalibracinih dijagrama je bio ve¢i od 0,9995.
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3.5.9. Fizicke karakteristike suvih ekstrakata
3.5.9.1. Odredivanje vlage

Sadrzaj vlage u dobijenim suvim ekstraktima odreden je susenjem uzorka na temperaturi od
105 °C do konstantne mase (Ph. Eur. 8.0., 2013). Rezultat je izraZzen u procentima (%).
Merenje sadrzaja vlage radeno je u tri ponavljanja a rezultati su izrazeni kao srednja
vrednost.

3.5.9.2. Higroskopnost

Higroskopnost suvih ekstrakata herbe industrijske konoplje je odredena merenjem promene
mase uzorka suvog ekstrakta nakon izlaganja povecanoj vlaznosti. Merenje je radeno tako
Sto se izmeri oko 1 g suvog ekstrakta na petrijevoj Solji i petrijeva Solja sa uzorkom se
postavlja u eksikator u kome je prethodno postignuta vlaznost od 70% pomocu zasi¢enog
rastvora natrijum-hlorida (Cai i Corke, 2000; Vidovi¢ i sar., 2014). Higroskoponost je
izrazena u % 1 merena je tokom 7 dana. Merenje higroskopnosti radeno je u tri ponavljanja,
a rezultati su izraZeni kao srednja vrednost.

3.5.9.3. Indeks rastvorljivosti u vodi i indeks apsorpcije vode

Indeks rastvorljivosti u vodi (Water solubility index - WSI) i indeks apsorpcije vode (Water
absorption index - WAI) su odredeni tako $to je 1,5 g svakog uzorka pomesano sa 15 mL
vode u kiveti za centrifugiranje i ostavljeno da stoji inkubirano 30 minuta u vodenom
kupatilu na 30°C. Nakon inkubacije smeSa je centrifugirana 15 minuta na 3000 rpm.
Supernatant je sakupljen u prethodno izmerene petri Solje susen u susnici na 105 °C preko
no¢i 1 izmeren. Indeks rastvorljivosti u vodi predstavlja odnos mase osusenog supernatanta
1 ukupne suve materije u prvobitnom uzorku izrazen u procentima. Indeks apsorpcije vode
predstavlja odnos mase ¢vrstih peleta zaostalih nakon centrifugiranja i ukupne suve materije
u prvobitnom uzorku izrazen u procentima (Phoungchandang i Sertwasana, 2010; Vidovi¢ 1
sar., 2014). Merenje je radeno u tri ponavljanja, a rezultati su izraZeni kao srednja vrednost.

3.5.9.4. Nasipna zapremina

Nasipna zapremina suvog ekstrakta herbe industrijske konoplje je odredena tako $to je 10 g
uzorka suvog ekstrakta uneto u stakleni cilindar zapremine 50 mL i potom izloZeno
petominutnoj vibraciji na 300 rpm. Nakon toga, o€itana je zapremina praha u cilindru i
zapreminska masa izrazena je u mg/mL (Vidovi¢ i sar., 2014). Merenje je radeno u tri
ponavljanja, a rezultati su izrazeni kao srednja vrednost.

3.5.9.5. Rehidratacija

Odredivanje vremena rehidratacije suvih ckstrakata herbe industrijske konoplje
podrazumeva merenje vremena pri kojem se suvi ekstrakt rastvara u vodi na temperaturi od
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26 °C. Prilikom odredivanja ovog vremena meri se vreme rastvaranja 1 g uzorka u 50 mL
vode na magnetnoj mesalici. Vreme rehidratacije se izrazava u sekundama (Goula i
Adamopoulos, 2008). Merenje je radeno u tri ponavljanja, a rezultati su izrazeni kao srednja
vrednost.

3.5.9.6. Caking

Caking suvog ekstrakta herbe industrijske konoplje se odreduje tako $to se odredena masa
uzorka stavlja u hermeticki zatvorenu posudu u koju je prethodno stavljen zasi¢en rastvor
natrijum-hlorida, koji obezbeduje povecanu relativnu vlaznost u prostoru u kome se uzorak
nalazi. Uzorak u hermeticki zatvorenoj posudi stoji 90 minuta. Nakon 90 minuta susi se u
susnici na 50°C tokom 2 ¢asa. Uzorak se zatim seje kroz set sita 5 minuta i zaostali prah na
svakom situ se izmeri. Zatim se izraunava udeo Cestica za svaki promer sita (d>0,8mm,
d=0,315-0,8mm, d=0,16-0,315mm, d=0,10-0,16mm, d<0,10mm). Merenje je radeno u tri
ponavljanja, a rezultati su izrazeni kao srednja vrednost.

3.5. Planiranje eksperimenta i statisticka obrada rezultata
Optimizacija ispitivanih procesa je vrSena upotrebom obe metode planiranja eksperimenta.

Planiranje eksperimenta OFAT metodom je izvrSeno kod:

- klasi¢ne ekstrakcije, maceracije, pri ¢emu je pracen uticaj rastvaraca i odnos
droga/rastvaraé na prinos ekstrakcije i1 kvalitativne karakteristike dobijenih
ekstrakata (TP, TF, 1Cso, ECso),

- savremene metode ekstrakcije, ekstrakcije superkritiénim ugljendioksidom, pri ¢emu
je pracen uticaj temperature 1 pritiska na prinos ekstrakcije 1 karakteristike dobijenih
ekstrakata (CBD, THC),

- savremene metode ekstrakcije, ekstrakcije subkriticnom vodom, pri ¢emu je pracen
uticaj temperature na prinos ekstrakcije i karakteristike dobijenih ekstrakata (TP, TF,
ICs0, ECs0, CBD), a zatim uticaj vremena ekstrakcije na sadrzaj CBD-a na optimalnoj
temperaturi i

- procesa suSenja rasprSivanjem, pri ¢emu je pracen uticaj koncentracije nosasa na
efikasnost ekstrakcije 1 fizickih (vlaga, higroskopnost, WSI, WAI, nasipna
zapremina, rehidratacija, caking) i hemijskih (TP, TF, ICso, ECs9, CBD, THC)
karakteristika dobijenih suvih ekstrakata.

Dobijene vrednosti izlaznih promenjivih su prikazane kao srednja vrednost + standardna
devijacija. Analiza varijansi pracena Tukey-ovim testom je koris¢ena za uporedivanje
statistiCkih razlika medu izlaznim promenjivima sa znacajnoS$¢u od p<0,05. Statisticka
obrada rezultata je izvrSena uz koriS¢enje programa MS Office Excel 2013.

Planiranje eksperimenta eksperimentalnim dizajnom, pri ¢emu je kao eksperimentalni dizajn
upotrebljen Box-Behnken-ov dizajn na tri nivoa sa tri promenjive, izvrSeno je kod:
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- savremene metode ekstrakcije, ekstrakcije pomocu ultrazvuka, pri ¢emu su za ulazne
promenjive odabrani vreme ekstrakcije (20, 40 i 60 min), temperature ekstrakcije
(40, 60 1 80 °C) i snaga ultrazvuka izrazene preko gustine (24, 42 i 60 W/L), a kao
izlazne promenjive praceni su Y, TP, TF, ICso, ECs0, CBD, THC i

- savremene metode ekstrakcije, ekstrakcije pomocu mikrotalasa, pri ¢emu su za
ulazne promenjive odabrani rastvara¢ (30, 50 i 70% etanol), odnos droga/rastvarac
(1:5, 1:10, 1:15) i vreme ekstrakcije (10, 20 i 30 min), a kao izlazne promenjive
praceni su Y, TP, TF, ICso, ECs9, CBD, THC.

Statisticka obrada rezultata dobijenih u savremenim metodama ekstrakcija pomocu
ultrazvuka i mikrotalasa uradena je pomocu metode odzivne povrsine (RSM), a u tu svrhu je
koris¢en Design-Expert v.7 Trial (Stat-Ease, Minneapolis, Minnesota, USA) softver. Ovom
metodom pomocu upotrebljenog eksperimentalnog dizajna integriSu se nezavisne
promenjive znacajne za proces ekstrakcije i na osnovu podataka dobijenih iz eksperimenta
dolazi se do jednaine koja opisuju proces ekstrakcije. Na osnovu jednacine modela
ekstrakcije moZze se proceniti uticaj svake nezavisne promenjive pojedinacno, njihove
interakcije, kao i optimalni uslovi za dati proces.

Blok sema Box-Behnken-ovog dizajna za ekstrakcije pomocu ultrazvuka i mikrotalasa data
je u tabeli 2. Box-Behnken-ov dizajn sa tri promenjive predvida N=2k(k-1)+Cp
eksperimenta gde je Cp broj ponavljanja u centralnoj tacki (ukupno 17 eksperimenata).

Kako bi se izvr$ilo modelovanje procesa realne vrednosti ispitivanih parametara se prevode
u kodirane vrednosti koje se dalje koriste u modelovanju (Bas and Boyaci, 2007). Opsta
jednacina koja se koristi za kodiranje realnih vrednosti parametara ima oblik:

Xi — Xo
Ax

X = (6)

gde su:

X—kodirana vrednost promenjive,

Xi—stvarna vrednost promenjive,

Xo—Vvrednost promenjive na srednjem nivou (0),

Ax—razlika vrednosti promenjive na dva uzastopna nivoa (-1,0 ili 0,1).
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Tabela 2. Blok sema Box—Behnken-ovog eksperimentalnog dizajna ekstrakcije pomoc¢u
ultrazvuka i mikrotalasa

Ultrazvuéna ekstrakcija Mikrotalasna ekstrackija
Kodirane Temperatura Vreme Gustina Koncentracija Vreme Odnos
. . ultrazvuka . .
vrednosti [°C] [min] [WIL] etanola [%6] [min]  droga/rastvara¢
1 0 0 O 60 40 42 50 20 1:10
2 0 0 O 60 20 60 50 20 1:10
3 -1 1 0 80 20 42 30 30 1:10
4 0 0 O 60 40 42 50 20 1:10
5 0 0 O 60 60 60 50 20 1:10
6 -1 -1 0 40 60 42 30 10 1:10
7 0 1 41 80 40 60 50 30 1:5
8 1 -1 0 40 20 42 70 10 1:10
9 1 0 1 60 40 42 70 20 1:15
10 1 0 -1 40 40 60 70 20 1:5
1 0 -1 -1 60 40 42 50 10 1:5
12 0 1 1 60 20 24 50 30 1:15
13 -1 0 1 80 40 24 30 20 1:15
14 -1 0 -1 60 60 24 30 20 1:5
15 0 -1 1 40 40 24 50 10 1:15
6 0 0 O 80 60 42 50 20 1:10
17 1 1 0 60 40 42 70 30 1:10

Ispitivane izlazne promenjive, odnosno odzivi su fitovani kvadratnim polinomom prema
jednacini (Ferreira i sar., 2007):

Y = by + XbiX; + XbiuXy® + Ybi i XiX; (7)

gde su:

Y—odzivna funkcija,

bo—odsecak,

bi—linearni koeficijent,

bi—kvadratni koeficijent,

bij—koeficijent interakcije,

Xi, Xj—kodirane vrednosti nezavisno promenjivih (Wang i sar., 2008).

JednaCina modela ekstrakcije 1 njeni koeficijenti dobijeni su statistitkom metodom
temelju maksimalne vrednosti koeficijenta korelacije (R), odnosno determinacije (R?), koji
je pokazatelj slaganja eksperimentalnih 1 modelom predvidenih podataka i u idealnom
slucaju iznosi 1, kao i koeficijenta varijacije, koji predstavlja stepen disperzije podataka i
trebalo bi da je manj od 10%. Pored koeficijenta determinacije prilikom provere dobijenog
modela znacajni su i p-vrednost modela, koja treba da je manja od 0,05 i tada kazemo da je
model znacajan, kao i p-vrednost odstupanja od modela koja treba da je veca od 0,05,
odnosno da odstupanje od modela nije znacajno.
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Model za svaku izlaznu promenjivu se sastoji od lineranog i kvadratnog ¢lana svakog
ispitivanog parametara, kao i ¢lanova koji predstavljaju njihovu interakciju, a koji imaju
znacajan uticaj na datu izlaznu promenjivu. Individualni efekti, znacajnost odabranih faktora
I njihovih interakcija se mogu objasniti na osnovu p-vrednosti. Kada je p-vrednost za
odredene Clanove odzivnog polinoma manja od 0,01 taj faktor veoma znacajno utice na
analizirani proces, kada je p-vrednost izmedu 0,01 i 0,05 tada taj faktor uti¢e znacajno, kada
je izmedu 0,05 1 0,1 faktor utice slabo, a kada je vece od 0,1 on ne utice.
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4. REZULTATI | DISKUSIJA

4.1. Karakterizacija herbe industrijske konoplje

Nedovoljno osusen ili nepropisno skladiSten biljni materijal veoma lako se kvari. Pod
uticajem vlage dolazi do razgradnje aktivnih principa i do razvoja mikroorgnizama, $to
dodatno umanjuje njenu vrednost i narusava stabilnost i bezbednost. Farmakopeja za svaku
biljnu sirovinu propisuje maksimalno dozvoljenu koli¢inu vlage. Za najveéi broj biljnih
sirovina ta vrednost iznosi od 8 do 12%, sem za biljne sirovine sa veoma nestabilnim
aktivnim principima, kao §to su npr. biljne sirovine sa kardiotoni¢nim heterozidima, gde je
maksimalno dozvoljen sadrzaj vlage do 6% (Ph. Eur. 8.0., 2013). Sadrzaj vlage
upotrebljenog biljnog materijala u ovoj doktorskoj disertaciji je bio 7,36%, Sto ukazuje na to
da je biljna sirovina odgovarajuceg kvaliteta u odnosu na ovaj parametar, kao i da je susena
1 skladiStena na odgovarajuéi nacin.

Prilikom ekstrakcije biljnog materijala veoma je bitno usitniti biljni materijal do odredenog
stepena usitnjenosti. Od velicine Cestice biljnog materijala koji se ekstrahuje zavisi prinos
ekstrakcije. Usitnjavanjem dolazi do naruSavanja strukture biljnog materijala i poveéanja
povrsine kontakta pri cemu se intezifikuje prenos mase aktivnih principa iz biljne ¢elije u
ekstragens. Pri narusavanju strukture biljnog materijala dolazi do narusavanja dela celija i
supstance koje one sadrze su lako dostupne rastvaracu. Medutim, previse usitnjene Cestice
teSko propustaju rastvara¢ jer ne poseduju odgovarajucu poroznost $to znatno usporava
proces ekstrakcije (Peki¢ B., 1983). Jovanovic¢ i sar. (2016) su ispitivali tri razliCita stepena
usitnjenosti biljnog materijala majkine dusice (Thymus serpyllum) (0,3, 0,7 i 1,5 mm) na
sadrzaj ukupnih fenola pri ¢emu su kao ekstrakcione metode primenjene maceracija,
ekstrakcija na poviSenoj temperaturi 1 ultrazvucna ekstrakcija. Sadrzaj fenola je bio najvisi
prilikom upotrebe biljnog materijala sa najmanjim stepenom usitnjenosti u sve tri ispitivane
ekstrakcione tehnike. Ekstrakcijom vodom pod poviSenim pritiskom sa Cesticama manjeg
stepena usitnjenosti kore nara rezultirala je pove¢anjem sadrzaja ukupnih fenola za 2 puta i
povecanjem antioksidativne aktivnosti za 1,5 puta (Cam 1 Hisil, 2010). MiloSevi¢ i sar.
(2011) su ispitivali uticaj stepena usitnjenosti ginka na prinos ekstrakcije superktitiénim
ugljendioksidom. Od tri ispitivane veli¢ine, 0,190, 0,467 1 1,009 mm, najve¢i prinos je
dobijen sa Cesticama najmanjeg stepena usitnjenosti. Srednji precnik Cestica usitnjene herbe
industrijske konoplje koja je primenjena u ovoj doktorskoj disertaciji je iznosio 0,4364 mm.
Biljni materijal ove usitnjenosti primenjen je u svim eksperimentima.

Sadrzaj etarskog ulja u biljkama moZe zna€ajno da varira. Aromati¢ne biljke sadrze od 0,5
do 20% etarskog ulja. Ph. Eur. 8.0. (2013) propisuje minimalni sadrzaj etarskoj ulja za
aromaticne biljke pa je tako minimalni sadrzaj ploda anisa (Anisi fructus) 2,0% (v/m), ploda
kima (Carvi fructus) 3,0 % (v/m), cveta kamilice (Chamomillae romanae flos) 0,7% (v/m),
kore cimeta (Cinnamomi cortex) 1,2% (v/m), cveta karanfilica (Caryophylli flos) 15,0%
(v/m), cveta lavande (Lavandulae flos) 1,3% (v/m), nadzemnog dela origana (Origani herba)
2,5% (v/m), lista nane (Menthae piperitae folium) od 0,9 do 1,2% (v/m), lista zalfije (Salviae
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officinalis folium) od 1,0 do 1,5% (v/m), nadzemnog dela timijana (Thymi herba) 1,2%
(v/m). Sadrzaj etarskog ulja herbe industrijske konoplje, odreden metodom hidrodestilacije,
je iznosio 0,08% (v/m) §to je svrstava u grupu biljaka koje su siromasne etarskim uljima,
odnosno biljaka Cija eksploatacija radi dobijanja etarskog ulja nije opravdana.

Hemijski sastav izolovanog etarskog ulja herbe industrijske konoplje sorte Helena je dat u
Tabeli 3. U etarskom ulju herbe industrijske konoplje je identifikovano ukupno 44 jedinjenja
od kojih su najdominantnija jedinjenja seskviterpeni sa relativnim masenim udelom od
92,70%, a od kojih su 65,57% neoksigovani seskviterpeni i 21,73% oksigenovani
seskviterpeni. Prisutni su i kanabinoidi sa relativnim masenim udelom 7,6%. Relativni
maseni udeo monoterpena je 3,69%, od ¢ega su 3,29% neoksigenovani monoterpeni i 0,40%
oksigenovani. Najzastupljeniji terpeni su trans-kariofilen (38,30%), a-humulen (12,04%) i
kariofilen-oksid (6,73%). Prisutni kanabinoidi su CBD (7,28%) i CBC (0,32%).

Naz i sar. (2017) su ispitivali izolovanje etarskih ulja iz herbe industrijske i indijske konoplje
razli¢itim metodama ekstrakcije, hidrodestilacijom i destilacijom pomocu vodene pare na tri
razli¢ite temperature (110, 120 i 130°C) i ekstrakcijom ugljendioksidom u superkriticnom
stanju na razli¢itoj temperaturi (40, 45 1 50°C) i pritisku (80, 85 1 90 bar). Sadrzaj etarskog
ulja u industrijskoj konoplji je bio veé¢i nego u indijskoj konoplji i kretao se u opsegu od
0,024 do 0,035% (m/m), od 0,017 do 0,032% (m/m) i od 0,031 do 0,039% (m/m) primenom
hidrodestilacije, destilacije pomo¢u vodene pare i ekstrakcije ugljendioksidom u
superkriti¢cnom stanju. Sadrzaj etarskog ulja u indijskoj konoplji se kretao u opsegu od 0,021
do 0,029% (m/m), od 0,015 do 0,020% (m/m) i od 0,022 do 0,031% (m/m) primenom
hidrodestilacije, destilacije pomo¢u vodene pare i ekstrakcije ugljendioksidom u
superkriti¢cnom stanju. Najveéi sadrZaj etarskog ulja je dobijen primenom hidrodestilacije na
temperaturi od 110°C i iznosio je 0,035% (m/m). Hemijski sastav industrijske konoplje se
nije mnogo razlikovao u zavisnosti od primenjene metode ekstrakcije. Najdominatnija
jedinjenja etarskog ulja, nezavisno od vrste konoplje i primenjene metode, su sekviterpeni
Sto je u korelaciji sa rezultatima dobijenim u ovoj doktorskoj disertaciji. U istoj studiji,
poredenjem sastava etarskog ulja industrijske i indijske konoplje, utvrdeno je da industrijska
konoplja ima veéi sadrZaj seskviterpena, dok indijska konoplja ima veéi sadrZaj
monoterpena. SadrZaj kanabinoida nije analiziran u ovom radu.

Mediavilla i Steinemann (1997) su takode ispitivali sastav etarskog ulja konoplje i to 19
razli¢itih hemotipova konoplje od kojih su 15 bili hemotipovi za proizvodnju vlakana, dok
su 4 bili hemotipovi koji su se koristila u rekreativne svrhe. Prinos etarskog ulja je bio oko
0,13% (v/m), neSto vise nego $to je dobijeno u ovoj doktorskoj disertaciji. Od 16
identifikovanih terpena, u svim ispitivanim hemotipovima dominatna jedinjenja su bila
monoterepeni sa procentnim udelom od 47,90 do 92,10%, dok je procentni udeo
seskviterpena bio od 5,20 do 48,60%. Najzastupljenija jedinjenja su mircen sa procentnim
udelom od 29,40 do 62,00, a zatim slede trans-kariofilen sa udelom od 3,80 do 37,50, a-
pinen sa udelom od 2,30 do 21,00, trans-ocimen sa udelom od 0,30 do 10,20 i a-terpinolen
sa udelom od 0,40 do 23,80. Razli¢it hemijski sastav etarskog ulja dobijen iz razlicitih
hemotipova konoplje ukazuje da sastav etarskog ulja zavisi od uticaja spoljasnje sredine.
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Sadrzaj THC-a i CBD-a je bio mali i iznosio je 0,02 i 0,08% za THC i 0,251 0,04% za CBD
za hemotip Fedora 19 poreklom iz Francuske koji se koristi za proizvodnju vlakana i hemotip
Swismix poreklom iz Svajcarske koji se koristi u rekreativne svrhe. Sadrzaj trans-kariofilena
u etarskom ulju dobijenom u ovoj doktorskoj disertaciji je u korelaciji sa sadrzajem u
etarskom ulju ispitivanim od strane Mediavilla i Steinemann (1997) za hemotip Fedora 19,
dok je sadrzaj CBD-a skoro 30 puta veci.

Zengin i sar. (2018) su ispitivali sadrzaj i hemijski sastav etarskog ulja industrijske konoplje
brane u vremenskom razdoblju od mesec dana, od pocetka septembra do pocetka oktobra.
Sadrzaj etarskog ulja se kretao od 0,19 do 0,31% i najveci je bio u sirovini branoj poc¢etkom
septembra, dok je najmanji sadrzaj bio u sirovini branoj po¢etkom oktobra. Najzastupljenija
jedinjenja su bili seskviterpeni, trans-kariofilen (28%), kariofilen-oksid (15%), a-humulen
(13%), a- i B-selinen (7%) i trans-a-bergamoten (4%). Od monoterpena najzastupljeniji su
bili a- i B-pinen (11%), mircen (11%), a-terpinolen (6%) i D-limonen (2%). Veci sadrzaj
etarskog ulja u studiji koju su sproveli Zengin i sar. (2018) u odnosu na sadrzaj etarskog ulja
dobijen u ovoj doktorskoj disertaciji je najverovatnije posledica varijacije sorte 1 razli¢itih
klimatskih uslova koji su uticali na razvoj biljke. Hemijski sastav etarskog ulja koji su dobili
Zengin i sar. (2018) je uporediv sa hemijskim sastavom dobijenim u ovoj doktorskoj
disertaciji.

Tabela 3. Hemijski sastav etarskog ulja herbe industrijske konoplje (C. sativa L.)

Naziv jedinjenja RI12 Relativni sadrzaj [%]
1. a-pinen 926,1 1,22
2. sabinen 966,7 0,44
3. B-pinen 975,1 0,70
4. a-felandren 996,8 0,08
5. limonen 1013,6 0,40
6. 1,4-cineol 1016,6 0,17
7. cis-B-ocimen 1028,2 0,15
8. terpinolen 1068,3 0,31
9. linalol 1075,8 0,08
10.  endo-fenhol 1093,2 0,08
11.  a-terpineol 1162,8 0,07
12.  o-ylangen 1329,8 0,08
13.  ciklosativen 1363,8 0,58
14.  cis-a-bergamoten 1367,0 0,36
15.  a-santalen 1372,8 0,33
16.  trans-kariofilen 1379,1 38,30
17.  trans-a-bergamoten 1383,8 2,46
18.  geranil aceton 1391,5 0,16
19.  trans-p-farnesen 1396,0 3,23
20.  a-humulen 1407,9 12,04
21.  alo-aromadendren 14135 1,04
22.  trans-B-jonon 1427,4 0,48
23.  o-gvajen 1432,2 0,66
24.  pB-selinen 1436,6 2,08
25.  o-selinen 1443,6 1,45
26.  pB-bisabolen 1446,7 0,62
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27.  B-seskvifelandren 1461,3 0,73
28.  y-himakalen 1478,4 1,60
29.  trans-nerolidol 1492,0 1,45
30.  kariofilen oksid 1525,0 6,73
31.  humulene epoksid Il 1547,6 2,60
32.  selin-6-en-4-ol 1554,3 1,50
33.  kariofil-4(12),8(13)-dien-5-a-ol 1570,3 2,20
34.  kariofil-4(12),8(13)-dien-5-p-ol 1586,6 2,13
35.  trans-14-hidroksi-9-epi-kariofilen 1598,0 2,52
36.  epi-a-bisabolol 1602,8 1,18
37.  eudesm-7(11)-en-4-ol 1623,3 0,69
38.  notkaton 1719,9 0,09
39.  heksahidrofarnesil aceton 1733,8 0,38
40.  5-trans-9-trans-farnesil aceton 1799,9 0,14
41,  fitol 1967,6 0,75
42.  p-heptilacetofenon 2070,4 0,14
43.  kanabihromen 2126,1 0,32
44,  kanabidiol 2247,0 7,28
Neoksigenovani monoterpeni 3,29
Oksigenovani monoterpeni 0,40
Neoksigenovani seskviterpeni 65,57
Oksigenovani seskviterpeni 21,73
Diterpeni 1,27
Kanabinoidi 7,60
Druga jedinjenja 0,14

8RI-retencion indeks odreden na HP-5 koloni koriste¢i homologi niz alkana od Cg do Cso

4.2. Klasi¢ne metode ekstrakcije primenjene za ekstrakciju herbe
industrijske konoplje

4.2.1. Maceracija herbe industrijske konoplje

Za ekstrakciju industrijske konoplje klasi¢nim metodama ekstrakcije do sada su se najéesce
upotrebljavali razli€iti organski rastvaraci kao $to su metanol, etanol, butan, hloroform i
heksan. Romano i Hazekamp (2013) su ispitivali uticaj razli¢itih rastvaraca, nafte, petroletra,
etanola, maslinovog ulja i smeSe maslinovog ulja i vode (20 mL+70 mL), na ekstrakciju
biaokativnih jedinjenja iz industrijske konoplje zasti¢enog naziva Bedrocan® sa 19% (m/m)
THC-a. Prema istrazivanju koje su sproveli Romano i Hazekamp (2013) od testiranih
rastvaraca najoptimalniji izbor je etanol ili maslinovo ulje, jer nisu $tetni, a pogodni su za
ekstrakciju i kanabinoida i terpena. Prema ovoj studiji nedostatak etanola kao rastvaraca je
Sto nije selektivan i ekstrahuje veliki broj drugih, nezeljenih jedinjenja, kao Sto je hlorofil
koji daje lose organolepticke osobine ekstrakta. Nedostatak maslinovog ulja kao rastvaraca
je Sto se maslinovo ulje ne moZe evaporizovati i na taj na¢in koncentrovati ekstrakt, pa je za
postizanje terapijskog efekta neophodno uneti vecu koli¢inu ekstrakta.

Industrijska konoplja (C. sativa), sa 8% CBD-a i 6,3% THC-a i zasticenim nazivom
Bediol®, je ekstrahovana sa etanolom 1 maslinovim uljem na poviSenoj temperaturi uz
refluks 1 bez refluksa. U dobijenim ekstraktima je ispitan sadrzaj kanabinoida 1 terpena. Na
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sadrzaj kanabinoida uticaj su imali 1 rastvarac i nacin ekstrakcije, dok se sadrzaj terpena nije
menjao u zavisnosti od upotrebljenog ekstragensa i na¢ina ekstrakcije. Sadrzaj CBD-a i
THC-a, prilikom ekstrakcije uz refluks, je bio u opsegu od 1,88 do 2,69 mg/mL i 1,53 do
2,12 mg/mL za ekstrakte ekstrahovane sa maslinovim uljem kao ekstragensom, dok je
sadrzaj CBD-a i THC-a u ekstraktima dobijenim sa etanolom kao ekstragensom bio od 3,11
do 4,36 mg/mL i od 2,49 do 2,65 mg/mL. Ekstrakti dobijeni ekstrakcijom bez refluksa su
imali sadrzaj CBD-a od 1,11 do 1,46 mg/mL i sadrzaj THC-a od 0,72 do 1,01 mg/mL kada
je kao ekstragens primenjeno maslinovo ulje, dok je sadrzaj CBD-a i THC-a primenom
etanola kao ekstragensa bio izmedu 0,62 1 0,93 mg/mL i izmedu 1,29 i 1,46 mg/mL.
Poredenjem dve metode ekstrakcije, sa i bez refluksa, moze se zakljuciti da je sadrzaj
kanabinoida ve¢i prilikom ekstrakcije uz refluks, dok je najpogodniji ekstragens bio etanol
(Citti i sar., 2016).

Mkpenie i sar. (2014) su ispitivali uticaj razli¢itih rastvaraca (metanola, acetona i njihovih
50% vodenih rastvora) i vremena ekstrakcije (2, 8, 18 h), na sadrzaj ukupnih fenola i
reduktivnu sposobnost ekstrakata dobijenith klasicnom ekstrakcijom lista industrijske
konoplje. Sadrzaj ukupnih fenola se kretao od 0,0900 do 0,5560 mg EGK/qg lista industrijske
konoplje. Povec¢anjem vremena ekstrakcije rastao je i sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima.
Ekstrakti dobijeni Cistim rastvarac¢em su imali veci sadrzaj ukupnih fenola u poredenju sa
njihovim 50% vodenim rastvorima $to ukazuje da su fenoli listova industrijske konoplje
umereno polarna jedinjenja. Uticaj vremena ekstrakcije 1 rastvarata na reduktivnu
sposobnost ekstrakata lista industrijske konoplje je bio u korelaciji sa fenolnim jedinjenjima.
Reduktivna sposobnost ekstrakata dobijenih sa ¢istim rastvaracima je bila veca, sa opsegom
od 0,2020 do 0,8660 mL/mL. Takode, zapazeno je da raste sa poratsom temperature. Najveci
sadrzaj ukupnih fenola 1 najveca reduktivna sposobnost je bila u ekstraktu dobijenim sa
metanolom.

U studiji koju su sproveli Brighenti i sar. (2017) dokazano je da ne postoji znacajna razlika
u sadrzaju kanabinoida u ektraktima kada su kao ekstragensi upotrebljeni metanol, etanol,
aceton, smeSa metanola i etanola u odnosu 9:1 1 heksan. Polarniji rastvaraci su pogodniji za
ekstrakciju kanabinoida, naro¢ito kanabinoida u kiselom obliku. Najpogodniji rastvara¢ za
ekstrakciju kanabinoida je bio etanol, dok je najmanje pogodan bio heksan.

