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SAZETAK

U okviru doktorskog rada ekstrahirane su bioaktivne komponente (fenolne kiseline,
flavonoidi, diterpeni, kanabinoidi 1 kumarini) iz razli¢itog biljnog materijala primjenom
hidrofilnih i hidrofobnih niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala. Pripremljenim otapalima
Ispitana je viskoznost, polarnost i pH. Probir otapala proveden je ekstrakcijom mijesanjem i
zagrijavanjem, a optimiranje uvjeta ekstrakcije provedeno je za svaku komponentu za
ekstrakciju mijeSanjem 1 zagrijavanjem, ekstrakciju potpomognutu ultrazvukom i
mehanoekstrakciju. Za optimizaciju je odabrano najpogodnije otapalo, a pracen je utjecaj
temperature, vremena, udjela vode i brzine kretanja kuglica. Dobiveni rezultati su
usporedeni sa rezultatima dobivenima konvencionalnim otapalima. Za dobivene ekstrakte
pri optimalnim uvjetima ispitana je moguénost izolacije bioaktivnih komponenti primjenom
makroporoznih smola, kao i antiradikalna i antibakterijska aktivnost. Pripremljena
niskotemperaturna eutekticka otapala i makroporozne smole su reciklirane i koriStene
ponovno za ekstrakciju 1 izolaciju. Ekstraktima s najve¢im udjelom bioaktivnih komponenti
pripremljenima s niskotemperaturnim eutektickim otapalima i konvencionalnim otapalima
odredena je stabilnost pri Cetiri razli¢ite temperature skladistenja kroz tri mjeseca.
Primjenom hidrofilnih i hidrofobnih niskotemperaturnih eutektickih otapala u¢inkovito su
ekstrahirane komponente iz grupe spojeva kao §to su diterpeni, flavonoidi, fenolne kiseline,
tenini, kanabinoidi i kumarini. Kori$tenim otapalima odredena je viskoznost, polarnost i pH
pri ¢emu je pokazana najveca korelacija izmedu viskoznosti 1 udjela komponenti u
ekstraktima. Sve koriStene tehnike ekstrakcije su se pokazale kao ucinkovite, s vrlo malim
razlikama u udjelima komponenti u ekstraktu. Ispitani uvjeti ekstrakcije su pokazali razlicit
utjecaj ovisno o komponenti, $to govori u prilog selektivnosti ovog nacina ekstrakcije.
Pra¢enjem stabilnosti ekstrakata sa najve¢im udjelom bioaktivnih komponenti kroz tri
mjeseca uocava se pozitivno djelovanje niskotemperaturnih eutektickih otapala na vecinu
bioaktivnih komponenti, posebice pri sobnoj temperaturi.

Izolacija bioaktivnih komponenti iz ekstrakata dobivenima niskotemperaturnim eutektickim
otapalima pomocu razli¢itih makroporoznih smola se pokazuje kao ucinkovit proces sa
visokom adsorpcijskim i desorpcijskim prinosima. Fizikalno-kemijska svojstva
makroporoznih smola, kao i adsorpcijsko i desorpcijsko vrijeme te volumen desorbensa kao
ispitani parametri pokazuju razli¢it utjecaj ovisno o bioaktivnoj komponenti §to ponovno

pokazuje da se ovaj proces moze koristiti selektivno. Osim za izolaciju bioaktivnih



komponenti, makroporozne smole su koriStene i za recikliranje niskotemperaturnih
eutektickih otapala, a samim procesom desorpcije reciklirane su i makroporozne smole.
KoriStenjem istog otapala i makroporozne smole u tri ciklusa pokazano je da je ucinkovitost
otapala u ekstrakciji i makroporozne smole u adsorpciji i desorpciji za veéinu bioaktivnih
komponenti iznad 60 %.

Osim u slucaju ekstrakta vrkute, ekstrakti dobiveni niskotemperaturnim eutektickim
otapalima pokazuju bolju antibakterijsku aktivnost u odnosu na ekstrakte dobivene
konvencionalnim otapalima, pri ¢emu uzorci tretirani makroporoznim smolama pokazuju
jos$ bolju aktivnost u odnosu na pocetni ekstrakt. S druge strane, ekstrakt kadulje i koprive
te uzorci nakon tretiranja makroporoznim smolama pokazuju bolju antiradikalnu aktivnost
u odnosu na ekstrakte dobivene konvencionalnim otapalima, dok je antiradikalna aktivnost
bolja za ekstrakte dobivene konvencionalnim otapalima za industrijsku konoplju i lavandu.
Koristenjem niskotemperaturnih eutektickih otapala u ekstrakciji umjesto organskih otapala
smanjuje se negativan utjecaj na okoli$, povecava selektivnost, a kombinacija s inovativnim

tehnikama ekstrakcije dovodi do smanjenja utroska energije i vremena.

Kljuéne rijeci: niskotemperaturna eutekticka otapala, bioaktivne komponente, ekstrakcija
potpomognuta ultrazvukom, mehanoekstrakcija, makroporozne smole, stabilnost,

optimizacija



SUMMARY

In this doctoral thesis, bioactive components (phenolic acids, flavonoids, diterpenes,
cannabinoids and coumarins) were extracted from different plant material using hydrophilic
and hydrophobic deep eutectic solvents. For prepared solvents for viscosity, polarity and pH
were determined. Solvent screening was performed by stirring and heating extraction, and
optimization of the extraction conditions was carried out for each component for stirring and
heating extraction, ultrasound-assisted extraction and mechanochemical extraction. The
most suitable solvent was chosen for optimization, and the influence of temperature, time,
water content, and beads speed was monitored. The obtained results were compared to
results obtained with conventional solvents. For the extracts obtained under optimal
conditions, the possibility of isolating bioactive components using macroporous resin, as
well as antiradical and antibacterial activity, was tested. The prepared deep eutectic solvents
and macroporous resins were recycled and used again for extraction and isolation. The
stability of extracts with the highest amount of bioactive components prepared with deep
eutectic solvents and conventional solvents was determined at four different storage
temperatures for three months.

Using hydrophilic and hydrophobic deep eutectic solvents effectively extracts components
from the group of compounds such as diterpenes, flavonoids, phenolic acids, tannins,
cannabinoids and coumarins. Viscosity, polarity and pH were determined with the solvents
used, and the highest correlation between viscosity and the amount of components in the
extracts was shown. All the extraction techniques used proved to be effective, with very little
differences in the amount of the components in the extract. The tested extraction conditions
showed a different influence depending on the component, which points to the selectivity of
this method of extraction. By monitoring the stability of the extracts with the highest amount
of bioactive components for three months, a positive effect of deep eutectic solvents on the
majority of bioactive components is observed, especially at room temperature.

Isolation of bioactive components from extracts obtained with deep eutectic solvents using
different macroporous resins is shown to be an efficient process with high adsorption and
desorption yields. The physicochemical properties of macroporous resins, as well as the
adsorption and desorption time and the volume of the desorbent as tested parameters show
a different influence depending on the bioactive component, which again shows that this

process can be used selectively. In addition to the isolation of bioactive components,



macroporous resins were also used for recycling deep eutectic solvents, and macroporous
resins were also recycled through the desorption process itself. Using the same solvent and
macroporous resin in three cycles showed that the efficiency of the solvent in extraction and
macroporous resin in adsorption and desorption for most bioactive components is above 60
%.

Except in the case of lady mantle extract, extracts obtained with deep eutectic solvents show
better antibacterial activity compared to extracts obtained with conventional solvents, while
samples treated with macroporous resins show even better activity compared to the initial
extract. On the other hand, sage and nettle extract and samples after treatment with
macroporous resins show better antiradical activity compared to extracts obtained with
conventional solvents, while antiradical activity is better for extracts obtained with
conventional solvents for industrial hemp and lavender.

Using deep eutectic solvents in extraction instead of organic solvents reduces the negative
impact on the environment, increases selectivity, and the combination with innovative

extraction techniques leads to a reduction in energy and time consumption.

Keywords: deep temperature eutectic solvents, bioactive components, ultrasound-assisted

extraction, mechanoextraction, macroporous resins, stability, optimization
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Nagli razvoj farmaceutske industrije, posebno u podru¢ju proizvodnje razli¢itih
proizvoda bogatih bioaktivnim komponentama u svrhu odrzavanja zdravlja, doveo je do
brzog razvoja novih metoda ekstrakcije i izolacije [1]. Moderne metode ekstrakcije su
uglavnom brze, uéinkovitije te ckoloSki prihvatljivije, pruzajué¢i veée prinose i bolju
kvalitetu ekstrakata bez upotrebe zapaljivih i toksi¢nih organskih otapala [2].

U novije vrijeme sve vise se ispituje moguénost primjene niskotemperaturnih eutektickih
otapala (engl. Deep Eutectic Solvents,- DESS), ¢ija je znacajnija uporaba u razli¢ite svrhe
znatno porasla nakon istrazivanja Abbotta i sur. 2003. godine [3,4]. Niskotemperaturna
eutekticka otapala su smjesa nastala izmedu akceptora (engl. Hydrogen Bond Acceptor-
HBA) i donora vodikove veze (eng. Hydrogen Bond Donor,- HBD) s nizom temperaturom
taljenja u odnosu na temperaturu taljenja pojedinih pocetnih komponenata. Navedena
otapala su posljednjih godina vrlo popularna, ponajviSe zbog niske cijene polaznih
komponenti i jednostavne pripreme, kao i biorazgradivosti, niske toksi¢nosti [5] te
prilagodljivih fizikalno-kemijskih svojstava [6,7]. Uspjesno su primijenjena za ekstrakciju i
izolaciju u razli¢itim poljima, kao $to su ekstrakcija bioaktivnih komponenti, metala i
aromatskih ugljikovodika [1].

Budu¢i da postoje brojne razlicite kombinacije polaznih komponenti 1 njihovih omjera,
eutekticka otapala se zapravo mogu smatrati dizajniranim ili dizajnerskim otapalima te ih
upravo ta mogucénost ¢ini pogodnima za povecanje topljivosti i u¢inkovitosti ekstrakcije
odabirom odgovaraju¢e kombinacije HBD 1 HBA, kao 1 njihovih molekularnih omjera.

Za lijecenje razli¢itih zdravstvenih stanja, biljke se koriste diljem svijeta ve¢ tisu¢ama
godina [8]. Biljke tu moguénost upotrebe kod tretiranja razliitih zdravstvenih stanja duguju
svom kemijskom sastavu, odnosno prisutnosti bioaktivnih komponenti. Prema konsenzusu,
bioaktivni spojevi su prirodni esencijalni i neesencijalni spojevi koji mogu pozitivno utjecati
na ljudsko zdravlje.

U okviru ovog doktorskog rada ispitana je uporaba DES-ova u ekstrakciji bioaktivnih
komponenti iz biljnog materijala. Ekstrakcije su provedene konvencionalnim mijesanjem
biljnog materijala s otapalima na magnetskoj mijesalici, potpomognute ultrazvukom te
mehanokemijski. Prvi dio istrazivanja ukljuc¢io je probir otapala, a nakon odabira
najpogodnijeg otapala ispitivanje utjecaja tehnike ekstrakcije te parametara ekstrakcije
(vrijeme, temperatura, udio vode, brzina kretanja kuglica). U ekstraktima dobivenima pri
optimalnim uvjetima ispitana je mogucnost izolacije bioaktivnih komponenti primjenom

makroporoznih smola. Makroporozne smole su osim za proces procis¢avanja ekstrakta i
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izolacije bioaktivnih komponenti, posluzile i kao sredstvo za recikliranje DES-ova koji su
potom ponovno posluzili kao otapala za ekstrakciju u tri ciklusa. Ekstraktima s najveéim
udjelom bioaktivnih komponenti pripremljenima s niskotemperaturnim cutekti¢kim
otapalima i konvencionalnim otapalima odredena je antiradikalna i antibakterijska aktivnost,
kao 1 stabilnost na Cetiri temperaturna rezima kroz tri mjeseca.

U doktorskom radu praceni su utjecaji fizikalno-kemijskih karakteristika DES-ova,
tehnike ekstrakcije i parametara ekstrakcije na udio bioaktivnih komponenti u ekstraktu kako
bi se mogla pruziti kompletna slika o ué¢inkovitosti DES-ova u ekstrakciji i dati detaljan uvid

u znacajne parametre ekstrakcije.
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2.1. Zelena kemija

Rastu¢i proces industrijalizacije moze se smatrati prekretnicom svjetske ekonomske
evolucije. U periodu intenzivne industrijalizacije dolazi do naglog porasta stanovniStva §to
je rezultiralo i pove¢anom proizvodnjom hrane a potom i iscrpljivanja resursa i nastanka
velike koli¢ine otpada. Unato¢ opcenitom povecanju kvalitete Zivota ljudi tog perioda u
odnosu na pro$la vremena, utjecajem tako ogromne industrijalizacije i nacina proizvodnje
hrane na okolis nije se bavilo [9].

Tek od 1940-tih godina se pocinje razmatrati utjecaj proizvodnje na okoli$ i posljedice
nekontroliranog iskoristavanja resursa i stvaranja otpada. Kroz sljede¢ih nekoliko desetljeca,
kroz brojne konferencije i skupove, drzave su postajale svjesnije utjecaja industrijalizacije i
pretjeranog iskoriStavanja resursa na uniStavanje okoliSa, ekosustava i zdravlja ljudi.
Takoder, u tom periodu se sve vise prepoznaje kako tako nagli razvoj industrije nije odrziv
te kako je potrebno uvesti promjene na globalnoj razini. Sljede¢ih godina se kroz brojne
sastanke, dokumente i programe spominje odrzivi razvoj, prevencija zagadanja i u konacnici,
zelena prozvodnja i kemija [10].

U raspravi o porastu irske kemijske industrije, Cathcart je 1990. godine prvi put u naslovu
rada upotrijebio izraz ,,zelena kemija“ [11]. Nakon toga, 1996. godine objavljena je prva
publikacija autora Anastasa i Williamsona u kojoj je prikazan pristup zelenoj kemiji koji je
i danas prihvacen [12]. Glavni koncept zelene kemije je koriStenje kemijskih znanja, vjestina
i tehnika kako bi se smanjila ili u potpunosti uklonila upotreba otapala, reagenasa, produkata
I nusprodukata koji mogu biti opasni za zdravlje i okoli§. Nakon toga, 1998. godine
objavljena je i knjiga Green Chemistry: Theory and Practice autora Anastasa i Williamsona
koja se smatra i prvim priru¢nikom zelene kemije. U navedenoj knjizi autori su predlozili 12
nacela zelene kemije koja se temelje na smanjenju ili potpunom uklanjanju toksi¢nih

kemikalija u procesima i analizama, kao i na smanjenju otpada koji proizlaze iz tih procesa.
Dvanaest nacela zelene kemije su:

1. Prevencija: naglasak na izbjegavanju stvaranja otpada

2. Atomska ekonomicnost: naglasak na kreiranju procesa u koji se mogu maksimalno
ukljuciti polazne sirovine u kona¢ni produkt

3. Sigurnija proizvodnja: naglasak na kreiranju procesa u kojem se koriste i proizvode
tvari s niskom toksi¢nos¢u za zdravlje i okoli§ (preporuka je zamjena toksi¢nih

otapala otapalima niske toksic¢nosti ili onima koji ne pokazuju toksi¢nost)
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4. Sigurniji produkti: naglasak na proizvodnju produkata smanjene toksi¢nosti pri ¢emu
se zadrzava odgovarajuca djelotvornost

5. Primjena sigurnijih otapala i pomo¢nih tvari: naglasak na izbjegavanje koristenja
otapala i pomo¢nih tvari kad god je mogucée ili zamjena neskodljivim

6. Dizajniranje ucinkovitijih energetskih procesa: naglasak na provodenju procesa sa
smanjenim energetskih zahtjevima (preporuka je Sto viSe procesa provoditi pri
sobnoj temperaturi i tlaku).

7. Primjena obnovljivih sirovina: naglasak na koristenju obnovljivih sirovina kada god
je to ekonomski i tehni¢ki izvedivo.

8. Smanjenje nusprodukata: naglasak na izbjegavanju dodatnih koraka i pomo¢nih tvari
koji mogu dovesti do nastanka otpada.

9. Kataliza: nagalasak na koristenju katalitickih reagensa u odnosu na stehiometrijske
koli¢ine

10. Kreiranje biorazgradljivih produkata: naglasak na dizajniranju kemikalija koje se
mogu razgraditi u bezopasne produkte neskodljive za okolis$

11. Sprjecavanje oneci$¢enja: naglasak na razvijanju i primjeni analitickih metoda za
pracenje procesa s ciljem sprjecavanja nastanka opasnih tvari

12. Sprjecavanje nesreca: smanjenje uporabe tvari u kemijskim procesima koje mogu

uzrokovati Stetne posljedice [13].

Vode¢i se definicijom zelene kemije, zelen proces ekstrakcije moZzemo definirati kao
otkrivanje 1 dizajniranje ekstrakcijskih procesa koji ¢e omoguciti smanjenje potroSnje
energije, koriStenje alternativnih otapala i obnovljivih prirodnih sirovina te osigurati siguran
ekstrakt, odnosno konacni proizvod visoke kvalitete. Kako bi se navedeno postiglo,
predlozena su tri moguca nacina za dizajniranje i projektiranje zelenog tipa ekstrakcije u

laboratorijskim i industrijskim razmjerima:
(1) poboljSanje 1 optimizacija postojecih procesa;
(2) koriStenje primjerene opreme; i
(3) inovacije u procesima i postupcima ukljucujuci razvoj alternativnih otapala [14].

Osim spomenutih rjeSenja, u podrucju ekstrakcije razvijena su i Sest naCela zelene

ekstrakcije prirodnih proizvoda namjenjena znanstvenicima i industriji kao smjernice za
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uspostavljanje ne samo inovativnog i zelenog procesa, ve¢ | za poboljSanje svih aspekata
ekstrakcije kruto-tekuce (Tablica 1) [14].

Tablica 1. Mogucnosti rjeSavanja odredenih problema ekstrakcije putem

implementacije nacela [14]

Mogu¢énosti implementacije

Nacelo zelene ekstrakcije Postojeéi problemi nacela u rjeSavanju
problema
Inovacija Koristenjem obnovljivih Izumiranje velikog Intenzivni uzgoj
biljnih izvora broja biljnih vrsta zbog  In vitro rast biljnih stanica ili
prekomjernog organizama
koristenja ,,Plant milking*
Kori$tenje alternativnih otapala Prekomjerna upotreba Upotreba zelenijih otapala
organskih otapala (subkriti¢na voda,
(zapaljivost, toksi¢nost superkriti¢ni CO2, agro-
za ljude i okolis) otapala, niskotemperaturna
Pronalazak tragova cutekti¢ka otapala)
organskih otapala u
proizvodu
Smanjenje potrosnje energije Velika potrosnja Optimizacija postojeéih
energije procesa
Stvaranje velike Povrat energije oslobodene
koli¢ine otpada tijekom procesa ekstrakcije
Modifikacija postojecih
procesa
Potpuna inovacija procesa
Proizvodnja dodatnih proizvoda Stvaranje velike Integrirani pristup za
umjesto otpada koli¢ine otpada proizvodnju umjesto
Odlaganje nastalog tradicionalnog pristupa
otpada (iskoristavanje cijelog
ulaznog materijala)
Koncept biorafinerije
Smanjen broj procesa u proizvodnji Velika potrosnja Razvoj nove opreme, tehnika
energije ili postupaka koji donose
Negativan utjecaj na znacajan napredak u
okoli§ zbog prijevoza usporedbi s postojecim
sirovina metodama proizvodnje
Spora proizvodnja s Kompaktnost proizvodnih
velikim gubitcima jedinica

Skup konacan proizvod  Uvodenje tehnike sa manje
pojedina¢nih koraka
(primjerice superkticna CO2
ekstrakcija)
Primjena "zelenog
ekstraktora"
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Nacelo zelene ekstrakcije

Postojeci problemi

Mogucénosti implementacije
nacela u rjeSavanju
problema

Proizvodnja biorazgradljivih
ekstrakata sa ,,zelenim

vrijednostima“ bez kontaminananta

Prisutnost ekstrakata na
trzistu koji ne
zadovoljavaju zahtjeve
trzista i propise

Primjena alata za procjenu
utjecaja proizvoda na okolis$
(primjerice analiza zivotnog

ciklusa (LCA))
Edukacija uzgajivaca biljnog
materijala o nac¢inu uzgoja
Smanjenje koriStenja
pesticida i organskih otapala

u uzgoju i proizvodnji
ekstrakata

Upotreba ,,zelenijih otapala“

i sigurnijih tehnika
ekstrakcije

Poboljsano praéenje kontrole
kvalitete nastalih proizvoda

Zelena ekstrakcija koja se razvija u skladu sa Sest nacela, novi je koncept nastao kao na¢in
suocavanja s izazovima 21. stoljeca. U danasnje vrijeme, vazno je osigurati ekonomicnost
proizvodnje, uz inovativnost i zadovoljavanje potreba potroSaca. PotroSaci postaju sve
svjesniji negativnog utjecaja proizvodnje na okoli$ te biraju prirodnije i odrzive proizvode.
Zbog svega navedenog, uveden je i koncept zelenog ekstrakta, odnosno ekstrakta ¢ijom
proizvodnjom se najmanje utjece na okoli§, uz planiranje njegovog zbrinjavanja

(recikliranje, biorazgradnja ili nastanak dodatnih proizvoda) [14].

2.2. Bioaktivne komponente

Prema svim dostupnim zapisima, biljke kao izvori bioaktivnih komponenti koriste se
diljem svijeta tisucama godina za tretiranje razli¢itih zdravstvenih stanja [8]. Razvojem
prehrambene industrije, medicine i farmacije nastali su brojni proizvodi, pripravci i lijekovi
kako bi se zamijenila upotreba biljaka u svrhu tretiranja ili lijeCenja razlicitih stanja. Ipak,
unato¢ danas dostupnim sintetskim pripravcima i lijekovima, potrosaci se sve vise ponovno
okrecu prirodnim alternativama za odrzavanje i promicanje zdravlja [15].

Prema konsenzusu, bioaktivni spojevi su prirodni esencijalni i neesencijalni spojevi koji
mogu pozitivno utjecati na ljudsko zdravlje. Od 1979. godine nazivaju se i nutraceuticima s
obzirom da kod konzumiranja pruzaju i odredene zdravstvene prednosti [16]. Bioaktivni

8



OPCI DIO

spojevi ¢ine vrlo heterogen skup molekula s razli¢itim kemijskim strukturama [17].
Opcenito, mozemo ih podijeliti u tri glavne skupine: terpeni, fenolni spojevi i alkaloidi [18].
Osim po strukturi, bioaktivni spojevi razlikuju se po nacinu biosinteze. Terpeni se
biosintetiziraju mevalonskim biosintetskim putem (MVA) (engl. Mevalonate Pathway) i
metileritritol fosfatnim biosintetskim putem (MEP) (eng. Methylerythritol Phosphate
Pathway) [19], dok je za biosintezu fenolnih spojeva uklju¢eno nekoliko putova.
Fenilpropanoidi se sintetiziraju Sikiminskim biosintetskim putem, a flavonoidi
kombinacijom Sikiminskog i acetatnog biosintetskog puta [20].

Dobrobiti bioaktivnih spojeva posljedica su nekoliko dokazanih svojstava, uglavnom
antioksidativnih, protuupalnih i antimikrobnih u¢inaka [21]. Opcenito, vecina bioaktivnih
spojeva ima izrazenu antioksidativnu aktivnost zbog svoje sposobnosti hvatanja reaktivnih
vrsta kisika [21]. Nadalje, bioaktivni spojevi poboljsavaju endogenu antioksidacijsku obranu
in vivo, §to omogucuje njihovu primjenu kroz terapijski pristup protiv oksidativnog stresa i
bolesti povezanih sa stresom [22]. Uloga bioaktivnih komponenti u upalnim procesima se
ocituje u smanjenju sarzaja signalnih molekula kao §to su protupalni citokini, kemokini,
interleukini, inducibilni enzimi (ciklooksigenaza-2 i inducibilna sintaza dusikovog oksida) i
upalni medijatori (prostaglandini, leukotrieni i tromboksan). Povecanje sadrzaja navedenih
signalnih molekula u organizmu povezano je s razvojem i napredovanjem vecéine kroni¢nih
bolesti, kao $to su dijabetes, kardiovaskularne bolesti i karcinomi [23]. Osim antiradikalnog
djelovanja, najc¢eS¢e istrazivano djelovanje bioaktivnih komponenti je antimikrobno
djelovanje [24]. Antimikrobna aktivnost Cesto se povezuje s fenolnim spojevima, pri cemu
je pretpostavka da oni uzrokuju neravnotezu u redoks stanju i posljedicno stani¢nu smrt
mikrobnih stanica [25]. Uz navedena svojstva, nekoliko drugih ucinaka povezano je s
bioaktivnim spojevima, ukljucujuci antikancerogeno, neuroprotektivno, hepatoprotektivno 1

imunomodulatorno djelovanje [26].