Jedna od ekstrakcionth metoda koji pripada metodama klasi¢ne ekstrakcije biljnog
materijala-maceracija, primenjena je i u slucaju ekstrakcije herbe industrijske konoplje
upotrebljene u ovoj doktorskoj disertaciji. Ispitivanje klasi¢ne ekstrakcije tipa maceracije je
veoma bitno iz viSe razloga. Prvo, maceracija je ekstrakcija koja je veoma zastupljena u
farmaceutskoj industriji zbog jednostavnosti izvodenja, kako za dobijanje gotovih
farmaceutskih preparata tipa te¢nih ekstrakata, tako i za dobijanje poluproizvoda u toku
proizvodnje gotovih farmaceutskih preparata razliCitih oblika. Maceracija najcesce
predstavlja prvi korak u eksperimentalnim istrazivanja ekstrakcije biljnih sirovina, i najéesce
se primenjuje kako za poredenje sa novim metodama ekstrakcije, tako 1 za odredivanje
optimalnog ekstragensa koji se moze primeniti dalje za optimizaciju drugih parametara u
nekonvencionalnim i efikasnijim ekstrakcijama.
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Ispitivanje primene etanola razliitih koncentracija i vode kao ekstragensa je veoma
znacajno u farmaceutskoj industriji jer etanol i voda predstavljaju ekstragense koji nisu
toksi¢ni po zdravlje ljudi i, za razliku od drugih ekstragenasa kao $to su aceton, metanol,
heksan i drugi, ekstrakti dobijeni etanolom i vodom se mogu Koristiti bez uklanjanja
rastvaraca i dodatnih preciS¢avanja dobijenog ekstrakta. Pored ovoga, kako je ve¢ navedeno,
u mnogim studijama etanol se pokazao kao najpogodniji rastvara¢ za ekstrakciju bioaktivnih
jedinjenja iz konoplje.

Ekstrakcija herbe industrijske konoplje sorte Helena primenom maceracije kao metode
klasi¢ne ekstrakcije u ovoj doktorskoj studiji je uradena prema opisanoj metodi u delu
Materijal i Metode za dve sirovine industrijske konoplje, na pocetku cvetanja useva i U fazi
punog cvetanja useva. U cilju analize uticaja procesnih parametara na maceraciju
industrijske konoplje, na pocetku cvetanja useva i U fazi punog cvetanja useva, primenjeno
je nekoliko razli¢itih ekstragenasa i dva razliCita odnosa droga/rastvara¢. Radi
karakterizacije efikasnosti ovog procesa ekstrakcije analizirani su prinos ekstrakcije, sadrzaj
ukupnih fenola, sadrzaj flavonoida u dobijenim ekstraktima, kao i antioksidativna i
reduktivna sposobnost ekstrakata. Ovi rezultati su dati u Tabelama 4 i 5.

Prinos ekstrakcije herbe industrijske konoplje, pri odnosu droga/rastvarac 1:10, kretao se u
opsegu od 7,54 do 15,28%, dok je pri odnosu droga/rastvarac 1:20 bio nesto visi i iznosio je
od 8,15 do 16,88%. Odnos droga/rastvara¢ nije statisticki znacajno uticao na prinos
ekstrakcije jer ne postoji statisti¢ki znacajna razlika izmedu prinosa ekstrakcije sa razli¢itim
odnosom droga/rastvara¢, a pri istom upotrebljenom ekstragensu. Povecanjem polarnosti
ekstragensa prinos ekstrakcije je rastao i najveci je bio kada je kao ekstragens u procesu
maceracije primenjena Cista destilovana voda, a najnizi kada je kao ekstragens primenjen
90% etanol. Povecanje polarnosti imalo je statisti¢ki znacajan uticaj na prinos ekstrakcije
smanjenjem koncentracije etanola do 30%.

U dobijenim te¢nim ekstraktima sadrZzaj ukupnih fenola se kretao u opsegu od 0,4996 do
1,0476 i 0,2925 do 0,4626 mg EGK/mL za odnos droga/rastvara¢ 1:10 i 1:20, tim redom,
dok je sadrzaj ukupnih flavonoida bio u opsegu od 0,1674 do 0,3584 1 od 0,0916 do 0,2067
mg EK/mL. Najveci sadrzaj ukupnih fenola za oba ispitivana odnosa droga/rastvarac je bio
u ekstraktima herbe industrijske konoplje kada je kao ekstragens primenjen 50% etanol, ali
se on statisticki nije znacajno razlikovao od sadrzaja ukupnih fenola u ekstraktima dobijenim
sa 70 1 30% etanolom kao ekstragensom. Najveci sadrzaj flavonoida nezavisno od
ispitivanog odnosa droga/rastvara¢ je dobijen, takode, primenom 50% etanola kao
ekstragensa 1 sadrZaj flavonoida u ovom ekstraktu se statisticki znacajno razlikovao od
sadrzaja flavonoida u ekstraktima dobijenim primenom drugih rastvaraca. Na osnovu
dobijenih rezultata moZe se zakljuciti da je najpogodniji rastvara¢ za ekstrakciju fenola 1
flavonoida iz industrijske konoplje 50% etanol. Isti ekstragens se pokazao kao najadekvatniji
ekstragens fenolnih jedinjenja i flavonoida iz velikog broja drugih biljnih sirovina (Turkmen
isar., 2005; Galvan d’Alessandro i sar., 2012; Cujic’ 1sar., 2016; Gavari¢ i sar., 2018). Odnos
droga/rastvara¢ statisticki znacajno uti¢e na sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida u
ekstraktima i visi je ostvaren primenom odnosa droga/rastvara¢ 1:10, te se moze zakljuciti
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da se u pripremi ekstrakta iz ove biljne sirovine primenom procesa ekstrakcije maceracijom
odnos droga/rastvara¢ 1:10 moze smatrati pogodnijim za ekstrakciju flavonoida i fenolnih
jedinjenja.

Za dobijene ekstrakte I1Cso vrednost se kretala od 0,0025 do 0,0179 mL/mL za ekstrakte koji
su dobijeni primenom odnosa droga/rastvara¢ 1:10 i od 0,0021 do 0,0076 mL/mL za
ekstrakte koji su dobijeni pri odnosa droga/rastvara¢ 1:20. Najniza ICso vrednost, odnosno
najvisa antioksidativna vrednost, kod oba ispitivana odnosa droga/rastvara¢ odredena je u
ekstraktu dobijenom primenom 50% etanolom kao ekstragensa, medutim ne postoji
statistiCki znaCajna razlika izmedu antioksidativne aktivnosti odredene u ekstraktima
dobijenim ekstrakcijom sa 70 i 30% etanolom. Odnos droga/rastvara¢ nije imao Statisticki
znacajan uticaj na antioksidativno delovanje kada je kao rastvara¢ primenjen etanol.
Medutim, prilikom ekstrakcije vodom, antioksidativna aktivnost ekstrakta ukoliko je
primenjen odnosa droga/rastvara¢ 1:20 se statisticki znacajno razlikuje i veca je 2,5 puta u
odnosu na aktivnost ekstrakta koji je dobijen primenom odnosa droga/rastvara¢ 1:10. Vecina
studija je pokazala da je sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktu u direktnoj korelaciji sa
njegovom antioksidativnom aktivnosti (Katalinic et al., 2006; Djeridane et al., 2006 Paixao
etal., 2007; Liu et al., 2009; Seruga et al., 2011). Kako ekstrakti herbe industrijske konoplje
dobijeni u ovoj doktorskoj disertaciji sa najve¢im sadrzajem fenolnih jedinjenja nemaju i
najvecu antioksidativnu aktivnost moguce je da fenoli nisu jedine komponente konoplje koje
doprinose ukupnoj antioksidativnoj aktivnosti ovog herbalnog preparata. Za pojedine
kanabinoide, kao $to su THC i CBD, dokazano je da imaju antioksidativnu aktivnost
(Hampson i sar., 1998; Olah i sar., 2014), pa je moguce da oni doprinose ovakvom delovanju
ispitivanih ekstrakata. Reduktivna sposobnost izrazena preko ECso vrednosti se kretala u
opsegu od 0,0072 do 0,0158 mL/mL za odnos droga/rastvara¢ 1:10 i bila je najvisa u
ekstraktu dobijenom sa 70% etanolom kao ekstragensom. Primenom odnosa droga/rastvarac
1:20, dobijena je ECso vrednost ekstrakta u opsegu 0,0073 do 0,0120 mL/mL, a najveca
reduktivna sposobnost izmerena je u ekstraktu koji je dobijenom primenom 50% etanola kao
ekstragensa. Ne postoji statisti¢ki znacajna razlika izmedu reduktivne sposobnosti ekstrakta
dobijenog odnosom droga/rastvara¢ 1:10 i 70% etanolom kao ekstragensa i reduktivne
sposobnosti ekstrakta dobijenog odnosom droga/rastvara¢ 1:20 i 50% etanolom kao
ekstragensa.

Iz tabele 4 se vidi, uzimajuci u obzir sve ispitivane karakteristike dobijenih ekstrakata herbe
industrijske konoplje, da se 50% etanol moze smatrati najpogodnijim ekstragensom za
primenu u ovom tipu ekstrakcije. U ovom ekstraktu je odreden i sadrzaj CBD-a koji je
iznosio 0,4314 mg/mL i sadrzaj THC-a koji iznosio 0,0364 mg/mL.
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Table 4. Vrednosti ispitivanih karakteristika ekstrakata herbe industrijske konoplje u fazi
punog cvetanja useva dobijenih maceracijom primenom vode i etanola razlidite
koncentracije kao ekstragensa

Y TP TF 1Cs0 ECso

[%6] [mg EGK/mL] [mg EK/mL] [mL/mL] [mL/mL]

Odnos droga/rastvaraé 1:10

Rastvara¢

90% Etanol 7,54+0,38e 0,5535+0,0277 b 0,3169+0,0158 b  0,0069+0,0003 b 0,0092+0,0005 cd
70% Etanol 11,66+0,58 ¢ 1,0386+0,0510 a 0,3323+0,0166 ab 0,0032+0,0002 ¢  0,0072+0,0004 f
50% Etanol 14,24+0,71 b 1,0476+0,0520a 0,3584+0,0179a 0,0025+0,0001 cd 0,0090+0,0005 cd

30% Etanol  15,22+0,76 ab 1,0206+0,0510a 0,2174+0,0109d 0,0031+0,0002 cd 0,0110+0.0006 b

Destilovana

voda 15,28+0,76 ab 0,4996+0,0250 b 0,1674+0,0084 e 0,0179+0,0009 a 0,0158+0,0008 a

Odnos droga/rastvarac 1:20

90% Etanol  8,16%0,41 de 0,2925+0,0146e 0,2607+0,0130c 0,0076+0,0004 b 0,0086+0,0004 def
70% Etanol  9,96+0,50 cd 0,3918+0,0196 cd 0,1348+0,0067 e 0,0026+0,0001 cd 0,0105+0,0005 bc
50% Etanol  14,52+0,70 b 0,4626+0,0231 bc 0,2607+0,0130 ¢  0,0021+0,0001 d 0,0073+0,0004 ef

30% Etanol  15,60+0,70 ab 0,3840+0,0192 cde 0,1688+0,0084 e 0,0023+0,0001 cd 0,0088+0,0004 de
Destilovana
voda

a, b, c d, e f, d— predstavljaju statisti¢ki znacajnu razliku medu ispitanim kvalitativnim parametrima
ekstrakata, zasnovanu na Tukey-ovom testu p<0.05

16,88+0,80 a 0,3104+0,0155 de 0,0916+0,0046 f 0,0073+£0.0004 b 0,0120+0,0006 b

Prinos u slucaju ekstrakcije herbe industrijske konoplje na pocetku cvetanja useva, pri
odnosu droga/rastvara¢ 1:10, kretao se u opsegu od 8,18 do 17,94%, dok je pri odnosu
droga/rastvara¢ 1:20 bio nesSto visi i iznosio je od 8,28 do 19,56%. Odnos droga/rastvarac
nije imao statisticki znacajan uticaj na prinos ekstrakcije industrijske konoplje na pocetku
cvetanja useva, dok se uticaj ekstragensa pokazao kao statisticki znacajan. Porast prinosa
ekstrakcije herbe industrijske konoplje na pocetku cvetanja useva je zabelezen porastom
polarnosti rastvaraca. Kod odnosa droga/rastvara¢ 1:10 najvisi prinos ekstrakcije ostvaren je
upotrebom vode kao ekstragensa, mada se nije statisticki znacajno razlikovao od prinosa
kada su kao ekstragensi upotrebljeni 30 i 50% etanol. Najvisi prinos ekstrakcije kod odnosa
droga/rastvara¢ 1:20 je, takode, ostvaren upotrebom vode kao ekstragensa, ali se nije
statisticki znaCajno razlikovao od prinosa kada je kao ekstragens upotrebljen 30% etanol.
Najnizi prinos ekstrakcije u oba ispitivana slucaja odnosa drogal/rastvara¢ je ostvaren
prilikom ekstrakcije sa 90% etanolom kao ekstragensom.

U dobijenim tecnim ekstraktima herbe industrijske konoplje na pocetku cvetanja useva za
odnos droga/rastvara¢ 1:10 ukupni fenoli su se kretali u opsegu od 0,5759 do 1,7045 mg
EGK/mL, dok je sadrzaj flavonoida bio u opsegu od 0,2370 do 0,4217 mg EK/mL. Sadrzaj
ukupnih fenola i flavonoida u ekstraktima dobijenim iz herbe industrijske konoplje na
pocetku cvetanja useva pri odnosu droga/rastvarac 1:20 je bio u opsegu od 0,3216 do 0,8525
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mg EGK/mL i od 0,1178 do 0,5602 mg EK/mL. U ovom sluc¢aju odnos droga/rastvara¢ ima
statisticki znaCajan uticaj na sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida kod svih ispitivanih
slucajeva, sem kod uticaja na sadrzaj flavonoida kada je kao ekstragens primenjen 90%
etanol. Sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida je visi u slucaju ekstrakcije sa odnosom
droga/rastvara¢ 1:10. Ekstragens koji je najpogodniji za dobijanje ekstrakta iz sirovine
industrijske konoplje na pocetku cvetanja useva sa najve¢im sadrzajem ukupnih fenola, pri
odnosu droga/rastvara¢ 1:10, je 70% etanol, dok je, pri odnosu droga/rastvaraé¢ 1:20 to 50%
etanol. Najpogodniji rastvara¢ za ekstrakciju flavonoida, za oba ispitivana odnosa
droga/rastvarac, jeste 50% etanol. Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da je,
kao i kod herbe industrijske konoplje u fazi punog cvetanja useva, najpogodniji rastvarac za
ekstrakciju ukupnih fenola i flavonoida 50% etanol.

U ekstraktima dobijenim iz herbe industrijske konoplje na poéetku cvetanja useva izmerena
ICso vrednost se kretala od 0,0016 do 0,0067 mL/mL za ispitivan odnos droga/rastvara¢ 1:10
i od 0,0013 do 0,0044 mL/mL za ispitivan odnos droga/rastvara¢ 1:20. Uticaj odnosa
droga/rastvara¢ je statisti¢ki znacajan prilikom primene 70 i 90% etanola i vode kao
ekstragensa, dok prilikom primene 30 i 50% etanola nema statisticki znacajan uticaj.
Najvecu antioksidativnu vrednost imaju ekstrakti dobijeni ekstrakcijom primenom odnosa
droga/rastvara¢ 1:10 1 30 i 50% etanola kao ekstragensa, kao i ekstrakti dobijeni primenom
odnosa droga/rastvara¢ 1:20 i 30, 50 i 70% etanola kao ekstragensa. Razlika u
antioksidativnoj aktivnosti ovih ekstrakata nema statisticku znacajnost. Za ispitivane
ekstrakte dobijene iz herbe industrisjke konoplje na pocetku cvetanja useva efektivna
koncentracija prilikom ispitivanja reduktivne sposobnosti se kretala u intrevalu od 0,0058
do 0,0097 mL/mL za odnos droga/rastvara¢ 1:10 i od 0,0044 do 0,0088 mL/mL za odnos
droga/rastvara¢ 1:20. Odnos droga/rastvara¢ nema statisticki znacajan uticaj na reduktivnu
sposobnost ekstrakata herbe industrijske konoplje na pocetku cvetanja useva, sem kada se
kao ekstragens koristi 30% etanol. Reduktivna sposobnost je najviSa 1 statisticki se ne
razlikuje u ekstraktima dobijenim primenom 30, 50 i 70% etanola kao ekstragensa, dok se
reduktivna sposobnost ekstrakata dobijenih ekstrakcijom vodom i 90% etanola statisticki
znacajno razlikuju od pomenutih ekstrakata.
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Table 5. Vrednosti ispitivanih karakteristika ekstrakata herbe industrijske konoplje na
pocetku cvetanja useva dobijenih maceracijom primenom vode i etanola razlicite
koncentracije kao ekstragensa

Y TP TF 1Cs0 ECso
[%6] [mg EGK/mL] [mg EK/mL] [mL/mL] [mL/mL]
Odnos droga/rastvarac 1:10
90% Etanol 8,18+0.41e 10,5962 +0.0298 ¢ 0,2370 £ 0.0119 ef 0,0061 £ 0.0003 b 0,0097 + 0.0005 a
70% Etanol 12,84+0.64d 1,7045 +0.0853 a 0,4451 +0.0223 bc 0,0023 +0.0001 e 0,0060 + 0.0003 ¢
50% Etanol  16,96+0.85 bc 1,2565 +0.0629 b 0,4817 +0.0241 b 0,0018 + 0.0001 ef 0,0058 + 0.0003 ¢
30% Etanol  17,34+0.87 bc 1,0981 +0.0549 ¢ 0,3022 +0.0151d 0,0016 £ 0.0001 f 0,0058 + 0.0003 ¢
Destilovana
voda
Odnos droga/rastvarac 1:20
90% Etanol 8,28+0.41e 0,3216£0.0161 g 0,1948 +0.0097 f 0,0044 £ 0.0003 ¢ 0,0088 + 0.0005 a
70% Etanol 12,36+0.62 d 0,5418 £0.0271 ef 0,2478 £0.0124 e 0,0017 £ 0.0001 f 0,0058 + 0.0003 ¢
50% Etanol 15,68+0.78 ¢ 0,8525 +0.0426 d 0,5602 £ 0.0281 a 0,0013 £ 0.0001 f 0,0053 £ 0.0003 cd
30% Etanol  18,36+£0.92 ab 0,5316 + 0.0266 ef 0,2505 +0.0125e 0,0013 +£0.0001 f 0,0044 + 0.0003 d
Destilovana
voda
a, b, c, d, e f, d— predstavljaju statisticki znacajnu razliku medu ispitanim kvalitativnim parametrima
ekstrakata, zasnovanu na Tukey-ovom testu p<0.05

Rastvaraé

17,940.90ab 0,5759 +0.0288 e 0,3950 + 0.0198 ¢ 0,0067 + 0.0003 a 0,0078 + 0.0004 b

19,56+0.98 a 0,4222 +0.0212 fg 0,1178 £ 0.0059 g 0,0036 + 0.0002 d 0,0070 + 0.0004 b

Kvalitativni i kvantitativni sastav fenolnih kiselina ekstrakata dobijenih, primenom odnosa
droga/rastvara¢ 1:10, iz herbe industrijske konoplje na pocetku cvetanja i u fazi punog
cvetanja useva su prikazani u tabeli 6. Najzastupljenije jedinjenje u ekstraktima dobijenim
iz herbe industrijske konoplje na pocetku cvetanja useva bila je sinapinska kiselina koja je
bila prisutna u koncentraciji od 1,13 do 30,02 pg/mL. Najveéi sadrzaj sinapinske kiseline je
odreden u ekstraktu dobijenom ekstrakcijom sa 50% etanolom. Pored sinapinske kiseline, u
ekstraktima dobijenim iz herbe industrijske konoplje na pocetku cvetanja useva, od fenolnih
jedinjenja prisutni su i protokatehinska kiselina (0,36-1,97 pg/mL), vanilinska kiselina
(0,63-15,55 pg/mL), siringinska kiselina (0,42-1,72 pg/mL), ferulna kiselina (1,33-3,61
pg/mL), izovitekisn (0,92-3,28 pg/mL), rutin (0,19-6,77 pg/mL), cimetna kiselina (0,81-
1,71 pg/mL), narginin (1,21-33,14 pg/mL) i apigenin (0,31-8,81 pg/mL). Najveci sadrzaj
rutina je dobijen ekstrakcijom sa 90% etanolom, dok je najveci sadrzaj narginina dobijen
ekstrakcijom sa 30% etanolom. Epikatehin je detektovan samo u ekstraktu dobijenom kada
je kao ekstragens primenjen 70% etanol, dok narginin nije detektovan u ovom ekstraktu.
Siringinska kiselina je detektovana samo u ekstraktima dobijenim ekstrakcijom sa 70%
etanolom i vodom.

Nargini i apigenin su detektovani u svim ispitivanim ekstraktima dobijenim ekstrakcijom
herbe industrijske konoplje u fazi punog cvetanja useva, pri ¢emu je sadrzaj ovih fenola
iznosio od 1,33 do 1,701 0,31 do 1,10 pg/mL, tim redom. Ferulna kiselina nije detektovana
u ekstraktima dobijenim iz herbe industrijske konoplje u fazi punog cvetanja useva.
Siringinska kiselina i epikatehinska kiselina su detektovane samo u ekstraktima dobijenim
primenom 70% etanola kao ekstragensa i njihov sadrzaj je iznosio 4,77 i 3,59 pg/mL.
Cimetna kiselina je bila dominatna fenolna komponenta u ekstraktima koji su dobijeni
ekstrakcijom sa 70 i 90% etanolom (8,84 i 7,32 pug/mL, tim redom), dok njeno prisustvo u
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ekstraktu dobijenom ekstrakcijom sa 30% etanolom nije zabelezeno. Druge fenolne kiseline
prisutne u ekstraktima dobijenim iz herbe industrijske konoplje u fazi punog cvetanja useva
su protokatehinska kiselina (1,24-2,50 pg/mL) prisutna u ekstraktima dobijenim 70 i 90%
etanolom, vanilinska kiselina (0,58-1,53 pug/mL) koja nije detektovana samo u ekstraktu
dobijenom ekstrakcijom sa vodom, sinapinska Kiselina (1,03-4,02 pg/mL) koja nije
detektovana samo u ekstraktu dobijenom sa 30% etanolom, izoviteksin (0,64-6,21 pg/mL)
koji je prisutan u ekstraktima dobijenim sa 50 i 90% etanolom i vodom i rutin (2,28-2,74
pg/mL) koji je detektovan u ekstraktima dobijenim sa 50, 70 i 90% etanolom.

Table 6. Sadrzaj identifikovanih fenola (ng/mL) u ekstraktima herbe industrijske konoplje
na pocetku cvetanja i u fazi punog cvetanja useva dobijenih maceracijom odnosom
droga/rastvarac 1:10

- s g
s £ 3 £ = g
% 2 2 g 2 ki =
Rastvarac¢ E cxs < 2 i ':é c 8 c
g ¥ & £ % % 7 < £ =
ge = s 288 £ = < S S c
o .= = c = = Q = c @ c (<3}
5 c £ =3 2 5] > =] £ = 2
g < £ 2.2 3 £ <] 5 £ G S
o x > 0 W %] = o (@) z <
Herba industrijske konoplje na pocetku cvetanja useva
90% Etanol 1,09 0,45 nd nd 2,57 1,13 1,14 4,13 0,81 1,21 0,31
70% Etanol 1,97 1,55 1,72 7,38 133 16,36 3,28 6,77 1,37 nd 7,73
50% Etanol 150 1,44 nd nd 361 3002 184 0,19 1,44 nd 8,81
30% Etanol 166 0,63 nd nd 249 321 092 0,19 138 33,16 4,16
\?jj;"ova”a 03 nd 042 nd 136 281 nd nd 171 214 2,01
Herba industrijske konoplje u fazi punog cvetanja useva
90% Etanol 2,50 1,07 nd nd 402 064 228 732 160 031 031
70% Etanol 1,24 153 3,59 nd 1,19 nd 263 884 151 09 147
50% Etanol nd 1,26 nd nd 103 621 274 328 133 110 5,36
30% Etanol nd 0,58 nd nd nd nd nd nd 1,70 098 259
\'?fj;"ova”a nd nd nd nd 146 098 nd nd 146 096 116

nd - nije detektovano

I sadrZaj fenola 1 sadrZaj flavonoida bio je veci uglavnom u ekstraktima koji su dobijeni iz
herbe industrijske konoplje na pocetku cvetanja useva. Veéi sadrzaj fenola u herbi
industrijske konoplje na pocetku cvetanja useva moze biti posledica biosintetskog puta
kanabinoida. Naime, prema Mahlberg i Kimu (2004) kanabinoidi nastaju kondenzacijom
terpena i fenolnog prekursora. Takode, ekstrakti dobijeni ekstrakcijom herbe industrijske
konoplje na pocetku cvetanja useva pokazuju vecu antioksidativnu aktivnosti i reduktivnu
sposobnost §to je u korelaciji sa ve¢im sadrzajem fenola. Kako ekstrakti herbe industrijske
konoplje u fazi punog cvetanja useva sa najveé¢im sadrzajem fenola nisu i ekstrakti sa
najvecom antioksidativnom aktivnos$¢u 1 reduktivnom sposobno§¢u moglo bi se zakljuciti da
antioksidativna aktivnost i reduktivna sposobnost poticu od jedinjenja koja nisu prisutna u
herbi industrijske konoplje na pocetku cvetanja useva, kanabinoida. Na osnovu sagledavanja
rezultata 1 ukupnih fenola i flavonoida i pojedina¢nih fenolnih jedinjenja moZze se smatrati
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da je najpogodniji rastvara¢ za ekstrakciju fenola i flavonoida iz obe upotrebljene sirovine
50% etanol.

Zugi¢ i sar. (2014) su u biljkama koje se koriste u narodnoj medicini u Srbiji kao $to su
mati¢njak (Melissa officinalis), macina trava (Nepeta nuda), crni dud (Morus nigra), hmelj
(Humulus lupulus), brsljen (Hedera helix), glog (Crataegus sp.), odoljen (Valeriana
officinalis), nana (Mentha pulegium), Sumska jagoda (Fragaria vesca) i kantarion
(Hypericum perforatum), ispitivali sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida i antioksidativnu
aktivnost. Sadrzaj ukupnih fenola u ovim biljnim sirovinama se kretao u opsegu od 9,6050
do 64,0800 mg EGK/g biljne sirovine i ove biljke su na osnovu toga oznacene kao biljke
bogate fenolima. Sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima analiziranim u ovoj doktorskoj
disertaciji i dobijenim iz herbe industrijske konoplje primenom maceracije, preracunato na
gram biljne sirovine je iznosio od 4,9964 do 17,0453 mg EGK, §to, imajuci u vidu rezultate
dobijene u studiji Zugié i sar. (2014), mozZe ukazivati na to da se i herba industrijske konoplje
sorte Helena moze svrstati u biljne srovine bogate fenolnim jedinjenjima.

4.2.2. Soxhlet ekstrakcija herbe industrijske konoplje

Lewis-Bakker i sar. (2019) su ispitivali razli¢ite tehnike ekstrakcije smole iz cvetova 3
razli¢ita varijeteta C. sativa. U istrazivanju su primenili i Soxhlet ekstrakciju sa etanolom
kao ekstragensom. Prinos Soxhlet ekstrakcije je bio od 21 do 31% (m/m), dok se sadrzaj
ispitivanih kanabinoida kretao u opsegu od 2,0 do 9,2% (m/m) za THCA, od 2,5 do 72,5%
(m/m) za CBDA, od 7,5 do 18,3% (m/m) za THC i od 7,8 do 15,4% (m/m) za CBD.
Zakljucak ove studije bio je da je u poredenju sa ostalim ispitivanim ekstrakcijama (SFE,
UAE, MAE) Soxhlet ekstrakcija dobar izbor za ekstrakciju kanabinoida u njihovoj neutralnoj
formi (slicno MAE).

Attard i sar. (2018) su ispitivali ekstrakciju po Soxhlet-u i superkritiénu ekstrakciju 8
razli¢itih uzoraka sporednog proizvoda dobijenog prilikom prerade industrijske konoplje za
proizvodnju vlakana. Autori su naveli da su ekstrakti dobijeni primenom ovih metoda bogati
visoko vrednim lipofilnim jedinjenjima ukljucuju¢i masne kiseline, triterpene, polikosan,
aldehide, ugljovodonike, sterole i kanabinoide sa sadrzajem CBD-a 5832 pg/g upotrebljene
SIrovine.

Kao i maceracija, Soxhlet ekstrakcija je veoma bitna metoda klasi¢ne ekstrakcija jer
predstavlja prvi korak u eksperimentalnim istraZivanjima metoda ekstrakcije €iji je cilj
ekstrakcija lipofilnih jedinjenja iz biljnih sirovina. Pored toga, Soxhlet ekstrakcija se
primenjuje kao tehnika ekstrakcije u okviru zvani¢ne metode za odredivanje ukupnih masnih

jedinjenja u sirovinama biljnog porekla.

U slucaju ekstrakcije herbe industrijske konoplje sorte Helena u fazi punog cvetanja useva
prinos ekstrakcije po Soxhlet-u iznosio je 9,85%. Maseni udeo CBD-a i THC-a u dobijenom
Soxhlet ekstraktu herbe industrijske konoplje je iznosio 64,40 i 2,90 mg/g, tim redom.
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U ekstraktu herbe industrijske konoplje u fazi punog cvetanja useva koji je dobijen
primenom Soxhlet ekstrakcije je identifikovano ukupno 5 jedinjenja koja pripadaju grupi
terpena, ugljovodonika, kanabinoida i masnih kiselina, a njihov relativni udeo je dat u tabeli
7. Prisutno kanabinoidno jedinjenje u ekstraktu je CBD, koje je ujedno i najdominantnije
jedinjenje sa relativnim masenim udelom od 84,42%. Relativni sadrzaj ugljovodonika je bio
9,17%, od Cega hentriakontan sa udelom od 7,41% i nonakosan sa udelom od 1,76%. Od
terpenskih jedinjenja prisutan je kariofilen oksid sa udelom od 4,08%. Iz grupe masnih
kiselina prisutna je palmitinska kiselina u koncentraciji 2,32%.

Tabela 7. Hemijski sastav ekstrakta herbe industrijske konoplje dobijen Soxhlet

ekstrakcijom
Naziv jedinjenja RI Relativni sadrzaj [%]
1. Kariofilen oksid 1523,6 4,08
2. Palmitinska kiselina 1832,2 2,32
3. Kanabidiol 22485 84,42
4, Hentriakontan 2647,7 7,41
5. Nonakosan 2891,9 1,76

8RI — retencion indeks odreden na HP-5 koloni koriste¢i homologi niz alkana od Cg do Csg

4.3. Savremene metode ekstrakcije primenjene za ekstrakciju herbe
industrijske konoplje

4.3.1. Ultrazvuéna ekstrakcija herbe industrijske konoplje

Ultrazvuéna ekstrakcija kao savremena metoda ekstrakcije je do sada primenjena kod
velikog broja lekovitih biljaka za intezifikaciju procesa izolovanja bioaktivnih jedinjenja.
Primenom ultrazvucne ekstrakcije ekstrahovani su majkina duSica (Jovanovi¢ i sar., 2016),
ruzmarin (Hosseini i sar., 2018), kora nara (Zivkovié i sar., 2018), sremus (Tomsik i sar.,
2016), valerijana (Hromadkova 1 sar., 2002), aronija (Galvan d’Alessandro i sar., 2012) i
mnoge druge. Primena ultrazvuénih talasa u ekstrakciji bioaktivnih komponenti iz
industrijske konoplje je primenjena kao predtretman biljne sirovine za ekstrakciju klasi¢nim
metodama ekstrakcije, uglavnom prilikom ekstrakcije ulja iz semena konoplje (Da Porto i
sar., 2015), ili kao metoda izbora za direktnu ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja. Tako su
Agarwal 1 sar. (2018) ispitivali ultrazvuénu ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja, ukupnih
fenola 1 flavonoida, iz zenskih cvetova industrijske konoplje. U ovom istrazivanju ispitan je
uticaj vremena ekstrakcije (5, 10 i 15 minuta), jadine ultrazvuka (90, 120 i 150%) i
koncentracije metanola (20, 50 i 80%) na prinos ekstrakcije, ukupne fenole, flavonoide i
antioksidativnu aktivnost. Proces je optimizovan upotrebom RSM-a. Ultrazvu¢na
ekstrakcija uporedena je sa klasicnom ekstrakcijom sa 50% metanolom kao ekstragensom.
U ovako dobijenim ekstraktima zenskih cvetova industrijske konoplje prinos ekstrakcije je
bio u opsegu od 3,51 1 6,39 mg/mL, sadrzaj ukupnih fenola je iznosio od 9,47 do 15,70 mg
EGK/mL, sadrzaj flavonoida od 0,84 to 2,55 mg EKV/mL, i antioksidatvna aktivnost je
iznosila od 0,31 do 0,98 mM AAE/mL. Utvrdeno je da su vreme ekstrakcije 1 koncentracija
metanola procesni parametri koji utiCu na ispitivane kvalitativne karakteristike dobijenih
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ekstrakata, dok jacina ultrazvucnih talasa nije imala uticaj. Zakljuc¢ak ove studije bio je da
su ultrazvucni ekstrakti u poredenju sa ekstraktom dobijenim klasi¢nom ekstrakcionom
metodom imali vece izlazne promenjive ispitivane u okviru optimizacije procesa, ali su
takode imali i ve¢i sadrzaj kanabinoida koji nije prac¢en kao izlazna promenjiva prilikom
optimizacije.