2.2.1. Fenolne kiseline

Pojam fenolne kiseline je vrlo Sirok i1 opéenit, a opisuje sve fenolne komponente koje
sadrze bar jednu karboksilnu skupinu. Fenolne kiseline predstavljaju jednu od glavnih
skupina fenolnih komponenti koje se nalaze u biljkama, i to u gotovo svim dijelovima biljke
(sjemenke, korijen, listovi i cvijece). Fenolne kiseline se mogu naci u biljkama i u slobodnom
obliku, ali se najéeS$c¢e nalaze u vezanom kao amidi, esteri ili glikozidi. Najcesc¢a podjela

fenolnih kiselina je na hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline. Hidroksicimetne
9
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kiseline su one dobivene iz cimetne kiseline 1 najcesce su prisutne kao esteri s kininskom

kiselinom ili glukozom. Najzastupljenije hidroksicimetne kiseline u biljkama su klorogenske

kiseline, zatim ferulinska, kofeinska, p-kumarinska i sinapinska kiselina. S druge strane,

hidroksibenzojeve kiseline su izvedene iz benzojeve kiseline, a u biljkama se nalaze ili

konjugirane sa Secerima 1 organskim kiselinama ili vezane za frakcije stani¢ne stijenke kao

Sto je lignin. NajceSc¢e hidroksibenzojeve kiseline su galna kiselina, p-hidroksibenzojeva,

protokatehuinska, vanilinska i siringinska kiselina (Slika 1). Razlog cestih ekstrakcija i

ispitivanja fenolnih kiselina lezi u njihovoj bioloskoj aktivnosti, pri ¢emu se pokazalo da in

vitro imaju jace antioksidativno djelovanje u odnosu na antioksidativne vitamine [27].
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Slika 1. Prikaz najznacajnijih fenolnih kiselina [27]
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2.2.2. Flavonoidi

Flavonoidi su vazna skupina prirodnih spojeva koji se klasificiraju kao sekundarni
metaboliti biljaka polifenolne strukture. Rasprostranjeni su u gotovo svim dijelovima biljaka
1 imaju Sirok spektar zdravstvenih ucinaka, Sto ih €ini vaznim sastojcima za upotrebu u
farmaceutskim, medicinskim i kozmetiCkim proizvodima. Najcesce ispitivani bioloski
ucinci flavonoida ukljucuju antioksidativno, protuupalno, antimutageno i antikarcinogeno
djelovanje zajedno sa sposobno$¢u moduliranja kljuénih funkcija staniénih enzima.
Flavonoidi se mogu podijeliti u nekoliko podskupina ovisno o ugljiku C prstena na koji je
vezan B prsten, kao 1 o stupnju nezasi¢enosti i oksidacije C prstena. Flavonoidi u kojima je
B prsten vezan na poziciji 3 C prstena nazivaju se izoflavoni, dok su oni u kojima je B prsten
vezan na poziciji 4 neoflavonoidi. Prema tome, flavonoidi na koje je prsten B vezan na
poziciji 2 mogu se podijeliti u vise podskupina koje ukljucuju flavone, flavonole, flavanone,

flavanonole, flavanole ili katehine, antocijanine i kalkone (Slika 2) [28].
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Slika 2. Prikaz podjele flavonoida [28]
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2.2.3. Kanabinoidi

Kanabinoidi su znacajna skupina bioloski aktivnih tvari koje se dijele prema mjestu
nastanka na fitokanabinoide, endokanabinoide i sintetske kanabinoide. Endokanabinoidi se
sintetiziraju u organizmu te djeluju kao endogeni agonisti kanabinoidnih receptora. Dva
glavha spoja te skupine su N-arahidonoiletanolamid (anandamid ili AEA) i 2-
arahidonoilglicerol (2-AG). Fitokanabinoidi su kanabinoidi biljnog porijekla koji se nalaze
u konoplji, dok se sintetski kanabinoidi proizvode u laboratorijima kemijskim procesima
[29]. Fitokanabinoidi su prema strukturi podijeljeni u 11 skupina koje broje vise od stotinu
spojeva [30]. Glavni predstavnici fitokanabinoida su spojevi iz kanabidiolne i A9-
tetrahidrokanabinolne grupe. Unato¢ najvecoj popularnosti kanabidiola (CBD) i A9-
tetrahidrokanabinola (THC), oni nisu komponente koje biljka prirodno sintetizira, ve¢ su
produkti toplinske dekarboksilacije biosintetizirane kanabidiolne kiseline (CBDA) i A-
tetrahidrokanabinolne kiseline (THCA). CBDA i THCA su glavne komponente cvijeta
konoplje, uz prisutnost i drugih manje zastupljenih kanabinoida kao §to su kanabikromenska
kiselina (CBCA), kanabigerolna kiselina (CBGA) i kanabinolna kiselina (CBDA). CBGA
se smatra pocetno biostitetiziranim endokanabinoidom iz kojeg enzimski nastaju CBDA i
THCA. Sve navedene kiseline nakon dekarboksilacije dovode do nastanka neutralnih
derivata, odnosno kanabikromena (CBC), kanabigerola (CBG) te kanabinola (CBN), koji
nastaje oksidacijom THC-a, najcesce kao rezultat produljenog skladiStenja [31] (Slika 3).
Kanabinoidi se u ljudskom tijelu vezu na receptore CB1, koji se nalaze u zivéanom sustavu,
receptore CB2 unutar imunosnog sustava te na TRP receptore. Upravo stoga kanabinoidi
pokazuju aktivnost u brojnim fizioloskim procesima poput osjeta boli i gladi, utjeu na
raspoloZenje i pamcenje, regulaciju inzulina, metabolizam masti i odrzavanje imuniteta. Uz
to, pojedine komponente kao $to su CBD, THC, CBG, CBN i CBC pokazuju protuupalni,
antioksidativni, analgetski, antikancerogeni, antibakterijski, antifungalni i fotoprotektivni
ucinak [32,33].
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Slika 3. Prikaz najznacajnijih kanabinoida [32]

2.2.4. Kumarini

Pojam kumarini (1,2-benzopironi ili 2H-1-benzopiran-2-oni) ukljucuje vaznu i veliku
obitelj prirodnih 1 sintetskih spojeva benzopirona, Cija je specifi¢nost benzenski prsten
povezan s pironskim prstenom [34]. Prirodni kumarini se dijele u Sest osnovnih skupina

pocevsi od jednostavnih kumarina, furanokumarina (linearnog tipa i uglatog tipa), do
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biskumarina, benzokumarina i kumestana (Slika 4) [35]. Kumarini u biljkama nastaju kao
sekundarni metaboliti ¢ija je uloga zastita biljaka od infekcija, nepovoljnih uvjeta okolisa i
insekata. Kumarin, kao i njegovi derivati, ovisno o svojoj strukturi, imaju Sirok spektar
bioloskih aktivnosti kao Sto su antioksidativna, antimikrobna, protuupalna, anti-HIV,

antikancerogena, antikoagulansna, antivirusna i antituberkulozna djelovanja [35].

HO. X
Piranokumarini
0" "0
6-hidroksikumarin =~ oS
OB o
HO 0" "0

AN 8,8-dimetil-8,9a- dlhldrop|rano[3 2- g]kromen-Z (5aH)-o

7-hidroksikumarin O\/i
(o] @]
4-hidroksikumarin
Bikumarin /

8,8-dimetilpirano[2,3-flkromen-2(8H)-o
CJ\/l Furanokumarini

~
Kumarin
o 070
-(3-okso-3,4-dihidronaftalen-2-il)-2H-kromen-2-on

2H-furo[2,3-h]kromen-2-on
Fenilkumarin O

IO
O Dihidrofuranokumarin o 0" ~0
0”70 S 7H-furo[3,2-g]kromen-7-on
6H-benzo[clkromen-6-on
o (oldo)

2H-furo[3,2-glkromen-7(3H)-on

Slika 4. Prikaz podjele kumarina [35]

2.2.5. Tanini

Tanini su u vodi topljivi derivati fenola koje biosintetiziraju i akumuliraju biljke kao
sekundarne metabolite. S kemijskog gledista, tanini su polifenoli molekulske mase izmedu
500 i 3000 Da. U kompleksima koje tvore sa Se¢erima, alkaloidima i proteinima njihova
molekulska masa moze porasti i do 20 000 Da. Do sada je izolirano i kemijski karakterizirano
viSe od 8000 razlicitih tanina. No, zasigurno postoji joS mnogo tanina ¢ija kemijska struktura
jo§ nije tocno utvrdena. Svi tanini imaju neke zajednicke znaajke koje omogucuju
klasifikaciju ove vrste spojeva u dvije glavne skupine, hidrolizirajuce ili hidrolizabilne i

kondenzirane tanine (Slika 5). Hidroliziraju¢i tanini (HT) se prema sastavu dijele na
14
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galotanine, elagitanine i slozene tanine. Kondenzirani tanini (nehidrolizirajuci) nazvani
proantocijanidini sadrze kondenzirani ugljikov lanac tipican za flavonoide [36].
Kondenzirani tanini mnogo su otporniji na mikrobnu razgradnju od HT i pokazuju snaznije
antibakterijsko, antivirusno i antifungalno djelovanje. Kemijska struktura tanina odreduje

njegovu biolosku aktivnost [37].

hidrolizabilni tanini

| kondenzirani tanini

Slika 5. Prikaz osnovne podjele tanina [36]

2.2.6. Terpeni

Terpeni (terpenoidi) su najveca i strukturno najraznovrsnija skupina prirodnih spojeva
[38]. Do danas je identificirano vise od 30 000 terpena, od kojih je vecina prisutna u biljkama
gdje igraju vaznu ulogu u komunikaciji s kukcima i patogenima. Udio terpena u biljkama
ovisi o brojnim ¢imbenicima, kao §to su uvjeti uzgoja, sastav tla, vrsta biljke i sl., a Cesto se
koriste u industriji aroma i mirisa [39].

Unato¢ velikom broju razli¢itih terpena, svi oni nastaju biosintetskim putem Kkoji
ukljucuje fuziju C5 jedinica s izopentenoidnom strukturom. Dijele se prema gradi ugljikovog

skeleta s naglaskom na broj izoprenoidnih jedinica.

15



OPCI DIO

Diterpeni su raznolika skupina strukturno razli¢itih prirodnih spojeva koji sadrze Cetiri
izoprenske jedinice [40]. Prirodni diterpenoidni spojevi dolaze u Sirokom rasponu kemijskih
oblika i obuhvacaju mnoge medicinske vazne spojeve. Svi diterpenoidi nastaju iz istog spoja,
(E,E,E)-geranil-geranil-difosfata (GGDP), koji se zatim GGDP sintazom ciklizira u jednu
od viSestrukih formi [41]. Diterpeni su podijeljeni u otprilike 45 razli¢itih kategorija, a na
temelju njihove skeletne jezgre, Klasificiraju se kao linearni, biciklicki, tricikli¢ki,
tetraciklicki, pentaciklicki ili makrocikli¢ki. U prirodi se obi¢no nalaze polioksigenirani
diterpeni, s keto i hidroksilnim skupinama koje su obi¢no esterificirane malim alifatskim ili
aromatskim kiselinama [42]. Diterpenoidi imaju niz bioloskih funkcija, ukljucujuéi

antioksidativno, protuupalno i imunomodulatorno djelovanje [43,44].

Y

semiterpent monoterpent seskviterpeni
(n=1) (n=2) (n=3)

J\/\/'\/\/'\/\/K/\R diterpent
sesterpent
)\/\/!\/\)\/\/L/\)\/\R

NS

triterpent

R

Slika 6. Prikaz osnovne podjele terpena

2.3. Niskotemperaturna eutekticka otapala

Niskotemperaturna eutekticka otapala (engl. Deep Eutectic Solvents, DES) nastaju
mijesanjem dviju ili vise tvari, naj¢esce Lewisovih ili Brensted-Lowryjevih kiselina i baza,

I imaju znacajno nize taliSte U odnosu na pocetne komponente zasebno. To znacajno
16
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smanjenje taliSta posljedica je medumolekulskih interakcija koje nastaju izmedu
komponenti. Sastav tvari pri kojem se postize najniZa temperatura pri kojoj sustav moze

postojati u tekucoj fazi naziva se eutekticka tocka (Slika 7).

Ty 1
T(A)
T(B)
tekucina N
A+ tekuéina 7]
B + tekuéina
eutekticka tocka
krutina A + krutina B
A SASTAV B

Slika 7. Fazni dijagram eutekticke smjese [55]

Prilikom priprave DES-ova koriste se ionski spojevi (anorganske i organske soli) i
nenabijene molekule koji djeluju ili kao akceptori vodikove veze ili kao donori vodikove
veze. Osim spomenutih interakcija medu komponentama u obliku vodikovih veza, ovdje se
javljaju i Van der Waalsove te elektrostatske interakcije [45].

Abbott i suradnici 2003. godine prvi su na primjeru smjese kolin-klorida i uree uveli
definiciju DES-ova [4]. Pripremljenim smjesama kolin klorida i uree u razli¢itim molarnim
omjerima praceno je tali$te pri ¢emu se pokazalo da najnize taliSte ima smjesa kolin - klorida:
uree pri omjeru 1 : 2, koje je iznosilo 12 °C, sto je znatno nize od Cistih komponenti. Prema

dosadasnjim saznanjima, DES-ovi se mogu pripremiti na nekoliko nacina:

1) mijeSanjem i zagrijavanjem komponenti

2) otapanjem komponenti u vodi, a potom uklanjanjem vode (rotacijskim uparivacem
pri snizenom tlaku ili liofilizacijom)

3) mljevenjem komponenti

4) zagrijavanjem u mikrovalnom reaktoru ili pomocu ultrazvuka

5) ekstruzijom [46-48]

Ipak, najéesci nacin pripreme je mijeSanjem i zagrijavanjem dvije ili tri komponente, $to
je vrlo jednostavan naCin pripreme, bez potrebe za dodatnim prociS€avanjem Cime se
skracuje vrijeme pripreme otapala. Glavne znacajke ovih otapala koje su pridonijele sve
vecoj upotrebi su prvenstveno biorazgradivost, nezapaljivost i nizak tlak para, $to zatim
dovodi do kona¢nih nizih troSkova i manjeg utjecaja na okoli§ [50-52]. Zbog njihove
nehlapljive i nezapaljive prirode, skladiStenje takvih otapala mnogo je sigurnije i lakse. Osim
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toga, pokazalo se da zbog svojih specifi¢nih i prilagodljivih fizikalnih i kemijskih svojstava,
zbog Cega su i nazvana ,,dizajnerska otapala“ predstavljaju dobra otapala za ekstrakciju
brojnih komponenti.

Prema literaturi, DES-ovi se mogu klasificirati u pet razlicitih kategorija ovisno o prirodi
koriStenih HBA-ova i HBD-ova (Tablica 2) [53].

Tablica 2. Klasifikacija DES-ova [54]

Kategorija Komponente Primjer

| kvaterna amonijeva sol + klorid metala ChCl : ZnCl,

kvaterna amonijeva sol + klorid metala

] ChCI : FeClsx 6H,0

(hidrat)
i kvaterna amonijeva sol + HBD ChCl : urea
v klorid metala (hidrat) + HBD ZnCl; : urea
Vv neionski HBA + HBD Timol : mentol
Otapala koja spadaju pod II. i IV. kategoriju su ona koja se nazivaju niskotemperaturna

eutekti¢ka otapala, a pripremaju se iz kvaternih amonijevih soli i klorida metala te donora
vodikove veze [55]. Osim navedenih kategorija, sve se viSe Spominju i prirodna
niskotemperaturna eutekticka otapala (engl. Natural Deep Eutectic Solvents - NADES),
sastavljena od kolin klorida u kombinaciji sa prirodno prisutnim karboksilnim kiselinama,
SeCerima i aminokiselinama te terapeutska niskotemperaturna eutekticka otapala (engl.
Therapeutic Deep Eutectic Systems - THEDES) [56] gdje se kao komponente koriste tvari
sa bioloskom 1 farmaceutskom aktivnos$cu. Takva otapala su vrlo €esto prisutna kao tercijarni

sustavi gdje se voda koristi kao tre¢a komponenta otapala [57].

2.3.1. Hidrofilna niskotemperaturna eutekticka otapala

Trenutno su hidrofilni DES-ovi ¢es¢e koristeni $to i ne ¢udi s obzirom na to da su prvi
nastali i razvijali se godinama. Jedan od najcesce koristenih HBA za pripremu ovih otapala
je kolin-klorid (ChCl), kvaterna amonijeva sol koja je jeftina, biorazgradiva i netoksi¢na s

visokom toplinskom i kemijskom stabilno$¢u. ChCl moze tvoriti DES s razli¢itim prirodnim
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komponentama kao $to su amini, $eceri, Se¢erni alkoholi, alkoholi i karboksilne kiseline koje
predstavljaju HBD (Slika 8 i 9) [3,4]. ChCl pomaze u stabilizaciji otapala u
visokotemperaturnim reakcijama. Ipak, s obzirom na njegovu higroskopsku prirodu $to ga
¢ini osjetljivim na vlagu, kod veéeg udjela vode moze doc¢i do ometanja vodikove veze

izmedu komponenti otapala [58].

hlj < HCl JNE Q| Q
AN " HCI -
HO o] HaN™ “NH;, —ok’_}‘\ HzN\)kOH
kolin-klorid  gvanidin-hidroklorid betain-hidroklorid glicin
0] 0 0] Fl’h )
NH, OH N
alanin 2-hidroksipropanska nikotinska  metil-trifenil-fosfonijev
kiselina kiselina bromid

Slika 8. Najcesci akceptori vodikove veze veze za pripravu DES-ova [59]
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sorbitol ksilitol limunska kiselina  oksalna kiselina

Slika 9. Najcesc¢i donori vodikove veze za pripravu DES-ova [45]

2.3.2. Hidrofobna niskotemperaturna eutekti¢ka otapala

Kako bi se proSirila moguénost primjene u razliitim procesima, postoji moguénost
priprave 1 hidrofobnih niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala (hDES), koja se ne mijeSaju s
vodom. Za pripremu takvih otapala koriste se dugolancane kvaterne amonijeve soli
(tetrabutilamonijev bromid i metiltrioktilamonijev klorid), katehol, rezorcinol, kamfor,

timol, lidokain, mentol i dugolancane karboksilne kiseline [60] (Slika 10).
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Slika 10. Najcesce komponente hDES-ova

S obzirom da se takva otapala ne mije$aju s vodom pokazala su se u¢inkovita u ekstrakciji
isparljivih bioaktivnih spojeva [61] i pesticida [62] iz biljaka te za biokatalizu. Analogno
primjeni ChCl u pripremi hidrofilnin DES-ova, mentol se najce$é¢e koristi u slucaju
hidrofobnih otapala, uglavnom zbog nize viskoznosti takvih otapala u usporedbi s hDES-
ovima na bazi kvaternih amonijevih soli [63]. U odnosu na hidrofilna otapala kod kojih se
fizikalno-kemijska svojstva mogu promijeniti dodatkom vode, u slu¢aju hidrofobnih, unato¢
¢injenici da se neka mogu mijeSati s manjim volumenom vode, svojstva se ne mogu
podesavati i mijenjati dodatkom vode. Umjesto toga, fizikalno-kemijska svojstva se

podeSavaju promjenom vrste i omjera komponenti, te dodatkom tre¢e komponente.

2.3.3. Fizikalno-kemijska svojstva DES-ova

Odredena fizikalno-kemijska svojstva DES-ova lako se mogu prilagoditi Zeljenoj
uporabi, odnosno mogu se ,,dizajnirati“. Upravo stoga ih i neki autori nazivaju dizajnerskim
otapalima [53]. Promjenom komponenti, kao i njihovih molarnih omjera utjeCe se na

promjenu taliSta, gustoce, viskoznosti, polarnosti, pH-vrijednosti te provodljivosti.
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Najznacajnija karakteristika DES-ova je nastajanje kapljevine pri temperaturi znacajno
nizoj od temperature taljenja pojedinih komponenti koje Cine otapalo. Prema trenutnoj
literaturi, sva pripravljena otapala imaju taliSte nize od 150 °C, dok je ve¢ina u teku¢em
stanju ve¢ pri temperaturi od 50 °C ili ¢ak i nizoj [45]. Snizavanje temperature taljenja ovisi
0 odabranim komponentama, kao i njihovom molarnom omjeru. lako sam mehanizam tako
nagle promjene temperature taljenja nije poznat, pretpostavlja se da ovisi o jacini vodikove
veze izmedu donora i akceptora vodikove veze, ionskom privlacenju te o sterickim efektima
zbog samog oblika molekula [64].

Gustoca je jedno od osnovnih fizikalnih svojstava tekucina. Prema literaturi, gustoca
vecine hidrofilnih DES-ova mjerena pri sobnoj temperaturi je ve¢a u odnosu na vodu te
iznosi izmedu 1,00 i 1,35 g/mL, dok za DES-ove na bazi metalnih soli ¢ak i 1,3-1,6 g/mL
(Tablica 3) [65]. Suprotno tome, gusto¢a hidrofobnih DES-ova je niZza u odnosu na hidrofilna
otapala, s tim da neka otapala imaju niZzu gusto¢u i u odnosu na vodu [46].

Na gustocu pojedinog otapala utjece nacin pripreme, sastav, odnosno odabir donora i
akceptora vodikove veze i njihov molarni omjer te temperatura pri kojoj se navedeno otapalo
koristi. Ovisno o metodi pripreme, odnosno zagrijavanju i mijesanju ili mljevenju
komponenti, gustoca, kao i viskoznost pripremljenih DES-ova ¢e se razlikovati [46].
Karakteristike donora vodikove veze i molarni omjer komponenti za pripremu DES-ova
imaju znacajan ucinak na gustocu nastalog otapala. Primjerice, u slu¢aju DES-ova gdje se
kao donor vodikove veze koriste komponente sa hidroksilnim grupama, gustoca raste s
brojem hidroksilnih skupina, $to je u skladu s pretpostavkama da gus¢a mreza vodikovih
veza smanjuje utjecaj slobodnog volumena izmedu komponenti [66]. Navedeno se moze
uociti kod usporedbe razlicitih alkohola kao donora vodikove veze, pri ¢emu e vece
vrijednosti gustoce biti zabiljeZzene kod DES-ova s glicerolom u odnosu na one s etilen
glikolom. S druge strane, gusto¢a DES-ova se smanjuje ukoliko se kao donori vodikove veze
koriste komponente sa aromatskim skupinama, kao Sto je primjerice fenol. Kod primjene
kiselina kao donora vodikove veze, gusto¢a se smanjuje sa povecanjem duljine alkilnog
lanca. Osim utjecaja donora vodikove veze, na gustocu utjece i akceptor vodikove veze, pa
je tako pokazano da DES-ovi s bromidnim solima imaju ve¢u gosto¢u u odnosu na one s
kloridnim solima [50]. Gustoca hidrofilnih i hidrofobnih DES-ova ovisna je o temperaturi,
0dnosno smanjuje se linearno s povecanjem temperature [46,67-69].

Viskoznost je vazno i opsezno prouc¢avano svojstvo DES-ova, ponajviSe zbog vaznosti

za industrijsku primjenu. Prema literaturi, vecina zabiljeZenih hidrofilnih DES-ova vrlo su
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viskozna na sobnoj temperaturi (n> 100 mPa/s) Sto se uglavnom pripisuje razgranatoj mrezi
vodikovih veza izmedu komponenti otapala, kao i elektrostatskim ili van der Waalsovim
interakcijama [45, 70]. S druge strane, viskoznost hidrofobnih DES-ova, posebice onih na
bazi DL-mentola je niska, znacajno niza u odnosu na hidrofilna otapala. Na viskoznost
pojedinog otapala utjeCe naéin pripreme otapala, komponente otapala [71,72] i njihov
molarni omjer [73], temperatura pri kojoj se navedeno otapalo Koristi [3,4,74-76] i sadrzaj
vode [46,75,77-79]. Ovisno o odabranom donoru i akceptoru vodikove veze, DES-ovi
posjeduju vrlo $irok raspon viskoznosti. Poznato je da DES-ovi na bazi ChCl s alkoholima
imaju nizu viskoznost u odnosu na DES-ove na bazi ChCl s $ecerima koji imaju izuzetno
visoku viskoznost (Tablica 3). Sto se ti¢e utjecaja strukture komponenti DES-ova na
viskoznost, pokazalo se da DES-ovi koji sadrze dikarboksilnu kiselinu imaju veéu
viskoznost u odnosu na monokarboksilne kiseline, kao i oni DES-ovi koji sadrze karboksilne
ili hidroksilne skupine zbog stvaranja dodatnih vodikovih veza. Osim toga, povecanje
duljine lanca ugljikovodika takoder dovodi do poveéanja viskoznosti [46].

Temperatura ima vazan utjecaj na viskoznost DES-ova, pa se stoga cak i jako viskozni
DES-ovi, koji se ne mogu koristiti u prakti¢ne svrhe pri sobnoj temperaturi, mogu razmotriti
za primjene na vi§im temperaturama. Ovisnost viskoznosti DES-ova o temperaturi je opisana
u literaturi primjenom Arrhenius ili Vogel-Fulcher—-Tammanove jednadzbe. Prilagodavanje
podataka o viskoznosti 1 temperaturi Arrheniusovom ponaSanju omogucavaju izracun
energije aktivacije (Ea), koja se moze koristiti za kvantificiranje ovisnosti viskoznosti i
temperature te jakosti medumolekulskih sila u DES-ovima. DES-ovi niske viskoznosti
pokazuju vrlo niske vrijednosti Ea, dok se najvece vrijednosti Ea dobivaju za jako viskozne
DES-ove, poput onih koji sadrze Sec¢ere kao HBD.

Osim navedenih utjecaja na viskoznost, smatra se da se viskoznost DES-ova moze
objasniti i s teorijom praznog prostora [74,80]. Prema navedenoj teoriji smatra se da su
viskoznost i1 elektricna vodljivost u korelaciji sa praznim prostorom u tekuéini koje
omogucuje odgovarajuée ionsko gibanje. Stoga, iako interakcije izmedu komponenti DES-
ova igraju klju¢nu ulogu u odredivanju viskoznosti, u obzir treba uzeti i prostorne ucinke.
DES-ovi koji sadrze vece prazne prostore dovode do manje viskoznih kapljevina, i iako to
vrijedi za ve¢inu prouc¢avanih DES-ova, trend nije linearan, s obzirom da vrlo viskozni DES-

ovi kao sto su kolin klorid : glukoza odstupaju od opéeg trenda [50].
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Tablica 3. Talista, gustoce i viskoznosti nekih otapala

OPCI DIO

HBA HBD Mo(r)r:?t:: | Taliste (°C) Gustoca (g/mL)  Viskoznost (cP) Literaturni izvor
ChCl : HBD
ChCl Urea 1:2 12 1,25 (25 °C) Igg 8(5) 8 [45, 55, 81]
Tiourea 1:2 69 1,36 (35 °C) 2972 (35 °C) [45]
1,3-Dimetilurea 1:2 70 1,36 (40 °C) 4 029 (40 °C) [45]
Acetamid 1:2 51 1,09 (25 °C) 127 (40 °C) [45]
Etilen-glikol 1:2 -66 1,12 (25 °C) 36 (20 °C) [55, 81]
Glicerol 1:2 -40 1,18 (25 °C) 376 (20 °C) [55, 81]
Butan-1,4-diol 1:3 - - 140 (20 °C) [81]
Limunska kiselina 1:1 69 1,33 (30 °C) 289 (75 °C) [45,53]
Malonska kiselina 1:1 10 1,25 (25 °C) 721 (25 °C) [45, 55, 81]
Oksalna kiselina 1:1 34 1,259 (25 °C) 231 (25 °C) [54, 81]
Levulinska kiselina 1:2 tekuéina 1,138 (25 °C) 164 (30 °C) [50, 54]
Ksilitol 1:1 tekuéina 1,25 (25 °C) 5230 (30 °C) [55]
Sorbitol 1:1 tekuéina 1,28 (25 °C) 12 730 (30 °C) [55]
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Molarni
HBA HBD omjer Taliste (°C) Gustoca (g/mL)  Viskoznost (cP) Literaturni izvor
ChCl : HBD

Glukoza 1:1 31 1,273 (25 °C) 9037 (25 °C) [54,81]

Kamfor 1:1 -44 - 25,8 (25 °C) [81]
Timol
Kaprinska kiselina 1:1 17 - 11,2 (25 °C) [81]
o _ 8,69 (25 °C)
Octena kiselina 1:1 7,81 3.25 (50 °C) [81]
S _ 218,93 (25 °C)

Mentol Mlijecna kiselina 1:2 61,14 29,47 (50 °C) [81]
Laurinska kiselina 2:1 13,84 - 24,42 25 °C) [81]

7,61 (50 °C)
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Polarnost otapala klju¢no je svojstvo za karakterizaciju sposobnosti otapanja odredenih
tvari. Na polarnost DES-ova utjeCe sastav otapala, molarni omjer komponenti, udio vode u
otapalu te temperatura [83]. Za odredivanje polarnosti DES-ova koristi se nekoliko ljestvica,
najcesce Reichardtova (ET) i Kamlet-Taftova ljestvica [82]. Uobicajeni nacin mjerenja
polariteta otapala je pomocu solvatokromnih boja, koje se dodaju u otapalo pri ¢emu se mjeri
pomak u valnoj duljini UV-VIS spektrofotometrijom. Kao solvatokromne boje najcesce se
koriste betainsko bojilo 30 i 33, piren, piren-1-karbaldehid, 8-anilinonaftalen-1-sulfonska
kiselina, kumarin 153 i nilsko crvenilo. Prema istrazivanjima provedenima na otapalima na
bazi ChCl, pokazano je kako veéi broj hidroksilnih, karboksilnih i karbonilnih skupina HBD
i dodatak vode povecéavaju polarnost, dok se porastom temperature polarnost smanjuje [83].

Razlic¢iti DES-ovi mogu biti kiseli i bazi¢ni, ovisno o samoj prirodi komponenata koje
¢ine otapalo. Odredivanje kiselosti vazno je za primjenu DES-ova kao otapala i katalizatora
u mnogim sluc¢ajevima, posebno u reakcijama esterifikacije i transesterifikacije. Na kiselost
DES-ova utjece sastav otapala, molarni omjer komponenti, te udio vode u otapalu. Za
Brenstedove kisele DES-ove (BADES), Bronstedova jadina kiselosti moze se procijeniti
mjerenjem pH ili primjenom Hammettove funkcije kiselosti. Za Lewisova kisele DES-ove
(LADES), Lewisova kiselost moze se odrediti primjenom FTIR-a, gdje se piridin koristi kao
slijepa proba za pracenje u rasponu od 1400-1700 cm™ [84,85].

pH se Cesto koristi za procjenu kiselosti BADES-a. Prema provedenim istrazivanjima,
utvrdeno je kako kemijska priroda HBD-a ima presudan ucinak na jacinu kiselosti
odgovaraju¢ih BADES-a, dok temperatura ima slab utjecaj na pH vrijednosti [86].
Hammettova funkcija (Ho), koja se oslanja na UV-VIS spektrofotometriju uz upotrebu
bazi¢nog indikatora u vodi, jo$ je jedan pristup za procjenu kiselosti BADES-a, a izraCunava

se sljede¢om jednadzbom (1):

Hy = pK(I)aq + log([l]S/[1H+]s) (1)

gdje | predstavlja indikator, a pK(I) je termodinamicka konstanta ionizacije indikatora u
vodi. Omjer [I]/[IH+] moZe se odrediti iz apsorbancije izmjerene prije i nakon dodavanja
BADES-ova. Navedena metoda koristila se za odredivanje kiselosti nekoliko DES-ova na

bazi ChCl pomocu indikatora 4-nitrobenzilcijanida. Pokazano je kako je otapalo ChCl : urea
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(1 : 2) slabo bazi¢no otapalo pri ¢emu dodatak vode smanjuje bazi¢nost. Sto se ti¢e otapala
s ChCl i kiselinama, uocava se povezanost kiselosti otapala s konstantom disocijacije

pojedine kiseline koriStene za pripremu otapala [67].

2.4. Ekstrakcija bioaktivnih komponenti

S obzirom na sve vecu svijest o vaznosti bioaktivnih sastojaka biljnog podrijetla, njihova
primjena u prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmetickoj industriji je u porastu. Upravo zato,
potrebno je pronaéi ucinkovitu metodu ekstrakcije koja ¢e osigurati visoke prinose
komponenti u $to kra¢em vremenu, uz §to manji utrosak resursa i uz §to manje negativnih
utjecaja na okolis i zdravlje ljudi.

Ekstrakcija bioaktivnih komponenti moze se opisati kao "odvajanje odredenih
komponenti od krutog ili teku¢eg materijala pomocu odgovaraju¢eg otapala u kojem su
pojedine komponente bolje topljive u odnosu na ostale sastojke po¢etnog materijala" [87].
U ovoj vrsti ekstrakcije, prinos ekstrahiranog spoja ovisi o nekoliko ¢imbenika, kao Sto su
priroda otapala i uzorka, omjer kruto-tekuce, kao i vrijeme i temperatura ekstrakcije [88, 89].
Danas, postojece tehnike ekstrakcije mogu se podijeliti na klasi¢ne ili konvencionalne 1

moderne ili inovativne tehnike ekstrakcije.

2.4.1. Konvencionalne tehnike ekstrakcije bioaktivnih komponenti

Klasi¢ne ili konvencionalne tehnike ekstrakcije ukljucuju procese kao $to su maceracija,
perkolacija, hidrodestilacija i Soxhlet ekstrakcija [90], a obi¢no su dugotrajne uz koristenje
velikih koli¢ina otapala kao s§to su ugljikovodici, alkoholi i kloroalkani koji su skupi i,
StoviSe, opasni za ljudsko zdravlje i okoli§ [91,92]. Unato¢ tome §to se za konvencionalne
tehnike ekstrakcije kao otapalo moze koristiti 1 voda, vrlo Cesto Zeljene komponente nisu
topljive ili su slabo topljive u vodi [93]. Unato¢ u¢inkovitosti organskih otapala u ekstrakciji
bioaktivnih komponenti konac¢ni ekstrakti zahtijevaju koncentriranje i daljnje proc¢i§¢avanje
Sto na kraju daje niska iskoriStenja bioaktivnih komponenti [14]. Gledajuéi sve navedeno, s
naglaskom na dulje vrijeme ekstrakcije, vecu koli¢inu uzorka i otapala za ekstrakciju kao i
obavezno procis¢avanje kona¢nog proizvoda, konvencionalne tehnike smatraju se skupim

procesima.
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Bioaktivne komponente ukljucuju velik broj kemijskih spojeva razliCite strukture Sto
otezava odabir odgovarajuce tehnike ekstrakcije, kao i optimalne uvjete ekstrakcije [89].
Fenolni spojevi, s naglaskom na polifenole, su vrlo ¢esto termolabilni $to znaci da im se na
visokoj temperaturi mijenja struktura sto dovodi do smanjenja odredene aktivnosti spoja.
Ova vrsta spojeva Cesto stupa u interakciju s drugim spojevima u stanicama, poput
ugljikohidrata i proteina, $to rezultira stvaranjem manje topljivih kompleksa i utjee na
proces ekstrakcije [94]. Uz ve¢ gore navedene nedostatke konvencionalnih tehnika, ove
karakteristike bioaktivnih komponenti dodatno otezavaju i smanjuju ucinkovitost ovakvog

tipa ekstrakcija.

2.4.2. Inovativne tehnike ekstrakcije bioaktivnih komponenti

S obzirom na sve prepoznate nedostatke konvencionalnih tehnika, doslo je do razvoja
selektivnijih i brzih tehnika ekstrakcije koje su ekoloski prihvatljivije s minimalnom
degradacijom komponenti [95,96]. Inovativne tehnike ekstrakcije posljednjih desetljeca
razvijaju se vrlo brzo, no trenutno su najpoznatije i1 najviSe KkoriStene ekstrakcija
superkriticnim fluidom (engl. Supercritical Fluid Extraction, SFE), ekstrakcija subkriticnom
vodom (engl. Subcritical Water Extraction, SWE), ekstrakcija potpomognuta
mikrovalovima (engl. Microwave Assisted Extraction, MAE), ekstrakcija potpomognuta
ultrazvukom (engl. Ultrasound Assisted Extraction, UAE) kao i ekstrakcija pomocu ionskih
teku¢ina (engl. lonic Liquids, IL) i DES-ova. Veéina navedenih ekstrakcijskih tehnika
ucinkovitija je od konvencionalnih, stoga prednost nije samo u koriStenju ,,zelenih 1
sigurnih® otapala ve¢ i u ve¢im prinosima komponenti i boljoj iskoristivosti. Posebnost ovih
ekstrakcijskih tehnika je u selektivnoj ekstrakciji koja je omogucena jednostavnom
promjenom procesnih parametara (temperatura, vrijeme, protok, snaga itd.), Sto ih ¢ini
pogodnim za ekstrakciju razli¢itih bioaktivnih komponenti bez promjene procesa ili otapala
[97].
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2.4.2.1. Ekstrakcija primjenom niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala

Broj istrazivanja koja se bave ekstrakcijom bioaktivnih komponenti pomocu DES-ova
znacajno je porastao posljednjih godina s obzirom na brojne navedene prednosti u odnosu
na konvencionalna otapala (Slika 5), s naglaskom na selektivnost i bolji prinos komponenti.
Boljem prinosu bioaktivnih komponenti pomaze mogucnost otapanja lignoceluloze
primjenom odredenih DES-o0va, §to uzrokuje oSte¢enje stanicne stijenke biljke 1 poboljSava

proces prijenosa mase [98].
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Slika 11. Prikaz broja objavljenih radova u bazi Science Direct s klju¢nim rije¢ima

,,deep eutectic solvents, extraction, bioactive components*

Trenutno se DES-ovi, a posebno NADES-ovi, smatraju zelenim biorazgradivim
otapalima sa moguénos$cu recikliranja, Sto ih ¢ini zanimljivima za industrijsku primjenu.
Osim toga, DES-ovi pokazuju izvrsnu sposobnost o¢uvanja komponenti u ekstraktu tijekom
duljeg razdoblja, Sto govori u prilog njihovoj upotrebi. Uz sve navedeno, dobra postojanost,
a posebice njihova niska cijena su jedni od najvaznijih razloga za tako Siroku primjenu [99]
na $to ukazuje i broj publikacija koje se bave navedenom problematikom (Slika 11).

Ipak, jedna od najveé¢ih prednosti koristenja DES-ova za ekstrakciju su brojne
kombinacije HBA-a i HBD-a koje se mogu Koristiti za pripremu otapala. S obzirom na
utjecaj pocetnih komponenti na fizikalno-kemijska svojstva tako pripremljenog otapala,
svako otapalo je razlic¢ito. Upravo to je dovelo do opisivanja DES-ova kao dizajnerskih

otapala koja se mogu kreirati kako bi se omogucio najveci prinos to¢no odredene grupe
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bioaktivnih spojeva. Prema literaturi, ChCI-DES pokazuju visoku topljivost i selektivnost za
fenolne komponente [100]. Ve¢ina ChCI-DES su ekoloski prihvatljivi, niske toksi¢nosti i
biorazgradivi te sigurni za upotrebu u prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmetickoj industriji
[101,102].

Brojni istrazivaci svakodnevno rade na pripremi novih DES-ova razliitih fizikalno-
kemijskih svojstava koji nalaze primjenu u mnogim podruc¢jima, ukljucujuci i ekstrakciju.
Stoga je prvi korak istrazivanja obi¢no probir otapala kako bi se pronaslo najprikladnije
otapalo za ekstrakciju odabranih komponenti. S obzirom na specifi¢nost i slozenost matriksa
kao $to su prirodni materijali iz razli¢itih izvora, ne moZze se dati opéi zakljucak o
najprikladnijim DES-ovima, kao ni optimalnoj kombinaciji HBA i HBD za ekstrakciju
zeljenih komponenti. Ipak, s obzirom na velik broj do sada objavljenih radova, mogu se
donijeti neki op¢i zakljucei o prikladnosti pojedine vrste DES-ova za ekstrakciju pojedinih
bioaktivnih komponenti [103]. Primjerice, DES-ovi su se pokazali ucinkovitima za
ekstrakciju fenolnih kiselina, posebno otapala na bazi ChCl i polialkohola [104,105], kao i
tercijarna otapala kao §to je ChCl : DL-jabuc¢na kiselina : urea (2 : 1 : 2) [106]. Takoder, za
flavonoide su se prikladnima pokazala otapala na bazi ChCl i polialkohola i karboksilnih
kiselina [107,108] (Tablica 4).
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Tablica 4. Prikaz najpogodnijih otapala i uvjeta za ekstrakciju bioaktivnih komponenti primjenom DES-ova

. Optimalni . . .
Biljka Odabrano otapalo Tip uvjeti Ekstrahirane Literaturni
ekstrakcija .. komponente izvor
ekstrakcije
klorogenska kiselina,
1g/9 mL kafe_inska _kis_el_ina,
Lonicerae japonicae ~ ChCl : butan-1,3-diol 10% vode 3,5—d|kke}£(z(|)i|rl1|;|n|nska
flos (1:2) MAE 6((‘)”},’)C 3 4-dikafeoilkininska [104]
20 min _klsel|_na'| .
4,5-dikafeoilkininska
kiselina
3-kafeoilkininska
kiselina,
ChCl : jabuc¢na kiselina 1,09/57.5  3,4-di-O-kafeoilkininska
Artemisia 1:1) mL _ kiseling, o
argyi ChCl : jabuc¢na kiselina UAE 54 % vode  3,5-di-O-kafeoilkininska [106]
;urea (V/v) kiselina
(2:2:1) 23.5 min kiselina i
4 5-di-O-kafeoilkininska
kiselina
Tetrapropil amonijev
Klorid : propan-1,2-diol ~ Mijesanje i 10 g/21_mL karnosolna kiselina
, . . 129 min [109]
: voda zagrijavanje 24 °C karnosol
(15 : 55 : 30 % wt)
Salvia rosmarinus 1 9/40 mL . -
_ ) o 50 % vode ruzmarinska k_lse!ma
ChClI : butan-1,2-diol MijeSanje i (VA) karnosolna kiselina [110]
1:2) zagrijavanje 150 min karnosol
65 °C
) Mijesanjei 1 g/100 mL ruzmarinska kiselina
Mentha piperita L. Chczé gIZL;koza zagrijavanje 45 min riocitrin [111]
' MijeSanje sobna temp. luteolin 7-O-rutinozid

OPCI DIO
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. Optimalni . . .
Biljka Odabrano otapalo Tip uvjeti Ekstrahirane Literaturni
ekstrakcija .. komponente izvor
ekstrakcije
UAE
klorogenska kiselina,
ferulinska kiselina,
] p-kumarinska kiselina
toluizscu'l +§r;ska Mijesanjei 1 g/50 mL luteolin,
Lycium barbarum L. Kiselina zagrijavanje 90 min rutin, [112]
UAE 25°C miricetin,
kvercitrin,
apigenin,
hiperozid
1g/40 mL
ChClI : mlije¢na 35%vode  kvercetin 3-O-ramnozid,
Camellia oleifera kiselina UAE (viv) kamferol 3-O-ramnozid, [107]
1:2) 50 min kvercetin, kamferol
40 °C

neoklorogenska kiselina,
1,0 g/20 ml klorogenska kiselina,

DES kriptoklorogenska
ChCl : glicerol 20% vode kiselina,
Morus alba L. (1:2) MAE (VAV) kafeinska Kiselina, [105]
66 °C rutin,
18 min izokvercetin,
astragalin
alna kiselina
1 g/85 mL gaina kisefina,
ChCl : levulinska 38 % vode 5‘“‘[22;"'?[']';'”5"&
Polygonum aviculare kiselina UAE (V/v) P, [108]
i o miricitrin,
(1:2) 70 °C cvercitri
. vercitrin
60 min . .
- avikularin
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. Optimalni . . .
Biljka Odabrano otapalo Tip uvjeti Ekstrahirane Literaturni
ekstrakcija .. komponente izvor
ekstrakcije
0,02 g/0,8 CBD
Mentol : octena ’ ; ’
S . mL DES CBDA,
kiselina (1:1) UAE 30°C THC, [113]
10 min THCA
Cannabis sativa L. 1g/24 mL
- 32% vode
ChCI : (+)-dietil L-
, UAE (V/V) CBD [114]
tartarat (1:1) 48 °C
55 min
Flos chamomillae ChCl - mliietna 1 a/40 mL umbeliferon,
Lavandula N J e .. 9 herniarin,
o kiselina : 1,3- Mijesanje i DES . .
angustifolia : . . o 4-metilumbeliferon, [115]
. propandiol zagrijavanje 62 °C
Archangelica (1:2:1) 20 min skoparon,
officinalis T Eskulin,
0.05 g/mL
) . 50 % vode kofein, teobromin,
Camellia sinensis chel: tzlljt?gil"l_dml MCE (W/w) kaemferol, [116]
' 4 m/s epigalokatehin
20 sekundi

OPCI DIO
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Na temelju svih dosad prikupljenih rezultata, za probir otapala, kao i za predvidanje
kombinacija HBA 1 HBD koje ¢e biti prikladne za ekstrakciju odredenih bioaktivnih
komponenti, moze se koristiti ra¢unalno modeliranje. Primjenom takve metode smanjila bi
se potreba za probirom velikog broja otapala, Stede¢i kemikalije, vrijeme, energiju, kao i
resurse te stvaraju¢i manje otpada [103]. U istrazivanju koje su proveli Yue i sur., [117],
racunalno modeliranje putem CPCM modela (engl. Conductor-like Polarizable Continuum
Model) koristeno je za izraCunavanje slobodne energije solvatacije klorogenske kiseline u
razli¢itim NADES-ovima. Prema dobivenim izracunima, izmedu razli¢itih otapala, DES
prolin — jabu¢na kiselina (1:1) je najprikladniji budu¢i da je klorogenska kiselina imala
najvecu solvatacijsku slobodnu energiju u tom otapalu. Isto je ispitano i eksperimentalno, a
dobiveni rezultati potvrdili su proracune dobivene primjenom racunalnog modeliranja. U
radu Hrobonova i sur. [ 115] koristen je kemometrijski pristup za ekstrakciju kumarina kako
bi se smanjio broj potrebnih eksperimenata, $to pridonosi o¢uvanju okoliSa zbog smanjenja
koli¢ine otapala i generiranog otpada te smanjuje potroSnju resursa. Za predvidanje
ucinkovitosti ekstrakcije rutina primjenom 12 NADES-ova koristen je i COSMO-RS (engl.
Conductor-like Screening Model for Realistic Solvents). KoriStena otapala su bila na bazi
ChCl s kiselinama, Se¢erima, alkoholima i amidima. Utvrdeno je da se teorijsko predvidanje
1 eksperimentalno odredeno najpogodnije otapalo za ekstrakciju rutina izvrsno slazu.
Najveca topljivost rutina zabiljezena je u otapalima ChCl : propan-1,2-diol i ChCI : urea
[118].

Najznacajniji ¢imbenici koji utjecu na kapacitet ekstrakcije DES-ova su njihova
fizikalno-kemijska svojstva, kao §to su gustoca, viskoznost, polaritet i kiselost/bazi¢nost,
koji ovise o sastavu DES-a [119] te procesni parametri kao §to su temperatura, vrijeme
ekstrakcije i omjer kruto-tekuce.

Viskoznost je vazan parametar svakog otapala buduci da utjece na prijenos mase 1 ionsku
vodljivost, te u konacnici na ucinkovitost ekstrakcije [46, 52, 120], buduéi da je niza
viskoznost povezana s vec¢im prijenosom mase i time boljom ucinkovitoséu ekstrakcije
[121]. U usporedbi s organskim otapalima, ve¢ina DES-ova je vrlo viskozna na sobnoj
temperaturi na $to snazno utjece tip kao i omjer HBA i HBD, temperatura ekstrakcije i udio
vode [45]. U procesu ekstrakcije, za smanjenje viskoznosti hidrofilnin DES-ova najéesce se
dodaje odredeni postotak vode ili se ekstrakcija provodi pri vi§im temperaturama. Unato¢

tome Sto se dodatkom vode viskoznost znac¢ajno smanjuje, time se utjece i na druga svojstva
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DES-ova, pri ¢emu je s previsokim postotkom dodatka vode moguce i narusiti strukturu
nastalog otapala [46,105,119]. Upravo iz tog razloga, u istrazivanjima se vrlo Cesto prati
utjecaj dodatka vode na ucinkovitost ekstrakcije. U slucaju ekstrakcije fenolnih kiselina s
kolin-klorid : glicerol (1 : 2) DES-om pracen je utjecaj dodatka vode u rasponu od 0 do 80
% (w/w) na ulinkovitost ekstrakcije. Dodatak vode od 20 % znacajno je poboljSao
uc¢inkovitost ekstrakcije, a daljnjim poveéanjem se ta u¢inkovitost smanjuje [119], dok se za
ekstrakciju kumarina pokazalo da dodavanje vode vece od 40 % smanjuje uinkovitost
ekstrakcije [115]. Osim vode, i druga otapala se mogu koristiti za smanjenje viskoznosti
DES-a, kao §to su etanol i metanol [99]. Osim primjene kootapala, povecanje temperature
osigurava dovoljnu kineticku energiju molekula $to dovodi do smanjenja medumolekulskih
sila 1 vodikovih interakcija, §to u konacnici dovodi do znacajnog smanjenja viskoznosti
[70,119].

Istrazivanjima je utvrdeno da je ucinkovitost ekstrakcije DES-ova uvjetovana i
polarnos¢u kao kljuénim pokazateljem sposobnosti otapanja komponenti u DES-ovima. Za
promjenu polariteta DES-ova mijenjaju se komponente ili molarni omjer komponenti u
DES-ovima ili se dodaje odredeni udio vode [50,122]. U slu¢aju fenolnih kiselina, DES-ovi
su se pokazali u¢inkoviti s obzirom da je njihova polarnost vrlo sli¢na polarnosti Zeljenih
komponenti. Odnosno, prema principu "slicno se otapa u sliénom" najbolji prinos
komponenti postize se upravo takvim otapalima [105].

Vrijeme, temperatura i omjer kruto-tekuce kao procesni parametri imaju veliki utjecaj na
proces ekstrakcije. Temperatura ekstrakcije vrlo je vazan parametar buduci da povisena
temperatura moze olaksati slabljenje interakcija izmedu Zeljenih komponenata i matriksa
uzorka, ¢ime se povecava otapanje komponenata u otapalu. Osim toga, viSa temperatura
dovodi do smanjenja viskoznosti, gusto¢e i povrSinske napetosti DES-a, §to takoder
poboljsava sposobnost ekstrakcije. Kao $to je navedeno, viskoznost se moze smanjiti
povecanjem temperature, medutim, previsoka temperatura moze dovesti do degradacije
DES-ova kao i Zeljene komponente, §to smanjuje ucinkovitost ekstrakcije [103]. Osim toga,
rad pri viSoj temperaturi iziskuje i veci utroSak energije. Prinosi fenolnih Kiselina i
flavonoida rastu s porastom temperature od 40 do 60 °C, ali daljnje poveéanje temperature
dovodi do smanjenja prinosa ekstrakcije zbog moguceg razgradnje komponenata u DES-
ovima na bazi ChCl s alkoholima [123-125].

Omijer biljnog materijala i otapala je takoder vazan ¢imbenik i stoga je vazno pronaci

optimalan omjer za povec¢anje uéinkovitosti ekstrakcije. Koli¢ina dodanog ¢vrstog biljnog
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materijala vazna je jer izravno utjece na sposobnost otapanja Sto posljedicno utjece na
ucinkovitost ekstrakcije [126]. Prekomjerne koli¢ine koriStenog otapala ne podrzavaju
nacela zelene kemije uglavnom zbog stvaranja vece koli¢ine otpada koji je potrebno
adekvatno zbrinuti. S druge strane, problem koristenja premale koli¢ine otapala uglavnom
je nepotpuna ekstrakcija Zeljenih komponenti. Uz to, koli¢ina koriStenog otapala utjece i na
vrijeme ekstrakcije, pri cemu ¢e ekstrakcija trajati duze ukoliko se koristi manje otapala
[103]. U ekstrakciji flavonoida pokazano je kako povecanje omjera kruto-tekuée na 1 : 25
dovodi do povecanja prinosa komponenti, dok dodatno povecanje na 1 : 30 ne dovodi do
povecanja uéinkovitosti ekstrakcije [123]. Za vecinu ispitanih fenolnih kiselina i flavonoida
je pokazano da omjer kruto-tekuée od 1 : 20 pokazuje najveéu ucinkovitost za ekstrakciju
svih komponenti [126].

Vrijeme je jedan od bitnih parametara sa znac¢ajnim utjecajem na uc¢inkovitost ekstrakcije.
Duze trajanje ekstrakcije povecava troskove procesa, te moze doc¢i do razgradnje osjetljivih
komponenti, dok s druge strane, kratko vrijeme ekstrakcije moze dovesti do nizih prinosa
komponenti. Stoga je vazno pronaéi optimalno vrijeme ekstrakcije za komponente u
odredenim DES-ovima [114]. Osim toga, na primjeru kumarina (eskulin, umbeliferon,
skoparon, 4-metilumbeliferon i herniarin) pokazano je kako je za prolazak otapala do ciljanih
komponenti, odnosno njihovu ekstrakciju u otapalo vazno upravo vrijeme [115].

Visoka viskoznost, koja je ve¢ mnogo puta spomenuta, predstavlja najvec¢i nedostatak
DES-ova te dovodi do smanjenja u¢inkovitosti ekstrakcije zbog smanjene difuzije i prijenosa
mase. Osim toga, viskoznost mozZe uzrokovati nekoliko prakti¢nih izazova u daljnjem radu
nakon ekstrakcije, kao §to su procesi filtracije, dekantiranja i otapanja [114]. U procesu
ekstrakcije bioaktivnih komponenti, jedan od najveéih nedostataka koristenja DES-ova je
1zolacija ciljnih spojeva., budu¢i da se Naime, zbog zanemarivog tlaka pare 1 opcenito visoke
sposobnosti mijesanja DES-a s vodom ne moze se Koristiti uobic¢ajen nacin izolacije kao s
konvencionalnim otapalima [6,7]. Stoga, Zeljene se komponente mogu izolirati primjenom
makroporoznih smola i sekundarnih otapala (anti-otapala), rekristalizacijom i
kromatografskim tehnikama [102, 128]. Prema dostupnoj literaturi [123, 129, 130], za
izolaciju komponente najeS¢e se koristi kolonska kromatografija s makroporoznim
smolama. Ova metoda pokazuje dobru u€inkovitost i selektivnost uz nisku cijenu. Takoder,
primjena sekundarnih otapala je brza i ucinkovita metoda buduci da se u ovom slucaju

zeljene komponente taloZze. Medutim, unato¢ sve ve¢em broju istrazivanja koje ukljucuju
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problematiku izolacije komponenti iz DES-ova, utjecaj sastava otapala i adsorbensa na

proces izolacije jos uvijek nije dovoljno istrazen [103].