U ovoj doktorskoj disertaciji ultrazvucna ekstrakcija je primenjena u opsegu procesnih
parametara datih u opisu metode u okviru poglavlja Materijal i Metode. Kao procesni
parametri koji uticu na ultrazvucnu ekstrakciju izabrani su gustina ultrazvuka, temperatura i
vreme ekstrakcije, dok su ekstragens i odnos droga/rastvara¢ bili konstantni i izabrani su u
skladu sa podacima dobijenim u delu istrazivanja klasicne ekstrakcije. Kao ekstragens je
upotrebljen 50% etanol i odnos droga/rastvara¢ 1:10 jer su ova dva znacajna parametra
ekstrakcija odabrana kao optimalna u procesu klasi¢ne ekstrakcije herbe industrijske
konoplje. Ispitivani opseg procesnih parametara je izabran na osnovu podataka iz literature
(Tomsik 1 sar., 2016, Zekovi¢ i sar., 2017, Naffati i sar., 2017, Zivkovié i sar., 2018).
Prilikom izbora temperature ekstrakcije, pored literaturnih podataka, u obzir je uzeta i tacka
kljucanja rastvaraca koja za 50% etanol iznosi izmedu 80 i 85 °C. Tacka kljucanja rastvaraca
je ogranicavajuci faktor prilikom izbora temperature ultrazvu¢ne ekstrakcije jer povecanje
temperature, kako je navedeno u poglavlju Uvod, vodi smanjenju ultrazvucne kavitacije $to
dalje moze dovesti do smanjenja efikasnosti ekstrakcije. Eksperimentalni podaci izlaznih
promenjivih (Y, TP,TF, 1Cso, ECso, CBD i THC), koji su dobijeni u eksperimentima na
razli¢itim procesnim parametrima prikazani su u tabeli 8.

Prinos ekstrakcije se kretao u opsegu od 10,00 do 17,54%. Najvisi prinos ekstrakcije je
odreden u ekstraktu koji je dobijen ekstrakcijom industrijske konoplje na temperaturi od 60
°C, pri primenjenoj gustini ultrazvuka od 42 W/L i vremenu ekstrakcije od 40 minuta.

Sadrzaj ukupnih fenola u dobijenim ekstraktima industrijske konoplje se kretao u opsegu od
1,0552 do 1,7795 mg EGK/mL, dok je sadrzaj flavonoida bio u opsegu od 0,3793 i 0,6749
mg EK/mL. Ekstrakt dobijen ekstrakcijom na temperaturi od 80 °C, pri primenjenoj gustini
ultrazvuka od 42 W/L i1 vremenu ekstrakcije od 60 minuta je imao najve¢i sadrzaj ukupnih
fenola, dok je ekstrakt sa najve¢im sadrzajem flavonoida dobijen na temperaturi ekstrakcije
od 60 °C, pri gustini ultrazvuka 60 W/L u trajanju ekstrakcije od 60 minuta.

ICso vrednost dobijenih ekstrakta je bila u intervalu od 0,0012 do 0,0021 mL/mL. Ekstrakt
sa najvecom antioksidativnom aktivnoSc¢u (najnizom ICsp vrednoS$cu) je dobijen na slede¢im
uslovima ekstrakcije: temperatura 60 °C, gustina ultrazvuka 24 W/L i vreme ekstrakcije 60
minuta. ECso vrednost ekstrakata industrijske konoplje je bila u opsegu od 0,0036 do 0,0057
mL/mL. Najmanju ECso vrednost, odnosno najveci reduktivni kapacitet, je pokazao ekstrakt
dobijen na temperaturi ekstrakcije od 80 °C, gustini ultrazvuka 60 W/L i vremenu ekstrakcije
40 minuta.

Sadrzaj ispitivanih kanabinoida u dobijenim ekstraktima industrijske konoplje kretao se u
intervalu od 0,6158 do 0,8752 mg/mL za CBD i od 0,0412 do 0,0458 mg/mL za THC.
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Sadrzaj kanabinoida je bio najveci u ekstraktu dobijenim na slede¢im uslovima ekstrakcije:
temperaturi 80 °C, gustini ultrazvuka 60 W/L i vremenu ekstrakcije 40 minuta.

Uticaj ispitivanih parametara je nezavisan za svaku izlaznu promenjivu, odnosno najvise
vrednosti za svaku izlaznu promenjivu su dobijene na razliCitim vrednostima ispitivanih
parametara ekstrakcije, sem za reduktivnu sposobnost i1 sadrzaj kanabinoida. Ovo je u
korelaciji sa rezultatima koje su dobili Agarwal i sar. (2018) kod kojih su, takode, najvise
vrednosti ispitivanih izlaznih promenjivih ultrazvucéne ekstrakcije cveta industrijske
konoplje dobijene na razli¢itim vrednostima ispitivanih parametara ekstrakcije. Ispitivanim
izlaznim promenjivama pogoduje primena vise temperature, pa optimalna temperature za
prinos ekstrakcije, sadrzaj flavonoida i antioksidativnu aktivnost iznosi 60 °C, dok za sadrzaj
ukupnih fenola, reduktivnu aktivnost i sadrzaj kanabinoida iznosi 80 °C. Optimalno vreme
za prinos ekstrakcije, reduktivnu sposobnost 1 sadrzaj kanabinoida je 40 minuta, dok za
sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida i antioksidativnu aktivnost iznosi 60 minuta. Ekstrakt sa
najve¢om antioksidativnom aktivno$¢u dobijen je ekstrakcijom sa najmanjom ispitivanom
gustinom ultrazvuka, najve¢i prinos ekstrakcije 1 najve¢i sadrzaj ukupnih fenola dobijen je
u ekstraktima kada je primenjena srednja ispitivana gustina ultrazvuka, dok je najveca
vrednost vecine izlaznih parametara (sadrzaja flavonoida, reduktivna sposobnost i sadrzaja
kanabinoida) dobijena u ekstraktima pripremljeni primenom najvise gustine ultrazvuka.
Kako ekstrakt sa najvecom reduktivnom sposobnoscu ima i najveéi sadrzaj kanabinoida
pretpostavka je da reduktivna sposobnost ovog ekstrakta najve¢im delom potic¢e upravo od
kanabinoida.

Table 8. Box—Behnken eksperimentalni dizajn sa procesnim parametrima ultrazvuéne
ekstrakcije (temperatura, vreme i gustina ultrazvuka) i ispitivanim karakteristikama
dobijenih ekstrakata (Y, TP, TF, ICso, ECso, CBD i THC)

Gustina TP TF

Temperatura Vre.me ultrazvuka Y [mg [mg 1Cso ECso CBD THC
[°C] [min] [WIL] [9%0] EGK/mL] EK/mL] [mL/mL][mL/mL] [mg/mL] [mg/mL]

1 60 40 42 13,34 1,3050 0,6391 0,0016 0,0038 0,7604 0,0439
2 60 20 60 14,78 1,3612  0,5405 0,0013 0,0046 0,7860 0,0442
3 80 20 42 15,88 1,4145 0,6722 10,0014 0,0041 0,8259 0,0455
4 60 40 42 14,74 12966  0,6426 0,0013 0,0037 0,7672 0,0444
5 60 60 60 17,02 1,4258 0,6749 0,0013 0,0042 0,7912 0,0447
6 40 60 42 12,66 1,1590 0,5137 0,0014 0,0055 0,6924 0,0425
7 80 40 60 17,04 14314 05808 0,0015 0,0036 0,8752 0,0458
8 40 20 42 10,20 11,0652  0,3793 0,0021 0,0057 0,6158 0,0412
9 60 40 42 1366 1,3752  0,5620 0,0013 0,0037 0,7154 0,0431
10 40 40 60 11,72 1,2208  0,4680 0,0018 0,0053 0,6712 0,0421
11 60 40 42 1754 14763 05925 0,0014 0,0045 0,7289 0,0437
12 60 20 24 14,10 1,3949  0,5378 10,0016 0,0041 0,6966 0,0428
13 80 40 24 1494 1,4987  0,6543 0,0013 0,0044 0,8602 0,0453
14 60 60 24 12,16 1,3780 0,5656 0,0012 0,0042 0,7329 0,0440
15 40 40 24 10,00 11,1534  0,4563 0,0017 0,0050 0,6698 0,0420
16 80 60 42 16,56 1,7795 0,5459 0,0017 0,0050 0,7612 0,0440
17 60 40 42 14,68 11,2882  0,5262 0,0013 0,0047 0,7946 0,0441
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4.3.1.1. Matematicko modelovanje i provera modela za ultrazvu¢nu ekstrakciju herbe
industrijske konoplje

Za sve izlazne promenjive (Y, TP, TF, ICs,, ECso, CBD i THC), a na osnovu
eksperimentalnih podataka prikazanih u tabeli 8, izvrSeno je matematicko modelovanje
prema metodi opisanoj u okviru poglavlja Materijal i Metode. Koeficijenti determinacije
(R?), koeficijenti varijacije (CV) i p-vrednosti za modele izlaznih promenjivih i odstupanja
od modela dati su u Tabeli 9. Koeficijent determinacije je za sve ispitivane izlazne
promenjive iznad 0,8. lako koeficijent determinacije nije visok (blizu 1), matemati¢ki modeli
su statisticki prihvatljivi zbog visoke znacajnosti za modele (p<0,05) i neznacajnog
odstupanja od modela (p>0,05). Pored toga, na prihvatljivost modela ukazuje i nizak
koeficijent varijacije (CV<10%), koji predstavlja procenat eksperimentalnih podataka koji
nisu mogli biti obja$njeni ovim modelom.

Tabela 9. Rezultati analize varijansi (ANOVA) za proveru modela izlaznih promenjivih
(Y, TP, TF, ICs0, ECs0, CBD i THC)

Zbir kvadrata DF Srednji F-vrednost p-vrednost
kvadrat
Y
Model 71,94 9 7,99 4,51 0,0297
Ostatak 12,39 7 1,77
Odstupanje od modela 1,44 3 0,48 0,17 0,9083
Greska 10,96 4 2,74
Ukupno 84,33 16
R?=0,8530
CV=9,38%
TP
Model 35,99 9 4,00 4,00 0,0405
Ostatak 6,99 7 1,00
Odstupanje od modela 4,47 3 1,49 2,36 0,2129
Greska 2,53 4 0,63
Ukupno 42,98 16
R?=0,8373
CV=7,38%
TF
Model 8,87 9 0,99 4,11 0,0378
Ostatak 1,68 7 0,24
Odstupanje od modela 0,68 3 0,23 0,90 0,5144
Greska 1,00 4 0,25
Ukupno 10,54 16
R2=0,8409
CV=8,71%
1Cso0
Model 7,84 x 1073 9 8,71 x 10™* 4,08 0,0385
Ostatak 1,49 x 1073 7 2,13 x107*
Odstupanje od modela 7,06 x 107* 3 2,35 x 107* 1,19 0,4185
Greska 7,88 x 1074 4 1,97 x 1074
Ukupno 9,34 x 1073 16
R2=0,8400
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CVv=10,10%

ECso

Model 0,06 9 6,19 x 1073 4,12 0,0376
Ostatak 0,01 7 1,50 x 1073

Odstupanje od modela 2,29 x 1073 3 7,63 x 107* 0,37 0,7795
Greska 8,23 x 1073 4 2,06 x 1073

Ukupno 0,07 16

R?=0,8412

CV=8,67%

CBD

Model 0,07 9 7,77 x 1073 6,88 0,0094
Ostatak 791x 1073 7 1,13 x 1073

Odstupanje od modela 393x1073 3 1,31 x 1073 1,32 0,3849
Greska 3,98 x 1073 4 9,94 x 107*

Ukupno 0,08 16

R?=0,8984

CV=4,48%

THC

Model 2,50 x 107° 9 2,78 x 107 10,45 0,0027
Ostatak 1,86 x 107 7 2,66 x 1077

Odstupanje od modela 9,28 x 1077 3 3,09 x 1077 1,33 0,3825
Greska 9,32 x 1077 4 2,33 x 1077

Ukupno 2,68 x 107° 16

R?=0,9307

CVv=1,18%

aproj stepeni slobode

U tabeli 10 su prikazane p-vrednosti linearnih, interakcijskih i kvadratnih ¢lanova na osnovu
kojih se izdvajaju znaajni faktori prema znacajnosti opisanoj u poglavlju 3.5. Linearni,
interakcijski 1 kvadratni ¢lanova koji znacajno uti¢u na proces ulaze u krajnju formu

matematickog modela datog odziva.

Tabela 10. Odgovarajuce p-vrednosti linearnih, interakcijskih i kvadratnih ¢lanova (X1—
temperature, X>—vreme ekstrakcije, Xz—gustina ultrazvuka)

Clan Y TP TF ICso ECso CBD THC
Linearni

X1 0,0012 0,0010 0,0025 0,0040 0,0053 0,0002 <0,0001
X 0,3911 0,1104 0,2587 0,0153 0,6798 0,5929 0,3254
X3 0,0418 0,9618 0,7278 0,9758 0,9076 0,1281 0,1117
Interakcije

XXz 0,5250 0,2328 0,0324 0,3196 0,1911 0,0737 0,0335
X1 X3 0,8905 0,5218 0,4136 0,7275 0,2070 0,8443 0,7645
XoX3 0,1602 0,6959 0,3123 0,3619 0,5832 0,6589 0,5359
Kvadratni

Xq? 0,1567 0,5569 0,0645 0,0446 0,0119 0,7239 0,2219
X2? 0,9271 0,5097 0,6185 0,3996 0,0808 0,1954 0,4558
X3? 0,6178 0,8763 0,9892 0,7725 0,4054 0,2246 0,3079

Na osnovu dobijenih podataka statisti¢ke analize, prikazanih u prethodne dve tabele (9 i 10),
matemati¢ki model za prinos ekstrakcije je opisan slede¢om jednacinom:
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Y =14,79 + 2,48X, + 0,43X, + 1,17X3; — 0,44X, X, + 0,10X, X3 ®)
+ 1,04X,X5 — 1,03X,% + 0,06X,% — 0,34X,”

Na osnovu podataka navedenih u tabeli 10, moZze se zakljuciti da na prinos ultrazvucne
ekstrakcije znacajno uticu samo linearni ¢lan temperature i gustine ultrazvuka, dok ostali
¢lanovi nemaju znacaj u ovom procesu. Temperatura ekstrakcije veoma znacajno uti¢e na
proces ekstrakcije jer je p-vrednost za ovaj parametar manja od 0,01 (0,0012), dok linearni
¢lan gustine ultrazvuka uti¢e znacajno jer je njegova p-vrednost izmedu 0,01 1 0,05 (0,0418).
Uzimajuci u obzir samo znac¢ajne faktore, matematicka jednacina koja opisuje model prinosa
ekstrakcije ima sledeci oblik:

Y =14,79 + 248X, + 1,17X; 9)

Iz jednacine se vidi da oba ¢lana imaju pozitivan uticaj na prinos ultrazvucne ekstrakcije,
odnosno da povecanje temperature i gustine ultrazvuka u opsegu ispitivanih vrednosti
dovode do povecanja prinosa ekstrakcije. OpSte je poznato da poveéanje temperature
ekstrakcionih procesa utice na povecanje prenosa mase Sto dalje vodi povecanju prinosa
ekstrakcije. Povecanje prenosa mase sa povecanjem temperature se javlja kao posledica
povecanja difuzivnosti rastvaraca, desorpcije i rastvorljivost supstanci koje se ekstrahuju
(Miron i sar., 2011; Vergara-Salinas i sar., 2012). Nekoliko studija ukazuju na pozitivan
uticaj temeprature u ekstrakciji bioaktivnih jedinjenja. Temperatura je imali znacajan uticaj
na prinos ultrazvucne ekstrakcije korena biljke Morinda citrifolia (Hemwimol i sar., 2006).
Naime, vrednost prinosa ekstrakcije dobijena na viS§im temperaturama (45 i 60 °C) nije
mogla da se postigne ekstrakcijom na nizoj temperaturi (25 °C) ni poveCanjem vremena
ekstrakcije. Zekovi¢ 1 sar. (2014) su ispitivali uticaj razliCitih parametara ultrazvucne
ekstrakcije na prinos ekstrakcije biljne sirovine koja se javlja kao sporedni proizvod prilikom
proizvodnje Caja od aronije (Aronia melanocarpa). U ovoj studiji temperatura je imala
najvedi uticaj na prinos ekstrakcije 1 povecanje temperature od 30 do 70 °C je uticalo na
povecanje prinosa ekstrakcije 1 najveci prinos ekstrakcije je zabeleZen na najvisoj ispitivanoj
temperaturi. Prinos ultrazvuéne ekstrakcije se obicno povecava povecanjem gustine
ultrazvuka. Takode, nekoliko studija ukazuju na pozitivan uticaj povecanja gustine
ultrazvuka na prinos ekstrakcije. Povecanje gustine ultrazvuka je uticalo na povecanje
prinosa ultrazvucne ekstrakcije iz ploda gardenije (Gardenia jasminoides) $to je objasnjeno
povecanjem koeficijenta prenosa mase u te¢nost oko cestica ploda, kao 1 povecanjem
koeficijenta difuzije unutar Cestice (Ji i sar., 2006). Poveéanje gustine ultrazvuka uticalo je i
na povecanje prinosa ekstrakcije iz biljke Auricularia auricula (Zou i sar., 2010).

Sa slike 40, koja predstavljaja odzivne povrsine koje opisuju zavisnost prinosa ekstrakcije
herbe industrijske konoplje od uticaj ispitivanih parametara ekstrakcije, se takode moze
zakljuciti da nezavisne promenjive koje imaju uticaj na prinos ekstrakcije jesu temperatura
ekstrakcije i gustina ultrazvuka. Sa dijagrama zavisnosti prinosa ekstrakcije od vremena i
temperature se moze videti da prinos eksponencijalno raste samo sa porastom temperature,
dok vreme ekstrakcije ima neznatan uticaj. Sa dijagrama zavisnosti prinosa ekstrakcije od
gustine ultrazvuka i temperature se vidi da se sa porastom obe promenjive prinos povecava
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sa razli¢itim uticajem. Kao i na prethodnom dijagramu i na dijagramu zavisnosti prinosa
ekstrakcije od gustine i temperature vidi se da prinos ekstrakcije eksponencijalno raste sa
porastom temperature, dok gustina ultrazvuka ima neznatan uticaj na prinos ekstrakcije. Sa
dijagrama zavisnosti prinosa ekstrakcije od gustine ultrazvuka i vremena se moze videti da
gustina ultrazvuka ima neznatan uticaj na prinos, dok vreme nema uticaj pri nizim
vrednostima ovih promenjivih, dok pri visim vrednostima dolazi do povecanja uticaja i sa
porastom obe promenjive do maksimalne ispitivane vrednosti prinos naglo raste. Ovo znaci
da duze vreme izlaganja ve¢im gustinama ultrazvuka utice na povecanje prinosa ekstrakcije.

050" " 1.00

e 0.50 “0.50 .
000" 000 Gustina °®" ~0.00 Gustina o g e
50 7050 = 50~ 2 y i
Vreme <% o % Temperatura  yltrazyuka % += Temperatura ultrazvuka s o0 Vreme

4100 -1.00

Slika 40. Odzivne povrsine koje opisuju prinos ultrazvucne ekstrakcije iz herbe
industrijske konoplje

Matematicki model koji opisuje ekstrakciju ukupnih fenola iz herbe industrijske konoplje
primenom ultrazvuka ima oblik sledece funkcije:

TP = 1,35+ 0,19X; + 0,06X, + 1,75 « 1073X5 + 0,07X; X, — 0,03X, X5 (10)
+0,02X,X5 — 0,03X,% 4 0,03X,% + 7,86 * 1073X,>

Iz tabele 10 se vidi da jedini parametar ultrazvucne ekstrakcije koji uti¢e na ekstrakciju
ukupnih fenola iz herbe industrijske konoplje jeste temperatura. Temperatura ekstrakcije ima
veoma znacajan uticaj jer je p-vrednost manja od 0,01 1 iznosi 0,0010. Jednacina koja opisuje
ultrazvucnu ekstrakciju ukupnih fenola jeste:

TP = 1,35 + 0,19X, (11)

Temperatura ima pozitivni uticaj na ekstrakciju ukupnih fenola. To znaci da povecanjem
temperature u opsegu ispitivanih vrednosti dolazi do povecanje ekstrakcije ukupnih fenola
konoplje ultrazvuc¢nom ekstrakcijom. Pozitivan uticaj temperature na izolovanje fenola je
zabeleZen u nekoliko studija. Hossain i sar. (2011) su ukazali da je temperatura dominantan
faktor ekstrakcije fenola iz ruzmarina, majorana i origana. Povecanje temperature je uticalo
na povecanje sadrzaja ukupnih fenola u ekstraktima majkine dusice i najve¢i je bio prilikom
ekstrakcije na temperaturi od 80 °C (Jovanovic¢ i sar., 2017). Porast sadrzaja ukupnih fenola
ultrazvuénom ekstrakcijom iz pSeni¢nih mekinja je zabeleZen porastom temperature od 25
do 75 °C (Wang i sar., 2008). Ispitivanje uticaja temperature ultrazvu¢ne ekstrakcije na
izolovanje fenola iz biljne sirovine koja predstavlja sporedni proizvod prilikom proizvodnje
filter ¢aja od zalfije je pokazao da povecanje temperature do 70-75 °C utiCe na povecanje
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sadrzaja fenola u dobijenim ekstraktima (Zekovi¢ i1 sar., 2017). Prilikom ultrazvu¢ne
ekstrakcije cvetova industrijske konoplje, od ispitivanih parametara, uticaj na sadrzaj fenola
su imali vreme ekstrakcije i koncentracija rastvaraca, ali je kao rastvara¢ primenjen metanol,
dok jacCina ultrazvuka nije imala uticaj na ekstrakciju fenola $to je u korelaciji sa rezultatima
dobijenim u ovoj doktorskoj disertaciji (Agarwal i sar., 2018).

Odzivne povrsine koje i vizuelno opisuju zavisnost sadrzaja ukupnih fenola (Slika 41) od
primenjenih parametara ultrazvucne ekstrakcije u skladu su sa jedna¢inom koja opisuje
ekstrakciju ukupnih fenola i pokazuju da na prinos ekstrakcije ukupnih fenola iz herbe
industrijske konoplje u ovako postavljenom setu eksperimenata uticaj ima samo temperatura.
Dijagram zavisnosti ukupnih fenola od temperature i gustine najbolje opisuje jednacinu
dobijenu za proces ekstrakcije ukupnih fenola i vidi se da sadrzaj ukupnih fenola
eksponencijalno raste sa porastom temperature. Blagi porast sadrzaja ukupnih fenola sa
porastom vremena se moze zapaziti sa dijagrama zavisnosti sadrzaja fenola od vremena i
temperature, a pri viSim temperaturama. Ovo znaci da duZe trajanje ekstrakcije pri viSim
temperaturama uti¢e na povecanje ekstrakcije fenola. Sa dijagrama zavisnosti sadrZaja
ukupnih fenola od gustine ultrazvuka i vremena se vidi da porastom oba faktora dolazi do
povecanja sadrzaja ukupnih fenola, ali je to povecanje malo, odnosno nema znacaja i nije
obuhvaceno jednac¢inom.
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Slika 41. Odzivne povrsine koje opisuju ultrazvucnu ekstrakciju ukupnih fenola iz herbe
industrijske konoplje

Matematicki model za proces ekstrakcije flavonoida iz herbe industrijske konoplje
primenom ultrazvuka ima sledeci oblik:

TF = 0,59 + 0,08X; + 0,02X, + 6,27 *x 1073X; — 0,06X,X, — 0,02X, X5 (12)
+0,02X,X5 — 0,05X,% — 0,01X,% — 3,36 * 107*X;>

Na osnovu p-vrednosti sumiranih u tabeli 10, moZe se zakljuciti da linearni i kvadratni ¢lan
temperature ekstrakcije i interakcija temperature i vremena ekstrakcije imaju uticaj na proces
ekstrakcije flavonoida iz herbe industrijske konoplje. Linearni ¢lan temperature ima veoma
znacajan uticaj na proces ekstrakcije jer je p-vrednost manja od 0,01 (0,0025), dok kvadratni
Clan temperature ima neznatan uticaj jer je p-vrednost za ovaj ¢lan izmedu 0,05 i 0,1
(0,0645). Interakcija temperature i vremena ima znaajan uticaj jer je p-vrednost za
interakcijski ¢lan ova dva parametra izmedu 0,01 1 0,05 (0,0324). Kada se uzmu u obzir
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znacajni Clanovi, matematicki model procesa ekstrakcije flavonoida iz herbe industrijske
konoplje dobija slede¢i oblik:

TF = 0,59 + 0,08X; — 0,06X,X, — 005X, 2 (13)

Linearni ¢lan temperature ima pozitivni uticaj na sadrzaj flavonoida, dok kvadratni ¢lan ima
negativni uticaj. Ovo znaci da se sadrzaj flavonoida povecava sa povecanjem temperature
do odredene tacke koja se oznacava kao prevojna tacka. Interakcija temperature i vremena
ekstrakcije ima negativan uticaj na ekstrakciju flavonoida, odnosno povecanje oba ova
parametra dovodi do pada sadrzaja flavonoida. Sa dijagrama prikazanih na slici 44 se moze
uociti da se prevojna tacka nalazi na temperaturi oko 70 °C ali da degradacija flavonoida
pocinje tek nakon vremena ekstrakcije od oko 50 minuta. Dakle, interakcijski uticaj
temperature i vremena ekstrakcije moze biti posledica degradacije flavonoida izlaganjem na
povisenoj temperaturi duzi vremenski period Sto je u skladu sa istrazivanjem Galvan
d’Alessandro i sar. (2012). Ovakav uticaj temperature na sadrzaj flavonoida je zabelezen i u
slu¢aju ultrazvuéne ekstrakcije biljne sirovine koja predstavlja sporedni proizvod prilikom
proizvodnje filter ¢aja zalfije (Salvia officinalis) (Zekovi¢ i sar., 2017), dok je vreme imalo
negativan uticaj prilikom ultrazvuéne ekstrakcije flavonoida iz tulsia (Ocimum tenuiflorum)
(Upadhya i sar., 2015).