2.4.2.2. Ultrazvucno potpomognuta ekstrakcija

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (engl. Ultrasound assisted extraction - UAE) je
inovativna tehnika koja je posljednjih godina pobudila velik interes zbog svojih prednosti u
usporedbi s konvencionalnim tehnikama, uklju¢ujuéi upotrebu malih volumena otapala,
krace vrijeme ekstrakcije, te niske ekonomske i ekoloske utjecaje [131-133]. Ova tehnika
koristi ultrazvu¢ne valove, s frekvencijom izmedu 20 kHz i 10 MHz. Unutar ultrazvu¢nog
raspona mogu se pronaci dva podru¢ja, ultrazvuk snage 20-100 kHz, karakteriziran visokim
intenzitetom, koji se koristi za ekstrakciju i signalni ili dijagnosti¢ki ultrazvuk (100 kHz—10
MHz), koji se koristi kao dijagnosti¢ka tehnika te za kontrolu i procjenu kvalitete [134].

Primjena ultrazvuka za ekstrakciju temelji se na fizikalno-kemijskom principu akusti¢ne
kavitacije (AC). AC je fizikalno-kemijski fenomen koji se sastoji od stvaranja, rasta i kolapsa
mjehuriéa prisutnih u tekuéem mediju izazvanih ultrazvuénim valovima. Sirenje
ultrazvucnih valova kroz bilo koji tekuc¢i medij uklju€uje stvaranje uzastopnih isprekidanih
podrucja visokog i niskog tlaka koja stvaraju mjehurice plina u mediju [135-137]. Nakon
formiranja, mjehuri¢i rastu kao odgovor na te promjene tlaka, $to dovodi do njihove
kompresije i ekspanzije, dostizu¢i kriti¢nu veli¢inu prije kolapsa, u kojoj se stvara vruca
tocka. U tom smislu, akusti¢na kavitacija predstavlja pokretacku snagu za ekstrakcijske
ucinke sonikacije, proizvodeci dvije vrste ucinaka, fizikalne i kemijske, ovisno o
frekvencijskim rasponima koji se koriste tijekom procesa [136].

Primjena UAE moZe poboljSati prinose ekstrakcije biljnog materijala uruSavanjem
kavitacijskog mjehurica, ¢ime dolazi do razli¢itih pojava na ¢vrstim povr§inama, uklju¢ujuci
efekte mikromijesanja i makroturbulencije [134]. Cesto su prisutni istovremeno i/ili
uzastopno, kombinirajuéi se tijekom postupka ekstrakcije kako bi se pobolj$ao prijenos mase
iz krutog matriksa u otapalo, Sto omogucuje postizanje visih prinosa ekstrakcije.

DES-UAE je metoda koja kombinira primjenu ultrazvu¢nih valova i DES-ova kako bi se
poboljsala ucinkovitost ekstrakcije 1 smanjilo vrijeme ekstrakcije [138]. Na primjeru
polifenola, koristenje ultrazvu¢nih valova u DES-UAE generira visokofrekventnu
mehanicku agitaciju, poboljSavajuéi ekstrakciju povecanjem njihove topljivosti i prijenosom

mase iz biljnog materijala u otapalo. Ovo mehanicko mijesanje dovodi do kidanja stijenki
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biljnih stanica i stvaranja kavitacijskih mjehuri¢a, koji stvaraju udarne valove $to potice
oslobadanje polifenola iz biljnog materijala [139].

Prinosi ekstrakcije koji se pripisuju UAE ovise o nizu ¢imbenika koji se dijele na fizikalne
parametre tehnike i parametre procesa ekstrakcije. Takoder, navedeni ¢imbenici ne utjecu
samo na prinose ekstrakcije ve¢ i uéinkovitost tehnike kao odrzivog postupka, s ciljem
postizanja najnize moguce potro$nje energije [140].

Fizikalni parametri povezani s ultrazvu¢nim valovima su snaga, frekvencija i intenzitet,
dok su oni povezani s ultrazvu¢nom opremom oblik i veli¢ina ultrazvucnih reaktora.
Gledaju¢i DES-UAE dokazan je utjecaj istih parametara kao i kod primjene drugih otapala,
odnosno to su frekvencija, snaga, intenzitet i ciklus [58].

U pravilu, visoke vrijednosti snage ultrazvuc¢nih valova poboljsavaju ucinkovitost UAE
u pogledu prinosa i sastava ekstrakta. Snaga ultrazvuka, mjerena u vatima (W), odnosi se na
koli¢inu energije isporucene po jedinici vremena i odredena je naponom i strujom koja se
dovodi do sonde. Vise razine snage rezultiraju ucinkovitijom kavitacijom i kolapsom
mjehurica, $to dovodi do poveéane u¢inkovitosti ekstrakcije. Viskoznost DES-ova znatno je
viSa od viskoznosti konvencionalnih otapala, a to moze imati znacajan utjecaj na snagu i
intenzitet snage potrebne za ultrazvuéni tretman. Veca viskoznost zahtijeva vise energije
potrebne za stvaranje kavitacije, $to je bitno za ucinkovitost ultrazvucnog tretmana.
Dodatno, veca viskoznost DES-a mogla bi utjecati na ponaSanje kavitacijskih mjehuric¢a, Sto
bi moglo dovesti do mehanizama drugacijih od onih uo¢enih u konvencionalnim otapalima.
Ultrazvuk moze uzrokovati fragmentaciju Cestica kroz meducesticne sudare i generirane
udarne valove urusavanjem kavitacijskih mjehuri¢a u tekucini. Jedan od izravnih ishoda
ovog smanjenja veli¢ine Cestica je povecanje ¢vrste povrsine, Sto dovodi do veéeg prijenosa
mase, veceg prinosa i brzine ekstrakcije [140].

Frekvencija ultrazvuka odnosi se na broj ciklusa u sekundi 1 obi¢no se izrazava u
kilohercima (kHz). Vise frekvencije povezane su s manjim valnim duljinama i ve¢om
dostavom energije, rezultiraju¢i pove¢anom Kkavitacijom i ve¢om vjerojatnoscu implozije
mjehurica. Frekvencija igra kljuénu ulogu u DES-UAE, budu¢i da modulira fizikalne 1
biokemijske uc¢inke kolapsa mjehurica tijekom postupka ekstrakcije, smanjujuéi gustocu 1
viskoznost otapala i pojacavajuci kavitaciju. Optimiranjem frekvencije ultrazvuénih valova,
akusti¢na energija moze se podesiti za stvaranje mikrosupljina unutar otapala, olakSavajuci
proces ekstrakcije ¢ak i u vrlo viskoznim otapalima [141]. Interakcija izmedu frekvencije i

viskoznosti klju¢ni je faktor u ovom procesu. Pokazano je kako pri visokim frekvencijama,
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otapala pokazuju elasti¢no ponaSanje, dok pri niskim frekvencijama pokazuju viskozno
ponasanje [142]. Medutim, u slu¢aju DES-ova s nizim vrelistem, frekvenciju ultrazvuc¢nih
valova potrebno je prilagoditi kako bi se izbjeglo prekomjerno zagrijavanje i degradacija
otapala [58].

Ultrazvucni intenzitet mjeri snagu koju pruza emitirajuci ultrazvucéni izvor po jedinici
vremena [134]. Intenzitet predstavlja vazan parametar povezan s UAE, buduci da je odreden
intenzitet potreban za postizanje kavitacije [143]. U prakticnom smislu, povecanje snage
povecéava intenzitet sve dok se ne postigne maksimalna vrijednost, nakon koje dolazi do
gubitka Sirenja ultrazvuénih valova i smanjenja ucinkovitosti kavitacije [144]. S druge
strane, fizikalni parametri koji se pripisuju ultrazvu¢noj opremi povezani su s ekstrakcijskim
vremenom te oblikom i veli¢inom ultrazvuénih reaktora. Danas se naj¢e$ée za UAE koriste
dvije vrste uredaja: ultrazvu¢na kupelj i ultrazvucna sonda [140].

Parametri ekstrakcije su oni koji se odnose na prostor u kojem se ultrazvucni valovi
prenose od izvora emitiranja do biljnog materijala, $to ukljucuje prirodu i svojstva otapala
te temperaturu i vrijeme ekstrakcije.

Otapalo je bitan ¢imbenik povezan s ve¢inom tehnika ekstrakcije, buduéi da se u njemu
otapa sadrzaj koji se oslobada iz biljnog materijala. Upravo zato je potrebno odabrati
odgovarajuce otapalo s kojim je moguce ekstrahirati §to veéi udio zeljenih bioaktivnih
komponenti. U odabiru odgovaraju¢eg otapala parametre poput viskoznosti, povrSinske
napetosti i tlaka para otapala, treba uzeti u obzir, zbog moguceg utjecaja na kavitaciju [145].
U tom smislu, viskoznost i povrSinska napetost utjecu na prag kavitacije buduci da ¢e otapala
s visokom viskozno$¢u ili povrSinskom napetosti trebati veéi intenzitet za postizanje praga
kavitacije. Jednako tako, tlak para otapala je presudan ¢imbenik za UAE, buduéi da nize
vrijednosti omogucuju povecanje snage kolapsa mjehuri¢a, koji se mogu lakSe Siriti u
otapalu [144,145].

Temperatura je parametar s vaznom ulogom u UAE zbog nekoliko razloga [144]. S jedne
strane, temperatura je usko povezana sa svojstvima otapala i izravno utjece na viskoznost,
povrsinsku napetost i tlak para. Povecanje temperature utjeCe na smanjenje viskoznosti i
povrsinske napetosti otapala, ali takoder dovodi i do povecanja tlaka pare otapala, Sto je
praceno povecanom koli¢inom plina koji ulazi unutar mjehurica i ublazava njihovo Sirenje.
Prema tome, visoka temperatura kod vecine otapala ne poboljSava ekstrakcijski prinos
spojeva iz materijala u ultrazvu¢nim uredajima. Nadalje, smatra se da povecana temperatura

moze pogodovati ekstrakciji spojeva povecanjem brzine difuzije i prekidanjem kemijskih
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veza U biljnom materijalu, ¢ime se pomaze njihovo otpuStanje u otapalo, ali poviSena
temperatura moze imati i negativan ucinak na temolabilne komponente [146]. Zbog svih
ovih razloga, optimizacija temperature ekstrakcije za pojedine komponente je potrebna kako
bi se poboljsala ekstrakcijska svojstva otapala koje se koristi za UAE 1 zastitila struktura i
funkcija Zeljenih komponenti [140].

Prinosi ekstrakcije se poboljSavaju povecanjem vremena ekstrakcije, ali dug period
ekstrakcije, zbog pretjeranog izlaganja ultrazvuénim valovima moze uzrokovati nezeljene
promjene u ekstrahiranim spojevima kao i u DES-ovima. Upravo stoga, danas se vecina
DES-UAE provodi u periodu od nekoliko minuta do 1 h, pokazuju¢i poboljSanu u¢inkovitost
ekstrakcije u usporedbi s konvencionalnim metodama. Vrijeme sonikacije ima presudnu
ulogu u procesu ekstrakcije [58].

Nekoliko parametara povezanih s biljnim materijalom takoder utjece na ucinkovitost
ekstrakcije zeljenih spojeva, kao Sto je vrsta biljnog materijala, predobrada materijala,
veliina Cestica, omjer kruto-tekuce te struktura komponenti [ 140]. Za ekstrakciju je moguce
koristiti i svjezi i osuSeni biljni materijal, iako je pokazano da je veca ucinkovitost kod
primjene osusenog biljnog materijala buduéi da se poboljSava propusnost i prijenos mase
[147]. Koli¢ina otapala potrebna za maksimalnu ekstrakciju polifenola ovisi o koli¢ini
uzorka. Opcenito, §to je veca koli¢ina uzorka, to je veca koli¢ina otapala potrebna za
ekstrakciju. Medutim, u nekim slucajevima, ¢ak i za malu koli¢inu uzorka, potrebno je vise
otapala zbog ¢vrste stani¢ne stjenke, niske stope difuzije i niske topljivosti [148]. Ipak, u
vecini slucajeva bitno je da je omjer izmedu koli¢ine uzorka i otapala dovoljno velik da se
osigura optimalna ucinkovitost ekstrakcije, a da dobiveni ekstrakt ne bude razrijeden,
odnosno s manjim udjelom Zeljenih komponenti u otapalu. Prema literaturi, za ekstrakciju
veéine polifenola iz biljnog materijala primjenom DES-UAE optimalan omjer kruto-tekuce
jeurasponuod 1 :20do I : 30, nakon ¢ega dolazi do pada u udjelu ekstrahiranih polifenola
[58].

DES-UAE metoda se smatra novom, zelenom metodom ekstrakcije polifenola koja nudi
brojne prednosti u usporedbi s konvencionalnim metodama ekstrakcije i upotrebom
toksi¢nih organskih otapala s naglaskom na bolju ucinkovitost ekstrakcije fenolnih kiselina,

flavanoida i kanabinoida (Tablica 4).
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2.4.2.3. Mehanoekstrakcija

Mehanokemijski potpomognuta ekstrakcija (engl. Mechanochemical Extraction, MCE)
jedna je od inovativnih tehnika koja se primijenjuje u ekstrakciji bioaktivnih spojeva [149].
Razvoj MCE povezan je s razvojem mehanokemije kao grane kemije koja se odnosi na
kemijske ili fizikalno-kemijske transformacije generirane mehanickom silom [150,151].
Mehanokemijska tehnologija se sve vise primjenjuje u sintezi i modificiranju lijekova [152],
razgradnji organskih zagadivaca [153] i recikliranju metalnih oksida [154].

Postupci MCE mogu se podijeliti u tri dijela, odnosnu na pripremu uzorka,
mehanokemijsku reakciju i mehanoekstrakciju. Tocan mehanizam MCE jo$ uvijek nije
poznat. Postoji nekoliko moguéih objasnjenja mehanizmima djelovanja MCE, a to su
smanjenje veli¢ine Cestica, razaranje stani¢ne stijenke i kemijske promjene fenolnih
komponenti. Prvo, smanjenje veli¢ine Cestica dovodi do povecanja ukupne kontaktne
povrsine, ¢ime se olakSava proces ekstrakcije. Drugo, prilikom mehanicke obrade zbog
stiskanja 1 smicanja dolazi do uniStavanja stani¢ne stijenke nakon cega se lakSe otpusta
sadrzaj u otapalo. Trece, prilikom mehanokemijske obrade ne dolazi samo do smanjenja
veli¢ine Cestica, ve¢ 1 do promjene u strukturi komponenti pri ¢emu nastaju fenolne
komponente u slobodnom obliku u kojem se laksSe i ekstrahiraju. Takoder, kod MCE se voda
pokazuje kao ucinkovitije otapalo za fenolne komponente u odnosu na druge tehnike
ekstrakcije [155].

Pokazano je kako ucinkovitost MCE postupka ovisi o nekoliko ¢imbenika kao $to su,
vrsta i koncentracija krutog reagensa, vrijeme mljevenja, vrijeme ekstrakcije, temperatura
ekstrakcije, omjer teku¢ina/krutina i pH [155].

U procesu MCE cesto se biljnom materijalu dodaju razlicite alkalne tvari ili reagensi.
Tijekom procesa mljevenja, polifenoli koji se najcesce nalaze u vezanom obliku reagiraju s
navedenim tvarima pod mehani¢kim pritiskom pri ¢emu dolazi do nastanka fenola u
slobodnom obliku, odnosno uklanjaju se najcescée proteini i Seceri. Odabir reagensa povezan
je sa kemijskim svojstvima zeljenih komponenti. Trenutno, Cvrsti reagensi koji se najcesce
koriste za ekstrakcije su ¢vrsti alkalni reagensi kao §to su NaoCO3z, NaHCO3 i NaOH [156].
Osim vrste, koncentracija je jo$ jedan kljucni ¢imbenik s utjecajem na prinos ekstrakcije.
Odgovaraju¢a koncentracija reagensa pomaze u povecanju ucinkovitosti ekstrakcije 1

smanjenju otpada. Opcenito, prinosi polifenola ¢e se povecati s poveanom koli¢inom
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reagensa do odredene koncentracije nakon Cega se uocCava ili smanjenje ili stalan udio
komponenti u otapalu [157,158].

Mljevenje biljnog materijala zajedno s krutim reagensom je kritican korak u procesu
ekstrakcije s obzirom da poveéavanjem vremena ekstrakcije dolazi do povecanja ukupne
kontaktne povrSine, olakSavanja procesa difuzije i transformiranja polifenola u oblik
komponenti koje se lako oksidiraju i koje stvaraju konglomerate moze do¢i do smanjenja
prinosa komponenti. Uz to, duze vrijeme ekstrakcije zahtijeva i vecu potrosnju energije
[156-158]. Prema dosadasnjim istrazivanjima, za ekstrakciju alkaloida, flavonoida i katehina
primjenom MCE dovoljno je 30 sekundi do nekoliko minuta, nakon ¢ega je udio komponenti
stalan ili dolazi do pada u udjelu ekstrahiranih komponenti zbog raspadanja i nastanka drugih
oblika [159].

Temperatura ekstrakcije utjeCe na topljivost i brzinu difuzije polifenola iz matrice u
otapalo. Odgovarajuc¢a temperatura ekstrakcije moze poboljsati udio ekstrahiranih
komponenti, ubrzati ekstrakciju i smanjiti troSkove ekstrakcije [156-158]. Prema literaturi,
sobna temperatura (25 °C) se pokazala kao uc¢inkovita za ekstrakciju alakaloida, flavonoida,
katehina i terpena. PoviSenjem temperature dolazi do smanjenja udjela ekstrahiranih
komponenti u dobivenim ekstraktima [157, 160].

MCE se smatra dobrom alternativom tradicionalnim tehnikama ekstrakcije bioaktivnih
spojeva iz biljnog i Zivotinjskog materijala. Glavne prednosti MCE ukljucuju: povecani
prinos ekstrakcije i moguénost selektivnosti, rad pri sobnoj temperaturi ¢ime se omogucuje
ekstrakcija termolabilnih spojeva, koristenje vode kao otapala umjesto tradicionalnih
organskih otapala u vecini slu¢ajeva, smanjeno vrijeme ekstrakcije i jednostavnost procesa.
Pokazano je da se umjesto vode mogu koristiti i DES-ovi za ekstrakciju alkaloida, flavanoida
1 katehina 1z biljnog materijala uz bolju ulinkovitost u 30 sekundi u odnosu na
konvencionalnu ekstrakciju [160] (Tablica 4). Unato¢ navedenim prednostima, jo$ uvijek

postoje neki nedostaci, s naglaskom na mogucnost industrijske primjene ove tehnike [155].
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METODIKA

3.1. Materijali i aparature

Za ekstrakciju koriSteni su osuSeni listovi kadulje (Salvia officinalis L.), koprive (Urtica
dioica), lavande (Lavandula angustifolia "Hidcote") i vrkute (Alchemilla vulgaris) te osuSeni
cvjetovi industrijske konoplje (Cannabis sativa). Prije ekstrakcije, osuseni listovi su
samljeveni 1 prosijani pomocu vertikalnog vibracionog sita (LabortechnikGmbh, llmenau,
Germany).

Svi reagensi i kemikalije koriSteni u sintezi i analizi su analiticke Cistoce i nabavljeni od
komercijalnih dobavljaca te KoriSteni bez prethodnog prociscavanja.

Za kemijske analize koriSteni su standardni spojevi:
karnosolna kiselina (4aR,10aS)-5,6-dihidroksi-1,1-dimetil-7-propan-2-il-2,3,4,9,10,10a-
heksahidrofenantren-4a-karboksilna kiselina) (¢istoée > 95,0 %), (Sigma Chemical Co.
Missouri, SAD),
karnosol (1R,8S,10S)-3,4-dihidroksi-11,11-dimetil-5-propan-2-il-16-oksatetraciklo
[6.6.2.01,10.02,7] heksadeka-2,4,6-trien-15-on) (Cisto¢e > 99,2 %) (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, Missouri, SAD),
galna kiselina (3,4,5-trihidroksibenzojeva kiselina) (¢istoce > 98,0 %) (Phytolab GmbH &
Co. KG. Vesten bergsgreuth, Njemacka),
elaginska kiselina (2,3,7,8-tetrahidroksikromono[5,4,3-cde]kromen-5,10-dion) (¢isto¢e >
98,0 %) (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, SAD),
taninska kiselina (1,2,3,4,6-penta-O-{3,4-dihidroksi-5-[(3,4,5-trihidroksibenzoil)
oksi]benzoil } -D-glukopiranoza) (€istoc¢e > 95,0 %) (Acros Organics, Antwerpen, Belgija),
kafeoil-jabuéna  kiselina  (2-[(E)-3-(3,4-dihidroksifenil)prop-2-enoil]oksibutandioi¢na
Kiselina) (Cistoce > 95,0 %) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Berg, Njemacka),
klorogenska kiselina ((1S,3R,4R,5R)-3-[(E)-3-(3,4-dihidroksifenil)prop-2-enoil]oksi-1,4,5-
trihidroksicikloheksan-1-karboksilna kiselina) (¢istoce > 95,0 %) (Supelco, Pennsylvania,
SAD)
neoklorogenska kiselina ((1R,3R,4S,5R)-3-[(E)-3-(3,4-dihidroksifenil)prop-2-enoil]oksi-
1,4,5-trihidroksicikloheksan-1-karboksilna kiselina) (Cistoce > 98,0%) (Sigma Chemical
Co., St. Louis, Missouri, SAD)
kofeinska kiselina ((2E)-3-(3,4-dihidroksifenil) prop-2-enska kiselina) (&istoce > 98,0%)
(Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, SAD)
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sinapinska kiselina ((2E)-3-(4-hidroksi-3,5-dimetoksifenil)prop-2-enska kiselina (¢istoce >
98,0 %) (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, SAD)

rutin (2-(3,4-dihidroksifenil)-5,7-dihidroksi-3-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihidroksi-6-
[[(2R,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-trihidroksi-6-metiloksan-2-ilJoksimetilJoksan-2-ilJoksikromen-4-
on) (Cistoce > 95,0%) (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, SAD)

cikorinska kiselina ((2R,3R)-2,3-bis{[(2E)-3-(3,4-dihidroksifenil)prop-2-
enoil]oksi}butandioi¢na kiselina) (Cistoce > 95,0%) (Sigma Chemical Co., St. Louis,
Missouri, SAD)

kanabidiol (CBD) (2-[(1R,6R)-6-izopropenil-3-metilcikloheks-2-en-1-il]-5-pentilbenzen-
1,3-diol) (100 pg/mL u metanolu, Cistoce 99,6 %) (Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburg,
Njemacka),

kanabidiolna kiselina (CBDA) ((1'R,2'R)-2,6-Dihidroksi-5'-metil-4-pentil-2'-(prop-1-en-2-
il)-1',2",3",4'-tetrahidro[1,1'-bifenil]-3-karboksilna kiselina) (100 pg/mL u metanolu, Cistoce
98,3 %) (Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburg, Njemacka)

kanabidivarinska kiselina (CBDVA) (2,4-dihidroksi-3-[(1R,6R)-3-metil-6-(1-metiletenil)-
2-cikloheksen-1-il]-6-propil-benzojeva kiselina) (100 pg/mL u acetonitrilu, ¢istoce 99,9 %)
(Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburg, Njemacka),

kanabikromenska  kiselina  (CBCA)  (5-hidroksi-2-metil-2-(4-metilpent-3-enil)-7-
pentilkromen-6-karboksilna kiselina) (500 pg/mL u acetonitrilu, ¢istoé¢e 99,3 %) (Cerilliant
Corporation, Round Rock, Texas, SAD),

kanabigerolna kiselina (CBGA) (3-[(2E)-3,7-dimetilokta-2,6-dienil]-2,4-dihidroksi-6-
pentilbenzojeva kiselina) (500 pg/mL u acetonitrilu, ¢istoée 99,3 %) (Cerilliant Corporation,
Round Rock, Texas, SAD),

tetrahidrokanabivarinska kiselina (THCVA) ((6aR,10aR)-1-hidroksi-6,6,9-trimetil-3-
propil-6a,7,8,10a-tetrahidrobenzo[c]kromen-2-karboksilna  kiselina (500 pupg/mL u
acetonitrilu, ¢istoc¢e 99,2 %) (Cerilliant Corporation, Round Rock, Texas, SAD),
tetrahidrokanabinolna kiselina (6aR,10aR)-1-hidroksi-6,6,9-trimetil-3-pentil-6a,7,8,10a-
tetrahidrobenzo[c]kromen-2-karboksilna kiselina (THCA) (500 pg/mL u acetonitrilu,
Cistoce 98,5 %) (Cerilliant Corporation, Round Rock, Texas, SAD),

kanabinol (CBN) (6,6,9-trimetil-3-(5,5,5-trideuteriopentil)benzo[c]kromen-1-ol) (100
pg/mL u metanolu, Cistoce 99,6 %) (Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburg, (Njemacka),
kanabikromen (CBC) (2-metil-2-(4-metilpent-3-enil)-7-pentilkromen-5-ol) (100 pg/mL u
metanolu, ¢istoc¢e 99,0 %) (Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburg, Njemacka),

44



METODIKA

kanabigerol (CBG) 2-[(2E)-3,7-dimetilokta-2,6-dienil]-5-pentilbenzen-1,3-diol) (100
pg/mL u metanolu, ¢istoc¢e 99,0 %), (Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburg, Njemacka),
A9-Tetrahidrokanabinol (A9-THC) (6,6,9-trimetil-3-pentil-6a,7,8,10a-
tetrahidrobenzo[c]kromen-1-ol) (1,0 mg/mL u metanolu cistoée 99,2 %) (Cerilliant
Corporation, Round Rock, Texas, SAD)

umbeliferon (7-Hidroksi-2H-benzopiran-2-on) (¢istoce 99,0%) (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Berg, Njemacka),

heniarin (7-metoksi-2H-benzopiran-2-on) (¢isto¢e 99,0%) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Berg, Njemacka).

Za odredivanje fizikalno kemijskih svojstava DES-ova koriSten je V'COMPACT L
viskozimetar (Fungilab, Barcelona, Spanjolska), UV-1280 UV-VIS Spektrofotometar
(Shimatzu), i SevenCompact Duo pH metar (Mettler —Toledo, Greifensee, Svicarska).

Za ekstrakciju mijesanjem i zagrijavanjem KoriStena je magnetska mijesalica (LLG,
Meckenheim, Njemacka) sa aluminijskim blokom, za ekstrakciju potpomognutu
ultrazvukom koristena je ultrazvu¢na kupelj Sonorex Digitec DT 510 H pri 50 W i
frekvenciji 37 hZ (Bandelin, Berlin, Njemacka), a mehanokemijske ekstrakcije provedene
su u homogenizatoru Bead Ruptor 12 (Omni International, Kennesaw, Georgia, SAD).

Za odredivanje sadrzaja bioaktivnih komponenti u ekstraktima koristena je tekucinska
kromatografija visoke djelotvornosti (eng. High Performance Liquid Chromatography -
HPLC), odnosno uredaj naziva Agilent 1260 Infinity 1l (Agilent, Santa Clara, Kalifornija,
SAD) i jednozraéni UV/VIS Spektrofotometar (Lasany International, Panchkula, Haryana,
India).

Za odredivanje antiradikalne aktivnosti kori$ten je jednozra¢ni UV/VIS Spektrofotometar

(Lasany International, Panchkula, Haryana, India).

3.2. Priprava DES-ova

Hidrofilni DES-ovi su pripremljeni mijeSanjem ChCl s razli¢itim donorima vodikovih
veza U molarnim omjerima prikazanim u Tablici 5., zagrijavanjem pri 80 °C do nastanka
bistrih kapljevina. Hidrofobni DES-ovi su pripremljeni mijesanjem razli¢itih komponenti
kao donora i akceptora vodikovih veza u molarnim omjerima prikazanima u Tablici 6.,

zagrijavanjem pri 80 °C do nastanka bistrih kapljevina. Tako pripremljena otapala su bez
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dodatnog prociS¢avanja koriStena za probir najpogodnijeg otapala za ekstrakciju bioaktivnih

komponenti.

Tablica 5. Komponente za pripremu hidrofilnih DES-ova s pripadaju¢im molarnim

omjerima

HBA HBD Omjer Oznaka HBA HBD Omjer Oznaka
Urea 1:2 DES1 Glicerol 1:2 DES10
N-metilurea 1:3 DES2 Acetamid 1:2 DESI11
Tiourea 1:2  DES3 Jabu¢na kiselina 1:1  DESI12
Glukoza 1:1 DES4 'V"?"Or.‘Ska 1:1 DES13

kiselina
chel Fruktoza 1:1 DESS5 chel Oksalna kiselina 1:1  DES14
Ksilitol ~ 1:1  DES6 Mlijecna 1.2 DESIS

kiselina
Sorbitol 11 DES7 Le\_/ull_nska 1:9 DES16

kiselina
Butan-1,4- 1:2 DESS8 Limunska 1:2 DES17

diol kiselina

Etilen-glikol 1:2 DES9

Tablica 6. Komponente za pripremu hidrofobnih DES-ova s pripadaju¢im molarnim

omjerima

HBA HBD Omjer Oznaka HBA HBD Omjer Oznaka
Mravlia 1.1 (pEsa Mentol ~ raimitinska )., heaqy

kiselina kiselina

Tetra-n- .

Octena 4.4 1pES2  oktilamonijev  aPrnska 4 o ppEst)

kiselina . kiselina

bromid

. 2:1 hDES13
Ksﬂg‘ﬁ:a 1:1 hDES3 Kﬁgg'l?;’:a Lidokain  3:1 hDES14
4:1 hDES15
Mentol 3:2 hDES16
Mlije¢na 1:1 hDES4 Kaprinska 1:1 hDES17
kiselina 1:2 hDES5 kiselina 1:2 hDES18
1:3 hDES19
Levulinska Timol 7:3 hDES20
Kiselina 1:1 hDES6 Kamfor 3:2 hDES21
1:1 hDES22
Laurinska .4 p5pey Kaprilna ., hee)s

kiselina kiselina

46



METODIKA

Kaprilna Laurinska

N 1:1 hDESS8 - 1:1 hDES24
kiselina kiselina
Kaprinska 1:1  hDES9
kiselina 2:1 hDES10

3.3. Karakterizacija pripremljenih DES-ova

Pripremljenim DES-ovima, DES-ovima u kombinaciji s vodom (10-50 % (v/v) i hDES-

ovima ispitana je viskoznost, polarnost i pH.

3.3.1. Odredivanje viskoznosti

Primjenom V'COMPACT L viskozimetra odredena je viskoznost svim kori$tenim DES-
ovima u rasponu temperature 30-70 °C. Tijekom mjerenja viskoznosti, otapala su se
postepeno zagrijavala primjenom proto¢ne kupelji. Program mjerenja je na svakoj odredenoj
temperaturi trajao 30 minuta, pri ¢emu je vrtnja klipa (TL7) i§la od 20-250 rpm u periodu od
30 min pri konstantnoj temperaturi. Otapalo je izmedu mjerenja zagrijano na odgovarajucu
temperaturu koja je pomocu proto¢ne pumpe odrzavana tijekom 30 min. Mjerenja su radena
svakih 5 sekundi, a iz svih dobivenih podataka je izradena krivulja pomocu koje je odredena

viskoznost pojedinog otapala. Za mjerenje je koristeno 20 mL pripremljenih otapala.

3.3.2. Odredivanje polarnosti

Za odredivanje polarnosti DES-ova i DES-ova u kombinaciji sa vodom u rasponu od 10-
50 % (v/v) koristena je boja nilsko crvenilo (engl. Nile Red, 9-dietilamino-5H-
benzo(a)fenoksazin-5-on). Analiza je radena prema radu Craveiro i sur. [161] prema kojem
se 5 pL pripremljene etanolne otopine nilskog crvenila (1 mg/mL) dodaje u kivetu koja
sadrzi 1 mL eutektickog otapala. Nakon dodatka boje, sadrzaj se promijesa te se odmah
snimaju UV spektri. Za svaki uzorak odredena je maksimalna valna duljina (Amax) preko koje
je izraCunata molarna prijelazna energija (ENR) na nacin (2) :

= 28591 )

Amax

47



METODIKA

Zarazliku od pripreme etanolne otopine nilskog crvenila u kojem se boja brzo otapa i otopina
poprima jarko rozu boju, u eutektickim otapalima je potrebno malo duze vremena da se boja
uoci, posebice U viskoznim otapalima. Viskozna otapala su zagrijavana prije dodatka boje,
a potom intenzivno mijeSana na vrtloznoj mijesalici dok nije uocljiva jednoli¢no obojena
otopina. Fizikalno-kemijska svojstva nilskog crvenila kao $to su fotokemijska stabilnost,
dobra topljivost u razli¢itim otapalima 1 niska bazi¢nost Cine ovu boju prikladnom za
mjerenje polarnosti DES-ova [82]. Upotreba nilskog crvenila omoguéuje izravno ispitivanje
polarnosti otapala na nacin da utjeCe na apsorpcijska svojstva molekule boje. U prisustvu
otapala viSe polarnosti, maksimum boje pomice se na vece valne duljine, §to rezultira nizim
ENR, odnosno niza vrijednost ENR ukazuje na polarnije otapalo. Preko pomaka i
usporedbom s Amax dobivenom za referentno otapalo, moguce je procijeniti polarnost datog

otapala.

3.3.3. Odredivanje pH

Za odredivanje pH pripremljenih DES-ova i uz dodatak vode u rasponu od 10-50 % (v/v)
koristen je SevenCompact Duo pH metar u kombinaciji sa elektrodom InLab Viscous Pro-
ISM namijenjenoj mjerenju pH ne-vodenih viskoznih medija te indikator trakice (Whatman,

Maidstone, Ujedinjeno Kraljevstvo). pH vrijednost je mjerena pri temperaturi od 30 °C.

3.4. Ekstrakcija bioaktivnih komponenti konvencionalnim otapalima

Za ekstrakciju bioaktivnih komponenti iz biljnog materijala kao otapala koristena su
voda, vodene otopine etanola (30-70% (v/v), etanol i metanol. Samljeveni osuSeni biljni
materijal (50 mg) pomijesan je s 1 mL odabranog otapala. Pripremljeni uzorci mijeSani su
na 1500 okretaja u minuti u aluminijskom bloku na magnetskoj mijesalici pri temperaturama
30,501 70 °C i kroz 30, 60 i 90 minuta.

3.5. Ekstrakcija bioaktivnih komponenti primjenom DES-ova

Za ekstrakciju diterpena iz kadulje, fenolnih kiselina i tanina iz vrkute te fenolnih kiselina
i flavonoida iz koprive koriSteni su DES-ovi, dok su za ekstrakciju kanabinoida iz
industrijske konoplje i kumarina iz lavande koriSteni hDES-ovi.
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3.5.1. Probir otapala

Kod probira otapala, samljeveni osuSeni biljni materijal (50 mg) pomijesan je S 1 mL
odabranog otapala, ¢istog DES-a, DES-a s dodatkom vode (10, 30 i 50 % (v/v)) i hDES-a.
Pripremljeni uzorci mijeSani su na 1500 okretaja u minuti u aluminijskom bloku na
magnetskoj mijesalici pri temperaturama 30, 50 i 70 °C kroz 60 minuta. Nakon ekstrakcije,
ekstrakt je centrifugiran 15 minuta i zatim dekantiran. Teku¢i supernatant je zatim razrijeden

metanolom, filtriran kroz PTFE filtar od 0,45 um i podvrgnut HPLC analizi.

3.5.2. Optimizacija uvjeta ekstrakcije

Kod odabira optimalne tehnike i uvjeta ekstrakcije, osim mijeSanja na magnetskoj
mijesalici, ekstrakcija je provedena u ultrazvu¢noj kupelji i kuglicnom mlinu BeadRuptor
12 pri definiranim uvjetima. Za sve primjenjene tehnike ekstrakcije, samljeveni osuseni
biljni materijal (50 mg) pomijesan je s 1 mL odabranog otapala, ¢istog DES-a, DES-a s
dodatkom vode (10, 30 i 50 % (v/v)) i hDES-a.

Kod ekstrakcije uz mijesanje na magnetskoj mjesalici uzorci su mijeSani na 1500 okretaja
u minuti u aluminijskom bloku prema uvjetima postavljenima primjenom metode odzivnih
povrsina. Nakon ekstrakcije, ekstrakt je centrifugiran 15 minuta 1 zatim dekantiran. Tekuci
supernatant je zatim razrijeden metanolom, filtriran kroz PTFE filtar od 0,45 pm 1 podvrgnut

HPLC analizi.

Ultrazvuéna kupelj postavljena je na frekvenciju od 37 Hz i snagu od 50 W u svim
ekstrakcijama. Kod ekstrakcije primjenom ultrazvuéne kupelji uzorci su postavljeni u kupelj
prema uvjetima postavljenima primjenom metode odzivnih povr§ina. Nakon ekstrakcije,
ekstrakt je centrifugiran 15 minuta i zatim dekantiran. Tekuéi supernatant je zatim razrijeden

metanolom, filtriran kroz PTFE filtar od 0,45 pm i podvrgnut HPLC analizi.

Kod ekstrakcije u kugliénom mlinu, biljni materijal (50 mg) pomijeSan je s 1 mL otapala
i 1 g staklenih kuglica. Ekstrakcija je provedena prema zadanim uvjetima postavljenima
primjenom metode odzivnih povrsina. Nakon ekstrakcije, ekstrakt je centrifugiran 15 minuta
I zatim dekantiran. Tekuci supernatant je zatim razrijeden metanolom, filtriran kroz PTFE

filtar od 0,45 um i podvrgnut HPLC analizi.
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3.6. Odredivanje sastava ekstrakata

Udio bioaktivnih komponenti u ekstraktima odreden je primjenom kromatografskih i
spektrofometrijskih metoda koje su u sklopu izrade ovog rada razvijene i validirane. Za
analizu ekstrakta koriSten je HPLC sustav Agilent 1260 Infinity II opremljen kvarternom
pumpom (G7111B), grijacem kolone (G7116A) temperaturnog raspona od 10 do 85 °C,
DAD detektorom (G7115A), autosamplerom (automatski uzorkivac) (G7129A) kapaciteta
od 36 mjesta i sakupljacem frakcija (G1364E). Obrada podataka i upravljanje sustavom

vr§eno je pomocu racunalnog programa ChemStation.

3.6.1. Odredivanje sadrzaja karnosolne kiseline i karnosola u ekstraktima kadulje

HPLC analize karnosolne kiseline i karnosola provedene su na Agilent 1260 Infinity 11
HPLC sustavu s kromatografskim odvajanjem na koloni ZORBAX Eclipse Plus C18
(Agilent, Santa Clara, Kalifornija, SAD) (4,6 mm x100 mm, 5 um). Razdvajanje
analiziranih spojeva provedeno je izokratno tijekom 12 minuta, pri ¢emu je kao faza A
koristen acetonitril, a kao faza B 0,1% fosforna kiselina u mili-Q vodi (Millipore Simplicity
185, Darmstadt, Njemacka) u omjeru A:B 60:40. Brzina protoka bila je 1,0 mL/min,
volumen injektiranja 20 uL, valna duljina UV detekcije 230 nm, a analiza je provedena pri
25 °C. ldentifikacija karnosola i karnosolne kiseline provedena je na temelju vremena
zadrzavanja i usporedbe apsorpcijskog spektra u ekstraktima sa spektrom standarda, dok je
kvantifikacija napravljena na temelju eksterne kalibracije. Standardne otopine za karnosolnu
kiselinu i1 karnosol pripremljene su u metanolu, od ¢ega je pripremljeno osam koncentracija
(10, 20, 30, 50, 75, 100, 150 i 200 mg/L) za kalibraciju. Vrijeme zadrzavanja za karnosol
bilo je 4,217 min, a za karnosolnu kiselinu 7,416 min. Prema koeficijentu determinacije, R?=
0,99789 za karnosolnu kiselinu i R?= 0,99968 za karnosol, linearnost krivulje u rasponu
koncentracija je potvrdena. Za validaciju HPLC metode za odredivanje karnosolne kiseline
I karnosola, osim linearnosti, provedena je usporedba vremena zadrZzavanja i apsorpcijskog
spektra sa standardima, ponovljivost mjerenja i pripreme otopine te to¢nost, §to je takoder
prikazano u Prilozima (Tablica Al). Rezultati sadrzaja karnosolne kiseline i karnosola u

analiziranim uzorcima izraZeni su u pg/mg biljke.
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3.6.2. Odredivanja sadrZaja galne i elaginske kiseline u ekstraktima vrkute

HPLC analize galne i elaginske kiseline provedene su na HPLC sustavu Agilent 1260
Infinity Il s kromatografskim odvajanjem dobivenim na koloni ZORBAX Eclipse Plus C18
(4,6 mm x 100 mm, 5 um). Razdvajanje je postignuto gradijentnim eluiranjem pri brzini
protoka od 2 mL/min, tijekom 55 minuta, gdje je 0,25 % fosforne kiseline i 1,5 %
tetrahidrofurana u mili-Q vodi koriSteno kao faza A, a metanol je koristen kao faza B.
Gradijent je postavljen na nacin: 0 - 5 min: 100 % A; 5-10 min: 100-85 % A; 10-20 min: 85-
70 % A; 20 - 40 min: 70 — 50 % A,; 40 - 45 min: 50 % A; 45-47 min: 50-0 % A; 47-55 min;
0 % A. Volumen injektiranja bio je 35 pL, valna duljina UV detekcije 220 1270 nm, a analiza
je provedena pri 25 °C. Identifikacija galne i elaginske kiseline provedena je na temelju
vremena zadrzavanja i usporedbe apsorpcijskog spektra u ekstraktima sa spektrom
standarda, dok je kvantifikacija napravljena na temelju eksterne kalibracije. Standardne
otopine galne Kkiseline i elaginske kiseline pripremljene su u metanolu od cega je
pripremljeno osam koncentracija (koncentracije 10,0, 20,0, 50,0, 75,00, 100,0, 200,0 i 500,0
mg/L). Vrijeme zadrZavanja galne kiseline bilo je 2,693 min, a za elaginsku kiselinu 24,829
min. Linearnost kalibracijske krivulje potvrdena je s R2 = 0,99964 za galnu kiselinu i R2 =
0,99909 za elaginsku kiselinu. Za validaciju HPLC metode za odredivanje fenolnih kiselina,
osim linearnosti, provedena je usporedba vremena zadrZavanja i apsorpcijskog spektra sa
standardima, ponovljivost mjerenja i pripreme otopine te to¢nost, §to je takoder prikazano u
Prilozima (Tablica A2). Rezultati sadrZaja galne 1 elaginske kiseline u analiziranim uzorcima

izrazeni su u pg/mg biljke.

3.6.3. Spektrofometrijsko odredivanje HT u ekstraktima vrkute

Sadrzaj hidrolizirajucih tanina odreden je spektrofotometrijski s kalij jodatnim testom.
Pet mililitara vodene otopine kalijevog jodida (2,5% w/v) zagrijavano je do 30 °C u vodenoj
kupelji 7 minuta, nakon ¢ega je dodan 1 mL uzorka (razrijeden do 10 mg/mL). Smjesa je
stavljena u vodenu kupelj pri 30 °C tijekom 2 minute nakon ¢ega je izmjerena adsorpcija na
550 nm. Kalibracijska krivulja je pripremljena koriStenjem otopine taninske kiseline u
rasponu 20-2500 pg/mL, a rezultati su izrazeni kao mikrogrami ekvivalenta taninske kiseline
(TAE) po mg biljke (ung TAE/mg biljke).
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3.6.4. Kromatografsko odredivanja sadrzaja kanabinoida u ekstraktima industrijske konoplje

HPLC analize kanabinoida provedene su na HPLC sustavu Agilent 1260 Infinity Il s
kromatografskim odvajanjem dobivenim na koloni InfinityLab Poroshell 120 C-C18, duljine
150 mm, s unutarnjim promjerom od 4,6 mm i veli¢inom Cestica 4 um. Razdvajanje je
postignuto gradijentnim eluiranjem pri brzini protoka od 1 mL/min, tijekom 67 minuta, gdje
je 0,1 % mravlje kiseline u mili-Q vodi koristeno kao faza A, a 0,05% mravlje kiseline u
metanolu je koristeno kao faza B. Gradijent je postavljen na nac¢in: 0,00-7,05 min 40% A,
7,05-49,37 min 23% A; 49,37-67,00 min 5% A nakon ¢ega je uslijedio period od 10 min
gdje su se uvjeti analize vratili na pocetnu vrijednost. Volumen injektiranja bio je 35 uL,
valna duljina UV detekcije bila je 210 i 230 nm, a analiza je provedena pri 50 °C.
Identifikacija kanabinoida provedena je usporedbom vremena zadrzavanja i spektara
izdvojenih pikova sa standardima, dok je kvantifikacija napravljena na temelju eksterne
kalibracije. Standardne osnovne otopine galne Kkiseline i elaginske kiseline pripremljene su
u metanolu od ¢ega je pripremljeno Sest koncentracija u rasponu: za CBDVA 1,25-125,0
pg/mL, za CBD 5,00-100 pg/mL, za CBG 1,875-75,00 ng/mL, za CBDA 1,00-50,00 pg/mL,
za CBGA 5,00-100 pg/mL, za CBN 1,00-50,00 pg/mL, za THC 3,125-50,00 pug/mL, za
THCVA 1,25-125,00 pg/mL, za CBC 1,875-75,00 pg/mL, za THCA 1,25-125,00 ug/mL te
za CBCA 1,25-125,00 ug/mL. Linearnost kalibracijske krivulje potvrdena je s R? = 0,99996
za CBDVA, R? = 0,99868 za CBD, R? = 0,99913 za CBG, R? = 0,99921 za CBDA, R? =
0,99995 = za CBGA, R?=0,99910 za CBN, R? =0,99995 za THC, R? = 0,99996 za THCVA,
R? =0,99810 for CBC, R? = 0,99994 za THCA i R? = 0,99996 za CBCA.

Vrijeme zadrzavanja za CBDVA bilo je 23,236 min, za CBD 31,793 min, za CBG 33,123
min, za CBDA 35,253 min, za CBGA 41,228 min, za CBN 43,252 min, za THC 47,047 min,
za THCVA 48,210 min, za CBC 55,261 min, za THCA 60,492 min i za CBCA 62,358 min.
Za validaciju HPLC metode za odredivanje kanabinoida, osim linearnosti, provedena je
usporedba vremena zadrZavanja i apsorpcijskog spektra sa standardima, ponovljivost
mjerenja i pripreme otopine te tocnost, sto je takoder prikazano u Prilozima (Tablica A3).

Rezultati sadrzaja kanabinoida u analiziranim uzorcima izrazeni su u pug/mg biljke.
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3.6.5. Kromatografsko odredivanje fenolnih kiselina i flavonoida u ekstraktima koprive

HPLC analize fenolnih kiselina i flavonoida u ekstraktima koprive provedene su na HPLC
sustavu Agilent 1260 Infinity Il s kromatografskim odvajanjem dobivenim na koloni
ZORBAX Eclipse Plus C18 (4,6 mm x 100 mm, 5 pm). Razdvajanje je postignuto
gradijentnim eluiranjem pri brzini protoka od 1 ml/min, tijekom 55 minuta, gdje je 0,1 %
mravlje kiseline u mili-Q vodi koristeno kao faza A, a 0,1 % mravlje kiseline u metanolu je
koriSteno kao faza B. Gradijent je postavljen na nacin : 0- 8 min: 90 — 75 % A, 8-16 min:
75% A; 16-25 min: 75-55 % A; 25 - 28 min: 55 % A; 28 - 45 min: 55 - 20% A; 45-55 min:
20 % A nakon Cega je uslijedio period od 20 min gdje su se uvjeti analize vratili na pocetnu
vrijednost.VVolumen injektiranja bio je 10 uL, valna duljina UV detekcije 240, 250, 260, 270,
280, 3301 360 nm, a analiza je provedena pri 50 °C. Identifikacija komponenti provedena je
na temelju vremena zadrzavanja i usporedbe apsorpcijskog spektra u ekstraktima sa
spektrom standarda, dok je kvantifikacija napravljena na temelju eksterne kalibracije.
Standardne osnovne otopine pripremljene su u metanolu od ¢ega je pripremljeno Sedam
koncentracija (raspon koncentracija 10 — 500 mg/L). Vrijeme zadrzavanja neoklorogenske
kiseline bilo je 12,613 min, klorogenske kiseline 16,917 min, kofeinske kiseline 17,673 min,
kafeoil-jabuc¢ne Kkiseline 26,258 min, sinapinske kiseline 27,830 min, rutina 31,061 min i
cikorinske kiseline 38,755 min. Linearnost kalibracijske krivulje potvrdena je s R?= 0,99964
za neoklorogensku kiselinu, R? = 0,99999 za klorogensku kiselinu, R?= 0,99983 za kofeinsku
kiselinu, R? = 0,99909 za kafeoil-jabu¢nu kiselinu, R?= 0,99922 za sinapinsku kiselinu, R?=
0,99842 za rutin i R?= 0,99912 za cikorinsku kiselinu. Za validaciju HPLC metode za
odredivanje fenolnih kiselina i HT, osim linearnosti, provedena je usporedba vremena
zadrzavanja 1 apsorpcijskog spektra sa standardima, ponovljivost mjerenja i pripreme
otopine te to¢nost, $to je takoder prikazano u Prilozima (Tablica A4). Rezultati sadrzaja

fenolnih kiselina i flavonoida u analiziranim uzorcima izrazeni su u pg/mg biljke.

3.6.6. Kromatografsko odredivanje kumarina u ekstraktima lavande

HPLC analize umbeliferona i herniarina provedene su na HPLC sustavu Agilent 1260
Infinity Il s kromatografskim odvajanjem dobivenim na koloni Cosmosil 5C18-MA-II (4,6
mm X% 150 mm, 5 um). Razdvajanje je postignuto gradijentnim eluiranjem pri brzini protoka

od 1 ml/min, tijekom 50 minuta, gdje je 1 % octene kiseline u mili-Q vodi koristeno kao faza
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A, a metanol je koristen kao faza B. Gradijent je postavljen na nacin : 0 - 5 min: 80% A, 5-
15 min: 80-40% A;15-35 min: 40-20% A; 35 - 40 min: 20 - 80% A; 40 - 50 min: 80% A.
Volumen injektiranja bio je 20 pL, valna duljina UV detekcije 250, 280, 300 i 320 nm, a
analiza je provedena pri 25 °C. Identifikacija umbeliferona i herniarina provedena je na
temelju vremena zadrzavanja i1 usporedbe apsorpcijskog spektra u ekstraktima sa spektrom
standarda, dok je kvantifikacija napravljena na temelju eksterne kalibracije. Standardne
osnovne otopine umbeliferona i herniarina pripremljene su u metanolu od cega je
pripremljeno Sest koncentracija (raspon koncentracija 1,0-100,00 mg/L). Vrijeme
zadrzavanja umbeliferona bilo je 16,625 min, a herniarina 20,031 min. Linearnost
kalibracijske krivulje potvrdena je s R? = 0,99996 za umbeliferon i R? = 0,99965 za herniarin.
Za validaciju HPLC metode za odredivanje kumarina, osim linearnosti, provedena je
usporedba vremena zadrZavanja i apsorpcijskog spektra sa standardima, ponovljivost
mjerenja i pripreme otopine te to¢nost, §to je takoder prikazano u Prilozima (Tablica A5).

Udio herniarina i umbeliferona u analiziranim uzorcima izrazen je u pg/mL ekstrakta.

3.7. Statisti¢ka obrada rezultata

Optimizacija procesa ekstrakcije provedena je u odnosu na koncentraciju odabranih
bioaktivnih komponenti iz kadulje, koprive, lavande, vrkute i konoplje. Za analizu utjecaja
parametara ekstrakcije na ispitivane odzive te za optimizaciju procesa koriStena je metoda
odzivnih povrsina (engl. Response Surface Methodology, RSM). Nezavisne varijable su
ovisile o tehnici ekstrakciji te koriStenim otapalima.

Za statistiCku analizu znacajnosti ispitivanih parametra na promatrane komponente
(ANOVA), procjenu koeficijenata modela nelinearnom regresijskom analizom i numeric¢ku
optimizaciju ispitivanih parametra koriSten je softverski paket Design-Expert®, v.9 (Stat
Ease, Minneapolis, SAD). Test statistickih razlika temeljio se na ukupnim Kriterijima
pogreske s razinom pouzdanosti od 95,0 %.

Adekvatnost dobivenih modela za razlicite tehnike ekstrakcije potvrdena je koeficijentom
determinacije (R?), p-vrijednostima za model i nedostatkom modela (engL. Lack of Fit).