Odzivne povrsine koje opisuju proces ekstrakcije flavonoida pokazuju isti uticaj procesnih
parametara kao i matematicki model (Slika 44). Sa dijagrama zavisnosti flavonoida od
vremena i temperature, kao i od gustine i temperature, se moze videti da sa porastom
temperature sadrzaj flavonoida u dobijenim ekstraktima raste eksponencijalno pri nizim
vrednostima vremena, dok interakcija sa gustinom ultrazvuka nema znacajan uticaj. Pad
sadrzaja flavonoida moZe se zapaziti pri viSim vrednostima vremena ekstrakcije, a nakon
porasta temperature od preko 70 °C §to je u korelaciji sa jednac¢inom koja pokazuje da nakon
odredene vrednosti temperature interakcija vremena i temperature ima negativan uticaj. Sa
druge strane, vreme ima uticaj na povecanje sadrzaja flavonoida u ekstraktima prilikom
ekstrakcije na nizim temperaturama, od oko 40 do oko 50 °C, gde se vidi blago povecanje
sadrzaja flavonoida kao funkcija vremena ekstrakcije. Sa dijagrama zavisnosti sadrZaja
ukupnih fenola od gustine ultrazvuk i1 vremena se vidi da povecanje oba faktora dovodi do
blagog povecanja sadrzaja ukupnih fenola.
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Slika 42. Odzivne povrsine koje opisuju ultrazvuc¢nu ekstrakciju flavonoida iz herbe
industrijske konoplje
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Matematicko modelovanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata herbe industrijske konoplje
je izvrseno preko 1Cso vrednosti ¢ija je jednacina ima oblik:

ICso = 1,38 %1073 — 1,38+ 107X, — 8,65 * 107°X, — 1,44 * 107°X; + 2,34
* 104X, X, + 2,63 * 107°X, X3 + 7,11 * 107°X,X5 + 2,51 (14)
+107%X,% 4+ 1,43 * 1075X,% — 5,65 * 107°X,>

Parametri koji uti¢u na antioksidativnu aktivnost jesu linearni i kvadratni ¢lan temperature
ekstrakcije i linearni ¢lan vremena ekstrakcije. Linearni ¢lan temperature ekstrakcije ima
veoma znacajan uticaj na antioksidativnu aktivnost jer je prema dobijenim podacima njegova
p-vrednost manja od 0,01 (0,0040). Kvadratni ¢lan temperature ekstrakcije i linearni ¢lan
vremena ekstrakcije uti¢u znacajno na antioksidativnu aktivnost jer imaju p-vrednost izmedu
0,011 0,05 (0,0446 i 0,0153, tim redom). Kada se uzmu u obzir znacajni faktori, jednaéina
za ICsp vrednost dobija slede¢i oblik:

ICsp = 1,38 %1073 — 1,38 % 103X, — 8,65 * 105X, + 2,51 x 1074X,%>  (15)

U dobijenoj jednacini sa znaCajnim faktorima linearni ¢lanovi imaju negativan uticaj, dok
kvadratni ¢lan ima pozitivan uticaj na ICso vrednost. To znaci da sa porastom temperature i
vremena ekstrakcije dolazi do smanjenja ICso vrednosti, odnosno povecanja antioksidativne
vrednosti. Povecanje temperature uti¢e negativno na ICsg vrednost, odnosno pozitivno na
antioksidativnu vrednost do odredene tacke koja se naziva prevojna tacka na $ta nam ukazuje
pozitivan uticaj kvadratnog ¢lana temperature na ICso vrednost. Uticaj procesnih parametara
na antioksidativnu aktivnost ekstrakata je u skladu sa uticajem procesnih parametara na
sadrzaj flavonoida, pa se moze zakljuciti da su upravo ova jedinjenja dominantni nosioca
antioksidativne aktivnosti ekstrakata herbe industrijske konoplje. Ovakvu zavisnost su dale
i odzivne povrsine ICso vrednosti, $to se moze videti sa slike 43. Sa dijagrama zavisnosti
ICso od temperature i vremena i od temperature i gustine ultrazvuka se vidi da porast
temperature do vrednosti od oko 70 °C uti¢e na naglo smanjenje ICso vrednosti, odnosno na
znacajno povecanje antioksidativne aktivnosti. Daljim povecanjem temperature do najvise
ispitivane vrednosti (80 °C) uocava se blago poveéanje ICso vrednosti, odnosno blago
smanjenje antioksidativne aktivnosti. Sa grafika zavisnosti 1Cso vrednosti od temperature i
vremena se vidi da vreme ima veci uticaj pri niZim temperatura ekstrakcije. Naime, na nizim
ispitivanim temperaturama ekstrakcije (40-50 °C) se vidi znacajan pad ICso vrednosti,
odnosno povecanje antioksidativne vrednosti, sa porastom vremena ekstrakcije Sto je u
korelaciji sa uticajem vremena ekstrakcije pri nizim temperaturama na sadrzaj flavonoida.
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Slika 43. Odzivne povrsine koje opisuju antioksidativnu aktivnost ekstrakata herbe
industrijske konoplje koji su dobijeni primenom ultrazvuéne ekstrakcije

Matematicki model koji opisuje uticaj procesnih parametara na reduktivni kapacitet
ekstrakata dobijenih iz herbe industrijske konoplje, izrazen preko ECso vrednosti, prikazan
je slede¢om jednacinom:

ECso = 4,07 1073 — 5,46 x 107X, + 5,88 * 107°X, — 1,66 * 107°X3 + 2,80
*107%X, X, — 2,69 % 107X, X5 — 1,11 * 107X, X5 + 6,37 (16)
*107%X,% 4+ 3,85 % 1074X,% — 1,67 * 107X,

Faktori koji pokazuju znacajno delovanje na reduktivni kapacitet ovako dobijenih ekstrakata
jesu linearni i kvadratni Clan temperature ekstrakcije i kvadratni ¢lan gustine ekstrakcije
(Tabela 10). Linearni ¢lan temperature ekstrakcije ima veoma znacajan uticaj jer je njegova
p-vrednost manja od 0,01 (0,0053), kvadratni ¢lan temperature ima znacajan uticaj jer je
njegova p-vrednost izmedu 0,01 i 0,05 (0,0119), dok kvadratni ¢lan gustine ultrazvuka ima
neznatan uticaj jer je njegova p-vrednost izmedu 0,05 i 0,1 (0,0808). Zbog razli¢ite
znacajnosti procesnih parametara, matematicki model koji opisuje uticaj procesnih
parametara na ECso vrednosti ekstrakta herbe industrijske konoplje moze se prikazati
slede¢im oblikom:

ECso = 4,07 % 1073 — 5,46 * 104X, + 6,37 * 107%X,2 + 3,85 » 1074X,%>  (17)

Uticaj linearnog 1 kvadratnog ¢lana temperature, kao 1 uticaj kvadratnog ¢lana vremena, je
isti kao uticaj ovih parametara na ICso vrednost. Slika 44 prikazuje odzivne povrsine sa kojih
se moze videti da se matematicki objaSnjeni uticaji slazu sa grafickim. Sa grafika zavisnosti
ECso vrednosti od temperature i vremena, kao i temperature i gustine, uo¢avaju se prevojne
tacke uticaja temperature na vrednosti od oko 70 °C, odnosno uocava se da porastom
temperature do ove vrednosti dolazi do naglog pada ECso vrednosti, odnosno do porasta
reduktivne sposobnosti, a daljim povecanjem temperature zapaZza se blagi porast ECso
vrednosti, odnosno blagi pad reduktivne sposobnosti. Porast vremena ekstrakcije do
centralne tacke ima uticaj na blagi pad ECsp vrednosti, odnosno povecanje reduktivne
sposobnosti, dok daljim porastom vremena ekstrakcije se belezi povecanje ECso vrednosti,
odnosno smanjenje reduktivne sposobnosti.
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Slika 44. Odzivne povrsine koje opisuju reduktivnu sposobnost ekstrakata dobijenih iz
herbe industrijske konoplje koji su dobijeni primenom ultrazvuc¢ne ekstrakcije

Matematicki modeli koji opisuju proces ultrazvuéne ekstrakciju CBD-a i THC-a iz herbe
industrijske konoplje primenom ultrazvuka imaju slede¢i oblik:

CBD = 0,75 + 0,08X; + 6,66 * 1073X, + 0,02X; — 0,04X, X, + 3,42
*1073X, X5 — 7,75 * 103X, X5 — 6,02 * 1073X,% — 0,02X,* (18)
+ 0,02X5°

THC = 0,04 + 1,62 * 103X, + 1,93 * 107*X, + 3,31 * 10~*X; — 6,80
*107*X, X, + 8,03 % 107°X,X; — 1,68 * 107X, X5 — 3,37  (19)
+ 104X, % — 1,98 * 1074X,% + 2,76 * 107*X;>

Linearni ¢lan temperature ekstrakcije, kao 1 interakcija temperature i vremena ekstrakcije,
imaju uticaj na proces ekstrakcije CBD-a i THC-a. Linerani temperaturni ¢lan ima veoma
znaCajan uticaj, u oba slucaja, jer je njegova p-vrednost manja od 0,01 (za CBD iznosi
0,0002, dok je za THC manja od 0,0001). Interakcija temperature i vremena ekstrakcije ima
znacajan uticaj na ekstrakciju THC-a, jer je p-vrednost ovog ¢lana za THC 0,0335, dok na
ekstrakciju CBD ima mali uticaj jer njegova p-vrednost iznosi 0,0737. Na osnovu dobijenih
podataka, matematicki modeli za CBD i THC sa zna¢ajnim faktorima prikazuju se na sledeci
nacin:

CBD = 0,75 + 0.08X, — 0.04X,X, (20)
THC = 0.04 + 1.62 » 103X, — 6.80 * 104X, X, (21)

Iz jednacina se vidi da linearni ¢lan temperature ima pozitivni uticaj na proces ekstrakcije
CBD-a i THC-a ultrazvukom, dok interakcija temperature i vremena ima negativan uticaj u
oba slucaja. To znaci da povecanjem temperature ekstrakcija sadrzaj CBD-a i THC-a se
povecava, ali produzenjem vremena ekstrakcije dolazi do pada njihovog sadrzaja. Ovo se
takode moze videti sa slike 45. Sa dijagrama zavisnosti sadrzaja kanabinoida od temperature
1 vremena se moze videti da povecanje temperature uti¢e na naglo povecanje sadrzaja
kanabinoida, dok vreme ima blagi uticaj na povisenje kanabinoida pri nizim vrednostima
ispitivanih temperatura. Interakcija temperature i vremena ekstrakcije utice negativno na
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sadrzaj kanabinoida. Sa grafika se vidi da povecanje temperature preko vrednosti od oko 70
°C i vremena ekstrakcije preko 40 minuta dolazi do pada sadrzaja ispitivanih kanabinoida.
Pozitivan uticaj temperature se moze videti i sa dijagrama zavisnosti sadrzaja kanabinoida
od temperature 1 gustine ultrazvuka, ali se takode moZe zapaziti da postoji blagi porast
sadrzaja kanabinoida interakcijom temperature i gustine ultrazvuka.
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Slika 45. Odzivne povrsine koje opisuju ultrazvuc¢nu ekstrakciju kanabinoida (CBD i
THC) iz herbe industrijske konoplje

Analiza varijansi je pokazala da je faktor sa najvecim uticajem na proces ultrazvucne
ekstrakcije herbe industrijske konoplje sorte Helena u domenu postavljenog eksperimenta
temperatura, uzimajuci u obzir sve izlazne promenjive. Prinos ekstrakcije, sadrzaj ukupnih
fenola, sadrzaj CBD-a i sadrzaj THC-a su rasli sa povecanjem temperature ekstrakcije.
Sadrzaj flavonoida, antioksidativna aktivnost i reduktivna sposobnost su se povecanjem
temperature povecavali do odredene vrednosti temperature nakon koje se vrednost ovih
izlaznih promenjivih smanjuje. Interakcija temperature i vremena ekstrakcije imali su
negativan uticaj samo na sadrzaj fenola, CBD-a i THC-a. Poveéanje temperature u
kombinaciji sa pove¢anjem vremena, u okviru odredenih vrednosti ovih parametara, dovodi
do smanjenja sadrzaja fenola, CBD-a i THC-a.

Poredenjem vrednosti ispitivanih karakteristika ekstrakata dobijenih ultrazvu¢nom
ekstrakcijom 1 maceracijom, moze se zakljuciti da je ultrazvuc¢na ekstrakcija superiornija
metoda za izolovanje bioaktivnih jedinjenja iz herbe industrijske konoplje. Naime,
ekstrakcija primenom ultrazvuka je dovela do povecanja sadrzaja fenola 1 flavonoida (oko
1,5 do 2 puta), povecanja antioksidativne aktivnosti i reduktivne sposobnosti (oko 3 puta),
kao i povecanja sadrzaja CBD-a (oko 2 puta), dok je povecanje sadrzaja THC-a bilo
zanemarljivo.
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4.3.1.2. Optimizacija ultrazvuéne ekstrakcije herbe industrijske konoplje

Odredivanje optimalnih uslova ultrazvucne ekstrakcije je, u zavisnosti od Zeljenih
karakteristika dobijenog ekstrakta, uradeno sa razli¢itim zahtevima za izlazne promenjive.
Optimalni uslovi za dobijanje ekstrakta sa visokim prinosom, visokim sadrzajem ukupnih
fenola 1 flavonoida i sa visokom antioksidativnom aktivnoscu i1 reduktivnom sposobnoscu
su temperatura 68,8 °C, vreme 54,8 minuta i gustina ultrazvuka 60 W/L. Pri ovim uslovima
bi se dobio ekstrakt sa prinosom ekstrakcije 17,54%, sadrzajem ukupnih fenola 1,5245 mg
EGK/mL, sadrzajem flavonoida 0,6214 mg EK/mL, dok bi ICsp vrednost i ECsg vrednost
bile 0,0014 mL/mL i 0,0039 mL/mL, tim redom.

Optimalni uslovi za dobijanje ekstrakta sa visokim sadrzaj CBD-a su temperatura 79,4 °C,
vreme 31,6 min i gustina ultrazvuka 60 W/L. Pri ovim uslovima predvideno je da bi sadrzaj
CBD-a iznosio 0,8827 mg/mL, dok bi sadrzaj THC-a bio 0,0460 mg/mL. Za pripremu
ekstrakta sa visokim sadrzajem CBD-a i niskim sadrzajem THC-a potrebni su temperatura
55,4 °C, vreme 38,2 minuta i gustina ultrazvuka 24 W/L. Sadrzaj CBD-a bi pri ovakvim
uslovima ekstrakcije iznosio 0,7339 mg/mL, dok bi sadrzaj THC-a bio neznatno smanjen u
odnosu na prethodni slué¢aj i iznosio bi 0,0434 mg/mL.

Radi provere predvidenih eksperimentalnih uslova postavljena je ekstrakcija na optimalnim
uslovima za prinos, sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida, ICso vrednosti i ECso vrednosti.
Eksperimentalno dobijeni podaci za prinos, sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida odgovaraju
predvidenim vrednostima sa pouzdano$¢u od 95% 1 njihova vrednost je iznosila 18,46%,
1,5128 mg EGK/mL i 0,7895 mg EK/mL, tim redom. Vrednost ICso u dobijenim optimalnim
ekstraktima je iznosila 0,0007 mL/mL, dok je ECso vrednost bila 0,0026 mL/mL i ove
vrednosti su malo odstupale od intervala od 95%. Na ovim uslovima je izmeren i sadrzaj
kanabinoida i iznosio je 0,8565 mg/mL za CBD i 0,0429 mg/mL za THC.

4.3.2. Mikrotalasna ekstrakcija herbe industrijske konoplje

Mikrotalasna ekstrakcija, kao jedna od savremenih metoda ekstrakcije, je upotrebljena kao
metoda ekstrakcije za izolovanja bioaktivnih supstanci iz razli¢itih biljnih sirovina: caja
(Camellia sinensis) (Pan i sar., 2003), sikavice (Silybum marianum) (Dhobi i sar., 2009),
ruzmarina (Rosmarinus officinalis), origana (Origanum dictamnus), majorana (Origanum
majorana), divizme (Styrax officinalis), pepeljuse (Teucrium polium) i konopljike (Vitex
agnus—cactus) (Proestosi i Komaitis, 2008).

Chang i sar. (2017) su optimizovali proces mikrotalasne ekstrakcije kanabinoida (THC,
CBD, CBN) iz semena industrijske konoplje RSM metodom. U ovoj studiji utvrdeno je da
je od ispitivanih procesnih parametara, temperature (80, 120 i 160 °C), mikrotalasne snage
(300, 800 i 1300 W) i vremena ekstrakcije (10, 20 i 30 minuta), temperatura imala najveci
uticaj na ekstrakciju kanabinoida. Naime, sadrzaj THC-a je rastao sa porastom temperature
do 100 °C, a daljim poveéanjem temperature sadrzaj THC-a je opadao. Uticaj temperature
na CBD i CBN je bio isti. Sadrzaj ova dva kanabinoida je rastao sa porastom temperature do
120 °C, dok je dalje povecanje temperature rezultiralo u smanjenju njihovog sadrzaja.
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Optimalan ekstrakt semena industrijske konoplje je pripremljen na optimalnim uslovima
(109 °C, 375 W, 30 minuta), a dobijen sadrzaj kanabinoida je uporeden sa sadrzajem
kanabinoida u ekstraktima dobijenim primenom drugih metoda ekstrakcija ukljucujuci
Soxhlet, ekstrakciju ugljendioksidom u superkriticnom stanju i ultrazvu¢nu ekstrakciju.
Utvrdeno je da je ckstrakt dobijen mikrotalasnom ekstrakcijom imao najveci sadrzaj
kanabinoida 6,09 ug/g. Brighenti i sar. (2017) su prilikom razvoja HPLC metode za
detekciju nepsihoaktivnih kanabinoida ispitivali uticaj pripreme ekstrakata industrijske
konoplje na sadrzaj kanabinoidnih kiselina i njihovih dekarboksilovanih oblika. Sadrzaj
CBDA je bio manji u ekstraktu dobijenom mikrotalasnom ekstrakcijom u poredenju sa
ostalim ekstrakcijama, dok je sadrzaj CBD-a bio veci. Konstatovano je da je ovo verovatno
posledica dekarboksilacije CBDA na visokoj temperaturi koja se razvija prilikom
mikrotalasnog zagrevanja. Dekarboksilacija kanabinoidnih kiselina prilikom ekstrakcije je
bitna zbog poboljSanja kvaliteta dobijenih ekstrakata u pogledu sadrzaja aktivnih,
dekarboksilovanih kanabinoida. Lewis-Bakker i sar. (2019) su takode ispitivali uticaj
razli¢itih metoda ekstrakcija (Soxhlet ekstrakcije, ekstrakcije ugljendioksidom u
superkriti¢cnom stanju, mikrotalasne i ultrazvuéne ekstrakcija) na prinos i dekarboksilaciju
kanabinoida. Na osnovu dobijenih rezultata zakljucili su da je mikrotalasna ekstrakcija
superiornija metoda u pogledu izolovanja i dekarboksilacije kanabinoida u poredenju sa
ostalim ispitivanim metodama.

U ovoj doktorskoj disertaciju mikrotalasna ekstrakcija je primenjena u opsegu procesnih
parametara datih u opisu metode u okviru poglavlja Materijal i Metode. Eksperimentalni
podaci ulaznih i izlaznih promenjivih procesa mikrotalasne ekstrakcije su dati u tabeli 11.
Ispitivane ulazne promenjive su koncentracija etanola, vreme ekstrakcije i odnos
droga/rastvarac. Iako se 50% etanol pokazao kao najoptimalniji ekstragens prilikom klasi¢ne
ekstrakcije ove biljne sirovine, kao jedan od procesnih parametara je izabrana i koncentracija
etanola jer mikrotalasna ekstrakcija zavisi od primenjenog rastvara¢a, odnosno od polarnosti
rastvaraca. U zavisnosti od polarnosti rastvaraca 1 njegove dielektri¢ne konstante, zavisice 1
uticaj mikrotalasa na proces ekstrakcije, odnosno zavisi¢e sposobnost rastvaraca da
apsorbuje mikrotalase. U literaturi je navedeno da povecanjem odnosa droga/rastvara¢ u
mikrotalasnoj ekstrakciji dolazi do povecanja ekstrakcije ciljanih jedinjenja kao posledica
povecanja hidratacije biljnog materijala koji se ekstrahuje (Milutinovi¢ 1 sar., 2015) 1
povecanja zapremine rastvaraca (Wang i Weller, 2006; Chupin i sar., 2015). Prema
podacima iz literature, mikrotalasi velike snage tokom kratkog vremena ekstrakcije izazivaju
degradaciju celijske membrane i bolju difuziju jedinjenja u ekstrakcioni medijum.
Povecanjem vremena ekstrakcije, odnosno duzim delovanjem mikrotalasa, dolazi do
povecanja prinosa koji uglavnom potice od balastnih materija, dok se prinos bioaktivnih
jedinjenja smanjuje usled degradacije (Simi¢ i sar., 2016). Opseg ispitivanih vrednosti za
koncentraciju etanola i odnos droga/rastvarac je izabran na osnovu podataka dobijenih u
klasi¢noj ekstrakciji, gde je kao srednja vrednost odabrana ona koja je prilikom klasi¢ne
ekstrakcije izabrana za najoptimalniju, dok je opseg ispitivanih vrednosti za vreme odabran
na osnovu literaturnih podataka da porast vremena do oko 30 minuta utice na porast sadrzaja
bioaktivnih jedinjenja u dobijenim ekstraktima, nakon ¢ega dolazi do pada (Chemat i sar.,
2005, Xiao i sar., 2008, Zhao i sar., 2018). Mikrotalasna ekstrakcija je izvedena na fiksnoj
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snazi mikrotalasa od 580 W koja je navedena u velikom broju istrazivanja kao optimalna
prilikom mikrotalasne ekstrakcije fenola (Bhuyan i sar., 2015, Belwal i sar., 2016,
Dahmoune i sar., 2015). Dobijeni ekstrakti su okarakterisani izlaznim promenjivim istim kao
u slucaju ultrazvucne ekstrakcije (Y, TP, TF, ICso, ECs9, CBD i THC).

Dobijeni podaci pokazuju da je prinos ekstrakcije, pri postavljenim uslovima ekstrakcije, bio
u opsegu od 10,96 do 38,08%. Najveci prinos je dobijen sa 30% etanolom, pri primeni
odnosa droga/rastvara¢ 1:5 i vremenu ekstrakcije od 20 min.

Najnizi sadrzaj ukupnih fenola iznosio je 0,8499 mg EGK/mL, dok je najve¢i sadrzaj bio
2,7060 mg EGK/mL. Ekstrakt sa najvisim sadrzajem ukupnih fenola dobijen je pri slede¢im
uslovima ekstrakcije: 50% etanol, 1:5 odnos droga/rastvara¢ i 10 minuta vreme ekstrakcije.
Sadrzaj flavonoida u dobijenim ekstraktima herbe industrijske konoplje u eksperimentu u
kojoj je primenjen proces mikrotalasne ekstrakcije bio je u opsegu od 0,4707 do 1,4246 mg
EK/mL. Uslovi ekstrakcije 70% etanol, 1:5 odnos droga/rastvara¢ i 20 minuta vreme
ekstrakcije su uslovi pri kojima je dobijen ekstrakt sa najviSim sadrzajem flavonoida.

ICso vrednost ekstrakata industrijske konoplje koji su pripremljeni primenom mikrotalasne
ekstrakcije je bila u opsegu izmedu 0,0009 i 0,0021 mL/mL. Najveéu antioksidativnu
aktivnost pokazao je ekstrakt sa najnizom ICsp vrednoséu koji je dobijen primenom 50%
etanola, odnosa droga/rastvara¢ 1:5 i primenom vremenu ekstrakcije od 10 minuta. Ovo su
ujedno isti procesni uslovim pod kojima je pripremljen ekstrakt herbe industrijske konoplje
sa najvisim sadrzajem ukupnih fenolnih jedinjenja. ECso vrednost ekstrakta industrijske
konoplje je iznosila od 0,0021 do 0,0066 mL/mL. Ekstrakt sa najve¢om reduktivhom
sposobnoscu je dobijen na slede¢im uslovima ekstrakcije: koncentracija etanola 30%, vreme
ekstrakcije 20 minuta i odnos droga/rastvarac 1:5.

Sadrzaj CBD-a u dobijenim ekstraktima je bio u opsegu od 0,2243 do 1,8415 mg/mL, dok
je sadrzaj THC-a iznosio od 0,0339 do 0,0637 mg/mL. Ekstrakt sa najve¢im sadrzajem
CBD-a i THC-a je dobijen primenom etanola koncentracije 70%, primenom odnosa
droga/rastvara¢ 1:5 i u vremenu ekstrakcije od 20 minuta.

Od ispitivanih parametara mikrotalasne ekstrakcije, koncentracija etanola i vreme imaju
razliit uticaj na izlazne promenjive, dok optimalan odnos droga/rastvara¢ za sve izlazne
promenjive iznosi 1:5. Optimalno vreme ekstrakcije za prinos, sadrzaj flavonoida,
reduktivnu sposobnost i sadrzaj CBD i THC je 20 minuta, dok optimalno vreme ekstrakcije
za sadrzaj fenola 1 antioksidativne aktivnosti iznosi 10 minuta. Koncentracija etanola je
imala razli€it uticaj na ispitivane parametre.
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Tabela 11. Box—Behnken eksperimentalni dizajn sa parametrima mikrotalasne ekstrakcije
(koncentracija etanola, vreme i odnos droga/rastvarac) i ispitivanim karakteristikama
dobijenih ekstrakata herbe industrijske konoplje (Y, TP, TF, 1Cso, ECs0, CBD i THC)

KoncentracijaVre_me drt%i?f;stv Y [Tnz [-:an 1Cso ECso CBD THC

etanola [%] [min] araé [%%6] EGK/mL] EK/mL] [mL/mL][mL/mL][mg/mL] [mg/mL]
1 50 20 10 20,68 1,4173 0,6426 0,0016 0,0042 0,8634 0,0458
2 50 20 10 20,96  1,4398 0,6722 0,0016 0,0035 0,8438 0,0444
3 30 30 10 20,86 1,2517 0,6803 0,0016 0,0048 0,2766 0,0344
4 50 20 10 21,02 1,3921 0,6552 0,0015 0,0029 0,8541 0,0382
5 50 20 10 20,04 1,4173 0,6964 0,0014 0,0044 0,8432 0,0446
6 30 10 10 21,18 1,2938 0,6767 0,0015 0,0039 0,2816 0,0344
7 50 30 5 37,60 12,2259 0,9937 0,0011 10,0032 1,4589 0,0516
8 70 10 10 15,90 1,2320 0,8388 0,0016 0,0049 0,9819 0,0480
9 70 20 15 10,96  0,8499 0,6453 0,0021 0,0066 0,6324 0,0428
10 70 20 5 27,56  2,0687 14246 0,0011 0,0029 1,8415 0,0637
11 50 10 5 36,72  2,7060 1,3592 0,0009 0,0025 1,5856 0,0553
12 50 30 15 14,98 1,0524  0,4913 0,0021 0,0036 0,6238 0,0418
13 30 20 15 14,64  0,9342 0,4707 0,0019 0,0055 0,2243 0,0345
14 30 20 5 38,08 2,1220 1,2105 0,0011 0,0021 0,2542 0,0339
15 50 10 15 13,44  1,0187 0,5029 0,0020 0,0055 0,4836 0,0393
16 50 20 10 19,66  1,3443 0,6588 0,0015 0,0035 0,8124 0,0446
17 70 30 10 16,42  1,1478 0,8549 0,0018 0,0049 0,9152 0,0472

4.3.2.1. Matematicko modelovanje i provera modela za mikrotalasnu ekstrakciju herbe
industrijske konoplje

Matematicko modelovanje mikrotalasne ekstrakcije herbe industrijske konoplje je uradeno
fitovanjem dobijenih eksperimentalnih podataka sa polinomom drugog reda. Koeficijent
determinacije, koeficijent varijacije, kao i p-vrednosti modela i odstupanja od modela sluze
za proveru dobijenog matematickog modela upravo onako kako je opisano u poglavlju 3.5.

U tabeli 12 su dati statisticki podaci analize varijansi za proces mikrotalasne ekstrakcije. Na
osnovu koeficijenta determinacije veéeg od 0,9 se moze zakljuciti da matemati¢ki modeli
ispitivanih izlaznih promenjivih pokazuju dobru aproksimaciju eksperimentalnih podataka.
Koeficijent varijacije je bio nizi od 10% za prinos ekstrakcije, sadrzaj ukupnih fenola,
sadrzaj flavonoida, ICsg vrednost i sadrzaj THC-a $to ukazuje na mali procenat
eksperimentalnih podataka koji nisu mogli biti objasnjeni ovim matematickim modelom.
Koeficijent varijacije je za ECsp i sadrzaj CBD-a bio nesto veci od 10% $to ukazuje na veci
procenat eksperimentalnih podataka koji nisu mogli biti opisani modelom. Kako su p-
vrednosti modela svih izlaznih parametara manje od 0,01 znaci da dobijeni modeli dobro
opisuju proces mikrotalasne ekstrakcije. Odstupanje od modela nije znacajno za sve izlazne
promenjive, sem za prinos ekstrakcije i sadrzaj THC-a gde su p-vrednosti iznosile 0,0461 i
0,0003 1 pokazivale su znacajno odstupanja modela. [ako odstupanje od modela pokazuje
znacajnost, zbog visokog koeficijenta determinacije 1 niskog koeficijenta varijacije za ove
dve promenjive rasipanje eksperimentalnih podataka je model-nezavisna mera Ciste greske
(Mayers i sar., 2009).
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Tabela 12. Box—Behnken eksperimentalni dizajn sa parametrima mikrotalasne ekstrakcije i

ispitivanim karakteristikama dobijenih ekstrakata herbe industrijske konoplje (Y, TP, TF,
ICs0, ECs9, CBD i THC)

Zbir kvadrata DF# Srednji F-vrednost  p-vrednost
kvadrat
Y
Model 1122,06 9 124,67 98,67 <0,0001
Ostaci 8,84 7 1,26
Odstupanje od modela 7,42 3 2,47 6,93 0,0461
Greska 1,43 4 0,36
Ukupno 1130,9 16
R?=0,9922
CV=5,15%
TP
Model 38,54 9 4,28 47,67 <0,0001
Ostaci 0,63 7 0,09
Odstupanje od modela 0,097 3 0,032 0,24 0,8633
Greska 0,53 4 0,13
Ukupno 39,17 16
R?=0,9839
CV=2,29%
TF
Model 16,98 9 1,89 16,38 0,0007
Ostaci 0,81 7 0,12
Odstupanje od modela 0,64 3 0,21 51 0,0748
Greska 0,17 4 0,042
Ukupno 17,79 16
R2=0,9547
CV=4,79%
1Cs0
Model 0,018 9 2,01 x10°% 50,67 <0,0001
Ostaci 2,78 x 10 7 3,97 x 10
Odstupanje od modela 1,02 x 10* 3 3,40 x 10°° 0,78 0,5656
Greska 1,76 x 10* 4 4,39 x 10°
Ukupno 0,018 16
R?=0,9849
CV=4,06%
ECso
Model 0,26 9 0,028 12,13 0,0017
Ostaci 0,016 7 2,34 x 10
Odstupanje od modela 2,85 x 107 3 9,49 x 10 0,28 0,8378
Greska 0,014 4 3,38 x 10
Ukupno 0,27 16
R?=0,9397
Cv=11,52
CBD
Model 3,41 9 0,38 22,61 0,0002
Ostaci 0,12 7 0,017
Odstupanje od modela 0,12 3 0,0369 104,28 0,0003
Greska 1,479 x 1073 4 3,697 x 104
Ukupno 3,52 16
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R?=0,9667

CV=15,96%

THC

Model 9,858 x 10 9 1,095 x 10 13,41 0,0012
Ostaci 5,717 x 10 7 8,167 x 106

Odstupanje od modela 2,058 x 10 3 6,861 x 106 0,75 0,5765
Greska 3,658 x 10 4 9,146 x 106

Ukupno 1,043 x 103 16

R2=0,9452

CV=6,53%

2proj stepeni slobode

Za svaki ¢lan matemati¢kog modela u tabeli 13 su date p-vrednosti na osnovu kojih se
izdvajaju znacajni faktori prema znacajnosti opisanoj u poglavlju 3.5. Ulazne promenjive
koje znac¢ajno utic¢u na proces ulaze u krajnju formu matemati¢kog modela datog odziva.

Tabela 13. Odgovarajuée p-vrednosti linearnih, interakcijskih i kvadratnih ¢lanova (X1—
koncentracija etanola, X>—vreme ekstrakcije, X3—0dnos droga/rastvarac)

Clan Y TP TF ICso ECso CBD THC
Linearni

X1 0,0001 0,0071 0,0002 0,0179 0,0638 <0,0001  <0,0001
X2 0,4371 0,0074 0,1021 0,0140 0,1324 0,8781 0,8197
X3 <0,0001 <0,0001 0,0002 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0007
Interakcija

XXz 0,7919 0,5050 0,8587 0,9329 0,3642 0,8183 0,8897
X1Xs3 0,0188 0,1403 0,0564 0,1984 0,7498 0,0026 0,0069
XaoX3 0,7776 0,0019 0,0451 0,2876 0,9404 0,3364 0,3124
Kvadratni

Xq? 0,0034 <0,0001 0,0010 0,1493 0,1141 0,0040 0,0757
X2? 0,3949 0,3475 0,6295 0,3965 0,0730 0,5946 0,7920
X4? <0,0001 0,1478 0,7087 0,3877 0,5423 0,0393 0,0605

Jednadina matematickog modela prinosa mikrotalasne ekstrakcije herbe industrijske
konoplje ima sledeci oblik:

Y = 20,47 — 2,99X; + 0,33X, — 10,74X5 + 0,21X; X, + 1,71X; X5 + 0,16X, X5 22)
—2,38X,% 4 0,50X,% + 4,72X5>

U tabeli 13 su date p-vrednosti linearnih, kvadratnih i interakcijskih ¢lanova. Prema
dobijenim podacima iz tabele se vidi da linearni i1 kvadratni ¢lan koncentracije etanola,
linearni i kvadratni ¢lan odnosa droga/rastvarac, kao i interakcija ove dve ulazne promenjive
uti¢u na prinos ekstrakcije herbe industrijske konoplje. Najveéi uticaj na prinos ekstrakcije
ima odnos droga/rastvarag jer su p-vrednosti za oba ¢lana bila manja od 0,0001, §to znaci da
je taj uticaj bio veoma znacajan. Linearni i kvadratni ¢lan koncentracije etanola su takode
pokazali veoma znacajan uticaj na prinos ekstrakcije jer su njihove p-vrednosti bile 0,0001
i 0,0034. Interakcija koncentracije etanola i odnosa droga/rastvara¢ znacajno je uticala na
prinos ekstrakcije, jer je p-vrednost ovog ¢lana bila izmedu 0,01 i 0,05 (0,0188). Stoga se
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moze zakljuciti da su za prinos mikrotalasne ekstrakcije, koncentracija etanola i odnos
droga/rastvara¢ u domenu ispitivanog opsega procesnih parametara dominanti procesni
parametri, pa jednacina koja opisuje prinos ove mikrotalasne ekstrakcije ima oblik:

Y = 20,47 — 2,99X, — 10,74X5 + 1,71X, X5 — 2,38X,% + 4,72X,> (23)

Iz jednacine se vidi da oba ¢lana koncentracije etanola, kao i linearni ¢lan odnosa
droga/rastvara¢ imaju negativan uticaj na prinos ekstrakcije, dok kvadratni ¢lan odnosa
droga/rastvara¢ ima pozitivan uticaj. To ukazuje da se sa poveCanjem polarnosti rastvaraca
prinos ekstrakcije povecava. Sa jedne strane ovo je u skladu sa uticajem rastvarac u klasi¢noj
ekstrakciji iste sirovine, gde je povecanje polarnosti uticalo na povecane prinosa ekstrakcije.
Sa druge strane, povecanje polarnosti rastvaraca uti¢e na povecanje absorpcije mikrotalasa
Sto dalje takode utiCe na povecanje prinosa ekstrakcije (Escribano-Bailon i Santos-Buelga,
2003). Negativan efekat linearnog c¢lana i pozitivan efekat kvadratnog c¢lana odnosa
droga/rastvara¢ ukazuju da ¢e se prinos ekstrakcije smanjivati poveéanjem odnosa
droga/rastvara¢ do odredene tacke, prevojne tacke, nakon koje ¢e se prinos povecavati.
Interakcija ova dva parametra je imala pozitivan uticaj na prinos ekstrakcije, pa se njihovim
povecanjem ocekuje 1 povecanje prinosa ekstrakcije. Ovakva zavisnost se moze uociti i sa
odzivnih povrS§ina za prinos mikrotalasne ekstrakcije datih na slici 46. Sa grafika zavisnosti
prinosa u kojima figuriSe vreme kao izlazna promenjiva se vidi da vreme nema uticaj na
prinos. Sa grafika se ne uocava jasna prevojna tacka uticaja odnosa droga/rastvarac, ali se
zapaza nagli pad prinosa sa pove¢anjem odnosa droga/rastvara¢ do oko 12,5 mL/g, nakon
Cega se uticaj ne uocava. Sa grafika zavisnosti prinosa od ispitivanih parametra ekstrakcije
se jasno vidi uticaj povecanja prinosa ekstrakcije sa smanjenjem koncentracije etanola, kao
I pozitivan uticaj interakcije koncentracije etanola i odnosa droga/rastvarac.
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Slika 46. Odzivne povrsine koje opisuju prinos mikrotalasne ekstrakcije iz herbe
industrijske konoplje

Matematicki model koji opisuje ekstrakciju ukupnih fenola primenom mikrotalasa iz herbe
industrijske konoplje je dat jednac¢inom:

TP = 1,40 — 0,04X, — 0,07X, — 0,66X5 — 0,01X,X, — 7,72 * 1073X, X,

2 2 2 (24)
+0,13X,X5 — 0,21X,2 + 0,04X,% + 0,31X,
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Iz tabele 13, u kojoj su date p-vrednosti ¢lanova matemati¢kog modela, Se moze videti da na
ekstrakciju ukupnih fenola uticu linearni i kvadratni ¢lan koncentracije etanola, linearni ¢lan
vremena ekstrakcije, linearni ¢lan odnosa droga/rastvaraé i interakcije vremena i odnosa
droga/rastvara¢. Svi navedeni ¢lanovi imaju veoma znac¢ajan uticaj na ekstrakciju fenola iz
herbe industrijske konoplje jer su p-vrednosti za svaki navedeni ¢lan bile manje od 0,01.
Uzimajuéi u obzir znacajne ¢lanove, jednacina koja opisuje ekstrakcije fenola iz herbe
industrijske konoplje prikazuje se slede¢om jednacinom:

TP = 1,40 — 0,04X; — 0,07X, — 0,66X5 + 0,13X,X; — 0,21X,° (25)

Linearni i kvadratni ¢lan koncentracije etanola negativno uti¢u na sadrzaj fenola, kao i
linearni ¢lan vremena ekstrakcije i odnosa droga/rastvara¢. Negativan uticaj koncentracije
etanola ukazuje da povecanjem polarnosti rastvaraca dolazi i do povecanja ekstrakcije
fenola. Pozitivan uticaj na sadrzaj fenola u dobijenim ekstraktima ima interakcija vremena
ekstrakcije i odnosa droga/rastvarac, §to znaci da se poveéanjem ova dva faktora i sadrzaj
fenola povecava. lako se iz jednadine ne mozZe zapaziti da postoji prevojna tacka uticaja
koncentracije etanola, sa grafika zavisnosti sadrzaja ukupnih fenola u kojima figuriSe
koncentracija etanola se jasno vidi da etanol ima pozitivan uticaj do koncentracije etanola
od oko 50%, odnosno da poveéanjem koncentracije etanola do 50% dolazi do naglog porasta
sadrzaja ukupnih fenola, dok dalje povecanje koncentracije etanola ima blag uticaj na pad
sadrzaja ukupnih fenola. Ovo je u skladu sa rezultatima dobijenim u klasi¢noj ekstrakciji ove
sirovine gde je zapazen isti uticaj promene polarnosti ekstragensa kao i prilikom mikrotalsne
ekstrakcije. Etanol koncentracije 50% je naveden i kao najbolji ekstragens za izolovanje
fenola iz aronije (Aronia melanocarpa) primenom mikrotalasne ekstrakcije (Simic i sar.,
2016). Kako voda ima visoku dielektri¢nu tacku, ocekuje se da ¢e povecanje sadrzaja vode
u ekstragensima prilikom mikrotalasne ekstrakcije uticati pozitivno na izolaciju ciljanih
jedinjenja. Medutim, voda ima mali faktor rasipanja pa se kod ekstragensa sa velikim udelom
vode javlja pregrevanje ekstrakcione smese jer dolazi do apsorbcije velike mikrotalasne
energije bez mogucnosti rasipanja te toplotne energije. Smanjenje koncentracije fenolnih
jedinjenja je moguce kao posledica degradacije ovih jedinjenja usled pregrevanja
ekstrakcione smeSe (Proestos 1 Komaitis, 2008). Sa odzivnih povrSina koji opisuju
mikrotalasnu ekstrakciju ukupnih fenola u kojima figuriSe odnos droga/rastvaraé¢ se jasno
moze videti da povecanjem odnosa droga/rastvaraca sadrzaj ukupnih fenola opada.
Povecanje sadrzaja ukupnih fenola smanjenjem odnosa droga/rastvarac je zapazeno prilikom
mikrotalasne ekstrakcije eukaliptusa (Eucalyptus robusta) (Bhuyan i sar., 2015).
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Slika 47. Odzivne povrsine koje opisuju mikrotalasnu ekstrakciju ukupnih fenola iz herbe
industrijske konoplje

Proces mikrotalasne ekstrakcije flavonoida iz herbe industrijske konoplje je opisan slede¢om
jednacinom:

TF = 0,66 + 0,09X; — 0,04X, — 0,36X5 + 3,13 * 1073X, X, — 9,85 « 1073X, X (26)
+0,09X,X5 + 0,10X,% — 1,68 * 1073X,% + 0,17X;>

Linearni i kvadratni ¢lan koncentracije etanola, linearni ¢lan odnosa droga/rastvarac,
interakcija ove dve ulazne promenjive i interakcija odnosa droga/rastvara¢ i vremena
ekstrakcije imaju znacajan uticaj na proces ekstrakcije flavonoida (Tabela 13). Uticaj
linearnog i kvadratnog ¢lana koncentracije etanola i linearnog ¢lana odnosa droga/rastvara¢
je veoma znacajan jer su njihove p-vrednosti bile manje od 0,01 (0,0002 za linearni ¢lan
koncentracije etanola i odnosa droga/rastvarac, za koncentraciju etanola 0,0010). Interakcija
koncentracije etanola i odnosa droga/rastvara¢ ima neznatan uticaj jer je njegova p-vrednost
0,0564, odnosno manje je od 0,01, dok interakcija vremena ekstrakcije i odnosa
droga/rastvara¢ ima znacajan uticaj na proces ekstrakcije flavonoida jer je p-vrednost bila
izmedu 0,01 1 0,05 (0,0451). Korigovana jednacina koja opisuje model procesa ekstrakcije
flavonoida, primenjujudi uticaj samo znacajnih parametara, ima slede¢i oblik:

TF = 0,66 + 0,09X, — 0,36X; — 9,85 » 103X, X5 + 0,09X,X; + 0,10X,>  (27)

Linearni i kvadratni ¢lan koncentracije etanola i interakcije vremena ekstrakcije i odnosa
droga/rastvara¢ imaju pozitivan uticaj na TF, §to znaci da ¢e njihovo povecanje dovesti do
porasta ekstrakcije flavonoida iz herbe industrijske konoplje ukoliko se kao metoda
ekstrakcije primeni mikrotalasna ekstrakcije u ispitivanom opsegu parametara. Linearni ¢lan
odnosa droga/rastvara¢ i interakcija koncentracije etanola i odnosa droga/rastvara¢
negativno uti¢u na ekstrakciju flavonoida iz industrijske konoplje, a njihovim povecanjem
sadrzaj flavonoida u dobijenim ekstraktima se smanjuje. Sa odzivnih povrsina koje opisuju
mikrotalasnu ekstrakciju ukupnih flavonoida moze se zapaziti da je uticaj koncentracije
etanola u skladu sa jednacinom do vrednosti koncentracije etanola od oko 50%, odnosno da
smanjenje koncentracije etanola utie na smanjenje sadrzaja ukupnih fenola do koncentracije
50%, nakon Cega koncentracija etanola nema veci uticaj. Kako dobijeni rezultati nisu u
skladu sa rezultatima dobijenim prilikom ispitivanja uticaja polarnosti rastvarac¢a primenom
klasi¢ne ekstrakcije, moglo bi se zakljuciti da je uticaj smanjenja sadrzaja flavonoida u

Ekstrakcija industrijske konoplje (Cannabis sativa L.) 103



Doktorska disertacija Zorica Drinié, mast. inz. tehnol.

ekstraktima direktna posledica degradacije flavonoida usled povecanja temperature
ekstrakcione smeSe povecanjem sadrzaja vode. Razliciti uticaj koncentracije etanola na
sadrzaj fenola i sadrzaj flavonoida prilikom mikrotalasne ekstrakcije ukazuje da su
flavonoidi konoplje termolabilnija jedinjenja. Uticaj odnosa droga/rastvara¢ na sadrZaj
flavonoida i fenola je isti, odnosno smanjenjem ovog faktora ekstrakcije dolazi do povecanja
njihovih sadrzaja u mikrotalasnim ekstraktima industrijske konoplje, §to se moze videti sa
slike 48.
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Slika 48. Odzivne povrsine koje opisuju mikrotalasnu ekstrakciju flavonoida iz herbe
industrijske konoplje

Uticaj procesnih parametara na antioksidativnu aktivnost, izrazenu preko ICso vrednosti,
ekstrakata herbe industrijske konoplje koji su dobijeni primenom mikrotalasne ekstrakcije
moze se opisati matematickim modelom u formi sledece jednacine:

ICso = 1,53 %1073 + 6,84+ 1075X, 4+ 7,07 * 1075X, + 4,59 * 107X, + 2,86
*107°X, X, + 4,49 * 1075X, X5 — 3,26 * 105X, X5 + 4,79 (28)
*1075X,% 4 2,95 * 1075X,% — 2,65 * 107°X,>

Iz tabele 13 se vidi da veoma znacajan uticaj na antioksidativnu aktivnost ekstrakata
industrijske konoplje pokazuje samo linearni ¢lan odnosa droga/rastvarac ¢ija je p-vrednost
<0,0001, dok su znacajan uticaj imali linearni ¢lan koncentracije etanola i1 vremena
ekstrakcije sa p-vrednostima izmedu 0,01 i 0,05 (0,0179 i 0,0140, tim redom). Korigovana
jednacina koja opisuje uticaj znacajnih procesnih parametara na ICso ekstrakata herbe
industrijske konoplje prikazuje se sledeCcom formom:

ICso = 1,53 + 6.84 % 107°X; + 7,07 * 107°X, + 4,59 « 107*X; (29)

Sve znacajne ulazne promenjive su pozitivno uticale na vrednost ICsp, §to znaci da ¢e njihovo
poveéanje dovesti do povecanja ICso vrednosti, odnosno do smanjenja antioksidativne
aktivnosti ekstrakta, §to se moze videti i sa slike 49. Sa odzivnih povrSina koje opisuju
antioksidativnu aktivnost ekstrakata dobijenih mikrotalasnom ekstrakcijom herbe
industrijske konoplje se moze videti da najveéi uticaj ima odnos droga/rastvarac, dok vreme
ekstrakcije 1 koncentracija etanola imaju neznatan uticaj. Uticaj vremena ekstrakcije i
koncentracije etanola je uocljiv samo na dijagramu zavisnosti antioksidativne aktivnosti od
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ova dva parametra na kojem se moze videti da antioksidativna aktivnost raste smanjenjem
ova dva faktora ekstrakcije. Ovaj uticaj je zanemarljiv u poredenju sa uticajem odnosa
droga/rastvara¢ na kome se vidi da smanjenjem odnosa droga/rastvara¢ ICsp vrednost naglo
opada, odnosno da dolazi do povecanja antioksidativne aktivnosti. Ovakav uticaj odnosa
droga/rastvara¢ na antioksidativnu aktivnost ekstrakata je bio oc¢ekivan s obzirom na isti
uticaj odnosa droga/rastvarac i na sadrzaja ukupnih fenola i sadrzaj flavonoida koji su jedni
od nosioca antioksidativne aktivnosti ekstrakta herbe industrijske konoplje.
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Slika 49. Odzivne povrsine koje opisuju antioksidativnu aktivnost ekstrakata herbe
industrijske konoplje koji su dobijeni primenom mikrotalasne ekstrakcije

Uticaj procesnih parametara u mikrotalasnoj ekstrakciji herbe industrijske konoplje na ECso
vrednost dobijenih ekstrakata opisana je slede¢im matematickim modelom, odnosno
jednacinom:

ECsy = 3,69 1073 4+ 3,76 * 107*X; — 3,38 * 107°X, + 1,31 * 1073X; — 2,35
* 104X, X, + 8,08 * 1075X, X5 — 6,69 * 10™*X,X; + 7,51 (30)
*107%X, %2 4+ 1,72+ 1074X,% — 1,74 * 107X,

Na ECsg vrednost su uticali linearni ¢lan koncentracije etanola i odnosa droga/rastvarac, kao
i kvadratni ¢lan vremena ekstrakcije. Linearni ¢lan odnosa droga/rastvarac je pokazao veoma
znacajan uticaj sa p-vrednoS¢u <0,0001, dok su linearni ¢lan koncentracije etanola i
kvadratni ¢lan vremena ekstrakcije pokazali umerenu znacajnost sa p-vrednostima izmedu
0,051 0,1 (0,0638 i 0,0730, tim redom) (Tabela 13). Uzimanjem u obzir samo znacajnih
faktora, korigovana jednacina, odnosno matemati¢ki model koji opisuje uticaj procesnih
parametara u mikrotalasnoj ekstrakcije herbe industrijske konoplje na ECso vrednost ima
slede¢i oblik:

ECsp = 3,69 %1073 43,76 104X, + 1,31 * 1073X; + 1,72  1074X,%  (31)

Sve znacajne ulazne varijable imaju pozitivan uticaj na ECsp vrednost, §to znaci da imaju
negativan uticaj na reduktivni kapacitet. Stoga, pove¢anjem ovih ulaznih varijabli, smanjuje
se reduktivni kapacitet. Sa slike odzivnih povrSina (Slika 50) se moze zapaziti da najveci
uticaj na reduktivnu sposobnost ima odnos droga/rastvarac i da ECso vrednost naglo opada
sa smanjenjem odnosa droga/rastvara¢, odnosno da dolazi do povecanja reduktivne
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sposobnost. Ovakav uticaj odnosa droga/rastvaraé je zabelezen i kod fenola i flavonida i
antioksidativne aktivnosti ekstrakat. Vreme nema uticaj na mikrotalasnu ekstrakciju herbe
industrijske konoplje, dok se blag uticaj koncentracije etanola zapaza na dijagramima
odzivnih povrSina za ECsg vrednost u kojima figuriSe koncentracija etanola. Sa ovih grafika
se moze uociti da postoji prevojna tacka uticaja koncentracije etanola, odnosno da smanjenje
koncentracije etanola do 50% uti¢e na smanjenje ECsp vrednosti, odnosno povecanje
reduktivne sposobnosti, dok dalje smanjenje koncentracije etanola uti¢e na povecanje ECso
vrednosti, odnosno smanjenje reduktivne sposobnosti ekstrakata.
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Slika 50. Odzivne povrsine koje opisuju reduktivnu sposobnost ekstrakata herbe
industrijske konoplje koji su dobijeni primenom mikrotalasne ekstrakcije

Ekstrakcija CBD-a i THC-a primenom mikrotalasne ekstrakcije je opisana slede¢im
jednacinama:

CBD = 0,84 + 0,42X, — 7,28 * 1073 X, — 0,40X5 — 0,02X, X, — 0,29X, X5 (32)

+0,07X,X5 — 0,26X,% + 0,04X,% + 0,16X5>

THC = 0,04 + 8,07 * 1073X; — 2,39 * 107*X, — 5,75 * 1073X; — 2,06
* 107X, X, — 5,40 * 103X, X5 + 1,56 * 1073X,X; — 2,9 (33)
+1073X,% 43,82 * 1074X,% + 3,11 * 1073X,>

Ulazne promenjive koje imaju uticaj na proces ekstrakcije i CBD-a i THC-a iz herbe
industrijske konoplje su linearni i kvadratni ¢lan koncentracije etanola, linearni i kvadratni
¢lan odnosa droga/rastvara¢ i ¢lan koji opisuje interakciju ove dve promenjive. Uticaj
linearnih ¢lanova koncentracije temperature i odnosa droga/rastvara¢, kao i ¢lan interakcije
ova dve promenjive su imale veoma znacajan uticaj na ekstrakciju oba ispitivana
kanabinoida. Za linearni ¢lan koncentracije etanola za CBD 1 THC 1 linearni ¢lan odnosa
droga/rastvara¢ za CBD p-vrednosti je <0,0001, dok je za linearni ¢lan odnosa
droga/rastvara¢ za THC 0,0007, a za interakcijski ¢lan za THC 0,0069. Kvadratni ¢lan
koncentracije etanola za CBD takode ima veoma znacajan uticaj i njegova p-vrednost je
0,0040, dok kvadratni ¢lan odnosa drogal/rastvara¢ za CBD ima znacajan uticaj sa p-
vrednos¢u izmedu 0,01 i 0,05. Kvadratni c¢lanovi koncentracije etanola i odnosa
droga/rastvara¢, prema podacima iz tabele 13, imaju neznatan mali uticaj na ekstrakciju
THC-a. Na osnovu podataka o znacajnim procesnim parametrima koji uti€u na proces
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mikrotalasne ekstrakcije CBD-a i THC-a iz herbe industrijske konoplje, korigovana
jednacina koja opisuje ovaj proces moze se prikazati na sledeci nacin:

CBD = 0,84 + 0,42X, — 0,40X5 — 0,29X, X5 — 0.26X,2 + 0.16X5> (34)

THC = 0.04 4+ 8.07 * 103X, — 5.75 « 1073X; — 5.40 « 103X, X5 — 2,9 35
*1073X,% 4 3,11 * 1073X,2 (35)
Linearni ¢lan koncentracije etanola i kvadratni ¢lan odnosa droga/rastvara¢ pokazuju
pozitivan uticaj na proces ekstrakcije CBD-a i THC-a. Linearni ¢lan odnosa droga/rastvarac,
interakcija koncentracije etanola i odnosa droga/rastvarac i kvadratni ¢lan koncentracije
etanola pokazuju negativan uticaj na ekstrakciju CBD-a i THC-a. Iz ovoga se moze zakljuditi
da ¢e povecéanje koncentracije etanola imati pozitivan uticaj na sadrzaj CBD-a i THC-a do
odredene tacke koja je priblizna maksimalnoj ispitivanoj vrednosti koncentracije etanola,
nakon ¢ega ¢e poceti da opada, dok ¢e povecanje odnosa droge/rastvaraca imati negativan
uticaj na sadrzaj CBD-a i THC-a do odredene tacke koja je blizu maksimalne ispitivane
vrednosti odnosa droga/rastvara¢, nakon ¢ega pocinje da raste. Povecanjem oba faktora
dolazi do smanjenja sadrzaja kanabinoida u dobijenim ekstraktima. Na osnovu dobijenih
matematickih modela moze se zakljuciti da na proces ekstrakcije CBD-a i THC-a ulazne
promenjive uticu isto Sto se moze videti i sa slike 51. Sa slike koje predstavljaju odzivne
povrSine za sadrzaj ispitivanih kanabinoida se vidi da vreme ekstrakcije nema znacajan
uticaj. Uticaj etanola, kao §to je opisano kroz jednadinu procesa ekstrakcije CBD-a i THC-
a, je pozitivan do koncentracije etanola od oko 65%, to znai da ¢e sa povecanjem
koncentracije etanola do skoro maksimalne ispitivani sadrzaj CBD-a i THC-a rasti naglo,
dok ¢e se daljim povecanjem belezi blagi pad. Povecanje sadrzaja kanabinoida sa
smanjenjem polarnosti rastvaraca je ocekivano, jer je njihova rastvorljivost veoma mala u
polarnim rastvaracima (Ramirez i sar., 2018). Uticaj odnosa droga/rastvara¢ se jasno vidi sa
dijagrama zavisnosti kanabinoida od vremena i odnosa droga/rastvara¢. Povecanje odnosa
droga/rastvara¢ do vrednosti od 1:12,5 uti¢e na naglo smanjenje sadrzaja kanabinoida.
Daljim povecanjem odnosa drogal/rastvara¢ zapaza se blag porast sadrzaja kanabinoida.
Najvedi uticaj na sadrzaj kanabinoida mikrotalasnim ekstraktima herbe industrijske konoplje
ima interakcija koncentracije etanola i odnosa droga/rastvara¢. Povecanjem koncentracije
etanola u kombinaciji sa smanjenjem odnosa droga/rastvara¢ izaziva naglo poveéanje
sadrzaja kanabinoida.
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Slika 51. Odzivne povrsine koje opisuju mikrotalasnu ekstrakciju kanabinoida (CBD i
THC) iz herbe industrijske konoplje

Analiza varijansi je pokazala da su koncentracija etanola, kao i odnos droga/rastvara¢ veoma
znacajni parametri mikrotalasne ekstrakcije herbe industrijske konoplje sorte Helena za sve
ispitivane karakteristike ekstrakata. Koncentracija etanola pokazala je negativan uticaj na
prinos ekstrakcije, dok je na sadrzaj ukupnih fenola, antioksidativnu aktivnost i reduktivnu
sposobnost koncentracija etanola imala pozitivan uticaj do srednje ispitivane koncentracije
etanola (50%), a daljim povecanjem koncentracije se javlja negativan uticaj. SadrZaj
flavonoida i sadrZaj ispitivanih kanabinoida je rastao sa pove¢anjem koncentracije etanola.
Odnos droga/rastvara¢ ima negativan uticaj na sve izlazne promenjive $to znaci da najmanja
vrednost odnosa droga/rastvaraé pogoduje mikrotalasnoj ekstrakciji u pogledu svih
ispitivanih karakteristika dobijenih ekstrakata.

Poredenjem vrednosti izlaznih promenjivih ekstrakata herbe industrijske konoplje dobijenih
ekstrakcijom metodom maceracije, ultrazvucne ekstrakcije i mikrotalasne ekstrakcije moze
se zakljuciti da je mikrotalasna ekstrakcija pogodnija metoda izolovanje bioaktivnih
jedinjenja iz herbe industrijske konoplje sorte Helena. Najvec¢i dobijen prinos mikrotalasne
ekstrakcije je bio oko 3 puta veéi od najvise vrednosti prinosa maceracije i oko 2 puta veci
od najviSe vrednosti prinosa ultrazvucne ekstrakcije. Sadrzaj ukupnih fenola u
mikrotalasnim ekstraktima je bio oko 2,5 puta visi u poredenju sa sadrzajem ukupnih fenola
u ekstraktima dobijenim maceracijom, dok je u odnosu na ekstrakte dobijenim ultrazvu¢nom
ekstrakcijom bio oko 1,5 puta vec¢i. Sadrzaj flavonoida u ekstraktima dobijenim
mikrotalasnom ekstrakcijom u poredenju sa sadrzajem flavonoida u ekstraktima dobijenim
maceracijom i ultrazvuénom ekstrakcijom bio 4 i 2 puta veéi, tim redom. Nesto nize ICso |
ECso vrednosti su dobijeni u mikrotalasnim ekstraktima u poredenju sa ultrazvu¢nim, dok
su u odnosu na ekstrakte dobijene maceracijom bile nize 2,5-3 puta. Sadrzaj CBD-a u
ekstraktima dobijenim mikrotalasnom ekstrakcijom je u odnosu na optimalan ekstrakt
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maceracije bio oko 4 puta visi, dok je u odnosu na ultrazvuénu ekstrakciju bio oko 2 puta
visi. Sadrzaj THC-a se nije znacajno povecao.

4.3.2.2. Optimizacija mikrotalasne ekstrakcije herbe industrijske konoplje

Optimizacija mikrotalasne ekstrakcije je uradena kao i u slucaju ultrazvucne ekstrakcije, u
zavisnosti od Zeljenih karakteristika dobijenog ekstrakta. Prema ovoj analizi optimalni uslovi
ekstrakcije za dobijanje ekstrakta sa maksimalnim prinosom, maksimalnim sadrzajem
ukupnih fenola i flavonoida, minimalnom 1Csp i ECso vrednoséu u domenu ispitivanih
parametra su koncentracija etanola 47,60%, vreme ekstrakcije 10 minuta i odnos
droga/rastvara¢ 1:5. Predvidene vrednosti ispitivanih izlaznih promenjivih u ekstraktu
pripremljenom na ovim uslovima su: 33,66% za prinos ekstrakcije, 2,6093 mg EGK/mL za
ukupne fenole, 1,3221 mg EK/mL za flavonoide, 0,0009 mL/mL i 0,0017 mL/mL za ICxo i
ECso.

Kada se zeli dobiti ekstrakt herbe industrijske konoplje sa maksimalnim sadrzajem CBD-a
neophodno je primeniti slede¢e uslove mikrotalasne ekstrakcije: koncentracija etanola 67%,
vreme ekstrakcije 10 minuta i odnos droga/rastvara¢ 1:5,1. Predvidene vrednosti CBD-a i
THC-a u ekstraktu pripremljenom na ovim uslovima su 1,8895 mg/mL i 0,0634 mg/mL, tim
redom. Sadrzaj fenola i flavonoida u ekstraktu dobijenim na ovim uslovima bi bio 2,1192
mg EGK/mL i 1,0753 mg EK/mL. ICso vrednost je bila 0,0004 mL/mL, dok je ECsp vrednost
iznosila 0,0020 mL/mL.

Optimalni uslovi za pripremu ekstrakata, primenom mikrotalasa, sa maksimalnim sadrzajem
CBD-a i minimalnim sadrzajem THC-a su koncentracija etanola od 47%, vreme ekstrakcije
od 10 min i odnos droga/rastvara¢ 1:5. Pod ovim uslovima, predvidene vrednosti CBD-a i
THC-a su:1,1504 mg/mL i 0,0474 mg/mL. Vrednosti ostalih izlaznih promenjivih bi bile
32,02% za prinos ekstrakcije, 2,1557 mg EGK/mL za sadrzaj ukupnih fenola, 0,9866 mg
EK/mL, 0,0010 mL/mL za ICso i 0,0025 mL/mL za ECso.

Optimalni uslovi ekstrakcije za sve izlazne promenjive, prinos ekstrakcije, sadrzaj ukupnih
fenola i flavonoida, antioksidativna aktivnost i reduktivna sposobnost, kao 1 sadrZaj
kanabinoida su koncentracija etanol 47%, vreme ekstrakcije 10 minuta i odnos
droga/rastvarac 1:5.

Validacija matematickog modelovanje mikrotalasne ekstrakcije je izvrSena pripremom
ekstrakta na definisanim optimalnim uslovima za maksimalan prinos, maksimalan sadrzaj
ukupnih fenola i flavonoida i minimalne vrednosti ICso i ECso. U dobijenom ekstraktu su
odredene su izlazne promenjive i dobijene su sledec¢e vrednosti: 30,94% prinos, sadrzaj
ukupnih fenola 2,1192 mg EGK/mL, sadrzaj flavonoida 1,0753 mg EK/mL, ICso vrednost
0,0004 mL/mL i ECsp vrednost 0,0020 mL/mL. Sve eksperimentalno dobijene vrednosti
izlaznih promenjivih odgovaraju vrednostima predvidanja sa intervalom pouzdanosti od
95% za predvideni model, sa zanemarljivim odstupanjima. Za iste optimalne uslove odredeni
su i sadrzaj CBD-a i THC-a i njihov sadrzaj je bio 1,0420 mg/mL, odnosno 0,0430 mg/mL.
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4.3.3. Ekstrakcija herbe industrijske konoplje vodom u subkriticnom stanju

Ekstrakcija vodom u subkritiénom stanju se do sada koristila za ekstrakciju razlicitih
jedinjenja iz biljnog materijala poput: ruzmarina (Rosmarinus officinalis) (Ibanez i sar.,
2003), rtanjskog ¢aj (Satureja hortensis) (Vladi¢ i sar., 2017), o¢ajnice (Marrubium vulgare)
(Gavari¢ i sar., 2019), nane (Kuvatova i sar., 2001), karanfili¢ca (Syzygium aromaticum)
(Clifford i sar., 1999), origana (Origanum vulgare) (Soto Ayala i Lugque de Castro, 2001),
komoraca (Foeniculum vulgare) (Gamiz-Garcia i Luque de Castro, 2000). U ovoj doktorskoj
disertaciji ekstrakcija herbe industrijske konoplje vodom u subkriti¢cnom stanju radena je uz
variranje dominantnog parametra procesa—temperature, u opsegu od 120 do 220 °C, pri
konstantnom pritisku od 30 bar i vremenu od 10 minuta. U dobijenim ekstraktima ispitan je,
bas kao i u slucaju prethodne dve ekstrakcije, sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida,
antioksidativna aktivnost i reduktivni kapacitet, kao i sadrzaj CBD-a i THC-a.

Eksperimentalni podaci za ulazne i izlazne promenjive su dati u tabeli 14. Podaci iz tabele
pokazuju da je prinos ekstrakcije herbe industrijske konoplje subkriti¢c(nom vodom bio u
opsegu od 21,59 do 32,41%. Najnizi prinos je dobijen u ekstraktu dobijenom na temperaturi
ekstrakcije od 120 °C i rastao je povisenjem temperature do 200 °C nakon ¢ega je, daljim
poviSenjem temperature do 220 °C, zapazen pad prinosa. Opadanje prinosa na temperaturi
od 220 °C je moguée kao posledica degradacije nekih ekstrahovanih komponenti na toj
temperaturi. U velikom broju studija se navodi da se degradacija komponenti prilikom
ekstrakcije subkritiénom vodom deSava upravo na temperaturi od 220 °C 1 viSoj (Holliday 1
sar., 1997; Sasaki i sar., 2000; Khuwijitjaru i sar., 2004; Lamoolphak i sar., 2006
Sereewatthanawut i sar., 2007), §to je u skladu sa rezultatima uocenim i u ovom istrazivanju.

Sadrzaj ukupnih fenola, u ekstraktima konoplje dobijenim primenom vode u subkriticnom
stanju je bio u opsegu od 1,0025 do 2,2602 mg EGK/mL, dok se sadrzaj flavonoida kretao
u opsegu od 0,4776 do 0,8115 mg EGK/mL. Sadrzaj ukupnih fenolna i flavonoida je rastao
sa poviSenjem temperature i svoju najvecu vrednost dostigao je na najviSoj primenjenoj
temperaturi ekstrakcije 220 °C. Na svim ispitivanim temperaturama do 200 °C sadrzaj
ukupnih fenola se statisticki razlikovao, dok na temperaturi od 200 i 220 °C statisticki
znacajna razlika u pogledu sadrzaja flavonoida u ekstraktima ne postoji. Povecanje sadrzaja
fenola porastom temperature u ekstrakciji subkriticnom vodom je uoceno i u slucaju jos
nekih biljnih sirovina. Zekovi¢ i sar. (2014) ispitali su uticaj razliitih procesnih parametara
subkriti¢ne ekstrakcije korijandera (Coriandrum sativum) i uocili da u okviru ispitivane
temperature od 100 do 200 °C sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida raste sa povecanjem
temperature, pri ¢emu je najvisi sadrzaj dobijen u ekstraktu na najviSoj ispitivanoj
temperaturi. He i sar. (2012) su ispitivali uticaj temperature u opsegu od 80 do 280 °C na
subkriticnu ekstrakciju fenola iz nara (Punica granatum). Sadrzaj ukupnih fenola u
subkritiénim ekstraktima nara je rastao od 80 do 220 °C nakon cega je poceo da opada.
PoviSenjem temperature subkriticne ekstrakcije dolazi do pada dielektri¢ne konstante vode
1 na temperaturi od 220 °C vrednost dielektricne konstante vode iznosi 31, §to je vrednost
koja je priblizna vrednosti dielektri¢ne konstante etanola (25) i metanola (33) (Akerlof,
1932; Fernandez i sar., 1997).
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ICs0 1 ECso vrednosti su se smanjivale sa porastom temperature i iznosile su od 0,0006 do
0,0017 mL/mL i od 0,0014 do 0,0058 mL/mL, tim redom. Ovo znaci da sa porastom
temperature subkriticne ekstrakcije dolazi do povecanja antioksidativne aktivnosti i
reduktivne sposobnosti ekstrakata, Sto je u korelaciji sa povecanjem sadrzaja fenola i
flavonoida u ekstraktima. Koeficijenti korelacije za antioksidativnu aktivnost sa sadrzajem
ukupnih fenola i flavonoida iznose 0,9215 i 0,9602, tim redom, dok koeficijenti korelacije
za reduktivnu sposobnost sa sadrzajem ukupnih fenola i flavonoida iznose 0,8810 1 0,9603,
tim redom.