Na kraju, provedeno je optimiranje promatranog procesa koje se temelji na konceptu
zeljene funkcije (engl. Desirability function, D). Za optimiranje, praceni odziv se preveo u
zeljenu funkciju ¢ije se vrijednosti kre¢u od rasponu od 0 do 1 pri ¢emu 1 predstavlju
najbolju vrijednost za zeljenu funkciju.
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3.8. Adsorpcijska i desorpcijska svojstva makroporoznih smola

Izolacija Zeljenih komponenti iz ekstrakata dobivenih ekstrakcijom DES-ovima
provedena je statiCkom adsorpcijom koriStenjem razli¢itih makroporoznih smola (Tablica 7)
prema modificiranoj metodi Yang i sur. [162]. U 2,5 mL DES ekstrakta dodano je 1,0 ¢
makroporozne smole. Adsorpcija je provedena mijeSanjem na magnetskoj mijesalici pri
sobnoj temperaturi i uz 200 okretaja u minuti tijekom 3 sata. Nakon tri sata, uzorak je
profiltriran te je provedana analiza filtrata nakon adsorpcije. Potom su makroporoznim
smolama dodani razli¢iti desorbensi. Za ekstrakte u DES-ovima je dodana voda, 30, 50 i 70
% otopina etanola, etanol i metanol, a za ekstrakte u hDES-ovima je dodan etanol, dimetil-
sulfoksid (DMSO) i metanol. Desorpcija je provedena mijeSanjem na magnetskoj mijesalici
pri sobnoj temperaturi i uz 200 okretaja u minuti tijekom 2 sata. Nakon 2 sata, uzorci su
profiltrirani, a filtrat je analiziran.

Udio bioaktivnih komponenti u DES ekstraktu, otopini nakon adsorpcije i otopini nakon
desorpcije odredivan je zasebno. Sukladno tome, adsorpcijski kapaciteti makroporoznih
smola q (3) i adsorpcijski prinos E (4), kao i desorpcijski prinos otapala D (5) za svaku

pojedinacnu komponentu, izracunati su pomocu sljedec¢ih jednadzbi:

m
E=2"" 100 (@)
Po
%
p="2"" 100 (5)

gdje je q jedini¢ni kapacitet adsorpcije zasienja smole (mg/g); po koncentracija
bioaktivne komponente u ekstraktu (g/L); pe je ravnotezna koncentracija bioaktivne
komponente (g/L); m je masa smole (g); V je volumen filtrata (L), E je adsorpcijski prinos
(%), D je desorpcijski prinos, pq je ravnotezna koncentracija bioaktivnin komponenti (g/L),
a Q je adsorpcijska koli¢ina smole (g). Eksperiment je proveden u tri ponavljanja, a rezultati
su izrazeni kao srednja vrijednost & standardna devijacija. Za ispitivanje adsorpcijskog

kapaciteta makroporoznih smola ispitan je utjecaj vremena adsorpcije i desorpcije, kao i
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volumena desorbensa. Ispitivano je vrijeme adsorpcije u rasponu od 60 do 360 min, dok je
vrijeme desorpcije bilo 60-1080 min. Volumen desorbensa bio je u rasponu 1-10 mL.
Smole su prije staticke adsorpcije pripremljene prema uputama proizvodaca. Zeljena
koli¢ina smole je prebacena u tikvicu postavljenu na magnetsku mijesalicu, a zatim je dodan
etanol tako da nivo etanola bude 2,5 cm iznad smola. Sadrzaj je lagano mijeSan 1 minutu na
magnetskoj mijeSalici i zatim ostavljen na sobnoj temperaturi 15 minuta. Zatim je etanol
pazljivo dekantiran i zamijenjen milli-Q vodom. Sadrzaj je ponovno mijesan 1 minutu i
zatim ostavljen 10 minuta. Tako pripremljene smole su neposredno prije upotrebe filtrirane

1 koriStene za daljnji postupak.

Tablica 7. Fizikalna i kemijska svojstva koristenih makroporoznih smola

Veli¢ina Radijus

sNrﬁcz)ll\ef Cestica Polarnost pora P?r;rzjg)la Materijal
(pm) A)
HP20 >250  slabo polarno 260 600 polistiren
HP21 250 nepolarno 80 570 polistiren
srednje ]
HP2MG >350 170 470 metakrilat
polarno
XAD16N 700 nepolarno 150 800 polistiren
XADTHP 500 polarno 550 500 akrilat

3.9. Recikliranje DES-ova i makroporoznih smola

3.9.1. Recikliranje DES-ova

Nakon postupka adsorpcije ekstrakta na makroporoznu smolu, eutekticko otapalo je
filtrirano 1 potom podvrgnuto destilaciji pri snizenom tlaku kako bi se uklonila sva zaostala
voda. Otapalo je zatim pripremljeno dodavanjem odgovaraju¢eg volumena vode, ovisno o
optimalnim uvjetima za pojedine komponente i ponovno koristeno za daljnju ekstrakciju.

Za ekstrakciju karnosolne kiseline i karnosola iz kadulje koristeno je otapalo DES15
(ChClI : mlijecna kiselina (1 : 2)) s 10 % vode. Pripremljeni uzorci mijesani su na 1500
okretaja u minuti u aluminijskom bloku na magnetskoj mijesalici na temperaturi od 70 °C

kroz 90 minuta.
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Za ekstrakciju fenolnih kiselina 1 HT iz vrkute koristeno je otapalo DES1 (ChCl : urea (1
: 2)) s 50 % vode. Pripremljeni uzorci mijeSani su na 1500 okretaja u minuti u aluminijskom
bloku na magnetskoj mijesalici na temperaturi od 30 °C kroz 68,2 minuta.

Za ekstrakciju fenolnih kiselina i rutina iz koprive koristeno je otapalo DES15 (ChCl :
mlije¢na kiselina (1 : 2)) s 34 % vode. Pripremljeni uzorci ekstrahirani su primjenom
ultrazvucne kupelji na temperaturi od 70 °C kroz 90 minuta.

Za ekstrakciju kanabinoida iz industrijske konoplje koristeno je otapalo hDES2 (mentol
: octena kiselina (1 : 1)). Pripremljeni uzorci mijeSani su na 1500 okretaja u minuti u
aluminijskom bloku na magnetskoj mijesalici na temperaturi od 70 °C kroz 64,78 minuta.

Za ekstrakciju kumarina iz lavande koristeno je otapalo hDES2 (mentol : octena kiselina
(1:1)). Pripremljeni uzorci ekstrahirani su primjenom ultrazvuéne kupelji na temperaturi od
70 °C kroz 60 minuta.

Nakon ekstrakcije, ekstrakti su centrifugirani 15 minuta i zatim dekantirani. Tekuci
supernatanti su zatim razrijedeni metanolom, filtrirani kroz PTFE filtar od 0,45 pm i

podvrgnuti HPLC analizi.

3.9.2. Recikliranje makroporoznih smola

Nakon procesa desorpcije i filtracije, smole su pripremljene prema uputama proizvodaca.
Zaostala koli¢ina smole je prebacena u tikvicu postavljenu na magnetsku mijesalicu, a zatim
je dodan etanol 2,5 cm iznad smola. Sadrzaj je lagano mijeSan 1 minutu na magnetskoj
mijeSalici 1 zatim ostavljen na sobnoj temperaturi 15 minuta. Zatim je etanol paZljivo
dekantiran i zamijenjen milli-Q vodom. Sadrzaj je ponovno mijesan 1 minutu i zatim
ostavljen 10 minuta. Tako pripremljene smole su neposredno prije upotrebe filtrirane i
koriStene za daljnji postupak. Nakon toga, ponovno su koristene za adsorpciju komponenata
iz ekstrakta.

U 2,5 mL DES ekstrakta kadulje dodano je 1,0 g makroporozne smole. Adsorpcija je
provedena na magnetskoj mijesalici na sobnoj temperaturi i uz 200 okretaja u minuti tijekom
60 minuta. Nakon 60 minuta, uzorak je profiltriran pri ¢emu je makroporoznim smolama
dodan etanol. Provedena je analiza filtrata nakon adsorpcije. Desorpcija je provedena na
magnetskoj mijesalici na sobnoj temperaturi i uz 200 okretaja u minuti tijekom 60 minuta.

Nakon 60 minuta, uzorci su profiltrirani, pri ¢emu se filtrat analizirao.

57



METODIKA

U 2,5 mL DES ekstrakta vrkute dodano je 1,0 g makroporozne smole. Adsorpcija je
provedena na magnetskoj mijesalici na sobnoj temperaturi i uz 200 okretaja u minuti tijekom
60 minuta. Nakon 60 minuta, uzorak je profiltriran pri ¢emu je makroporoznim smolama
dodan 70 % etanol. Provedena je analiza filtrata nakon adsorpcije. Desorpcija je provedena
na magnetskoj mijesSalici na sobnoj temperaturi 1 uz 200 okretaja u minuti tijekom 720
minuta. Nakon 720 minuta, uzorci su profiltrirani, pri ¢emu se filtrat analizirao.

U 2,5 mL DES ekstrakta koprive dodano je 1,0 g makroporozne smole. Adsorpcija je
provedena na magnetskoj mijesalici na sobnoj temperaturi i uz 200 okretaja u minuti tijekom
360 minuta. Nakon 360 minuta, uzorak je profiltriran pri ¢emu je makroporoznim smolama
dodan 70 % etanol. Provedena je analiza filtrata nakon adsorpcije. Desorpcija je provedena
na magnetskoj mijesalici na sobnoj temperaturi i uz 200 okretaja u minuti tijekom 300
minuta. Nakon 300 minuta, uzorci su profiltrirani, pri ¢emu se filtrat analizirao.

U 2,5 mL DES ekstrakta industrijske konoplje dodano je 1,0 g makroporozne smole.
Adsorpcija je provedena na magnetskoj mijeSalici na sobnoj temperaturi i uz 200 okretaja u
minuti tijekom 360 minuta. Nakon 360 minuta, uzorak je profiltriran pri ¢emu je
makroporoznim smolama dodan etanol. Provedena je analiza filtrata nakon adsorpcije.
Desorpcija je provedena na magnetskoj mijesalici na sobnoj temperaturi i uz 200 okretaja u
minuti tijekom 720 minuta. Nakon 720 minuta, uzorci su profiltrirani, pri ¢emu se filtrat
analizirao.

U 2,5 mL DES ekstrakta lavande dodano je 1,0 g makroporozne smole. Adsorpcija je
provedena na magnetskoj mijesalici na sobnoj temperaturi i uz 200 okretaja u minuti tijekom
360 minuta. Nakon 360 minuta, uzorak je profiltriran pri ¢emu je makroporoznim smolama
dodan DMSO. Provedena je analiza filtrata nakon adsorpcije. Desorpcija je provedena na
magnetskoj mijesalici na sobnoj temperaturi i uz 200 okretaja u minuti tijekom 240 minuta.

Nakon 240 minuta, uzorci su profiltrirani, pri ¢emu se filtrat analizirao.

3.10. Odredivanje antiradikalne aktivnosti

Antiradikalno djelovanje ekstrakata ispitano je DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)
metodom. Metanolna otopina DPPH radikala (0,3 mM) pripremana je svakodnevno i ¢uvana
bez izlaganja svjetlosti do analize. Prije mjerenja uzoraka izmjerena je apsorbancija
pripremljene DPPH otopine. Zatim je 1,2 mL uzoraka (koncentracije ovisno o uzorcima)

pomijesano s 0,5 mL otopine DPPH i smjesa je inkubirana pri sobnoj temperaturi i u mraku
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30 minuta. Nakon 30 min, apsorbancija je odredena spektrofometrijski na 517 nm. Za sve
uzorke mjerenje je provedeno u tri ponavljanja i usporedeno s kontrolom. Postotak inhibicije

DPPH (%) izracunat je prema sljede¢oj formuli:

A +A5) — A
DPPH(%):( DPPH S) P*].OO (6)

ADPPH

gdje je AprrH apsorbancija DPPH otopine, As je apsorbancija uzorka, a Ap je apsorbancija
slijepe probe (apsorbancija uzorka bez dodatka DPPH otopine).

Za odabrane uzorke, odreden je ECsp budu¢i da predstavlja laksi alat za usporedbu
rezultata s literaturnim podacima gdje su koriStene ne samo razli¢ite metode nego i razlicita
otapala. Uzorci dobiveni razli¢itim volumenima desorbensa koristeni su za izracun ECso
vrijednosti preko krivulje dobivene iz % inhibicije DPPH radikala pri razli¢itim

koncentracijama uzoraka.

3.11. Odredivanje antibakterijske aktivnosti

3.11.1. Priprema hranjive podloge

Za nasadivanje bakterija koriStena je Miiller Hinton ¢vrsta hranjiva podloga. Za pripremu
100 mL ¢vrste hranjive podloge izvagano je 2,2 g Miiller Hintona, 0,5 g ekstrakta kvasca i
1,5 g agara. Zatim je dodano 1 mL glicerola te 0,25 M otopina PBS-a (fosfatni pufer, eng.
Phosphate Buffer Saline) s podesenom pH vrijednosti na 7,4 do 100 mL, te je kuhano 10
minuta. Nakon kuhanja, podloge su autoklavirane 15 minuta pri 121 °C. Nakon
autoklaviranja i kratkog hladenja podloge su izlivene u sterilne Petrijeve posude. Nakon
potpunog hladenja 1 skrutnjavanja, podloge su pohranjene u hladnjaku do nasadivanja
bakterijskih kultura.

Za pripremu 1 L teku¢eg Miiller Hinton bujona otopljeno je 22 g Miiller Hintonau 1 L
destilirane vode. Teku¢i bujon je zagrijan do potpunog otapanja, a zatim steriliziran
autoklaviranjem na 121 °C tijekom 15 minuta. Pripremljena tekuéa podloga ohladena je 1

koriStena za daljnje istrazivanje.
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3.11.2. Odabir bakterijskih organizama i nasadivanje bakterijskih kultura

Cetiri koriStene bakterije izolirane su iz razli¢itih klini¢kih uzoraka dobivenih s
Mikrobioloskog odjela Zavoda za javno zdravstvo u Osijeku. Vrste Bacillus subtilis i
Escherichia coli odabrane su kao dva naj¢eS¢e koriStena modelna organizma u
istrazivanjima koja predstavljaju Gram — pozitivne i Gram — negativne bakterije. S druge
strane, kao Cesti ljudski patogeni odabrane su vrste Staphylococcus aureus i Pseudomonas
aeruginosa te takoder predstavljaju Gram — pozitivne i Gram — negativne bakterije.
Navedene bakterije su ¢uvane u hladnjaku u dubokom agaru. Na sterilnu i ohladenu Miiller
Hinton ¢vrstu hranjivu podlogu nasadene su bakterijske kulture, nakon ¢ega su inkubirane u
inkubatoru (Binder BD 56, Binder GmbH, Tuttlingen, Njemacka) tijekom 18-24 sata pri
temperaturi od 37 °C.

3.11.3. Odredivanje gustoce bakterijskih suspenzija

Gustoc¢a bakterijskih suspenzija odredena je prema McFarlandovom standardu po
principu usporedivanja sa suspenzijom poznatog zamucenja. McFarlandov standard
neophodan je pri standardizaciji mikrobioloskih metoda, a standardi su sukladni
vrijednostima na McFarland skali. Za odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije
koristen je standard 0,5 kod kojeg koncentracija bakterija iznosi 150 x 10%/mL. Gustoce
bakterijskih suspenzija mjerene su u sterilnoj fizioloSkoj otopini na denzitometru

(McFarland tube Densitometer DEN-1, Grant Instruments Ltd., Cambridge, UK).

3.11.4. Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIC)

Minimalne inhibitorne koncentracije uzoraka odredene su modificiranom metodom
mikrodilucije [163]. Za odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije koriStene su
sterilne polipropilenske mikrotitarske ploCice sa 96 jazica. Ciprofloksacin, genatimicin i
amikacin sulfat su testirani kao pozitivna kontrola, a otapala su koristena kao negativna
kontrola. Kontrolni uzorci (pozitivni i negativni) su inkubirani pod istim uvjetima. Najprije
je u svaku jazicu pipetirano 100 pL Miiller Hinton tekuceg bujona. U jazice prvog stupca
dodano je 100 pL razrijedenog uzorka, nakon ¢ega su radena serijska dvostruka razrijedenja

unutar mikrotitarske plo¢ice. Svaki uzorak je raden u tri ponavljanja. KoriSten je 24- satni
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inokulum, a u svaku je jazicu inokulirano 300x10° bakterija (gusto¢a koristene bakterijske
suspenzije je 0,5 na McFarland skali, §to iznosi 150x10° bakterija/mL). Tako pripremljene
plocice stavljene su na inkubaciju pri 37 °C tijekom 24 sata. Nakon inkubacijskog perioda u
svaku jazicu dodano je 50 pL trifenil tetrazolij klorida (TTC) i stavljeno je na reinkubaciju
na 37 °C tijekom 3 sata. TTC reagens otopljen u sterilnoj fizioloSkoj otopini u koncentraciji
0,5 mg/mL se koristi kao indikator reduciraju¢ih tvari u podlozi $to je vidljivo prema
promjeni boje medija u ruziastu. Promjene nastale rastom, odnosno inhibicijom rasta
bakterija, ocitavane su golim okom. Pojava ruzi¢astog obojenja znak je rasta bakterija.
Najvece razrjedenje ekstrakata pri kojem nije doSlo do pojave ruziastog obojenja

predstavlja minimalnu inhibitornu koncentraciju pojedinog ekstrakta.

3.12. Odredivanje stabilnosti bioaktivnih komponenti u ekstraktima

Ekstraktu dobivenom primjenom odabranog DES-a pri optimalnim uvjetima i
ekstraktima dobivenima primjenom konvencionalnih otapala pri uvjetima u kojima je
postignut najveéi udio bioaktivnih komponenti ispitana je stabilnost, odnosno udio
bioaktivnih komponenti. Udio bioaktivnih komponenti pripremljenih ekstrakata ispitan je
primjenom HPLC-a odmah po ekstrakciji, a nakon toga su podijeljeni za mjerenja u sedam
vremenskih perioda. Isti ekstrakti su ¢uvani pri Cetiri razliCite temperature, odnosno na
sobnoj temperaturi, u hladnjaku (4 °C), u zamrzivacu (-18 °C) i zamrzivacu ultra niske
temperature (-70 °C). Ekstrakti su ¢uvani u plasticnim prozirnim mikroepruvetama, bez
izlaganja direktno svjetlu. Ekstrakti su vadeni i prripremljeni neposredno prije HPLC
analize, kako bi se izbjeglo dugotrajno izlaganje visoj temperaturi. Sastav ekstrakata je
pracen u sedam razli¢itih vremenskih perioda (nakon 24 sata, 48 sati, 1 tjedna, 2 tjedna, 1
mjeseca, 2 mjeseca 1 3 mjeseca) kako bi se uocilo dolazi li 1 kada do znacajnih promjena

udjela bioaktivnih komponenti u ekstraktu.
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4.1. Karakterizacija DES-ova

30000,00 DES
25000,00
g 20000,00
< 15000,00
g b
= 10000,00
=
5
5000.00
0.00 ll 1la b [ I o
30,00 40,00 50,00 60,00 70.00
Temperatura (°C)
wDES! ~DES2 wDES3 ®DES4 ®=DESS mDES6
#DES7 +DESS§ wDES9 ®DESI0 ®DESI1 ®DESI2
'DES13 DES14 ©=DESI5 ®DES16 WDESI7
25000.00 DES +20% vode (v/v)
20000,00
§
8 15000,00
3
=
8 10000,00
-
;
5000,00 ‘ J L
0.00 ,.U i 1 | = J = J 2 _IJ
30,00 4000 5000 60,00 70,00
Temperatura (°C)
=DES1 =DES2 w=wDES3 ®=wDES4 =DESS wDES6
#DES7 ~DES§ WDES? MWDESI0 WDESII ®DESI2
'DESI3 DES14 ©DESI5 MDESI6 WDESIT
1800.00 DES + 40% vode (v/v)
1600,00
1400,00
élZO0,00
= 1000,00
€ 50000
§ i
600,00
-
400,00 “ h U
200,00
000 F ~J Il J.I ._I.l J.l .I
30,00 40,00 5000 60,00 70,00
Temperatura (°C)
=DESI DES2 ®DES3 ®DES4 ®DESS ®DES6
=DES7 ~DESS ®DES9 ®DESI0 ®DESI1 mDESI2
'DES13  DESI4 «DESI5 mDES16 mDESI7

30000,00

25000.00

2000000

15000,00

10000.00

Viskoznost (mPa/s)

5000.00

0.00

mDESI1
#DES7
DES13
8000,00
7000,00
= 6000,00
5000,00
4000.,00

3000.00

Viskoznost (mPa/:

2000.00
100000
0.00

mDESI1
WDES7
'DES13

1200,00

1000.00

800,00

600,00

400,00

Viskoznost (mPa/s)

200.00

0,00

=DESI
mDEST
DESI13

REZULTATI

DES + 10% vode (v/v)

‘L.I

30.00 40,00 50,00 60.00 70,00
Temperatura (°C)
DES2 =DES3 w=wDES4 w=mDES5S =DES6
DESS§ ®DES9 ®DESI0 ®DESI1 mDESI2
DESI14 DES15 ®DES16 ®DES17
DES + 30% vode (v/v)

_LJMLJ.LJILJI

40,00 50,00 60,00 70.00
Temperatura (°C)

Ll

30,00

DES2
DESS
DES14

mDES3
wDES9
DESI15

mDES4 ®DESS
mDESI0 ®DESI11
mDES16 ®DESI17

BDES6
EDESI2

DES + 50% vode (v/v)

. J..LJ‘.LJJ.E]].IJ]

30.00 40,00 50,00 60,00 70.00
Temperatura (°C)
mDES3 wDES4 =DESS

WDES9 ®DESI0 ®DESI1
DES15 ®mDES16 ®DESI17

DES2
DES8
DES14

mDES6
EDESI2

Slika 12. Viskoznost ¢istih DES-ova i DES-ova s dodatkom vode u ovisnosti o temperaturi
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Slika 13. Viskoznost hDES-ova u ovisnosti 0 temperaturi

Tablica 8. pH i polarnost ¢istih DES-ova i s dodatkom vode

Udio

Otapalo Oznaka vode pH ENR
(viv)

indikator
pH metar trakice

0 8,4 8 50,16

10 8,35 8 49,64

ChCI.. urea DES1 20 8,05 8 48,62

(1:2) 30 7,85 8 48,40

40 7,80 8 48,40

50 7,67 8 48,40

0 6,42 6 50,69

10 6,31 6 50,04

ChCI : N-metilurea DES? 20 5,99 6 48,96

1:3) 30 5,84 6 49,13

40 577 6 48,62

50 5,67 6 48,35

0 6,02 6 47,92

10 5,93 6 48,79

ChCl : tiourea 20 574 6 48,24

(1:2) DES3 30 5.66 6 48,03

40 5,59 6 47,92

50 5,40 5 47,81

ChCl : glukoza DES4 0 5,36 6 48,90
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ChClI : fruktoza
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48,35
48,35
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48,57
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48,40
48,40
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49,64
49,07
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48,19
48,03
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49,35
48,51
48,46
48,13
48,40
50,87
49,81
49,47
48,46
48,46
48,46
49,69
49,24
48,19
47,86
47,97
47,97
44,63
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10 0,58 0 44,67
ChClI : malonska 20 0,60 0 44,67
kiselina 30 0, 69 0 47,97
1:1) 40 0,72 0 47,97
50 0,81 0 47,97
0 -1,10 0 4453
10 -1,01 0 4453
ChCl : oksalna ’ ’
kiselina DES14 20 -0,90 0 44,67
(1:1) 30 -0,38 0 44,67
' 40 -0,23 0 47,97
50 -0,11 0 47,97
0 0,50 0 47,97
e 10 0,63 0 48,08
Chcliiéé##a? " DbEsis X 0,79 0 48,13
(1:2) 30 0,94 1 48,13
' 40 1,17 1 48,13
50 1,21 1 48,13
0 1,24 1 48,79
ChClI : levulinska 10 1.27 1 48,79
Kiselina pEsite 2V 1,33 1 48,79
(1:2) 30 1,46 1 48,62
' 40 1,57 2 48,62
50 1,69 2 48,46
0 0,02 0 44 .67
. 10 0,10 0 44 .67
ChCLiégl?:wL;nSka DES17 20 0,22 0 44,67
(1:2) 30 0,36 0 4472
' 40 0,42 0 47,86
50 0,65 0 47,81
Tablica 9. pH i polarnost hDES-ova
Otapalo Oznaka pH ENR
indikator
pH metar trakice
mentol : rFlra}vllj)a kiselina hDES1 059 0 53,54
mentol : z)lct.er;; kiselina hDES?2 153 5 52.36
mentol : ka(pirgriika kiselina hDES3 2.01 3 52,56
mentol : l’l’(lg-lj.ei;la kiselina hDES4 0,62 1 50.28
mentol : Ir(l;_ljleg;la kiselina hDES5 0,21 0 50,93
mentol : Ie\(/ijl.erka kiselina hDES6 2,00 2 51.36
mentol : Ia(lirllnls)ka kiselina hDES7 411 5 5361
mentol : k(alp.rlir)\a kiselina hDESS 5,55 6 5354
mentol : kaprinska kiselina ~ hDES9 1,05 1 53,54
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1:1)
mentol : kaprinska kiselina
(2:1)
mentol : palmitinska
kiselina
(2:1)
Tetra-n-oktilamonijev
bromid : kaprinska kiselina
1:2)
kaprinska kiselina : lidokain
(2:1)
kaprinska kiselina : lidokain
(3:1)
kaprinska kiselina : lidokain
4:1)
timol : kaprinska kiselina
(3:2)
timol : kaprinska kiselina
1:1)
timol : kaprinska kiselina
1:2)
timol : kaprinska kiselina
(1:3)
timol : kamfor
(7:3)
timol : kamfor
(3:2)
timol : kamfor
1:1)
timol : kaprilna kiselina
1:1)
timol : laurinska kiselina
(1:1)
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53,54

51,24

50,75

52,82
53,34
52,75
50,45
50,34
51,36
51,61
50,22
50,81
50,34
50,93

50,75
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4.2. Probir DES-ova za ekstrakciju bioaktivnih komponenti

Slika 14.
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Prikaz udjela karnosolne kiseline ekstrahirane iz kadulje primjenom razli¢itih
DES-ova i DES-ova s 10, 30 i 50 % vode
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Slika 15. Prikaz udjela karnosola ekstrahiranog iz kadulje primjenom razli¢itih DES-ova i
DES-ova s 10, 30 i 50 % vode
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Slika 16. Prikaz udjela galne kiseline ekstrahirane iz vrkute primjenom razli¢itih DES-ova

i DES-ova s 10, 30 i 50 % vode
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Slika 17. Prikaz udjela elaginske kiseline ekstrahirane iz vrkute primjenom razli¢itih

DES-ova i DES-ova s 10, 30 i 50 % vode
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Slika 18. Prikaz udjela HT ekstrahiranih iz vrkute primjenom razli¢itih DES-ova i DES-
ovas 10, 30 i 50 % vode
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Slika 19. Prikaz udjela klorogenske kiseline ekstrahirane iz koprive primjenom razli¢itih
DES-ova i DES-ova s 10, 30 i 50 % vode
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Slika 20. Prikaz udjela kofeinske kiseline ekstrahirane iz koprive primjenom razlicitih