Sadrzaj fenola i flavonoida u ekstraktima herbe industrijske konoplje sorte Helena dobijenih
subkriticnom ekstrakcijom je veci od sadrzaja u ekstraktima dobijenim maceracijom oko 2
puta, dok je u ekstraktima dobijenim ultrazvu¢nom ekstrakcijom veci 1,2 puta. U poredenju
sa rezultatima mikrotalasne ekstrakcije iste sirovine zakljucuje se da je sadrzaj fenola u
ekstraktima dobijenim subkritiénom ekstrakcijom 1 mikrotalasnom ekstrakciju priblizan,
dok je sadrzaj flavonoida u ekstraktima dobijenim mikrotalasnom ekstrakcijom veéi za oko
1,5 puta.

Povecan sadrzaj fenola i flavonoida u odnosu na maceraciju i ultrazvuénu ekstrakciju, kao i
veca antioksidativna aktivnost i reduktivna sposobnost u subkriti¢nim ekstraktima je moguca
posledica nastanka novih fenola. Naime, na osnovu do sada objavljenih studija utvrdeno je
da fenolna jedinjenja poput fenolnih kiselina mogu nastati degradacijom lignina, celuloze i
hemiceluloze (Wiboonsiriku i sar., 2007; Wiboonsirikul i sar., 2008). Usled primene visokih
temperatura u subkriti¢noj ekstrakciji dolazi do raskidanja veza izmedu fenola i polisaharida
i proteina u ovim molekulima i na taj nacin dolazi do oslobadanja fenola (Kim and Mazza,
2006). Lignin, celuloza i hemiceluloza su prisutni u vlaknima i semenu konoplje. Poveéanje
sadrzaja fenola kao posledica razgradnje lignina uocena je 1 u istrazivanju grupe autora koji
su ispitivali uticaj temperature na subkriti¢nu ekstrakciju pirin¢anih mekinja (Pourali i sar.,
2010). Prema studiji Pourali i sar. (2010) sadrzaj fenola u subkriti¢nim ekstraktima
pirinanih mekinja je rastao na temperaturi od 150 do 220 °C nakon cega je daljim
povecanjem temperature ostao konstantan. Neke od fenolnih kiselina koje su nastale kao
posledica razgradnje lignina pirin¢anih mekinja su kafena, ferulna, galna, sinapinska, p-
kumarinska, p-hidroksibenzoeva, siringiska, vanilinska i druge.

Sadrzaj CBD-a u dobijenim ekstraktima je bio u opsegu od 0,0039 do 0,0183 mg/mL, dok
THC nije bio u granicama detekcije. Najvisi sadrzaj CBD-a dobijen je prilikom ekstrakcije
na temperaturi od 140 °C 1 nije se statisticki znacajno razlikovao od sadrzaja dobijenog u
ekstraktu na temperaturi od 160 °C. Sadrzaj CBD-a u ekstraktima dobijenim subkritiénom
ekstrakcijom je manji u odnosu na sve ispitivane ekstrakcije i to oko 20 puta od sadrzaja
optimalnog ekstrakta klasi¢ne ekstrakcije, oko 50 puta od sadrzaja u ultrazvu¢nim
ekstraktima 1 oko 100 puta od sadrzaja u ekstraktima dobijenim mikrotalasnom
ekstrakcijom. Wianowska i sar. (2015) su ispitivali uticaj temperature i vremena Soxhlet
ekstrakcije i ekstrakcije rastvaraéima pod poviSenim pritiskom na ekstrakciju THCA i
njegovu dekarboksilaciju do THC-a i dalju oksidaciju do CBN-a. lako su koristili visoku
temperaturu (150 °C) u PLE dekarboksilacija THCA je bila veoma niska, a samim tim i dalja
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transformacija do CBN-a. Nizak sadrzaja CBD-a, kao 1 THC-a, koji nije bio u granicama
detekcije, u dobijenim subkriticnim ekstraktima herbe industrijske konoplje u odnosu na
druge upotrebljene ekstrakcije najverovatnije je posledica niske dekarboksilacije
kanabinoidnih kiselina u njihove odgovaraju¢e dekarboksilovane oblike pri uslovima
povisenog pritiska i temperature, kako je to navedeno i u studiji kod Wianowska i sar. (2015)
koji su primenili PLE.

Tabela 14. Uticaj temperature ekstrakcije herbe industrijske konoplje subkriticnom vodom
na izlazne promenjive (Y, TP, TF, ICso, ECso, CBD i THC)

T Y TP TF 1Cso ECso CBD
[°C] [%0] [mg EGK/mL] [mg EK/mL] [mL/mL] [mL/mL] [mg/mL]

120 21,59+0,11 e 1,0025+0,0303 f 0,4776+0,0050 e 0,0017+0,0001 a 0,0058+0,0000 a 0,0145+0,0014 ab
140 24,44+0,28 d 1,2787+0,0326 e 0,5843+0,0065d 0,0012+0,0001 b 0,0038+0,0001 b 0,0183+0,0025 a
160 27,02+0,62 ¢ 1,5786+0,0068 d 0,6703+0,0136 ¢ 0,0011+0,0001 b 0,0025+0,0000 ¢ 0,0156+0,0074 a
180 29,71+0,29 b 1,7335+0,0584 ¢ 0,7183+0,0079 b 0,0009+0,0000 ¢ 0,0021+0,0000 d 0,0138+0,0017 ab
200 32,41+1,23 a 2,0963+0,1022 b 0,7878+0,0144 a 0,0008+0,0001 cd 0,0016+0,0001 e 0,0063+0,0015 bc
220 29,49+0,19 b 2,2602+0,0416 a 0,8115+0,0129 a 0,0006+0,0001 d 0,0014+0,0000 f 0,0039+0,0002 ¢

Rezultati eksperimenata koji su postavljeni radi ispitivanja uticaja vremena ekstrakcije
subkriticnom vodom na sadrzaj CBD-a u ekstraktima herbe industrijske konoplje, na
optimalnoj temperaturi za ekstrakciju CBD-a, dati su u tabeli 15.

Tabela 15. Uticaj vremena subkriti¢ne ekstrakcije na sadrzaj CBD
Vreme [min] 5 10 15 30 40
CBD [mg/g] 0,0210+0,0092 a 0,0183+0,0025a 0,0184+0,0037 a 0,0142+0,0053 a 0,0138+0,0003 a

Vreme nije imalo statisticki znacajan uticaj na sadrzaj CBD-a u ekstraktima herbe
industrijske konoplje dobijeni subkriticnom ekstrakcijom (Tabela 15).

4.3.4. Ekstrakcija herbe industrijske konoplje ugljendioksidom u superkriticnom
stanju

Ekstrakcija ugljendioksidom u superkriticnom stanju se, kao i Soxhlet ekstrakcija,
upotrebljava za ekstrakciju nepolarnih jedinjenja i do sada je superkriticna ekstrakcija
upotrebljena za ekstrakciju velikog broja razlicitih nepolarnih klasa jedinjenja kao Sto su
karotenoidi, lipidi, aromati¢na jedinjenja, steroli, triterpeni, alkaloidi, mikotoksini i1 drugi
(Modey i sar., 1996). Jo§ uvek samo mali broj visokokvalitetnih ekstrakata danas se
proizvodi superkriticnim ugljendioksidom na industrijskom nivou (Eggers, 2012). Razlog
ovoga su pre svega visoki ekonomski troskovi procesne opreme, kao 1 zakoni koji joS uvek
dozvoljavaju rezidue rastvaraca u farmaceutskim proizvodima (Ramirez i sar., 2018).

Ekstrakcija ugljendioksidom u superkriticnom stanju kao savremena metoda ekstrakcije je
do sada upotrebljena za izolovanje ulja iz semena konoplje (Da Porto i sar., 2012; Aladi¢ i
sar., 2015; Devi i Khanam, 2019), za izolovanje kanabinoida iz razli¢itih delova konoplje
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(Rovetto i Aieta, 2017; Brighenti i sar., 2017; Ribeiro Grijé i sar., 2019; ), kao i za izolovanje
aromati¢nih jedinjenja iz industrijske konoplje (Da Porto i sar., 2014; Naz i sar., 2017).
Perrotin-Brunell i sar. (2010) su ispitivali rastvorljivost kanabinoida (THC, CBD, CBN i
CBG) u superkriticnom ugljendioksidu na razli¢itim vremenima i temperaturama. Utvrdili
su da rastvorljivost ispitivanih kanabinoida opada u slede¢em nizu THC<CBG<CBD<CBN.
U ovoj studiji je takode utvrdeno da se rastvorljivost CBD-a i THC-a u ugljendioksidu u
superkritichom stanju povecava sa povecanjem upotrebljenog pritiska. Sa druge strane,
terpeni prisutni u konoplji imaju najvecu rastvorljivost na pritiscima nizim od pritisaka
najviSe rastvorljivosti kanabinoida pa je na osnovu pritiska mogucée izvrsiti njihovo
frakcionisanje (Da Porto i sar., 2014). Whittle i sar. (2008) su patentirali postupak dobijanja
farmaceutski aktivnih oblika kanabinoida ekstrakcijom ugljendioksidom u superkriticnom
stanju. Postupak patenta se sastoji od nekoliko koraka. U prvom koraku se vrsi zagrevanje
na temperaturi od 100 do 150 °C radi dekraboksilacije kanabinoidnih kiselina. Drugi korak
patenta podrazumeva ekstrakciju ugljendioksidom u superkrticnom stanju na pritisku od 600
bar i temperaturi od 35 °C u toku 4 h, iako druge kombinacije pritiska u opsegu od 60-600
bar i temperature u opsegu 10-35°C mogu biti upotrebljene. Treéi i zavrsni koraka patenta
podrazumeva precipitaciju balastnih materija, voskova, na temperaturi od -20 u trajanju od
24 h. Uticaj razlic¢itih procesnih parametara superkrticne ekstrakcije kao $to su pritisak,
inicijalni sastav upotrebljenog biljnog materijala, vreme i upotreba etanola kao ko-rastvaraca
je ispitan prilikom ekstrakcije liS¢a i pupoljaka industrijske konoplje (Rovetto i Aieta, 2017).
Ispitivani pritisak je bio u opsegu od 170 do 340 bar na temperaturi od 55 °C sa protokom
ugljendioksida od 200 g/min. Prinos ekstrakcije je rastao sa porastom pritiska i najveci
prinos je dobijen na pritisku od 340 bar bez upotrebe ko-rastvara¢a. Brighenti i sar. (2017)
su ispitivali Cetiri razliCite metode za ekstrakciju nepsihoaktivnih kanabinoida, dinami¢nu
maceraciju, ultrazvucnu ekstrakciju, mikrotalasnu ekstrakciju 1 ekstrakciju ugljendioksidom
u superkrticnom stanju, kako je ve¢ prethodno navedeno. Kao najadekvatnija ekstrakcija za
dobijanje visokog sadrzaja dekarboksilovanih kanabinoida je navedena mikrotalasna
ekstrakcija, dok su ekstrakti dobijeni ultrazvuénom ekstrakcijom, kao 1 ekstrakcijom
ugljendioksidom u superkriti¢cnom stanju imali najmanji sadrzaj CBDA, CBD i CBGA.
Kitryte i sar. (2017) su ispitivali uticaj temperature i pritiska na proces ekstrakcije
ugljendioksidom u superkriticnom stanju iz biljnog materijala konoplje koji je sadrzao
listove, delove cveta i nezrelo seme. Temperatura i pritisak ekstrakcije ugljendioksidom u
superkritiénom stanju su bili u opsegu od 35 do 75 °C i od 100 do 500 bar. Najveéi prinos
ekstrakcije (8,3%) je dobijen prilikom ekstrakcije na najvisim ispitivanim vrednostima i
temperature 1 pritiska. Sadrzaj CBD 1 CBDA u dobijenom ekstraktu je iznosio 28% $to
predstavlja 93% dostupnog CBD i CBDA u sirovini.

Prinos ekstrakcije herbe industrijske konoplje sorte Helena ugljendioksidom u
superkriticnom stanju dat je u tabeli 16. Prinos ekstrakcije se kretao u opsegu od 0,33 do
7,13%. Prinos ekstrakcije je povecanjem pritiska pri konstantnoj temperaturi rastao, pa je
tako za temperaturu ekstrakcije od 40 °C bio u opsegu od 1,57 do 5,20%, za temperaturu
ekstrakcije od 50°C u opsegu od 0,78 do 5,71% i za temperaturu ekstrakcije od 60 °C u
opsegu od 0,33 do 7,13%. Povecanje prinosa ekstrakcija sa pove¢anjem pritiska je uoceno u
nekoliko studija u kojima je ispitan uticaj pritiska na prinos superkriti¢ne ekstrakcije, kako
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prilikom ekstrakcije ulja iz semena industrijske konoplje (Aladi¢ i sar., 2015), tako i prilikom
ekstrakcije kanabinoida iz biljne sirovine koja se sastojala iz lista, cvetnih fragmenata i
nezrelog semena industrijske konoplje (Kitryte i sar., 2015) i kanabinoida iz cvetova
razli¢itih sorti industrijske konoplje (Rovetto i Aieta, 2017). Gustina i dielektri¢na konstanta,
a samim tim i solvataciona mo¢ supekriti¢nog ugljendioksida zavisi od primenjenog pritiska
i temperature kako je prikazano na Slici 22 u delu Uvod ove doktorske disertacije. Sa slike
22 se moze videti da povecanjem pritiska pri konstantnoj temperaturi naglo raste gustina i
mo¢ rastvorljivosti superkriticnog ugljendioksida pa je ovakva promena osobina
supekriticnog ugljendioksida najverovatniji uzrok poveéanja prinosa pri visim vrednostima
pritiska. Prinos superkriticne ekstrakcije sporednog proizvoda dobijenog prilikom
proizvodnje vlakana razli¢itih uzoraka industrijske konoplje je bio u opsegu od 0,12 do
1,57% a najvedi je ostvaren prilikom ekstrakcije na najviSem upotrebljenom pritisku (400
bar) i temperaturi (65 °C) (Attard i sar., 2018). Prinos superkriti¢ne ekstrakcije iz listova i
pupoljaka industrijske konoplje je bio od 7,40 do 18,50% (Rovetto i Aieta, 2017). Prinos
superkriti¢ne ekstrakcije iz cvasti industrijske konoplje na pritisaku u opsegu od 150 do 330
bar, temperaturi od 40 do 80 °C, uz dodatak etanola kao ko-rastvarac¢a (0-5%) je bio u opsegu
od 4,83 do 26,36%, a najvisi je ostvaren ekstrakcijom sledeéih procesnih parametara: 330
bar, 40 °C, 5% etanol (Gallo-Molina i sar., 2019). Prinos ekstrakcije dobijen u ovoj
doktorskoj disertaciji je u skladu sa literaturom. Naime, u poredenju sa prinosom ekstrakcije
sporednog proizvoda prilikom proizvodnje vlakana, prinos ekstrakcije herbe industrijske
konoplje je veci oko 4 puta, dok je prinos u odnosu na prinos ekstrakcije iz biljnog materijala
koji se sastojao iz listova i pupoljke, kao i iz cvasti konoplje, nizi oko 2,5 i 3,5 puta, tim
redom. Prinos ekstrakcije zavisi od dela biljke koji se ekstrahuje, a moze da varira i u
zavisnosti od same biljke, tj. varijeteta biljke, lokaliteta i uslova gajenja (Rovetto i Aieta,
2017).

Uticaj temperature pri konstantnom pritisku je razlicit za razlicite pritiske. Pr1 pritisku od
100 bar porast temperature ima negativan uticaj na prinos ekstrakcije, pa je najveci prinos
ostvaren na temperaturi od 40 °C 1,57%, na temperaturi od 50 °C 0,78%, dok je na najviSoj
temperaturi u okviru datog eksperimenta iznosio 0,33%. Pri pritisku od 200 bar promena
temperature nije imala veci uticaj na prinos ekstrakcije i dobijene vrednosti prinosa
ekstrakcije su se kretale od 4,66 do 5,22%. Pri konstantnom pritisku od 300 bar pove¢anjem
temperature dolazi do povecanja prinosa ekstrakcije. Najve¢i prinos ekstrakcije je dobijen
pri ekstrakciji na pritisku od 300 bar i 60 °C i iznosio je 7,13%. Povecanje prinosa ekstrakcije
razli¢itih delova biljke industrijske konoplje povecanjem temperature je navedeno u
nekoliko studija (Kitryte i sar., 2017; Attard i sar., 2018), ali je takode uoceno i da je najveci
prinos ekstrakcije dobijen na najnizoj upotrebljenoj temperaturi (40 °C) (Gallo-Molinai sar.,
2019).
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Tabela 16. Uticaj ulaznih parametara, temperature i pritiska ekstrakcije, na prinos
superkriti¢ne ekstrakcije herbe industrijske konoplje sorte Helena

Pritisak ekstrakcije Vreme ekstrakcije Temperatura [°C]

[bar] [min] 40 50 60
30 0,32 0,31 0,18 0,10 0,21 0,16
60 0,48 0,74 0,39 0,27 0,23 0,21

100 90 0,87 1,01 0,51 0,47 0,27 0,27
120 0,97 1,32 0,59 0,58 0,29 0,31
180 1,30 1,60 0,74 0,75 0,38 0,31
240 1,57 1,79 0,78 0,87 0,38 0,33
30 1,10 1,30 1,35 1,23 0,93 1,08
60 2,36 2,42 2,11 2,25 1,69 1,93

200 90 2,98 3,16 3,01 2,94 2,70 2,79
120 3,30 3,71 3,44 3,60 3,29 3,26
180 4,17 4,60 4,15 4,63 4,15 4,09
240 4,66 5,07 4,72 5,22 4,98 4,96
30 1,48 1,25 1,62 1,71 2,07 2,27
60 2,48 2,45 3,08 3,22 3,59 3,70

300 90 3,45 3,44 3,87 4,16 5,02 4,73
120 3,89 3,88 4,25 4,75 5,41 5,58
180 4,69 4,82 4,88 5,34 6,39 6,48
240 5,16 5,20 5,69 571 6,97 7,13

U poredenju sa Soxhlet ekstrakcijom, kao klasicnom metodom koja se primenjuje za
ekstrakciju lipofilnih jedinjenja, ekstrakcija superkriticnim ugljendioksidom herbe
industrijske konoplje se smatra efikasnom na najvisoj vrednosti upotrebljenog pritiska i
najvi$oj vrednosti upotrebljene temperature jer je prinos na ovim vrednostima pritiska i
temperature nesto nizi u poredenju sa prinosom Soxhlet ekstrakcije (7,13% za ekstrakciju
superkriticnim ugljendioksidom u poredenju sa 9,85% za Soxhlet ekstrakciju). Na osnovu
eksperimentalnih podataka datih u tabeli 16 utvrdena je kinetika ekstrakcije. Prinos
ekstrakcije na svim uslovima ekstrakcije se pove¢ava 180 minuta, nakon ¢ega po€inje da se
formira ,,plato* krive kinetike ekstrakcije, odnosno dolazi do daljeg neznatnog povecanja
prinosa do 240 minuta. Zbog neznatnog povecanja prinosa ekstrakcije nakon 180 minuta
ekstrakcije, povecanje vremena ekstrakcije preko 240 minuta se ne smatra isplativim. Sa
slike 52 koja predstavlja kinetiku ekstrakcije herbe industrijske konoplje ugljendioksidom u
superkritiénom stanju se takode moze videti prethodno navedeno tj. da pove€anjem pritiska
dolazi do povecanja prinosa ekstrakcije, dok povecanje temperature pri pritisku od 100 bar
ima negativan uticaj, pri pritisku od 200 bar nema znacajniji uticaj, a pri pritisku od 300 bar
ima pozitivan uticaj.
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Prinos [%)]

300 bara, 60 stepeni,l

200 bara, 60 stepeni, 11
+300 bara, 50 stepeni, |
+200 bara, 50 stepeni, 11
=300 bara, 40 stepeni, I
+200 bara, 40 stepeni, 11

160 léO
Vreme ekstrakcije [min]
300 bara, 60 stepeni, 1T
100 bara, 60 stepeni, [
=300 bara, 50 stepeni, 11
+100 bara, 50 stepeni, |

<300 bara, 40 stepeni, 11
=100 bara, 40 stepeni, |

200 250

200 bara, 60 stepeni, 1

100 bara, 60 stepeni, 11
+200 bara, 50 stepeni, 1
+100 bara, 50 stepeni, 11
=200 bara, 40 stepeni, I
=100 bara, 40 stepeni, 11

Slika 52. Kinetika ekstrakcije herbe industrijske konoplje ugljendioksidom u

superkriti¢cnom stanju

Dobijeni totalni ekstrakti (TE), koji predstavljaju ekstrakt dobijen nakon neprekidne
ekstrakcije u trajanju 4 sata, kako je naznaceno u delu Materijal i Metode, kao i ekstrakti
izolovani nakon svakih 60 minuta (F1, F2, F3, F4) ekstrakcije su prikazani na slici 53, 54 i

55.
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Slika 53. Totalni ekstrakt oznacen kao TE i ekstrakti izolovani nakon svakih 60 minuta
oznaceni kao F1, F2, F3 1 F4 vrinih delova industrijske konoplje dobijeni ekstrakcijom
ugljendioksidom u superkritiénom stanju pri konstantnom pritisku od 100 bar i
temperaturi: a) 40 °C, b) 50 °C i ¢) 60 °C
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Slika 54. Totalni ekstrakt oznacen kao TE i ekstrakti izolovani nakon svakih 60 minuta
oznaceni kao F1, F2, F3 1 F4 industrijske konoplje dobijeni ekstrakcijom ugljendioksidom
u superkritiénom stanju pri konstantnom pritisku od 200 bar i temperaturi: a) 40 °C, b) 50

°Cic)60°C
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Slika 55. Totalni ekstrakt oznacen kao TE i ekstrakti izolovani nakon svakih 60 minuta
oznaceni kao F1, F2, F3 1 F4 industrijske konoplje dobijeni ekstrakcijom ugljendioksidom
u superkriticnom stanju pri konstantnom pritisku od 300 bar i temperaturi: a) 40 °C, b) 50

°Cic)60°C

U svim ekstraktima, totalnim i frakcijama, je odreden apsolutni sadrzaj CBD-a i THC-a koji
je dat u tabeli 18. Sadrzaj CBD-a se u totalnim ekstraktima kretao od 76,1193 do 163,1111
mg/g, dok je sadrzaj THC-a bio u opsegu od 4,1746 do 6,5803 mg/g. Najveéi sadrzaj
kanabinoida je dobijen ekstrakcijom na pritisku od 100 bar i temperaturi od 40 °C, dok je
najmanji dobijen pri istom pritisku, ali na temperaturi od 60 °C. Generalno je poviSenje
temperature na svim pritiscima imalo negativan uticaj na sadrzaj kanabinoida, odnosno u
okviru svake pojedinac¢ne vrednosti ispitivanog pritiska sadrzaj kanabinoida je opadao sa
porastom temperature od 40 do 60 °C. Optimalna temperatura za ekstrakciju kanabinoida,
odnosno dobijanje kvalitetnog ekstrakta u pogledu sastava kanabinoida jeste 40 °C.
Povecanje pritiska dovodi do pada sadrzaja kanabinoida u ekstraktu, pa iako je najveci prinos
ekstrakcije dobijen ekstrakcijom na najviSoj vrednosti ispitivanog pritiska, sadrzaj
kanabinoida u dobijenom ekstraktu je nizi. Ovo je moguca posledica povecanja solvatacione
mo¢i superkritiénog ugljendioksida povecanjem pritiska. Pove¢anjem solvatacione moci
superkritiénog ugljendioksida smanjuje se njegova selektivnost §to dovodi do ekstrakcije
velikog broja razlicitih jedinjenja (Reverchon i De Marco, 2006). Ovakav uticaj pritiska na
prinos ekstrakcije i sadrzaj kanabinoida prilikom superkriti¢ne ekstrakcije listova i cvasti
industrijske konoplje je uocen i u studiji koju su sproveli Roveto i sar. (2017). Povecanjem
pritiska prinos je rastao od 0,074 do 0,185 g dobijenog ekstrakta/g napojne smese, dok je
ukupan THC opadao od 76,23 do 64,17%. U studiji Kitryte i sar. (2017) najveci sadrzaj
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kanabinoida dobijen je u ekstraktu na najnizem ispitivanom pritisku (u ispitivanom opsegu
pritiska od 100 do 500 bar) i temperaturi (u isptivanom opsegu temperature od 35 do 75 °C).
Sadrzaj CBD-a u ekstraktu u koji je dobijen u istoj studiji bio je u opsegu od 18,30 do 64,20
mg/g ekstrakta, pri ¢emu je najvisi prinos ostvaren pri uslovima od 100 bar i 35 °C. Omar i
sar. (2013) su ispitivali supekriticnu ekstrakciju kanabinoida iz 13 razli¢itih uzoraka indijske
konoplje, uz analizu uticaja procesnih parametara (pritiska od 100 do 250 bar, temperature
od 35 do 55 °C, koncentracija etanola kao ko-rastvaraca od 0 do 40%) na efikasnost
ekstrakcije i kvalitet ekstrakata. U ovako dobijenim ekstraktima sadrzaj CBD-a je bio od u
opsegu od 1 do 13 mg/g, a sadrzaj THC-a u opsegu od 4,5 do 324 mg/g. Analizom podataka
iz literature i poredenjem sa rezultatima dobijenim u okviru ove doktorske disertacije
ustanovljeno je da je sadrzaj CBD-a u ekstraktima dobijenim iz herbe industrijske konoplje
veéi oko 2,5 puta u odnosu na sadrzaj dobijen u ekstraktim studije Kitryte i sar. (2017) pri
sli¢nim uslovima ekstrakcije, dok je u odnosu na indijsku konoplju ispitivanu od strane Omar
i sar. (2013) koncentracija CBD-a veéa oko 100 puta. Iz navedenog se moze zakljuciti da je
biljna sirovina upotrebljena u ovoj doktorskoj disertaciji dobar izvor CBD-a.

Iako je najveéi sadrzaj kanabinoida u ekstraktu dobijen ekstrakcijom na pritisku od 100 bar
1 temperaturi od 40 °C, najvise izolovanih kanabinoida po g upotrebljene sirovine dobijeno
je ekstrakcijom na pritisku od 300 bar i temperaturi od 40 °C (Tabela 17). Uticaj temperature
na prinos ekstrahovanih kanabinoida iz biljne sirovina na pritisku od 100 bar je isti kao i
uticaja temperature na njihov sadrzaj u dobijenim ekstraktima i on opada sa povecanjem
temperature, dok u slucaju ekstrakcije na pritisku od 200 i 300 bar, prinos ekstrahovanih
kanabinoida opada povecanjem temperature do 50 °C dok sa daljim povecanjem do 60 °C
raste. Povecanjem pritiska se povecava prinos ekstrahovani kanabinoida. Masa
ekstrahovanih kanabinoida po g upotrebljene sirovine, za definisani opseg temeperature
ekstrakcije, se prilikom ekstrakcije na pritisku od 100 bar kretala od 0,1782 do 2,2411 mg,
na pritisku od 200 bar od 3,3525 do 6,4678 mg i na pritisku od 300 bar od 4,4917 do 7,7582
mg.

Pored analize sadrzaja CBD-a i THC-a, radi analize uticaja vremena ekstrakcije na
izolovanje bioaktivnih jedinjenja, uradeno je i frakcionisanje superkriti¢énog ekstrakta herbe
industrijske konoplje tokom vremena, odnosno izdvojeni su ekstrakti nakon 60, 120, 180 i
240 minuta ekstrakcije na odredenom pritisku 1 temperaturi (analogno prethodno
postavljenom eksperimentu). U ovako dobijenim frakcijama-ekstraktima odreden je sadrzaja
CBD-a i THC-a, a dobijeni rezultati ukazuju na to da se preko 70% kanabinoida ekstrahuje
u prva dva sata ekstrakcije (Tabela 17). Pri konstantnom pritisku od 100 bar na temperaturi
od 40 °C u prva dva sata ekstrakcije se iz herbe industrijske konoplje izoluje 75,04% CBD-
ai71,50% THC-a, od ¢ega u prvih 60 minuta 42,10 i 38,82%, tim redom. Na istom pritisku
na temperaturi od 50 °C u prvih 120 minuta superkriti¢ne ekstrakcije herbe industrijske
konoplje izoluje se 81,20% CBD-a i 74,29% THC-a, od kojih 35,23% i 34,74% u prvih 60
minuta, tim redom. Procenat CBD-a i THC-a izolovanih u prvih 120 minuta na pritisku od
100 bar i temperaturi od 60 °C je 96,57 i 96,14%, od kojih u prvih 60 minuta 60,29% CBD-
a i 60,91% THC-a. Sli¢an trend je uofeno u slucaju superkriticne ekstrakcije herbe
industrijske konoplje na pritisku od 200 bar. Pri konstantnom pritisku od 200 bar procenat
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izolovanog CBD-a i THC-a na temperaturi od 40 °C u prvih 120 minuta iznosi 80,38 i
82,39%, od kojih se u prvih 60 minuta izoluje 56,74 i 59,49%, tim redom. Na temperaturi
0d 50 °C, na istom pritisku, sadrzaj ekstrahovanih CBD-a i THC-a u prvih 120 minuta iznosi
77,031 80,25%, tim redom, od ¢ega je 51,37 1 54,76% u prvih 60 minuta. Na temperaturi od
60 °C 1 pritisku od 200 bar ekstrahuje se u prvih 120 minuta superkriti¢ne ekstrakcije 76,27%
CBD-ai 81,59% THC-a, od kojih 48,88 i 56,33% u prvih 60 minuta. Pri pritisku od 300 bar,
u prvih 120 minuta ekstrakcije izolovano je preko 80% kanabinoida i na temperaturama
superkriti¢ne ekstrakcije od 40 °C, 50 °C i 60 °C. Podaci pokazuju da se pri ovim uslovima
ekstrakcije u prvih 120 minuta ekstrahuje 83,16%, 89,03% i 88,17% CBD-a i 85,94%,
90,75% i 90,63% THC-a.