DES-ova i DES-ova s 10, 30 i 50 % vode
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Slika 21. Prikaz udjela neoklorogenske kiseline ekstrahirane iz koprive primjenom

razli¢itih DES-ova i DES-ova s 10, 30 i 50 % vode
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Slika 22. Prikaz udjela kafeoil-jabuc¢ne kiseline ekstrahirane iz koprive primjenom

razli¢itih DES-ova i DES-ova s 10, 30 i 50 % vode
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Slika 23. Prikaz udjela sinapinske kiseline ekstrahirane iz koprive primjenom razli¢itih
DES-ova i DES-ova s 10, 30 i 50 % vode
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Slika 24. Prikaz rutina ekstrahiranog iz koprive primjenom razli¢itih DES-ova i DES-ova s

10, 301 50 % vode
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Slika 25. Prikaz CBD, CBDA i CBG ekstrahiranog iz industrijske konoplje primjenom
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Slika 26. Prikaz CBN, THC i THCA ekstrahiranog iz industrijske konoplje primjenom
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Slika 27. Prikaz CBC, CBCA i CBGA ekstrahiranog iz industrijske konoplje primjenom
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4.3. Utjecaj fizikalno-kemijskih parametara DES-ova na ekstrahirane udjele bioaktivnih komponenti

Tablica 10. Prikaz korelacija izmedu viskoznosti, polarnosti i pH DES-ova i hDES-ova

REZULTATI

Karnosolna Galna  Elaginska Klorogenska . Lo Neoklogens Kafeoil-jabuéna  Sinapinska .
kiselina Karnosol kiselina  kiselina HT kiselina Kofeinska kiselina ka kiselina kiselina kiselina Rutin
Viskoznost -0,0333 -0,3140 -0,1991  -0,6214  -0,5009 -0,4126 -0,2971 -0,2123 -0,3860 -0,1903 -0,5035
Karnosolna Galna  Elaginska Klorogenska ) o Neoklogens Kafeoil-jabuéna  Sinapinska )
o Karnosol o HT o Kofeinska kiselina o o o Rutin
kiselina kiselina  kiselina kiselina ka kiselina kiselina kiselina
Polarnost 0,0519 0,4053  0,0289 0,1169 0,3871 -0,1734 -0,5900 -0,2407 -0,0620 -0,2447 -0,3976
Karnosolna Galna  Elaginska Klorogenska ] o Neoklogens Kafeoil-jabuéna  Sinapinska )
o Karnosol o HT o Kofeinska kiselina o o o Rutin
kiselina kiselina  kiselina kiselina ka kiselina kiselina kiselina
pH -0,3333 0,1063  0,1197 0,3692 0,6576 -0,0756 -0,4265 -0,2573 0,0929 -0,1124 -0,2411
CBD CBDA CBG CBGA CBN THC THCA THCVA CBCA CBC CBDVA Umbeliferon  Herniarin
Viskoznost 0,1659 -0,5724 -0,0315  -0,3193 0,2591 -0,3744 -0,5649 -0,1223 -0,4149 -0,2340 -0,4725 -0,4239 -0,5249

*podebljane vrijednosti pokazuju korelaciju uz p < 0,05
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4.4. Optimizacija procesnih parametara za tehnike ekstrakcije primjenom DES-ova

Tablica 11. Eksperimentalno odredeni udjeli karnosolne kiseline i karnosola u ekstraktima

kadulje dobiveni ekstrakcijom mijesanjem i zagrijavanjem

Broj Udiovode Vrijeme Temperatura Kaf”"?o'”a Karnosol
eksperimenta (%) (min) (°O) Kiselina (ng/mg)
(ng/mg)
1 30 60 50 3,86 1,99
2 10 90 50 14,43 4,83
3 10 60 70 10,16 3,90
4 30 60 50 4,53 2,27
5 30 60 50 5,16 2,70
6 10 30 50 8,71 2,10
7 30 30 70 5,64 2,51
8 50 90 50 3,16 1,34
9 30 90 70 7,41 4,79
10 10 60 30 10,68 2,35
11 50 60 70 3,87 1,85
12 50 30 50 2,68 0,81
13 30 60 50 5,65 1,99
14 50 60 30 2,55 0,89
15 30 60 50 5,44 1,79
16 30 90 30 5,27 1,70
17 30 30 30 5,37 1,50

Tablica 12. Statisticka analiza (ANOV A) prikladnosti aproksimacije

eksperimentalno dobivenih vrijednosti za karnosolnu kiselinu i karnosol prilikom

ekstrakcije mijeSanjem i zagrijavanjem

varij!;\t;(i)lzosti SS df F-vrijednost p-vrijednost
Karnosolna kiselina
Model 157,64 9 20,22 0,0003*
X1 4,93 1 145,19 0,0001*
X2 -3,97 1 8,95 0,0202*
X3 0,98 1 1,49 0,2619
X1Xz 0,40 1 12,51 0,0095*
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varij!:l\t/)(ijlrnosti SS df F-vrijednost p-vrijednost
X1X3 1,60 1 2,46 0,1608
X2X3 0,71 1 0,39 0,5530
X1? 0,28 1 7,94 0,0259*
X2? -1,31 1 0,98 0,3562
X4? 0,46 1 1,00 0,3495
Ostatak 6,06 7 0,0003*
Nedostatak 3,02 3 2,44 0,2042
modela
Pogreska 2,14 4
Ukupno 163,70 16
R?=0,9630
Karnosol
Model 22,28 9 19,04 0,0004*
X1 2,15 1 70,76 0,0001*
X2 -1,07 1 31,74 0,0008*
X3 0,72 1 45,54 0,0003*
XXz 0,86 1 0,28 0,6146
X1X3 -0,093 1 1,52 0,2580
XoX3 0,22 1 2,26 0,1768
X1? 0,26 1 9,34 0,0184*
X2? -0,55 1 1,48 0,2630
Xa? -0,22 1 8,34 0,0234*
Ostatak 22,28 7
Nedostatak 0,01 3 1,09 0,4491
modela
Pogreska 0,41 4
Ukupno 0,50 16
R?=0,9607

*X1 — udio vode; X, — vrijeme ekstrakcije; X3 - temperatura ekstrakcije *SS — suma kvadratnih
odstupanja podataka od prosjec¢ne vrijednosti; df — stupnjevi slobode. *Utjecaj faktora je statisticki znacajan
uz p<0,05.

Tablica 13. Eksperimentalno odredeni udjeli karnosolne kiseline i karnosola u ekstraktima

kadulje dobiveni UAE

Broj Udiovode Vrijeme Temperatura K?(?:I?r(:;na Karnosol
eksperimenta % min °C /
p (%) ( ) °O) (ng/mg) (ng/mg)
30 60 50 7,37 3,06
2 10 90 50 9,94 3,92

86



REZULTATI

Broj Udio vode Vrijeme Temperatura Kal_’no§olna Karnosol
eksperimenta (%) (min) °O) Kiselina (ng/mg)
(ng/mg)
3 10 60 70 14,00 4,18
4 30 60 50 4,18 2,22
5 30 60 50 5,04 2,46
6 10 30 50 8,48 3,34
7 30 30 70 1,62 0,70
8 50 90 50 2,09 0,84
9 30 90 70 8,06 2,93
10 10 60 30 2,66 0,83
11 50 60 70 3,69 1,85
12 50 30 50 2,00 0,82
13 30 60 50 4,37 2,25
14 50 60 30 1,94 0,92
15 30 60 50 2,46 1,27
16 30 90 30 2,80 1,22
17 30 30 30 2,18 0,56

Tablica 14. Statisticka analiza (ANOV A) prikladnosti aproksimacije

eksperimentalno dobivenih vrijednosti za karnosolnu kiselinu i karnosol prilikom UAE

lzvor
varijabilnosti

SS df F-vrijednost

p-vrijednost

Karnosolna kiselina

Model 171,12 9 5,03
X1 -3,17 1 21,24

X2 1,08 1 2,45

X3 2,22 1 10,45
X1X2 1,39 1 2,14
X1 X3 -0,52 1 0,30
XoX3 -0,57 1 0,37
X2 -0,34 1 0,12
X2? -2,39 1 6,06
X3? 1,46 1 2,24
Ostatak 171,12 7 19,01
Nedostatak 26,48 3 378
Pogreska 13,99 4 4,66
Ukupno 12,49 16 3,12

0,0224*
0,0025*
0,1617
0,0144*
0,1871
0,6019
0,5645
0,7349
0,0433*
0,1780

0,3444
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varij!:l\t/)(ijlrnosti SS df F-vrijednost p-vrijednost
R?=0,8660
Karnosol
Model 18,29 9 3,18 0,0708
Ostatak 4,48 7 0,64
Nedostatak 281 3 2,24 0,2256
modela
Pogreska 1,67 4
Ukupno 22,77 16

*X1 — udio vode; X, —vrijeme ekstrakcije; Xs - temperatura ekstrakcije *SS — suma kvadratnih odstupanja
podataka od prosjecne vrijednosti; df — stupnjevi slobode. *Utjecaj faktora je statisticki znacajan uz p < 0,05.

Tablica 15. Eksperimentalno odredeni udjeli karnosolne kiseline i karnosola u ekstraktima
kadulje dobiveni MCE

Brzina

Broj Udiovode Vrijeme  okretaja Karnosolna Karnosol
eksperimenta (%) (min) kuglica Kiselina (ng/mg)
) (wg/mg)
1 30 3 1 3,50 1,25
2 30 2 3 3,38 1,23
3 50 3 3 2,51 0,86
4 50 1 3 2,01 0,71
5 50 2 5 2,98 1,03
6 10 3 3 4,29 1,16
7 50 2 1 1,80 0,57
8 10 2 1 3,37 1,02
9 10 1 3 4,06 1,04
10 30 1 5 4,69 1,27
11 30 2 3 331 1,01
12 10 2 5 8,26 1,87
13 30 2 3 3,63 1,14
14 30 2 3 3,45 1,09
15 30 1 1 2,45 0,79
16 30 2 3 341 0,98
17 30 3 5 7,92 2,02
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Tablica 16. Statisticka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije

eksperimentalno dobivenih vrijednosti za karnosolnu kiselinu i karnosol prilikom MCE

Izvor

varijabilnosti SS df

F-vrijednost p-vrijednost

Karnosolna kiselina

Model 47,49 9 13,17 0,0013*
X1 -1,34 1 35,66 0,006*
X2 0,63 1 7,82 0,0266*
X3 1,59 1 50,46 0,0002*
XXz -0,38 1 1,50 0,2608
X1X3 0,16 1 0,27 0,6209
XoX3 1,05 1 11,49 0,0116*
X1? 0,066 1 0,043 0,8409
X2? -0,93 1 8,56 0,0221*
Xa? 0,54 1 2,95 0,1294
Ostatak 47,49 7 13,17 0,0013*
Nedostatak 2.81 3
modela
Pogreska 2,75 4 64,44 0,008*
Ukupno 0,057 16
R?=0,9442
Karnosol
Model 1,93 9 7,26 0,0080*
X1 1,09 1 15,65 0,0055*
X2 -0,24 1 9,28 0,0187*
X3 0,19 1 27,85 0,0012*
XXz 0,32 1 4,61 0,0690
X1X3 -0,18 1 0,12 0,7436
XoX3 0,029 1 6,33 0,0401*
X1? 0,21 1 5,511x10-3 0,9429
X2? 6,381x10-3 1 1,26 0,2988
X4? -0,096 1 0,74 0,4189
Ostatak 1,93 7 7,26 0,0080
ek o s
Pogreska 0,17 4 1,92 0,2966
Ukupno 0,042 16
R?=0,9032

*X1 — udio vode; X, —vrijeme ekstrakcije; Xs - brzina okretaja kuglica *SS — suma kvadratnih odstupanja
podataka od prosje¢ne vrijednosti; df — stupnjevi slobode. *Utjecaj faktora je statisti¢ki znacajan uz p < 0,05.

89



REZULTATI

Tablica 17. Optimalni uvjeti ekstrakcije karnosolne kiseline i karnosola u ovisnosti o

zeljenim varijablama

Optlmaln! Tehnika ekstrakcije
parametri
Mijesanje i zagrijavanje Ultrazvucno ..
potpomognuta Mehanoekstrakcija
ekstrakcija
10 % vode 11,13 % vode
Optimalni 90 minuta 11,05 %.vode 2,90 minuta
parametri 70 °C 82,36 minuta 4,98 m/s
69, 84 °C '
Pretpostavljeni
udio
karnosolne 14,20 14,72 8,95
kiseline
(ng/mg biljke)
Pretpostavljeni
udio karnosola 6,47 - 2,02
(ng/mg biljke)
Pozeljnost 0,99 1,00 1,00
modela
Odreden udio
karnosolne 13,7320,26 14244021 8,90£0,10
kiseline
(ng/mg biljke)
Odreden udio
karnosola 6,15+0,33 14,24+0.21 2,03+0,04
(ng/mg biljke)

Tablica 18. Eksperimentalno odredeni udjeli galne kiseline, elaginske kiseline i HT u

ekstraktima vrkute dobiveni ekstrakcijom mijesanjem i zagrijavanjem

Broj Udio Vrijeme Temperatura (_Salna Elqgir_]ska HT
eksperimenta vode (min) ©C) kiselina kiselina (ng
(%) (ng/mQ) (ng/mg)  TAE/mg)
1 30 60 50 1,11 10,75 171,73
2 10 90 50 0,94 10,57 178,86
3 10 60 70 0,00 0,74 69,59
4 30 60 50 1,49 10,33 180,06
5 30 60 50 0,97 9,94 165,66
6 10 30 50 0,97 12,76 178,33
7 30 30 70 1,10 11,69 181,26
8 50 90 50 0,58 4,98 96,19
9 30 90 70 1,00 10,67 177,79
10 10 60 30 0,62 7,64 146,53
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Broj Udio Vrijeme Temperatura Galna Elaginska HT
eksperi n{ enta VOde n{in) ?°C) kiselina  kiselina (ng
(%) (wg/mg)  (ug/mg)  TAE/mg)
11 50 60 70 0,91 10,46 178,86
12 50 30 50 0,48 7,03 135,13
13 30 60 50 1,03 11,43 178,06
14 50 60 30 0,00 1,04 32,06
15 30 60 50 0,93 9,59 147,86
16 30 90 30 1,89 10,20 166,26
17 30 30 30 0,90 6,01 140,99

Tablica 19. Statisticka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije
eksperimentalno dobivenih vrijednosti za galnu kiselinu, elaginsku kiselinu i HT prilikom

ekstrakcije mijeSanjem i zagrijavanjem

lzvor

varijabilnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Galna kiselina
Model 3,12 9 0,3470 8,18 0,0056*
Xq 1,34 1 1,34 31,68 0,0008*
X2 0,0098 1 0,0098 0,2309 0,6455
X3 0,0000 1 0,0000 0,0012 0,9736
X1Xz 0,1444 1 0,1444 3,40 0,1076
X1Xs 0,9604 1 0,9604 22,63 0,0021*
XoX3 0,2025 1 0,2025 4,77 0,0652
X1? 0,0547 1 0,0547 1,29 0,2936
X2? 0,3764 1 0,3764 8,87 0,0206*
Xa? 0,0049 1 0,0049 0,1147 0,7448
Ostatak 0,2971 7 0,0424
Nedostatak 0,0741 3 0,0247 0,4426 0,7355
modela
Pogreska 0,2231 4 0,0558
Ukupno 3,42 16
R?=0,9131
Elaginska kiselina
Model 191,87 9 21,32 6,72 0,0100*
X1 27,08 1 27,08 8,54 0,0223*
X2 4,96 1 4,96 1,56 0,2513
X3 16,30 1 16,30 5,14 0,0578
X1X2 14,86 1 14,86 4,68 0,0672
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varij!;\t/)(ijlrnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
X1Xs3 63,28 1 63,28 19,95 0,0029*
X2Xs3 20,30 1 20,30 6,40 0,0393*
Xi? 22,78 1 22,78 7,18 0,0316*
X2? 10,39 1 10,39 3,27 0,1133
Xq? 7,51 1 7,51 2,37 0,1677
Ostatak 22,21 7 3,17
nedostatak 18,23 3 6,08 6,11 0,0565
modela
Pogreska 3,98 4 0,9950
Ukupno 214,08 16
R?=0,8963
HT
Model 28,766,77 9 3196,31 20,79 0,0003*
X1 5947,59 1 594759 38,68 0,0004*
X2 792,22 1 792,22 5,15 0,0575
X3 4519,15 1 4519,15 29,39 0,0010*
X1Xo 1722,67 1 1722,67 11,20 0,0123
X1Xs3 7356,49 1 7356,49 47,84 0,0002*
X2Xs3 22,237,29 1 22,237,29 14,55 0,0066*
X1? 245450 1 245450 15,96 0,0052*
X2? 854,31 1 854,31 5,56 0,0506
Xq? 2268,57 1 2268,57 14,75 0,0064*
Ostatak 1076,42 7 153,77
Nedostatak  g93,18 3 297,73 6,50 0,0511
Pogreska 183,24 4 45,81
Ukupno 29,843,19 16
R?=0,9639

*X1 — udio vode; X, — vrijeme ekstrakcije; X3 - temperatura ekstrakcije *SS — suma kvadratnih odstupanja
podataka od prosjecne vrijednosti; df — stupnjevi slobode. *Utjecaj faktora je statisticki znacajan uz p < 0,05.

Tablica 20. Eksperimentalno odredeni udjeli galne kiseline, elaginske kiseline i HT u

ekstraktima vrkute dobiveni UAE

Broj Udio Vrijeme Temperatura Galna kiselina Elr?\glr?ska HT
eksperimenta vode (min) (°C) (ng/mg) Kiselina (ng
(%) (ng/mg)  TAE/mg)
1 30 60 50 1,01 7,89 130,26
2 10 90 50 0,91 4,92 90,59
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Broj Udio Vrijeme Temperatura Galna kiselina Elggir}ska HT
eksperimenta vode (min) (°O) (ng/mg) Kiselina (ng
(%) (ng/mg)  TAE/mQ)
3 10 60 70 0,00 0,39 18,53
4 30 60 50 0,95 5,30 102,06
5 30 60 50 1,05 8,21 136,39
6 10 30 50 0,00 9,46 66,59
7 30 30 70 1,06 5,54 106,73
8 50 90 50 0,24 2,31 50,73
9 30 90 70 0,97 6,03 109,93
10 10 60 30 0,00 1,91 38,79
11 50 60 70 0,91 5,32 107,33
12 50 30 50 0,00 10,87 37,53
13 30 60 50 0,00 8,19 78,53
14 50 60 30 0,00 0,08 14,73
15 30 60 50 0,44 3,15 64,93
16 30 90 30 1,14 7,99 132,99
17 30 30 30 0,90 6,01 140,99

Tablica 21. Statisticka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije
eksperimentalno dobivenih vrijednosti za galnu kiselinu, elaginsku kiselinu i HT prilikom

UAE
varij!;\t;(i)lrnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Galna kiselina
Model 3,64 9 0,4048 17,30 0,0005*
X1 1,28 1 1,28 54,71 0,0001*
X2 0,0072 1 0,0072 0,3077 0,5963
X3 0,4141 1 0,4141 17,70 0,0040*
X1X2 0,0004 1 0,004 0,0171 0,8996
X1Xs3 0,3249 1 0,3249 13,89 0,0074*
X2Xs3 0,0100 1 0,0100 0,4274 0,5341
X1 0,1038 1 0,1038 4,44 0,0732*
X2? 0,3115 1 0,3115 13,31 0,0082*
X4? 1,06 1 1,06 45,35 0,0003*
Ostatak 0,1638 7 0,0234
Nedostatak 01355 3 0,0452 6,38 0,0527
Pogreska 0,0283 4 0,0071
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varij!;\t/)(ijlrnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Ukupno 3,81 16
R*=0,9570
Elaginska kiselina
X1 149,79 9 16,64 9,31 0,0038*
X2 49,60 1 49,60 27,74 0,0012*
X3 3,59 1 3,59 2,01 0,1993
XXz 64,18 1 64,18 35,90 0,0005*
X1X3 0,3600 1 0,3600 0,2014 0,6672
XoXs3 23,52 1 23,52 13,16 0,0084*
Xi? 0,8464 1 0,8464 0,4734 0,5136
X2? 0,2345 1 0,2345 0,1312 0,7279
Xa? 0,6940 1 0,6940 0,3882 0,5530
Ostatak 7,05 1 7,05
Ni‘jggz"’l‘;ak 1,79 7 1,79
Pogreska 3,43 3 3,43 6,21 0,0550
Ukupno 0,5531 4 0,5531
R?=0,9229
HT
Model 23803,68 9 2644,85 7,02 0,0088*
Xt 11536,05 1 11,536,05 30,62 0,0009*
X? 0,0210 1 0,0210 0,0001 0,9942
X3 179,93 1 179,93 0,4776 0,5118
XXz 49,91 1 49,91 0,1325 0,7266
X1X3 5045,26 1 5045,26 13,39 0,0081*
XoXs3 761,76 1 761,76 2,02 0,1960
X2 356,01 1 356,01 0,9451 0,3634
X2? 1016,84 1 1016,84 2,70 0,1444
Xs? 4381,32 1 4381,32 11,63 0,0113*
Ostatak 2636,92 7 37670
Nedostatak 210064 3 730,21 6,54 0,0506
Pogreska 446,29 4 111,57
Ukupno 26440,60 16
R*=0,9003

*X1 — udio vode; Xz — vrijeme ekstrakcije; X3 - temperatura ekstrakcije *SS — suma kvadratnih odstupanja
podataka od prosje¢ne vrijednosti; df — stupnjevi slobode. *Utjecaj faktora je statisti¢ki znacajan uz p < 0,05.
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Tablica 22. Eksperimentalno odredeni udjeli galne kiseline, elaginske kiseline i HT u
ekstraktima vrkute dobiveni MCE

Broj Udio Vrijeme oillzzltgﬁa Galna kiselina Elggir}ska HT
eksperimenta vode (min) kuglica (ng/mg) Kiselina (ng
(%) (m/s) (ng/mg)  TAE/mg)

1 30 3 1 0,43 3,42 72,26
2 30 2 3 0,00 0,39 21,59
3 50 3 3 0,46 3,89 65,19

4 50 1 3 0,00 0,00 3,06
5 50 2 5 1,02 7,07 115,26
6 10 3 3 0,50 4,05 106,79
7 50 2 1 0,43 3,42 73,73
8 10 2 1 0,41 3,24 70,73
9 10 1 3 0,48 2,19 72,19
10 30 1 5 0,22 0,67 35,26
11 30 2 3 0,00 1,66 36,73
12 10 2 5 0,00 0,14 22,73
13 30 2 3 0,63 5,68 103,79
14 30 2 3 0,87 5,38 105,06
15 30 1 1 0,47 1,44 36,99
16 30 2 3 0,36 2,14 50,39
17 30 3 5 0,84 0,84 103,79

Tablica 23. Statisticka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno

dobivenih vrijednosti za galnu kiselinu, elaginsku Kiselinu i HT prilikom MCE

lzvor

varijabilnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost

Galna kiselina

Model 1,53 9 0,1695 56,24 <0,0001*
X1 1,28 1 1,28 424,64 <0,0001*
X2 0,0072 1 0,0072 2,39 0,1661
X3 0,1512 1 0,1512 50,18 0,0002*

XXz 0,0002 1 0,0002 0,0746 0,796

X1X3 0,0756 1 0,0756 25,09 0,0015*

XoXs3 0,0000 1 0,0000 0,0083 0,9300
Xi? 0,0048 1 0,0048 1,59 0,2476
X2? 0,0019 1 0,0019 0,6308 0,4532

95



REZULTATI

varij!;\t/)(ijlrnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
X3 0,0048 1 0,0048 1,59 0,2476
Ostatak 0,0211 7 0,0030
Nﬁgg;ﬁ‘;""k 0,0173 3 0,0058 6,07 0,0570
Pogreska 0,0038 4 0,0009
Ukupno 1,55 16
R?= 0,9864
Elaginska kiselina
Xi 68,29 9 7,59 13,12 0,0013*
X2 36,42 1 36,42 62,97 <0,0001*
X3 1,39 1 1,39 2,41 0,1644
X1Xa 25,24 1 25,24 43,64 0,0003*
X1Xs 0,0169 1 0,0169 0,0292 0,8691
X2Xs 3,94 1 3,94 6,81 0,0349*
Xy 0,0064 1 0,0064 0,0111 0,9192
Xz 1,06 1 1,06 1,84 0,2175
X3 0,0343 1 0,0343 0,0593 0,8146
Ostatak 0,1476 1 0,1476 0,2553 0,6289
Ni‘?gg;?;ak 4,05 7 0,5784
Pogreska 2,46 3 0,8197 2,06 0,2478
Ukupno 1,59 4 0,3974
R%= 0,9440
HT
Model 18998,68 9 2110,96 31,06 <0,0001*
X4 9590,43 1 9590,43 141,10 <0,0001*
Xy 15,10 1 15,10 0,2221 0,6518
X3 7088,83 1 7088,83 104,30 <0,0001*
X1Xo 0,0042 1 0,0042 0,0001 0,9939
X1X3 497,29 1 497,29 7,32 0,0304*
X2X3 71,06 1 71,06 1,05 0,3406
X2 1266,92 1 1266,92 18,64 0,0035*
X2? 342,48 1 342,48 5,04 0,0597
X3 165,20 1 165,20 2,43 0,1630
Ostatak 475,78 7 67,97
”fﬂggﬁ‘f;‘k 395,57 3 131,86 6,58 0,0502
Pogreska 80,20 4 20,05
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-!zvgr . SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
varijabilnosti

Ukupno 19474,45 16
R*=0,9756

*X1 — udio vode; X, —vrijeme ekstrakcije; X3 - brzina okretaja kuglica *SS — suma kvadratnih odstupanja
podataka od prosje¢ne vrijednosti; df — stupnjevi slobode. *Utjecaj faktora je statisticki zna¢ajan uz p < 0,05.