Tabela 17. Sadrzaj CBD-a i THC-a u ekstraktima herbe industrijske konoplje dobijenim
ugljendioksidom u superkriticnom stanju pri razli¢itim pritiscima i temperaturama

Uslovi CBD (mg/g CcBD (O.A.) CBD (mg/g THC (ma/g THC (0./? THC (mg/g
ekstrakcije totalnog ekstrakcije/ droge) totalnog ekstrakcije/ droge)
ekstrakta) h) ekstrakta) h)

1. 4()1?Oc,b:<ar{a| 163,1111 2,2411 6,5803 0,0904
2. 41(3000§a1r’h 99,7378 42,10 1,3357 3,7679 38,82 0,0505
3, 4100005"";] 78,0263 32,94 1,0450 3,1718 32,68 0,0425
4, 41(309£th 34,2349 14,45 0,4585 1,5657 16,03 0,0208
5. 41()o?£a£h 24,8853 10,51 0,3333 1,2114 12,48 0,062
6. Séogb&: © 98,0034 0,5469 4,9718 0,0277
7. Sloogct”alr’h 50,2387 35,23 0,1829 2,4266 34,74 0,0088
8. 510095""2% 65,5543 45,97 0,2386 2,7628 39,55 0,0101
9. 51()°9C*fa;’h 14,9643 10,85 0,0545 0,0542 14,12 0,0035
10. 510095"";;] 11,3464 7,96 0,0413 0,8098 11,59 0,0029
11. 601(30C,btaort,al 71,8416 0,1782 4,1746 0,0104
12. 610035""{;] 56,5566 60,29 0,0942 1,3375 60,91 0,0022
13. 6100?5&‘2% 34,0327 36,28 0,0567 0,7736 35,23 0,0013
14, 610035"";] 3,2137 3,43 0,0054 0,0848 3,86 0,0001
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15, 402(30c,b?c:{a| 149,2247 6,4678 5,9646 0,2585
16. 42()000£a1r’h 84,6037 56,74 3,6921 3,9610 59,49 0,1729
17. 42()000£a2r’h 35,2490 23,64 1,5383 1,5249 22,90 0,0665
18. 42()000£a3f’h 20,1706 13,53 0,8802 0,7664 11,51 0,0334
19. 42()000£a£’h 9,0047 6,10 0,3969 0,4059 6,10 0,0177
20. sjﬁoclbfgt’al 78,3329 3,3525 5,4934 0,2351
21. 520000?{;] 47,8346 51,37 2,1654 3,6582 54,76 0,1656
22. 5200005"";] 23,8028 25,66 1,0816 1,7029 25,49 0,0771
23, 52()000£th 14,7918 15,89 0,6696 0,9460 14,16 0,0428
24, 52()000£a£’h 6,5919 7,08 0,2984 0,3728 5,58 0,0169
25 6()220c,b$£a| 94,1945 4,4074 5,6027 0,2622
26. 62()000£th 48,7223 48,88 1,9161 3,7487 56,33 0,1474
27, 6200005""2“h 27,3031 27,39 1,0738 1,6828 2529 0,0662
28. 62009;2;] 12,1111 12,15 0,4763 0,6776 10,18 0,0266
29. 62009Cb’a;’h 11,5503 11,59 0,4542 0,5461 8,21 0,0215
30, 432?:,b:c>r{a| 159,8808 7,7582 6,5330 0,3170
31. 4%09Cb'alr’h 61,1061 57.08 3,7622 2,9335 60,87 0,0107
32, 4%000Cl”a2r’h 71,3316 26,08 1,7190 3,0835 25,04 0,0112
33, 4?609(;”&;;] 12,5490 12,89 0,8494 0,4563 10,41 0,0017
34, 4%095‘&;;] 7,2492 3,96 0,2609 0,3025 3,67 0,0011
35, 50322?;:;&' 86,0815 4,4917 5,6549 0,2920
36. 59508;3 56,8279 64,84 2,7505 4,3244 69,57 0,2093
37. S%O?Cb’azr’h 21,2046 24,19 1,0263 1,3168 21,18 0,0637
38, sgogzrh 6,4967 7.41 0,3144 0,3658 5,88 0,0177
30. S%O?Cb’a;’h 3,1208 3,56 0,1510 0,2093 3,37 0,0101
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w0, seoc,bfc:{al 76,1193 4,6756 5,6859 0,3493
41, 63;)0005”"";] 65,5374 63,96 3,8341 4,4111 71,25 0,2581
42. Gez)ooogezirh 24,8055 24,21 1,4512 1,2001 19,38 0,0702
43, 6350005”"";] 7,4463 7,27 0,4356 0,3739 6,04 0,0219
44, Gez)oooga;h 4,6799 4,57 0,2738 0,2060 3,33 0,0121

Na osnovu dobijenih rezultata konstruisani su dijagrami iz koga se jasno vidi da je najveca
izolacija kanabinoida postignuta nakon 240 minuta ekstrakcije na pritisku od 300 bar i
temperaturi od 40 °C, a da se najviSe ovog jedinjenja ekstrahuje upravo u prvih 60 minuta,
a zatim drugih 60 minuta ekstrakcije pri zadatim uslovima (Slika 56). Sa slike 56 se takode
moze videti da ne postoji velika razlika u sadrzaju CBD-a u ekstraktu dobijenom na pritisku
od 100 bar i temperaturi 40 °C i sadrzaja CBD-a u ekstraktu dobijenom na pritisku od 300
bar i temperaturi 40 °C. Na osnovu sadrzaja CBD-a u ekstraktu, kao i na osnovu najvece
izolacije CBD-a iz biljne sirovine (slika 57), moze se zakljuciti da su optimalni uslovi za
superkriti¢nu ekstrakciju kanabinoida u okviru ispitivanih pritisak 300 bar i temperatura 40
°C. Slika takode pokazuje da je u ekstraktima industrijske konoplje sadrzaj CBD-a
dominantan u odnosu na sadrzaj THC-a, te se u tom smislu ovako dobijeni ekstrakti mogu
primeniti u farmaceutskoj industriji.
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Slika 56. Sadrzaj CBD-a i THC-a u dobijenim totalnim ekstraktima i frakcijama dobijenim
nakon 1, 2, 3 i 4 sata ekstrakcije izrazeni na g ekstraktra
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Slika 57. Sadrzaj CBD-a i THC-a u dobijenim totalnim ekstraktima i frakcijama dobijenim
nakon 1, 2, 3 i 4 sata ekstrakcije izrazeni na g biljne sirovine

SadrZaj kanabinoida u tecnim ekstraktima, koji su dobijeni u ovoj doktorskoj disertaciji
primenom maceracije, ultrazvuéne ekstrakcije i mikrotalasne ekstrakcije herbe industrijske
konoplje je bio od 0,4314 mg/mL CBD-a i 0,0364 mg/mL THC-a (koliko je izmereno u
optimalnom ekstraktu dobijenom maceracijom) do 1,0420 mg/mL CBD-a i 0,0430 mg/mL
THC-a u optimalnom ekstraktu dobijenom mikrotalasnom ekstrakcijom. Ekstrakcijom po
Soxhlet-u dobijen je ekstrakt sa sadrzajem CBD-a i THC-a 64,4000 mg/mL i 2,9000 mg/mL,
tim redom, dok je najveéi sadrzaj CBD-a i THC-a u ekstraktu dobijenom ekstrakcijom
ugljendioksidom u superkriti¢cnom stanju iznosio 163,1100 16,5803 mg/g. Dakle, ekstrakcija
herbe industrijske konoplje sorte Helena ugljendioksidom u superkrktiénom stanju je
adekvatnija metoda ekstrakcije u odnosu na ostale ispitivane u ovom istrazivanju. Daleko
ve¢i sadrzaja kanabinoida u ekstraktu dobijenom ekstrakcijom superkriticnimm
ugljendioskidom omogucio bi upotrebu ovakvog ekstrakta u znaajno manjim koli¢inama
za postizanje istog terapijskog efekta, u odnosu na ostale analizirane ekstrakte. Nedostatak
ove ekstrakcione tehnike, u odnosu na ostale prethodno analizirane je dugo vreme ekstrakcije
I ekonomski aspekt implementacije opreme na industrijskom nivou nedostatak.

U preparatima na bazi CBD-a koji se mogu na¢i na trzistu CBD je prisutan u razli¢itim
koncentracijama, zavisno od indikacijske primene i oblika leka. Ulje koje se preporucuje za
upotrebu kod razli¢itih malignih oboljenja, multiple skleroze, HIV-a i epilepti¢nih napada
sadrzi od 5 do 7% CBD-a. Supozitorije na bazi CBD-a sadrze 25 i 50 mg ovog jedinjenja i
preporucuju za upotrebu kod osoba kod kojih oralni put administracije nije moguc, a za iste
indikacije. Sadrzaj CBD-a u leku odobrenom od strane FDA, Epidiolex®, je 100 mg/mL.
Imajuéi u vidu koncentracije CBD-a u preparatima na trziStu i sadrzaj CBD-a u ekstraktima
dobijenim superkriticnom ekstrakcijom, moze se pretpostaviti da se ekstrakti herbe
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industrijske konoplje sorte Helena dobijeni na ovaj na¢in mogu upotrebiti za inkorporaciju
u nove farmaceutske preparate koji bi bili deklarisani kao preparati na bazi CBD-a.

Pored odredivanja sadrzaja CBD-a i THC-a u dobijenim totalnim eckstrakti je odreden
relativni sadrzaj jedinjenja prema metodi opisanoj u delu Materijal i metode (tabeli 18). U
dobijenim totalnim ekstraktima u granicama detekcije prisutni su monoterpeni,
seskviterpeni, diterpeni, triterpeni, kanabinoidi, masne kiseline, ugljovodonici i vitamini.
Monoterpeni su prisutni samo u ekstraktu koji je dobijen na temperaturi od 60 °C i pritisku
od 300 bar, vitamini su prisutni samo u ekstraktima dobijenim na pritisku od 100 bar, dok
diterpeni nisu prisutni samo u ekstraktu dobijenom na pritisku od 200 bar i temperaturi od
40 °C.

Najzastupljenija jedinjenja u totalnim ekstraktima jesu kanabinoidi sa relativnim masenim
udelom od 65,48 do 81,95%. Od kanabinoida prisutni su p-heptilacetofenon, CBD, THC,
CBG u svim totalnim ekstraktima. U svim totalnim ekstraktima CBD je bio najzastupljenije
jedinjenje i kretao se u opsegu od 62,44 do 78,26%. Relativni maseni udeo THC-a je bio
izmedu 1,401 1,95%, CBG-a izmedu 0,40 i 0,60%, a p-heptilacetofenon 0,921 1,41%. CBC
je bio prisutan samo u ekstraktima dobijenim pri pritisku od 100 bar i temperaturama
ekstrakcije od 40 i 50 °C sa relativnim masenim udelom od 0,33 i 0,32%, tim redom.

Od monoterpena u ekstraktima herbe industrijske konoplje dobijenim superkriticnom
ekstrakcijom prisutni su samo a-tujen i f-pinen, pri ¢emu je njihov relativni maseni udeo bio
0,55%. Relativni maseni udeo seskviterpena u dobijenim ekstraktima je bio od 7,91 do
23,92%, pri ¢emu je najve¢i sadrzaj bio u ekstraktima pri pritisku od 100 bar.
Najdominantniji seskviterpen je trans-kariofilen. Od diterpena prisutan je fitol, dok je od
triterpena prisutan skvalen 1 njihov najvec¢i sadrzaj odreden je u ekstraktima koji su dobijeni
na pritisku od 100 bar i temperaturi od 50 i 40 °C, tim redom. Od masnih kiselina u dobijenim
ekstraktima prisutna je samo palmitinska kiselina, a ekstrakt sa najve¢im sadrzajem
palmitinske Kkiseline je dobijen ekstrakcijom na pritisku 300 bar i temperaturi 60 °C. Od
vitamina prisutan je a-tokoferol, u ekstraktima dobijenim ekstrakcijom na 100 bar i to u
procentima manjim od 1%. Pentakozan je najzastupljeniji ugljovodonik sa relativnim
masenim udelom od 3,37 do 6,91%.
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Tabela 18. Relativni maseni udeo isparljivih jedinjenja u totalnim ekstrakatima herbe
industrijske konoplje koji su dobijeni primenom superkriti¢nog ugljendioksida

. 100 bar 200 bar 300 bar
Naziv jedinjenja Kl

40°C 50°C 60°C 40°C 50°C 60°C 40°C 50°C 60°C
1. a-tujen 9258 / / / / / / / / 0,26
2. [-pinen 9750 / / / / / / / / 0,29
3. trans-kariofilen 13759 8,78 11,51 6,87 462 490 569 6,87 574 532
4. trans-a-bergamoten 13832 083 135 0,97 056 058 069 080 0,68 0,60
5. cis-p-farnezen 13952 098 169 1,15 058 068 0,79 088 0,83 0,72
6. a-humulen 1406,0 2,47 329 198 133 142 163 221 1,75 1,58
7. alo-aromadendren 14130 / 0,31 / / / / / / /
8. p-selinen 1436,0 0,61 0,99 0,67 / 040 0,39 055 050 0,39
9. a-selinen 1443,1 0,38 0,61 0,43 / / / 0,36 0,22 0,26
10. kariofilen oksid 15236 1,14 4,18 4,23 081 100 087 1,14 1,28 0,67
11. palmitinska kiselina 18322 1,39 1,49 278 144 159 192 130 194 4,40
12. fitol 1967,6 0,60 0,72 0,68 / 042 064 044 043 0,36
13. p-heptilacetofenon 20704 113 092 114 120 116 141 116 1,10 1,25
14. kanabihromen 2126,2 0,33 0,32 / / / / / / /
15. kanabidiol 22485 67,81 62,44 70,47 78,26 76,64 73,71 74,40 75,01 73,09
16. tetrahidrokanabinol 23263 144 140 188 189 189 18 181 183 1,95
17. kanabigerol 2368,3 047 040 056 060 062 058 058 058 0,59
18. tetrakozan 24579 0,62 0,50 / 052 049 054 045 046 0,44
19. skvalen 25872 154 120 088 1,08 1,11 144 106 1,10 1,29
20. hentriakontan 26477 |/ / / / / / / / /
21. pentakozan 26488 6,91 486 3,37 551 544 6,05 4,63 505 4,96
22. nonakozan 28919 19 123 116 158 167 1,79 136 149 158
23. a-tokoferol 29656 0,61 0,60 0,79 / / / / / /
Monoterpeni / / / / / / / / 0.55
Seskviterpeni 15,19 23,92 16,29 791 8,97 10,07 12,81 11,01 9,53
Diterpeni 0,60 0,72 0,68 / 042 064 044 043 0,36
Triterpeni 154 120 088 108 1,11 144 106 1,10 1,29
Kanabinoidi 71,17 6548 74,05 81,95 80,32 77,56 77,96 78,51 76,88
Masne kiseline 1,39 149 2,78 144 159 192 130 1,94 4,40
Ugljovodonici 949 659 452 761 759 838 644 7,00 6,99
Vitamini 0,61 0,60 0,79 / / / / / /

8RI-retencioni indeks odreden na HP-5 koloni koriste¢i homologi niz alkana od Cg do Czg

Ekstrakcijom ugljendioksidom u superkriti¢cnom stanju se izoluju lipofilna jedinjenja iz
sirovine, dok hidrofilna jedinjenja zaostaju. Zbog toga je nakon supekriti¢ne ekstrakcije
materijal iscrpljen ovom metodom primenjen za ekstrakciju hidrofilnih polarnih jedinjenja i
to primenom klasicne ekstrakcije-maceracije. Na ovaj nacin postize se maksimalno
iskoriS¢enje sirovine i minimalno generisanje finalnog sporednog proizvoda odnosno otpada
biljne sirovine koja je primenjena za ekstrakciju. Pored ovoga, omogucava se dobijanje dva
tipa ekstrakta, odnosno proizvodnja dva biljna preparata, ¢ime se ceo proces prerade biljne
sirovine moZe smatrati efikasnijim. Maceracija je uradena prema nacinu opisanom u
poglavlju 3.3.1. sa 50% etanolom kao ekstragensom i odnosom droga/rastvara¢ 1:10 koji su
se pokazali kao optimalni. Dobijeni ekstrakt okarakterisan je u pogledu parametara koji su
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analizirani i u prethodnim ekstrakcijama, dakle analizirani su prinos ekstrakcije, sadrzaj
ukupnih fenola, sadrzaj flavonoida, ICso vrednost i ECso i vrednosti su date u tabeli 19.

Iz rezultata datih u tabeli se vidi da je prinos ekstrakcije bio od 14,88 do 17,83%, sadrzaj
ukupnih fenola od 1,2700 do 1,6100 mg EGK/mL, sadrzaj flavonoida od 0,3400 do 0,4700
mg EK/mL, I1Csp vrednost od 0,0024 i 0,0040 mL/mL i ECs vrednost od 0,0062 do 0,0093
mL/mL. Vrednosti dobijenih izlaznih promenjivih su vece od vrednosti izlaznih promenjivih
dobijenih prilikom maceracije polazne sirovine pa se moze zakljuciti da je sirovina nakon
ekstrakcije ugljendioksidom u superkriticnom stanju vredna sirovina za ekstrakciju
hidrofilnih jedinjenja, kao i da tretman superkriticnim ugljendioksidom povoljno utice na
ekstrakciju hidrofilnih jedinjenja iz industrijske konoplje.

Table 19. Izlazne promenjive (Y, TP, TF, I1Cso, ECso) ekstrakata dobijenih maceracijom
sirovine nakon ekstrakcije ugljendioksidom u superkritiénom stanju
Pritisak i TP [mg
Temperatura Y [%] EGK/mL]

40  17,44+0,87a 1,6100+0,0805a 0,3900+0,0195cd 0,0024+0,0001d 0,0062+0,0003d

TF [mg EK/mL] 1Cso [ML/mL]  ECso [mL/mL]

100 50  15,52+0,46bc 1,2200+0,0610e 0,4000+0,0200bc 0,0040+0,0002a 0,0072+0,0004cd
60 14,63+0,43c 1,5400+0,0770ab 0,4700+0,0235a 0,0027+0,0001cd 0,0073+0,0004cd

40  16,54+0,48ab 1,3900+0,0695b-e 0,3600+0,0180cd 0,0033+0,0002b 0,0076+0,0004bc
200 50 17,53+0,51a 1,3200+0,0660cde 0,3900+0,0195cd 0,0035+0,0002b 0,0085+0,0004ab
60  16,75x0,49ab 1,3500+0,0675b-e 0,3800+0,0190cd 0,0028+0,0001cd 0,0077+0,0004bc

40 16,07+0,18abc1,5100+0,0255abc 0,4500+0,0225ab 0,0034+0,0002b 0,0089+0,0004a
300 50  16,79+0,49ab 1,2700+0,0635de 0,3400+0,0170d 0,0031+0,0002bc 0,0093+0,0005a
60  15,82+0,46bc 1,4500+0,0725ad 0,3400+0,0170d 0,0030+0,0002bc 0,0087+0,0004ab

4.4. Dobijanje suvog ekstrakta herbe industrijske konoplje

Kanabinoidi poseduju znac¢ajno farmakolosko dejstvo, ali je njihova upotreba u farmaciji
otezana kako zbog slabe rastvorljivosti u vodi, tako i zbog njihove nestabilnosti tokom
skladiStenja (Elsohly 1 Repka, 2016). Jedan od farmaceutskih proizvoda koji omogucava
oralnu primenu kanabinoida su meke kapsule sa uljem u kojima je rastvoren dronabinol,
sintetetski oblik THC-a (Marinol®). Nedostatak ove formulacije je nestabilnost THC-a, pa
je neophodno ovaj lek cuvati na niskoj temperaturi (4 °C). Niska stabilnost farmakoloski
aktivne supstance i neophodnost ¢uvanja leka pod odredenim uslovima je ozbiljan
nedostatak u farmaciji. Prevodenjem tec¢nih ekstrakata u suve primenom razli¢itih metoda,
kao §to je na primer metoda suSenja rasprSivanjem, omogucava se produzavanje stabilnosti
bioaktivnih jedinjenja. Suvi ekstrakt se dalje moze upotrebiti kao takav, ili se moze koristiti
za pripremu razli¢itih novih farmaceutskih proizvoda. Susenje rasprSivanjem primenjeno je
kao jedna od metoda za dobijanja stabilne formulacije prirodnih kanabinoida uz primenu
inulina kao nosaca u patentu Eissens i1 sar. (2003). Inulin je upotrebljen kao nosa¢ u
koncentraciji od 50%, a zatim je metodom suSenja rasprSivanjem, metodom liofilizacije,
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vakuum susenjem i superkriticnim suSenjem dobijen suvi ekstrakt kanabinoida u kojima je
pracena stabilnost. Dodatak inulina kao nosaca je produzilo stabilnost THC-a.

Suvi ekstrakti herbe industrijske konoplje u ovoj doktorskoj disertaciji su dobijeni suSenjem
tecnog ekstrakta dobijenog mikrotalasnom ekstrakcijom na optimalnim uslovima.
Mikrotalasna ekstrakcija se pokazala kao najoptimalnija metoda ekstrakcije bioaktivnih
jedinjenja iz herbe industrijske konoplje primenom vode ili etanola kao rastvaraca. Ekstrakti
dobijeni mikrotalasnom ekstrakcijom su imali 2,5 puta veéi sadrzaj ukupnih fenola u
poredenju sa ekstraktima dobijenim maceracijom i 1,5 puta veci sadrzaj u poredenju sa
ekstraktima dobijenim ultrazvuc¢nom ekstrakcijom, dok je sadrzaj u subkriti¢nim ekstraktima
bio priblizan. Sadrzaj flavonoida u mikrotalasnim ekstraktima je bio 1,5, 2 i 4 puta veci u
poredenju sa ekstraktima dobijenim subkrti¢nom ekstrakcijom, ultrazvu¢nom ekstrakcijom
i maceracijom, tim redom. Sadrzaj CBD-a u ekstraktima dobijenim mikrotalasnom
ekstrakcijom je bio 2 puta ve¢i od sadrzaja u ultrazvucnim ekstraktima, 4 puta veéi od
sadrzaja u ekstraktima dobijenim maceracijom i ¢ak 100 puta ve¢i od sadrzaja CBD-a u
subkrtitiénim ekstraktima. SuSenje ovakvog ekstrakta herbe industrijske konoplje sorte
Helena je radeno primenom maltodekstrina kao nosaca u koncentraciji od 20, 40 i 60% u
odnosu na sadrzaj suvog ostatka u teCnom ekstraktu. Efikasnost procesa susenja, kao i
hemijske i fizicke karakteristike dobijenih suvih ekstrakata herbe industrijske konoplje su
dati u tabeli 20.

Tabela 20. Efikasnost procesa susenja, fizi¢ke i hemijske karakteristike dobijenih suvih
ekstrakata herbe industrijske konoplje sorte Helena

Koncentracija MD 20% 40% 60%
Efikasnost (%) 71,29+1,09 b 71,71+0,94 b 80,84+0,92 a
Fizicke karakteristike

Sadrzaj vlage (%) 4,66+0,12 a 3,950,111 b 3,63+0,04 ¢
Higroskopnost (%)

1dan 5,09+0,01 a 5,28+0,16 a 4,75+0,04 b
2 dan 7,62+0,02 a 7,79+0,14 a 7,18+0,01 b
3dan 9,67+0,09 a 9,60+0,14 a 8,84+0,07 b
4 dan 11,06+0,13 a 10,76+0,13 b 9,96+0,01 c
5 dan 12,43+0,18 a 12,05+0,16 a 11,18+0,15b
6 dan 13,32+0,10 a 12,91+0,08 b 12,03+0,12 ¢
7 dan 13,8740,09 a 13,49+0,30 a 12,53+0,09 b
Indeks apsorpcije vode (%) 35,56+3,71 a 28,35+2,19 b 33,27+0,36 ab
Indeks rastvorljivosti u vode (%) 61,97+0,27 b 64,20+0,12 a 59,17+1,05 ¢
Nasipna zapremina (mg/mL) 204,18+4,49 b 200,04+2,13 b 226,93+£7,30 a
Rehidratacija (s) 22,67+0,58 a 20,67+0,58 b 19,00+£1,00 b
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Caking

d > 0.800 (mm) 0,95 4,93 1,71
0.800 (mm)< d >0.315 (mm) 7,62 59,86 64,10
0.315 (mm)< d > 0.100 (mm) 32,38 27,46 24,79
d<0.100 (mm) 59,05 7,75 9,40

Hemijske karakteristike

Ukupni fenoli (mg EGK/g) 31,0458+1.5523a 27,0617+1,3531b  23,3801:+1,1690 ¢
Flavonoidi (mg EK/g) 22,0441+1.1022a 16,9835+0,8492b  17,0445+0,8522 b
ICso (Mg/g) 0,0376+0.0019b  0,0484+0,0024a  0,0463+0,0023 a
ECso (Mg/g) 0,0977+0.0049b  0,1160+0,0058a  0,1247+0,0063 a
CBD (mg/g) 16,2000+0.8100a  13,4000+0,6700 b  10,6000+0,5300 c
THC (mg/g) 1,9000+0.0950 a  1,8000+0,0900a  1,8000+0,0900 a

U laboratorijskim uslovima, proces susenja se smatra efikasnim ukoliko je efikasnost veca
od 50% (Bhandari 1 sar., 1997). Efikasnost procesa suSenja tecnih ekstrakata herbe
industrijske konoplje je u sva tri slucaja bila ve¢a od 70%. Pri upotrebi maltodekstrina u
koncentraciji od 20 1 40% efikasnost suSenja se nije statisticki znacajno razlikovala i iznosila
je 71,291 71,71%, tim redom. Statisti¢ki znacajnu i najvecu efikasnost suSenja (80,80%) je
imao proces susSenja uz primenu maltodekstrina u koncentraciji od 60%. Povecanje
efikasnosti procesa suSenja sa povec¢anjem koncentracije dodatog MD je uoceno i u slucaju
proizvodnje te¢nih ekstrakata sledecih biljnih sirovina: aronije (Aronia melanocarpa)
(Vidovi¢ i sar., 2019), bosiljka (Ocimum basilicum) (Gavari¢ i sar., 2019), rtanjskog ¢aja
(Satureja montana) (Vidovic i sar., 2014).

Sadrzaj vlage je veoma znacajna karakteristika suvih ekstrakata jer utiCe na stabilnost,
veli¢inu Cestica, morfologiju i reoloska svojstva praha (Bhandari i Hartel, 2005). Ukoliko je
sadrzaj vlage u opsegu od 3,9 do 5,9%, dobijeni suvi ekstrakt je zadovoljavajucih
karakteristika u pogledu lepljivosti (Saydi i Hatamipour, 2012). Sadrzaj vlage u dobijenim 1
analiziranim suvim ekstraktima je bio u opsegu koji su predlozili Saydi i Hatampiour,
statisti¢ki se zna€ajno razlikovao medu ispitivanim suvim ekstraktima i iznosio je 4,66% za
proces susenja sa 20% maltodekstrina, 3,95% za proces susenja sa 40% maltodekstrina 1
3,63% za proces suSenja sa 60% maltodekstrina. Pove¢anjem koncentracije maltodekstrina
sadrzaj vlage se smanjivao. Manji sadrzaj vlage osigurava stabilnost ekstrakta u duZzem
vremenskom periodu sa smanjenom mogucénoséu mikrobioloske kontaminacije, kao 1
smanjenjem razli¢itih degradacionih reakcija oksidacije (Marques i sar., 2007; Tan i sar.,
2011). Suvi ekstrakt herbe industrijske konoplje moze biti primenjen i u formi instant biljnog
¢aja. Prema Pravilniku o kvalitetu ¢aja, biljnog ¢aja i njihovih proizvoda (Sluzbeni glasnik
RS, 2012), koji propisuje maksimalan dozvoljen sadrzaj vlage za instant biljni ¢aj u ¢vrstoj
formi do 8%, suvi ekstrakt herbe industrisjke konoplje je zadovoljavajuceg kvaliteta.

Higroskopnost suvih ekstrakata je povezana sa prisustvom hidrofilnih molekula u ekstraktu
koji mogu da vezuju vodu iz atmosfere/okruzenja. Higroskopnost zavisi i od temperature
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staklastog prelaza suvog ekstrakta. Sto je temperatura staklastog prelaza ve¢a higroskopnost
je manja (Vidovi¢ i sar., 2014). Kako na povecanje temperature staklastog prelaza utice
maltodekstrin, oekuje se da suvi ekstrakti sa dodatkom vece koli¢ine maltodekstrina ima
manju higroskopnost. Higroskopnost suvih ekstrakta herbe industrijske konoplje je pracena
tokom 7 dana (Slika 58). 1z tabele 20 se vidi da je u ovom vremenskom intervalu ispitivanja
ona bila u opsegu od 5, 10 do 13,78% za ekstrakt sa maltodekstrinom u koncentraciji od
20%, od 5,44 do 13,78% za ekstrakt sa maltodektrinom u koncentraciji od 40% i od 4,71 do
12,45% za ekstrakt sa maltodekstrinom u koncentraciji od 60%. Higroskopnost u suvim
ekstraktima dobijenim sa 20 i 40% maltodekstrina je tokom svih dana ispitivanja bila
priblizne vrednosti i statisticki se nije razlikovala, sem za peti i Sesti dan, kada je postojala
statistiCka razlika. U ekstraktu dobijenim sa 60% maltodekstrina higroskopnost je bila
statisticki znacajno manja tokom svih dana prac¢enja ove karakteristike. Kako je i o¢ekivano,
najmanja higroskopnost tokom perioda od 7 dana je detektovana u ekstraktu sa
maltodekstrinom u koncentraciji od 60%. Sa slike 58 i iz tabele 20 se vidi da je higroskopnost
rasla tokom perioda ispitivanja i to tako da je nakon drugog dana izloZenosti poviSenoj
vlaZnosti vazduha higroskoponst bila za oko 50% vec¢a od prvog dana u svim uzorcima.
Nakon tre¢eg dana higroskopnost se povecava za oko 20%, nakon ¢etvrtog i petog dana se
povecala izmedu 10 i 15%, dok je Sestog i sedmog dana povecanje higroskoponosti bilo
manje od 10%.

15
14
13
12
11

[y
o

== Suvi ekstrakt sa 20 % maltodekstrina
—o— Suvi ekstrakt sa 40 % maltodekstrina
Suvi ekstrakt sa 60 % maltodekstrina

N W b~ 01 O N 00 ©

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Slika 58. Higroskponst dobijenih suvih ekstrakata konoplje

Indeks rastvorljivosti u vodi i1 indeks apsorpcije vode su vazne karakteristike suvih
ekstrakata. Indeks rastvorljivosti u vodi predstavlja meru rastvorljivosti suvih ekstrakata u
vodi, dok indeks apsorpcije vode predstavlja sposobnost ekstrakata da apsorbuje vodu. Za
vrednost indeksa rastvorljivosti u vodi zahteva se da je visok, dok se za indeks apsorpcije
vode zahteva niska vrednost (Vidovi¢ i sar., 2014). Dobijeni suvi ekstrakti konoplje imaju
relativno visoku vrednost indeksa rastvorljivosti u vodi, oko 60% i najveci je (64,20%) u
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suvom ekstraktu koji je dobijenim sa 40% maltodekstrina. Indeks apsorpcije vode je iznosio
oko 30% i najmanji je bio u ekstraktu dobijenim sa 40% maltodekstrina i iznosi 28,35%, ali
se statisticki ne razlikuje od indeksa apsorpcije vode suvog ekstrakta dobijenog sa 60%
maltodekstrina. Visi indeks rastvorljivosti je pozeljnija karakteristika suvih ekstrakta iz
razloga Sto on ukazuje 1 na to da ¢e ovakav biljni preparat, ukoliko bude primenjen u instant
proizvodima, biti brze rastvorljiv u vodi §to je jedan od zahteva ovakvih proizvoda.

Rehidratacija, sli¢no indeksu rastvorljivosti u vodi, je jo§ jedna u nizu karakteristika suvih
ekstrakata kojom se ocenjuje njihov kvalitet. Rehidratacija je veoma vazna prilikom
upotrebe suvog ekstrakta. Vreme rehidratacija mora biti §to manje, odnosno suvi ekstrakt
mora §to pre da se rastvori u vodi u potpunosti da bi bio pozeljan prilikom dalje primene u
proizvodnji farmaceutskih oblika, narocito instant formi koje se primenjuju rastvaranjem u
vodi. Podaci iz prethodne tabele ukazuju na to da svi dobijeni ekstrakti herbe industrijske
konoplje imaju malu vrednost vremena rehidratacije koje iznosi 23, 21 i 19 s za ekstrakt
dobijen sa 20, 40 i 60% maltodekstrina, tim redom. Vrednost rehidratacije suvog ekstrakta
sa 20% maltodekstrina se statisticki razlikovala od suvog ekstrakta sa 40 1 60%.

Nasipna zapremina suvih ekstrakata je vazna karakteristika prvenstveno zbog upotrebe suvih
ekstrakata u formulaciji gotovih farmaceutskih proizvoda koji su ogranic¢eni po zapremini,
kao Sto su kapsule i tablete (Vidovi¢ S. i sar. 2014). Nasipna zapremina bi trebalo da ima $to
vecu vrednost, da bi se, u ogranic¢enoj zapremini gotovih farmaceutskih proizvoda, mogla
posti¢i §to visa i Zeljena koncentracija odredenih bioaktivih jedinjenja prisutnih u suvom
ekstraktu. Nasipna zapremina u sva tri dobijena suva ekstrakta je bila preko 200 mg/mL.
Nasipna zapremina u ekstraktima dobijenim sa 20% 1 40% maltodekstrina se statisticki nije
razlikovala i iznosila je 204,18 i 200,04 mg/mL, tim redom. Ekstrakt dobijen sa 60%
maltodekstrina ima najvecu nasipnu zapreminu koja iznos 226,93 mg/mL.

Caking je karakteristika suvih ekstrakata koja uti¢e na jednostavnost njihove primene,
normalnu i kontinualnu protoénost i doziranje u industriji, kao i na vizuelnu dopadljivost.
Naime, prilikom skladiStenja suvih ekstrakata moze do¢i do apsorpcije vlage. Povecanje
sadrZaja vlage u suvim ekstraktima uslovljava nastanak agregata, krupnijih Cestica u suvim
ekstraktima, ¢iji veé¢i udeo moze negativho uticati na primenu, doziranje i pakovanje.
Analizom ove karakteristike dobijenih ekstrakata utvrdeno je da je udeo aglomerata vecih
od 0,800 mm u sva tri uzorka bio mali i iznosio je 0,95 % za ekstrakt dobijen sa 20%
maltodekstrina, 4,93% za ekstrakt dobijen sa 40% maltodektrina i 1,71% za ekstrakt dobijen
sa 60% maltodekstrina. Najveéi udeo Cestica za ekstrakt dobijen sa 20% maltodekstrina je
bio manji od 0,100 mm, dok je najve¢i udeo za ekstrakte dobijenih sa 40 1 60%
maltodekstrina bio veli¢ine Cestica izmedu 0,315 i 0,800 mm. Najbolje karakteristike u
pogledu homogenosti veli¢ine Cestica, nakon izloZenosti vlage prilikom skladiStenja,
pokazuje ekstrakt sa 20% maltodekstrina, jer je veoma mali udeo Cestica formirao vece
aglomerate.

Sadrzaj ukupnih fenola se u dobijenim suvim ekstraktima kretao u opsegu od 23,3801 do
31,0458 mg EGK/g i najve¢i je bio u ekstraktu dobijenom sa 20% maltodekstrina.
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Povecanjem koli¢ine maltodekstrina u suvim ekstraktima sadrzaj ukupnih fenola se
smanjivao. Smanjenje sadrzaja ukupnih fenola poveéanjem koli¢ine dodatog maltodekstrina
je verovatno posledica povecanja udela maltodekstrina u suvom ekstraktu, prakti¢no efekat
razblazivanja prouzrokovan povecanjem sadrzaja maltodekstrina u ekstraktu. Sadrzaj
flavonoida je bio u opsegu od 17,0445 do 22,0441 mg EK/g. Najveci sadrzaj flavonoida je
detektovan u ekstraktu koji je dobijen primenom 20% maltodekstrina. I ovde je zabeleZen,
kao 1 kod fenola, pad sadrzaja flavonoida sa povecanjem kolic¢ine dodatog maltodekstrina.

Antioksidativna aktivnost je izrazena preko ICso vrednosti, kao i u prethodnim
eksperimentima. 1Cso vrednost je za ekstrakt dobijen sa 20% maltodekstrina iznosila 0,0376
mg/g, za ekstrakt dobijen sa 40% maltodekstrina 0,0484 mg/g, dok je za ekstrakt dobijen sa
60% maltodekstrina iznosila 0,0463 mg/g. Najmanja ICso vrednost, odnosno najveéa
antioksidativna vrednost, je bila u ekstraktu dobijenom sa 20% maltodekstrina §to je u skladu
sa sadrzajem ukupnih fenola i flavonoida. Reduktivna sposobnost suvih ekstrakata je
izrazena preko ECso i za ekstrakt pripremljen sa 20% maltodekstrina je iznosila 0,0977 mg/g,
za ekstrakt pripremljen sa 40% maltodekstrina je 0,1160 mg/g i za ekstrakt pripremljen sa
60% maltodekstrina iznosila je 0,1247 mg/g. Kao i kod antioksidativne aktivnosti, dodatkom
veée koli¢ine maltodekstrina ECso vrednost je rasla, odnosno reduktivna sposobnost je
opadala. Najveca reduktivna sposobnost odredena je u ekstraktu koji je dobijeno uz primenu
20% maltodekstrina.

Sadrzaj CBD-a i THC-a se u dobijenim ekstraktima kretao u opsegu od 10,6000 do 16,2000
mg/g i u opsegu od 1,8000 do 1,9000 mg/g, tim redom. Sadrzaj THC se nije statisticki
znacajno razlikovao izmedu dobijenih suvih ekstrakata. Sadrzaj CBD-a je najvi$i u ekstraktu
dobijenom sa 20% maltodektrina, dok je najmanji u ekstraktu koji je dobijen primenom 60%
maltodekstrina. Smanjenje sadrzaja CBD-a je, kao 1 kod sadrzaja ukupnih fenola 1
flavonoida, posledica razblazenja sa povecanjem koncentracije maltodekstrina.

Na osnovu svih ispitivanih karakteristika moze se zakljuciti da su suvi ekstrakti herbe
industrijske konoplje sorte Helena dobijeni na opisan na¢in visokovredni proizvodi, koji se
mogu upotrebi kao takvi u formi instant proizvoda ili se mogu Koristiti za proizvodnju
kapsula, tableta i drugih farmaceutskih proizvoda koji omogucavaju tacno doziranje.
Prednost ovako pripremljenih farmaceutskih proizvoda je lakSe prihvatanje od strane
korisnika, kao 1 mogu¢nost menjanja farmakokinetke leka. Dakle, savremena metoda
ekstrakcije-mikrotalasna ekstrakcija, u kombinaciji sa metodom suSenja rasprSivanjem
omogucava da se za kratko vreme, bez velikih troS§kova, dobije visoko vredan proizvod herbe
industrijske konoplje.

Ekstrakcija industrijske konoplje (Cannabis sativa L.) 132



Doktorska disertacija Zorica Drinié, mast. inz. tehnol.

5. ZAKLJUCAK

U okviru ove doktorske disertacije ispitane su razlicite tehnike ekstrakcije herbe industrijske
konoplje. Od klasi¢nih metoda ekstrakcija primenjene su maceracija i Soxhlet ekstrakcija,
dok su od savremenih metoda ekstrakcije primenjene ultrazvucna ekstrakcija, mikrotalasna
ekstrakcija, ekstrakcija vodom u subkritiénom stanju i ekstrakcija ugljendioksidom u
superkriti¢cnom stanju. Pra¢enjem uticaja ulaznih promenjivih-procesnih parametara na
odabrane izlazne promenjive za svaki tip ekstrakcije posebno su utvrdeni optimalni uslovi
ekstrakcije u domenu postavljenog eksperimenta za dobijanje ekstrakata optimalnih
karakteristika. Zatim, od pomenutih ekstrakcionih tehnika su uporedene one kojima se
dobijaju tecni ekstrakti i najadekvatnija je odabrana za pripremu ekstrakta koji je preveden
u suvo stanje metodom susenja rasprSivanjem. Prilikom pripreme suvog ekstrakta ispitan je
uticaj razlicite koncentracije nosaca, a dobijeni ekstrakti su okarakterisani u pogledu fizickih
i hemijskih osobina.

Prilikom maceracije ispitan je uticaj rastvaraca, odnosno koncentracija etanola, kao 1 odnos
droga/rastvara¢ na prinos, sadrzaj ukupnih fenola, sadrzaj flavonoida, kao i na
antioksidativnu i reduktivnu sposobnost. Uzimajuéi u obzir sve ispitivane karakteristike
ekstrakata 50% etanol se pokazao kao najbolji ekstragens, dok je odnos droga/rastvarac
znacajnije uticao samo na ukupne fenole. Prilikom maceracije industrijske konoplje 50%
etanolom kao ekstragensom i primenom odnosa droga/rastvara¢ 1:10 dobijen je ekstrakt sa
prinosom 14,24%, sadrzajem ukupnih fenola 1,0476 mg EGK/mL, sadrZzajem flavonoida
0,3584 mg EK/mL, antioksidativnom aktivno$¢u izrazenom preko ICso od 0,0025 mL/mL i
reduktivnom aktivno$¢u izrazenom preko ECsp od 0,0090 mL/mL. Sadrzaj CBD-a u ovom
ekstraktu je iznosio 0,4314 mg/mL, dok je sadrzaj THC-a iznosio 0,0364 mg/mL.

U ekstraktima herbe industrijske konoplje dobijenim maceracijom ispitan je i kvalitativni i
kvantitativni sastav fenolnih kiselina. Sinapinska kiselina je bila najzastupljenije jedinjenje
u ekstraktima dobijenim iz herba industrijske konoplje na pocetku cvetanja useva i njen
sadrzaj je bio izmedu 1,13 i 30,02 pg/mL. Pored sinapinske kiseline u ovim ekstraktima su
detektovane protokatehinska Kkiselina, vanilinska Kiselina, siringinska Kiselina, ferulna
kiselina, izovitekisn, rutin, cimetna kiselina, narginin i apigenin. Narginin, apigenin i
cimetna kiselina su bili prisutni u svim ekstraktima herbe industrijske konoplje u fazi punog
cvetanja useva, dok su se ferulna, siringinska, epkateihinska, cimetna, protokatehinska,
vanilinska i sinapinska kiselinu, kao i izoviteksin i rutin nalazili u pojedinim ekstraktima.

Soxhlet ekstrakcijom dobijen je prinos ekstrakcije od 9,85%. Najdominantnije jedinjenje u
ovom ekstraktu bio je CBD sa relativnim sadrZzajem od 84,42%, dok je apsolutni sadrzaj
ovog jedinjena iznosio 64,4000 mg/g. Sadrzaj THC-a je bio 2,9000 mg/g.

Ultrazvucna i mikrotalasna ekstrakcija su optimizovane koris¢enjem Box-Behnken
eksperimentalnog dizajna i metode odzivne povrSine. Na osnovu koeficijenta determinacije,
koeficijenta varijacije i p-vrednosti za modele izlaznih promenjivih i odstupanja od modela
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moze se zakljuciti da primenjeni kvadratni polinomi u svim slu¢ajevima predstavljaju dobru
aproksimaciju eksperimentalnih rezultata.

Optimalni uslovi ultrazvucne 1 mikrotalasne ekstrakcije su utvrdeni sa razli¢itim zahtevima
za izlazne promenjive u zavisnosti od Zeljenih karakteristika ekstrakta

Optimalni uslovi za dobijanje ekstrakta sa visokim prinosom, visokim sadrzajem ukupnih
fenola i flavonoida i sa visokom antioksidativnom aktivnos¢u i reduktivnom sposobnos¢u
su temperatura 68,8 °C, vreme 54,8 minuta i gustina ultrazvuka 60 W/L za ultrazvu¢nu
ekstrakciju 1 koncentracija etanola 47,60%, vreme ekstrakcije 10 minuta i odnos
droga/rastvara¢ 1:5 za mikrotalasnu ekstrakciju. Na predhodno definisanim uslovima,
predvidene izlazne promenjive ultrazvu¢nog ekstrakta herbe industrijske konoplje su
17,54% za prinos, 1,5245 mg EGK/mL za sadrZzaj ukupnih fenola, 0,6214 mg EK/mL za
sadrzaj flavonoida, 0,0014 mL/mL za ICsp vrednost i 0,0039 mL/mL za ECsp vrednost, dok
za ekstrakt pripremljen mikrotalasnom ekstrakcijom predvidene vrednosti su prinos
ekstrakcije 33,66%, sadrzaj ukupnih fenola 2,6093 mg EGK/mL, sadrzaj flavonoida 1,3221
mg EK/mL, 1Cso vrednost 0,0009 mL/mL i ECso vrednost 0,0017 mL/mL.

Kada se Zeli dobiti ekstrakt sa visokim sadrZzajem CBD-a optimalni uslovi ultrazvuéne
ekstrakcije su temperatura 79,4 °C, vreme 31,6 min i gustina ultrazvuka 60 W/L, dok su
optimalni uslovim mikrotalasne ekstrakcije koncentracija etanola 67%, vreme ekstrakcije 10
minuta i odnos droga/rastvarac 1:5,1. U ekstraktima pripremljenom na optimalnim uslovima
ekstrakcije sa zahtevom za visok sadrzaj CBD-a predvijen je njegov sadrzaj od 0,7339
mg/mL u ultrazvu¢nom ekstraktu i 1,8895 mg/mL u mikrotalasnom ekstraktu.

Kada se pored zahteva za visok sadrzaj CBD-a postavi i zahtev za minimalni sadrzaj THC-
a optimlani uslovi ekstrakcije su temperatura 55,4 °C, vreme 38,2 i gustina ultrazvuka 24
WI/L za ultrazvuénu ekstrakciju i koncentracija etanola od 47%, vreme ekstrakcije od 10 min
i odnos droga/rastvara¢ 1:5 za mikrotalasnu ekstrakciju. Predviden sadrzaj CBD-a i THC-a
na predhodno definisanim uslovima su 0,7339 i 0,0434 mg/mL za ultrazvu¢ni ekstrakt i
1,1504 mg/mL i 0,0474 mg/mL za mikrotalasni ekstrakt.

Provera optimizacije ultrazvu¢ne i mikrotalasne ekstrakcije je izvrSena pripremom ekstrakta
na optimalnim uslovima za visok prinos, visok sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida i visokom
antioksidativnom aktivnoscu 1 reduktivnom sposbnos¢u. Vrednosti izlaznih promenjivih su
odgovarale predvidenim vrednostima sa 95% pouzdanoscu.

Ekstrakcija vodom u subkritiénom stanju ispitana je variranjem temperature pri konstantom
pritisku 1 vremenu. Ekstrakcija vodom u subkriticnom stanju se pokazala kao efikasna za
ekstrakciju fenola iz herbe industrijske konoplje, dok je sadrzaj CBD-a bio nizak. Porastom
temperature sadrzaj fenola je rastao, verovatno kao posledica razgradnje lignina, celuloze i
hemiceluloze i oslobadanja fenola. Na osnovu sadrzaja CBD-a, odabrana je optimalna
temperatura (140 °C), na kojoj je dalje pracen uticaj vremena. Vreme nije imalo statisticki
znacCajan uticaj na sadrzaj CBD-a.
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Prilikom ekstrakcije superkriticnim ugljendioksidom pracen je uticaj temperature i pritiska
na prinos i sadrzaj ispitivanih kanabinoida. Pored ovoga, uradeno je i frakcionisanje
ekstrakta po vremenu. Na osnovu dobijenih rezultata se moze zakljuciti da su optimalni
uslovi ekstrakcije ugljendioksidom u superkriticnom stanju za ekstrakciju kanabinoida iz
herbe industrijske konoplje pritisak od 300 bar i temperatura od 40 °C. lako je pracenjem
Kinetike ekstrakcije utvrdeno da formiranje ,,platoa“ nastaje nakon 4 sata, optimalno vreme
superkriticne ekstrakcije herbe industrijske konoplje je 120 minuta jer se najvec¢i procenat
kanabinoida ekstrahuje upravo u ovom vremenskom periodu. Pored kanabinoida u
ekstraktima herbe industrijske konoplje dobijenim superkriticnom ekstrakcijom prisutni su i
monoterpeni, seskviterpeni, diterpeni, triterpeni, masne kiseline, ugljovodonici i vitamini.

Poredenjem primenjenih ekstrakcionih tehnika moze se zakljuciti da su savremene metode
ekstrakcije superiornije u pogledu kvalitativnih i kvantitativnih karakteristika dobijenih
ekstrakata herbe industrijske konoplje. Od primenjenih ekstrakcionih tehnika koje se koriste
za dobijanje te¢nih ekstrakata mikrotalasna ekstrakcija se pokazala kao najpogodnija metoda
za izolovanje bioaktivnih jedinjenja herbe industrijske konoplje. Najveéi sadrzaj
kanabinoida u ekstraktima je postignut primenom ekstrakcije superkritiénim
ugljendioksidom.

Sirovina nakon ekstrakcije lipofilnih jedinjenja ugljendioksidom u superkritiénom stanju se
pokazala kao vredna sirovina za ekstrakciju hidrofilnih jedinjenja sa povoljnim uticajem
superkritiénog ugljendioksida jer su ekstrakti, dobijeni klasicnom ekstrakcijom sirovine
nakon superkriticne ekstrakcije, imali viSe vrednosti izlaznih promenjivih od ekstrakata
dobijenih istim postupkom ekstrakcije bez prethodne primene superkritinog
ugljendioksida.

Tecni ekstrakt za suSenje rasprSivanjem je pripremljen mikrotalasnom ekstrakcijom na
optimalnim uslovima. SuSenje je izvrSeno sa 20, 40 i 60% maltodekstrina kao nosaca.
Dobijeni suvi ekstrakti su imali zadovoljavaju¢e tehnoloSke karakteristike, kao 1 visok
procenat ocuvanja bioaktivnih jedinjenja konoplje, pa se proces suSenja rasprSivanjem na
ovaj nafin moze smatrati efikasnim, a dobijeni ekstrakti mogu biti okarakterisani kao
visokovredni proizvodi za primenu u farmaceutskoj industriji.
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Osaj Obpazay uyuHu cacmasHu 0eo O0OKMopcKe oucepmayuje,
O0OHOCHO OOKMOPCKO2 YMEMHUYKOZ NpojeKkma Koju ce Opauu Ha
Vuusepsumemy y Hoeom Caoy. Ilonywen Obpazay yxopuuumu u3za
mexcma  O0OKmopcke — oucepmayuje,  OOHOCHO  OOKMOPCKOZ2
VYMEeMHU4YKo2 Nnpojexma.

ILman Tpermana mojaraka

Ha3us npojekra/mcrpaxuBama

Excrpakinja nuaayctpujkce konorbe (Cannabis sativa L.)

Ha3uB HHCTUTYNHje/MHCTUTYI[Hja Y OKBHPY KOjHX ce CIIPOBO/AN HCTPAKUBAHHE

a) Texnonomku ¢paxynrer Hosu Can
6) UuctutyT 3a parapctBo u nosprapctso Hosu Can
B) Hyunu unctutut 3a npexpambene texnomnoruje y Hopom Cany

r) MHCTUTYT 32 Mpoy4aBame JIeKoBUTOT Omiba ,,Jlp Jocud ITanumh*

Ha3uB nporpama y oKBHpPY KOT ce peajin3yje HCTPaKuBamhe

[Ipojexar ¢unancupan on crpane IlokpajuHCKOr cekperapujaTa 3a BHUCOKO 00pa3zoBame U
HAayYHOUCTPAKUBAUKY JE€JIATHOCT:

,PeHecaHca HHAYCTPH)CKE KOHOIJbE y CBETIY aKTyEeITHUX arpOHOMCKO-MEIUIIMHCKUX U3a30Ba‘
bp. 114-451-2178/2016-03

Tpajame: 2016-20109.

1. Onmc mogaraka

1.1. Bpcra cryauje

Ykpamko onucamu mun cmyouje y okeupy Koje ce nooayu npuxynsajy

JIoKTOpCcKa Iuceprarmja
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1.2. Bpcre nonaraka

KBaHTI/ITaTI/IBHI/I
KB AJIMTAaTUBHHU

1.3. Hauun npukyrbama rojaraka

a) AHKCTC, YIIUTHUILIU, TCCTOBU:

6) KIIMHUYKE MMPOUCHE, MCAUITMHCKH 3aIllUCH, CTICKTPOHCKHU 3APAaBCTBCHU 3aIIUCH:

B) T€HOTHUIIOBHU:

I') aIMUHUCTPATUBHH T10JIAIIH:

@ywpun TKHBa: Xep0a MHIyCcTpHjcKe KOHOIbe copre Xesena (Cannabis sativa L.)

h))caumun, potorpaduje:pororpaduje reHercke Koneknuje koHonsbe Mucruryra 3a

paTapcTBO M MOBpTapcTBO HOBHM CaII, (bOTOFDad)PIie TOKOM CKCIICPUMEHTAJIHOI pajga

(@TCKCTI JIUTCpATypa

) Mara:

( 3)>0CTaJ'IOI CKCIICPUMMCHTAJIHH ITOAAIIN
1.4. q)OpMaT rnogarTtaka, yHOTpe6.TbeHe CKaJi€, KOJIMYMHaA ImoaaTraka

1.4.1. Ynorpebsperu codtBep 1 popmar gaToTeke:

Gl)Excel daji, natoreka .XISX, .CSV

b) SPSS ¢ajn, natoreka

@PDF dajn, natoreka .pdf

TeKCT ¢ajn, naroreka .docx

JPG daj, natoreka .jpag, .jpeq, .png, .tif

(@Ocmno: Design-Expert v.7 Trial , Jaroreka .dx7
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1.4.2. bpoj 3anmca (ko1 KBaHTUTATUBHUX T10/1aTaKa)

1@6p0j Bapujabmu 23 (7 yna3nux u 16 n3na3Hux Bapujabdin)

6poj Mepema (MCITuTaHrKa, MPoIieHa, CHUMaKa 1 CJ1.) BEJIUKH Opoj

1.4.3. IToHOBJbEHA MEPEHA

(e

0) HE

YKOIHNKO je OATOBOp Aa, OATOBOPUTH HaA cneﬂeha IIuTamba:

1@BpeMeHCKH pa3Mak u3Me[jy MoHOBJbeHUX Mepa je 1 h

BapI/Ija6J'Ie KOjC CC BUIIC ITyTa MEPE OAHOCC CC HA UCTIMTHUBAHC KAPAKTCPUCTUKC ,Z[O6HieHHX

eKcTpakara (u3nasHe Bapujadie)

B) HOBE Bep3uje (ajiioBa KOju capKe MOHOBJbEHA MEPEHa Cy MMEHOBAHE Kao

Hamnomene:

Ja nu hopmamu u cogpmeep omoeyhasajy demerve u 0y2opouny 8aiuoHocm nooamarxa?

()1a

0) He

Axo je 002060p He, obpa3znodcumu

2. lIpukynibame nogaTraxka

2.1. Metooiiorrja 3a MPUKYIJbakbe/ TeHEPHUCAHE T101aTaKa
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2.1.1. Y okBUpY KOT UCTPAXXUBAYKOT HAI[PTA Cy MOJIAlld NPUKYIIJbEHU?

CKCHepI/IMeHTZ aHaJIn3a (bI/ISI/ILIKI/IX u XeMHiCKHX KapakTCpucCcTuKa OMJHbHOT MaTCDPIiaJ'Ia n

100MjeHHUX eKCTpaKaTa

KOpeJ'IaHI/IOHO HUCTpaAXUBAKLC: PErPECUOHA aHAIM3a NPUKYIIJbCHUX CKCIICPUMAHTATTHUX

nojgaTraxKa

@aHanma TCKCTa:. IPUKVYIIJbAKEC IT0JaTaKa U3 JJUTCPATYPC

OCTaJIOZ dororpaducame reHeTcke KoJIEKIn]e HHIYCTPHU]CKE KOHOILULE MHcTHUTYTA 32

paTtapctBo M moBprapctBo Hosu Can, d)OTOFDad)I/IcaH)e TOKOM CKCIHCPHUMCHTAJIHOI pajgad

2.1.2 HaBectm BpCTe MEpPHHX HHCTPyMEHATa WM CTaHAapie IojaTaka crenuGuuHux 3a
onpeheny HayuHy TUCIUTUTHHY (2KO TTOCTOje).

CHGKTDOd)OTOMCTaD, raCHHU XDOMaTOFDad) Cca MaCCHHUM CIICKTPOMETPOM, CTaHAAPJAHEC MCTOAC

nponucane on crpane EBponcke @apmakorneje (Ph. Eur. 8)

2.2 KBanuTer mojaraka u CTaHapau

2.2.1. Tperman HegocTajyhux mojgaraka

a) [la nu maTpuna caapxu Hegoctajyhe monarke? I[a@

AKo je oAroBOp /Aa, OJrOBOPHUTH Ha ciefeha nurama:

a) Komukwu je 6poj Hegocrajyhux mojgaraka?

6) Jla 11 ce KOPUCHUKY MaTpulle Mpenopydyje 3ameHa Hegoctajyhux nogaraka? Jla He

B) AKO je 0rOBOp /1a, HABECTH CYTeCTHje 3a TpeTMaH 3aMeHe HelocTajyhux mojaraka

Ekstrakcija industrijske konoplje (Cannabis sativa L.) 4



Doktorska disertacija Zorica Drinié, mast. inZ. tehnol.

2.2.2. Ha xoju Ha4uH je KOHTPOJUCAH KBAJIUTET noaaraka? OnucaTu

KBanuTteT mogaraka ie KOHTPOJMCAaH NPUMCHOM CTAaTUCTUYKUX TCCTOBA U OI[6aHI/IBaH>eM

EKCTPEMA Y BAIMJIAIIM]OM EKCIIEDUMEHTAIHO JOOU]EHUM IOIAIMMA

2.2.3. Ha xoju Ha4MH je U3BpIIIEHa KOHTPOJIa YHOCA M0IaTaKka y MaTPHILy?

KonTposa yHOCA IToaTaKka y MaTpHUILy j€ U3BeleHa nopehemeM 100MjeHNX moraTaka

Ca JUTCPATYPHHUM ITOoJalIMa

3. Tperman noxaraka u npareha 1okymeHranmja

3.1. TperMaH u yyBame nojaTaka

3.1.1. Iloganu he 6utu AenoHoBaHM y Pemo3utopujymM JOKTOPCKHUX AMcepTalfja Ha

Yausepsurery v HoBom Cany

3.1.2. URL agpeca: https://cris.uns.ac.rs/searchDissertations.jsf

3.1.3. DOI:

3.1.4. 1a nmu he nogauu 6MTH y OTBOPEHOM HPUCTYITY?

(D1

6) Ha, amu nocne embapra koju he Tpajatu 10

B) He

AKO je 0roBOp HE, HABECTH PA3JIOT

3.1.5. [logaru Hehe OMTH AETOHOBAHM Y PETIO3UTOPH]YM, ik he OWTH YyBaHU.

Obpaznoxeme
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3.2 Meramnoany 1 JOKyMEHTAIH]ja MojaTaKa

3.2.1. Koju cranmapz 3a metanoaarke he Outu npumemeH?

3.2.2. HaBectn MeTanoiaTke Ha OCHOBY KOJUX CY IOJIAIlH JISTIOHOBAHU Y PEMO3UTOPH]YM.

AKO je moTpeOHO, HAaBECTH METOJIe KOje C€ KOPUCTE 3a Ipey3uMame I01aTaKa, aHaIUTHIKE U
npoueaypaiHe nHpopMaIje, BbUXOBO KOJIUPAmkE, IeTaJbHE ONKce Bapwjaliu, 3ammuca UT/l.

3.3. Crpareruja u CTaHIapIy 3a 9yBame MolaTaka

3.3.1. Jlo xor nepuoaa he moganu OWTHU YyBaHU y PETIOZUTOPUjyMY?

3.3.2. Jla nmu he moganu OUTH IETTOHOBAHU IO/ qu)pOM?® He
3.3.3. la 1 he mmdpa Gutn joctynHa oapeheHoOM Kpyry I/ICTp&)KHB&‘I&?@ He

334, ga JIK CC ImoJanu Mopajy YKIIOHHUTH U3 OTBOPCHOTI MPUCTYIIA ITOCIIC U3BECHOT BpeMeHa?

Ha

OO6paznoxutu

4. Be30eqHOCT MOJATAKA U 3aLUITHTA MOBeP/bUBUX HHPOpPMaNHja

OBaj onesrak MOPA OuTu monymeH ako Balllk MOJAlM  YKJbY4yjy JUYHE MOJAaTKe KOjU ce
OJIHOCE Ha YYECHHUKE y HCTpakuBamy. 3a Jpyra HCTpakuBama Tpeba Takole pasMOTpUTH
3allITUTY U CUTYPHOCT MOJaTaKa.

4.1 dopmasiHu CTaHAApAM 32 CUTYPHOCT UH(OpMaIHja/mogaTaka

Ekstrakcija industrijske konoplje (Cannabis sativa L.) 6
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HcrpaxnBauu KOjU CIIPOBOJIE UCIIUTUBAA C JbYAMMAa MOpPajy J1a ce MpUIpKaBajy 3akoHa O
3aIITUTH T0/1aTaKa O JMYHOCTH

(https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka o_licnosti.html) u onrosapajyher
MHCTUTYIMOHAIHOT KOJIEKCa O aKaJeMCKOM HHTETPUTETY.

4.1.1. la nu je uctpakuBame 0100peHo o1 cTpane etuuke komucuje? [la He

Axo je onrosop /la, HaBeCcTH 1aTyM M HAa3UB €THYKE KOMUCH])E KOja je 0J00priIa UCTPaKUBAHE

4.1.2. Jla m1 nojany ykJbyuyjy JIMYHE NOJaTKe yuyecHHUKa y uctpaxusamwy? /la He

AKoO je oAroBop Aa, HaBEJUTE HAa KOJU HAUYMH CTE OCUTYpald MOBEPJBUBOCT U CUT'YPHOCT
uH(popMalrja Be3aHUX 3a UCIIUTaHUKE:

a) [Togaiy HUCY Y OTBOPEHOM TIPUCTYITY
6) Iloganu cy aHOHUMHU3HpPAHU

1) OcTano, HaBeCTH 1ITa

5. locTynmHOCT mogaraka

5.1. Ilooayu he bumu

jaeﬂo oocmynHu

0) docmynnu camo YyCKoM Kpy2y ucmpaxicusaia y oopehenoj nayunoj ooracmu

y) 3ameopeHu

AKo cy nooayu 00CmynHu camo yCKOM Kpyey UCHPAdXCU8ayd, Hagecmu noo KOjUM YCi108UMA MO2Y
0a ux kopucme:
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Doktorska disertacija Zorica Drinié, mast. inZ. tehnol.

Axo cy nodayu 0ocmynHu camo YCKOM Kpyey UCMpadcueéayd, Hagecmu HA KOju HAYUH MO2y
NpUCMYNUMU NOOAYUMA.!

5.2. Hasecmu nuyeHnyy noo kojom he npuxynmenu nooayu oOumu apxusupauu.

AVTODCTBO — HGKOM€DHI/IiaJIHO — ACJIHUTH IO MCTHUM YCJIOBHUMA

6. Yiiore u oAropopHocT

6.1. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy 61acHuka (aymopa) nooamaxa

3opuna Jpunuh, drinic zorica@yahoo.com

6.2. Hasecmu ume u npe3ume u mej aopecy ocobe Koja o0piacasa Mmampuyy ¢ nooayumda

3opuna Jpunuh, drinic zorica@yahoo.com

6.3. Hasecmu ume u npezume u mejn aopecy ocobe koja omocyhyje npucmyn nooayuma opyeum
ucmpaxicueayuma

3opuna dpurwnh, drinic zorica@yahoo.com
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