Tablica 24. Optimalni uvjeti ekstrakcije galne kiseline, elaginske kiseline i HT u ovisnosti

0 zeljenim varijablama

Optlmaln! Tehnika ekstrakcije
parametri
Mijesanje i Ultrazvu¢no
zagrijavanje potpomognuta Mehanoekstrakcija
ekstrakcija
Optimalni 50% Hz_O 50% Hz_O 49.5% I-!zO
parametri 68,2 min 56,6 min 1,41 min
30 °C 30 °C 4,99 m/s
Pretpostavljeni
_udio galne 1,84 1,18 1,03
kiseline (ng/mg
biljke)
Pretpostavljeni
udio elaginske 12,08 8,39 7,18
kiseline (ng/mg
biljke)
Pretpostavljeni
udio HT
(ugTAE/mg 178,015 141,18 127,99
biljke)
Pozeljnost 0,965 0,917 1,000
modela
Odreden udio
galne kiseline 1,91 +0,04 1,19+ 0,01 1,04 + 0,00
(ng/mg biljke)
Odreden udio
elaginskekiseline 12,21 +£0,09 8,18 £0,07 7,10+£0,12
(ng/mg biljke)
Odreden udio
HT (ugTAE/mg 169,07 + 3,42 14324 + 2,24 132,26 + 1,89
biljke)
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Tablica 25. Eksperimentalno odredeni udjeli fenolnih kiselina i rutina u ekstraktima koprive dobiveni ekstrakcijom mijesanjem i

zagrijavanjem
. . Neokloro Kafeoil- _— N
Broj Vrijeme Temperatura Udio Klo[’oggnska Ko_femska g_ens.ka jabuéna Clk_orl_nska Sln_apl_nska Rutin
eksperimenta  (min ©C) vgde kiselina kiselina kiselina Kiselina kiselina kiselina (ng/mg)
(%0) (ng/mg) (ng/mg) (ng (ugmg) ~ gme) (ng/mg)
TAE/mg)
1 60 50 30 1,87 0,25 0,14 7,71 0,20 0,15 1,18
2 60 70 10 1,93 0,28 0,18 7,39 0,19 0,13 1,16
3 60 30 10 1,07 0,12 0,10 5,33 0,17 0,00 0,31
4 60 70 50 2,23 0,15 0,22 8,20 0,19 0,11 0,78
5 60 50 30 1,94 0,20 0,15 7,46 0,21 0,16 1,17
6 60 50 30 2,04 0,24 0,14 7,61 0,23 0,17 1,00
7 90 50 10 0,03 0,15 0,12 5,54 0,22 0,10 0,61
8 30 50 10 1,62 0,19 0,11 6,40 0,22 0,17 0,74
9 60 50 30 1,95 0,21 0,16 7,61 0,23 0,19 1,04
10 30 50 50 1,91 0,05 0,15 6,78 0,27 0,24 0,94
11 90 70 30 2,21 0,31 0,22 8,25 0,18 0,12 0,85
12 30 70 30 2,18 0,34 0,17 7,98 0,22 0,13 1,30
13 90 30 30 2,13 0,24 0,15 7,62 0,19 0,20 0,76
14 90 50 50 2,28 0,28 0,18 8,26 0,22 0,20 0,89
15 30 30 30 2,18 0,31 0,15 7,84 0,22 0,18 1,08
16 60 50 30 1,92 0,22 0,15 8,14 0,18 0,11 1,21
17 60 30 50 1,98 0,17 0,15 8,10 0,22 0,19 1,11
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Tablica 26. Statisticka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti za fenolne kiseline i rutin prilikom ekstrakcije mijesanjem i

zagrijavanjem

lzvor

varijabilnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost

Klorogenska kiselina

Model 4,27 9 0,4740 6,04 0,0135*
X 1,76 1 1,76 2241 0,0021*
Xz 0,1770 1 0,1770 2,26 0,1767
Xs 0,1922 1 0,1922 2,45 0,1615
X1Xo 0,0930 1 0,0930 1,19 0,3122
X1Xs 0,9604 1 0,9604 12,24 0,0100*
XoXs 0,0016 1 0,0016 0,0204 0,8905
X2 0,7722 1 0,7722 9,85 0,0164*
X2 0,3462 1 0,3462 4,41 0,0738
Xs? 0,0131 1 0,0131 0,1668 0,6951
Ostatak  0,5490 7 0,0784
Nedostatak ) 5oy 3 01779 46,45 0,0014*
modela
Pogreska 0,0153 4 0,0038
Ukupno 4,82 16
R2= 0,8860
Kofeinska kiselina
Model  0,0790 9 0,0088 4,71 0,0266*
X 0,0010 1 0,0010 0,5433 0,4850
Xz 0,0072 1 0,0072 3,86 0,0901
Xs 0,0010 1 0,0010 0,5433 0,4850
X1Xo 0,0081 1 0,0081 4,35 0,0755
X1Xs 0,0182 1 0,0182 9,78 0,0167*
XoXs 0,0004 1 0,0004 0,2146 0,6572
X2 0,0328 1 0,0328 17,60 0,0041*
X2 0,0082 1 0,0082 4,42 0,0735
X2 0,0042 1 0,0042 2,28 0,1750
Ostatak  0,0130 7 0,0019
Nedostatak 4 ;45 3 0,0038 8,78 0,0311*
modela
Pogreska 0,0017 4 0,0004
Ukupno  0,0920 16

R?=0,8583
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varijlezl\tl)?ll;losti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost

Neoklorogenska kiselina
Model 0,0161 9 0,0018 16,55 0,0006*
X1 0,0045 1 0,0045 41,84 0,0003*
X2 0,0072 1 0,0072 66,75 <0,0001*
X3 0,0010 1 0,0010 9,39 0,0182*
XXz 0,0000 1 0,0000 0,2318 0,6449
X1X3 0,0001 1 0,0001 0,9272 0,3677
XoX3 0,0006 1 0,0006 5,79 0,0470*
X? 0,0003 1 0,0003 3,16 0,1186
X2? 0,0023 1 0,0023 21,56 0,0024*
Xq? 4,211E-06 1 4,211E-06 0,0390 0,8490
Ostatak 0,0008 7 0,0001
r’:'}g‘g‘;f;““ 0,0005 30,0002 2,26 0,2234
Pogreska 0,0003 4 0,0001
Ukupno 0,0168 16
R?=0,9551

Kafeoil-jabucna kiselina
Model 12,45 9 1,38 16,74 0,0006*
X1 5,58 1 5,58 67,52 <0,0001*
X2 1,07 1 1,07 12,99 0,0087*
X3 0,0561 1 0,0561 0,6793 0,4370
X1Xo 0,9604 1 0,9604 11,63 0,0113*
X1X3 1,37 1 1,37 16,57 0,0047*
XoX3 0,0600 1 0,0600 0,7266 0,4222
Xq? 2,79 1 2,79 33,79 0,0007*
X2? 0,5556 1 0,5556 6,73 0,0358*
Xq? 0,0907 1 0,0907 1,10 0,3296
Ostatak 0,5782 7 0,0826
Nedostatak 0,310 3 0,036 155 0,3323
Pogreska 0,2673 4 0,0668
Ukupno 13,02 16
R?=0,9556

Cikorinska kiselina

Model 0,0078 9 0,0009 3,30 0,0649
X1 0,0012 1 0,0012 4,73 0,0661
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varijlezl\tl)?ll;losti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
X2 0,0000 1 0,0000 0,1892 0,6767
X3 0,0018 1 0,0018 6,81 0,0349*
X1Xo 0,0006 1 0,0006 2,36 0,1680
X1X3 0,0006 1 0,0006 2,36 0,1680
X2X3 0,0000 1 0,0000 0,0946 0,7674
X? 0,0002 1 0,0002 0,6223 0,4561
X2 0,0024 1 0,0024 8,99 0,0200*
Xq? 0,0011 1 0,0011 421 0,0794
Ostatak 0,0019 7 0,0003
2%%2f;atak 0,0000 30,0000 0,0370 0,9891
Pogreska 0,0018 4 0,0005
Ukupno 0,0097 16
R?=0,8092

Sinapinska kiselina
Model 0,0386 9 0,0043 3,21 0,0693
X1 0,0145 1 0,0145 10,80 0,0134*
X2 0,0008 1 0,0008 0,5977 0,4648
X3 0,0013 1 0,0013 0,9338 0,3661
X1Xo 0,0110 1 0,0110 8,24 0,0240*
X1X3 0,0002 1 0,0002 0,1681 0,6941
XaoXs3 0,0002 1 0,0002 0,1681 0,6941
Xq? 0,0009 1 0,0009 0,6387 0,4504
X2? 0,0049 1 0,0049 3,69 0,0962
Xq? 0,0054 1 0,0054 4,02 0,0850
Ostatak 0,0094 7 0,0013
Nedostatak 0,058 30,0019 222 0,2287
Pogreska 0,0035 4 0,0009
Ukupno 0,0480 16
R?=0,8048

Rutin

Model 0,9521 9 0,1058 8,77 0,0046*
X1 0,1013 1 0,1013 8,39 0,0231*
X2 0,0861 1 0,0861 7,14 0,0319*
X3 0,1128 1 0,1128 9,35 0,0184*
XXz 0,3481 1 0,3481 28,85 0,0010*
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varijlezl\tl)?ll;losti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
XiX3 0,0016 1 0,0016 0,1326 0,7265
XoX3 0,0042 1 0,0042 0,3501 0,5727
X1? 0,2451 1 0,2451 20,31 0,0028*
X2? 0,0063 1 0,0063 0,5239 0,4927
X4? 0,0295 1 0,0295 2,45 0,1617
Ostatak 0,0845 7 0,0121

22%Zf;atak 0,0495 3 00165 1,88 0,2732
Pogreska 0,0350 4 0,0087

Ukupno 1,04 16

R?=0,9185

*X1 — vrijeme ekstrakcije; X, — temperatura ekstrakcije; X3 — udio vode *SS — suma kvadratnih odstupanja
podataka od prosjecne vrijednosti; df — stupnjevi slobode. *Utjecaj faktora je statisti¢ki znac¢ajan uz p < 0,05.
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Tablica 27. Eksperimentalno odredeni udjeli fenolnih kiselina i rutina u ekstraktima koprive dobiveni primjenom UAE

Neokloro  Kafeoil- Cikorinska Sinapinska  Rutin
. . Udio Klorogenska Kofeinska genska jabuéna kiselina kiselina (ng/mg)

Broj Vrijeme  Temperatura . o o o

) ) vode kiselina kiselina kiselina kiselina (ng/mg) (ng/mg)

eksperimenta  (min) ©O)
(%) (ng/mg) (ng/mg) (ng (ng/mg)
TAE/mg)

1 60 50 30 1,63 0,19 0,13 6,47 0,26 0,15 0,62
2 60 70 10 1,98 0,26 0,16 8,20 0,19 0,10 0,66
3 60 30 10 2,09 0,18 0,12 6,82 0,18 0,11 0,49
4 60 70 50 0,55 0,05 0,06 4,00 0,21 0,11 0,00
5 60 50 30 1,30 0,19 0,15 5,54 0,25 0,09 0,71
6 60 50 30 1,14 0,25 0,12 6,96 0,21 0,19 0,58
7 90 50 10 2,01 0,19 0,14 7,54 0,23 0,31 0,72
8 30 50 10 1,45 0,18 0,12 6,21 0,24 0,17 0,48
9 60 50 30 1,58 0,22 0,14 6,86 0,18 0,16 0,64
10 30 50 50 0,75 0,06 0,07 4,41 0,21 0,06 0,20
11 90 70 30 0,99 0,14 0,09 5,20 0,23 0,13 0,33
12 30 70 30 2,05 0,25 0,14 7,48 0,25 0,09 0,79
13 90 30 30 1,71 0,22 0,13 6,33 0,22 0,20 0,49
14 90 50 50 0,65 0,05 0,06 3,99 0,21 0,00 0,00
15 30 30 30 1,45 0,17 0,11 6,40 0,22 0,14 0,46
16 60 50 30 2,22 0,28 0,14 7,78 0,17 0,28 0,91
17 60 30 50 1,63 0,18 0,14 6,20 0,19 0,29 0,96
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Tablica 28. Statisticka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno

dobivenih vrijednosti za fenolne Kiseline i rutina prilikom UAE

vari;;\é%:losti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Klorogenska kiselina
Model 1,64 9 0,1826 2,15 0,1629
X1 0,4465 1 0,4465 5,25 0,0557*
X2 0,0221 1 0,0221 0,2593 0,6262
X3 0,2415 1 0,2415 2,84 0,1358
X1Xo 0,0000 1 0,0000 0,0000 1,0000
X1Xs3 0,0870 1 0,0870 1,02 0,3454
XoXs3 0,0361 1 0,0361 0,4246 0,5355
Xq? 0,0251 1 0,0251 0,2955 0,6036
X2? 0,5929 1 0,5929 6,97 0,0334*
Xg? 0,1731 1 0,1731 2,04 0,1967
Ostatak 0,5952 7 0,0850
Nedostatak 1515 30,0505 0,4552 0,7280
modela
Pogreska 0,4437 4 0,1109
Ukupno 2,24 16
R?=0,7342
Kofeinska kiselina
Model 0,0398 9 0,0044 2,11 0,1692
X1 0,0045 1 0,0045 2,15 0,1860
X2 0,0021 1 0,0021 1,01 0,3492
X3 0,0018 1 0,0018 0,8574 0,3853
X1Xz 0,0001 1 0,0001 0,0476 0,8335
X1X3 0,0020 1 0,0020 0,9646 0,3587
XoX3 0,0030 1 0,0030 1,44 0,2690
X1? 0,0004 1 0,0004 0,1810 0,6833
X2? 0,0130 1 0,0130 6,18 0,0419*
X4? 0,0118 1 0,0118 5,63 0,0493*
Ostatak 0,0147 7 0,0021
Nedostatak 134 30,0045 13,51 0,0147*
modela
Pogreska 0,0013 4 0,0003
Ukupno 0,0545 16
R?=0,7303
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varijlezl\tl)?ll;losti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost

Neoklorogenska kiselina
Model 0,0209 9 0,0023 2,83 0,0920
X1 0,0001 1 0,0001 0,1368 0,7224
X2 0,0055 1 0,0055 6,71 0,0360*
X3 0,0032 1 0,0032 3,89 0,0891
XXz 0,0016 1 0,0016 1,95 0,2057
X1X3 0,0000 1 0,0000 0,0304 0,8665
XoX3 0,0020 1 0,0020 2,46 0,1605
X1? 0,0014 1 0,0014 1,75 0,2271
X2? 0,0056 1 0,0056 6,82 0,0348*
X4? 0,0015 1 0,0015 1,85 0,2161
Ostatak 0,0058 7 0,0008
r’:'}g‘g‘;f;““ 0,0055 3 00018 26,07 0,0044*
Pogreska 0,0003 4 0,0001
Ukupno 0,0267 16
R?=0,7844

Kafeoil-jabucna kiselina
Model 13,84 9 1,54 11,85 0,0018*
X1 6,79 1 6,79 52,31 0,0002*
X2 0,0578 1 0,0578 0,4453 0,5259
X3 0,9045 1 0,9045 6,97 0,0334*
XXz 1,33 1 1,33 10,28 0,0149*
X1X3 0,7569 1 0,7569 5,83 0,0464*
XoX3 0,1640 1 0,1640 1,26 0,2980
X1? 3,79 1 3,79 29,22 0,0010*
X2? 0,0001 1 0,0001 0,0004 0,9847
X4? 0,0064 1 0,0064 0,0493 0,8306
Ostatak 0,9086 7 0,1298
Nedostatak 05327 30,1776 1,89 0,2725
Pogreska 0,3759 4 0,0940
Ukupno 14,75 16
R?=0,9384

Cikorinska kiselina

Model 0,0025 9 0,0003 0,5045 0,8327
X1 0,0008 1 0,0008 1,46 0,2656
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varijlezl\tl)?ll;losti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
X2 0,0000 1 0,0000 0,0229 0,8840
X3 0,0000 1 0,0000 0,0229 0,8840
X1Xo 0,0001 1 0,0001 0,1830 0,6817
X1X3 0,0004 1 0,0004 0,7320 0,4205
X2X3 0,0000 1 0,0000 0,0458 0,8367
X? 0,0003 1 0,0003 0,5900 0,4676
X2 0,0002 1 0,0002 0,3010 0,6003
Xq? 0,0005 1 0,0005 0,9752 0,3563
Ostatak 0,0038 7 0,0005
2%%2f;atak 0,0006 30,0002 0,2604 0,8511
Pogreska 0,0032 4 0,0008
Ukupno 0,0063 16
R?=0,3934

Sinapinska kiselina
Model 0,0638 9 0,0071 27,51 0,0001*
X1 0,0001 1 0,0001 0,4363 0,5300
X2 0,0171 1 0,0171 66,36 < 0.0001*
X3 0,0098 1 0,0098 38,01 0,0005*
X1Xo 0,0240 1 0,0240 93,17 < 0.0001*
X1X3 0,0016 1 0,0016 6,20 0,0415*
XaoXs3 0,0004 1 0,0004 1,55 0,2530
Xq? 0,0068 1 0,0068 26,45 0,0013*
X2? 0,0001 1 0,0001 0,4501 0,5238
Xq? 0,0044 1 0,0044 16,98 0,0045*
Ostatak 0,0018 7 0,0003
Nedostatak 0,001 30,0004 221 0,2299
Pogreska 0,0007 4 0,0002
Ukupno 0,0656 16
R?=0,9725

Rutin

Model 1,17 9 0,1295 14,91 0,0009*
X1 0,3433 9 0,0381 5,51 0,0175*
X2 0,0561 1 0,0561 8,10 0,0248*
X3 0,1225 1 0,1225 17,69 0,0040*
XXz 0,0013 1 0,0013 0,1805 0,6837
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varijlezl\tl)?ll;losti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
X1X3 0,0182 1 0,0182 2,63 0,1488
XoX3 0,0016 1 0,0016 0,2310 0,6454
X1? 0,0169 1 0,0169 2,44 0,1622
X2? 0,0932 1 0,0932 13,45 0,0080
X4? 0,0005 1 0,0005 0,0770 0,7895
Ostatak 0,0278 1 0,0278 4,01 0,0852
Necomatak 0,045 7 0,069

Pogreska 0,0345 3 0,0115 3,28 0,1404
Ukupno 0,0140 4 0,0035

R?=0,8765

*X1 — vrijeme ekstrakcije; X, — temperatura ekstrakcije; X3 — udio vode *SS — suma kvadratnih odstupanja
podataka od prosjecne vrijednosti; df — stupnjevi slobode. *Utjecaj faktora je statisti¢ki znac¢ajan uz p < 0,05.
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Tablica 29. Eksperimentalno odredeni udjeli fenolnih kiselina i rutina u ekstraktima koprive dobiveni primjenom MCE

Neokloro

Broj Vrijeme Brzina Udio vode Kloroggnska Kofeinska genska g‘;ﬁé}:‘; Cikorinska  Sinapinska Rutin
eksperimenta  (min) okretaja (%) kiselina kiselina kiselina Kiselina kiselina kiselina (ng/mg)
(m/s) (ng/mg) (ng/mg) TA(Elulg (g/mg)  (M&/me) (ng/mg)
mg)
1 3 3 30 1,63 0,19 0,13 6,47 0,26 0,15 0,62
2 1 3 50 1,98 0,26 0,16 8,20 0,19 0,10 0,66
3 1 1 30 2,09 0,18 0,12 6,82 0,18 0,11 0,49
4 1 3 10 0,55 0,05 0,06 4,00 0,21 0,11 0,00
5 3 1 50 1,30 0,19 0,15 5,54 0,25 0,09 0,71
6 5 1 30 1,14 0,25 0,12 6,96 0,21 0,19 0,58
7 5 5 30 2,01 0,19 0,14 7,54 0,23 0,31 0,72
8 3 3 30 1,45 0,18 0,12 6,21 0,24 0,17 0,48
9 3 3 30 1,58 0,22 0,14 6,86 0,18 0,16 0,64
10 5 3 10 0,75 0,06 0,07 4,41 0,21 0,06 0,20
11 3 5 10 0,99 0,14 0,09 5,20 0,23 0,13 0,33
12 1 5 30 2,05 0,25 0,14 7,48 0,25 0,09 0,79
13 3 3 30 1,71 0,22 0,13 6,33 0,22 0,20 0,49
14 3 1 10 0,65 0,05 0,06 3,99 0,21 0,00 0,00
15 3 3 30 1,45 0,17 0,11 6,40 0,22 0,14 0,46
16 3 5 50 2,22 0,28 0,14 7,78 0,17 0,28 0,91
17 5 3 50 1,63 0,18 0,14 6,20 0,19 0,29 0,96
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Tablica 30. Statisticka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno

dobivenih vrijednosti za fenolne kiseline i rutin prilikom MCE

lzvor
varijabilnosti

SS df MS F-vrijednost

p-vrijednost

Klorogenska kiselina

Model 4,17 9 0,4637 17,42
Xi 2,19 1 2,19 82,44
e 0,1624 1 0,1624 6,10
Xa 0,5460 1 0,5460 20,51
X1Xo 0,0756 1 0,0756 2,84
X1Xs 0,0841 1 0,0841 3,16
XoXs 0,2070 1 0,2070 7,78
Xy 0,7949 1 0,7949 20,86
X 0,0404 1 0,0404 1,52
X 0,1085 1 0,1085 4,07
Ostatak  0,1863 7 0,0266
Nedostatak 34, 3 0,0448 3,45
modela
Pogreska 0,0519 4 0,0130
Ukupno 4,36 16
R2=0,9573
Kofeinska kiselina
Model 0,0728 9 0,0081 8,27
X 0,0465 1 0,0465 47,57
Xz 0,0005 1 0,0005 0,4602
Xs 0,0045 1 0,0045 4,61
X1Xe 0,0020 1 0,0020 2,07
X1Xs 0,0000 1 0,0000 0,0000
XoXs 0,0042 1 0,0042 4,32
X2 0,030 1 0,0130 13,26
X2 0,0000 1 0,0000 0,0388
Xs? 0,0025 1 0,0025 2,58
Ostatak  0,0068 7 0,0010
Nedostatak 5 7 30,0016 297
modela
Pogreska  0,0021 40,0005
Ukupno  0,0796 16

R?=0,9140
Neoklorogenska kiselina

0,0005*

< 0.0001*
0,0428*
0,0027*
0,1358
0,1187
0,0270*
0,0009*
0,2576
0,0833

0,1312

0,0055*
0,0002*
0,5193
0,0688*
0,1933
1,0000
0,0762
0,0083*
0,8495
0,1519

0,1600
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varijlezl\tl)?ll;losti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Model 0,0147 9 0,0016 16,43 0,0006
X1 0,0120 1 0,0120 120,99 < 0.0001
X2 0,0000 1 0,0000 0,1259 0,7332
X3 0,0005 1 0,0005 4,53 0,0708
XXz 0,0002 1 0,0002 2,27 0,1759
XiX3 0,0004 1 0,0004 4,03 0,0847
XoX3 0,0000 1 0,0000 0,0000 1.0000
X? 0,0016 1 0,0016 15,71 0,0054*
X2? 2,368E-06 1 2,368E-06 0,0239 0,8816
Xq? 0,0000 1 0,0000 0,4479 0,5248
Ostatak 0,0007 7 0,0001
2%%2f;atak 0,0002 3 00001 0,4487 0,7318
Pogreska 0,0005 4 0,0001
Ukupno 0,0154 16
R?=0,9548

Kafeoil-jabucna kiselina
Model 24,08 9 2,68 11,10 0,0022*
X1 12,80 1 12,80 53,14 0,0002*
X2 0,2415 1 0,2415 1,00 0,3501
X3 2,75 1 2,75 11,41 0,0118*
X1Xo 1,45 1 1,45 6,03 0,0438*
X1X3 0,2652 1 0,2652 1,10 0,3289
XoX3 0,0016 1 0,0016 0,0066 0,9373
Xq? 5,69 1 5,69 23,60 0,0018*
X2? 0,7095 1 0,7095 2,95 0,1298
Xq? 0,4739 1 0,4739 1,97 0,2035
Ostatak 1,69 7 0,2409
Necostatak 144 3 04812 7,92 0,0370*
Pogreska 0,2429 4 0,0607
Ukupno 25,76 16
R?=0,9345

Cikorinska kiselina

Model 0,0050 9 0,0006 0,6116 0,7588
X1 0,0004 1 0,0004 0,4926 0,5054
X2 0,0000 1 0,0000 0,0137 0,9102
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varijlezl\tl)?ll;losti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
X3 0,0001 1 0,0001 0,1231 0,7360
X1Xo 0,0000 1 0,0000 0,0000 1,0000
X1X3 0,0025 1 0,0025 2,74 0,1421
X2X3 0,0006 1 0,0006 0,6841 0,4355
X? 0,0007 1 0,0007 0,8091 0,3983
X2 0,0005 1 0,0005 0,5326 0,4892
Xq? 0,0001 1 0,0001 0,0832 0,7813
Ostatak 0,0064 7 0,0009
2%%2f;atak 0,0029 3 00010 1,09 0,4497
Pogreska 0,0035 4 0,0009
Ukupno 0,0114 16
R?=0,4402

Sinapinska kiselina
Model 0,0992 9 0,0110 6,76 0,0098*
X1 0,0265 1 0,0265 16,21 0,0050*
X2 0,0242 1 0,0242 14,83 0,0063*
X3 0,0221 1 0,0221 13,52 0,0079*
X1Xo 0,0144 1 0,0144 8,83 0,0208*
X1X3 0,0009 1 0,0009 0,5517 0,4818
XaoXs3 0,0049 1 0,0049 3,00 0,1267
Xq? 0,0058 1 0,0058 3,53 0,1022
X2? 0,0007 1 0,0007 0,4362 0,5301
Xq? 0,0000 1 0,0000 0,0103 0,9219
Ostatak 0,0114 7 0,0016
r’j}g‘;‘;f;atak 0,0093 3 00031 5,85 0,0605
Pogreska 0,0021 4 0,0005
Ukupno 0,1106 16
R?=0,8968

Rutin

Model 1,17 9 0,1295 14,91 0,0009*
X1 0,9180 1 0,9180 105,68 < 0,0001*
X2 0,0338 1 0,0338 3,89 0,0891
X3 0,1176 1 0,1176 13,54 0,0079*
XXz 0,0025 1 0,0025 0,2878 0,6082
X1X3 0,0042 1 0,0042 0,4864 0,5080
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varijlezl\tl)?ll;losti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
XoX3 0,0064 1 0,0064 0,7368 0,4191

X1? 0,0609 1 0,0609 7,01 0,0331

X2? 0,0058 1 0,0058 0,6726 0,4392

X4? 0,0205 1 0,0205 2,36 0,1685

Ostatak 0,0608 7 0,0087

Necomatak 00319 3 00106 147 0,3485
Pogreska 0,0289 4 0,0072

Ukupno 1,23 16

R?=0,9504

*X1 — vrijeme ekstrakcije; Xo — brzina okretaja kuglica; X; — udio vode *SS — suma kvadratnih odstupanja
podataka od prosjecne vrijednosti; df — stupnjevi slobode. *Utjecaj faktora je statisticki znacajan uz p < 0,05.

Tablica 31. Optimalni uvjeti ekstrakcije fenolnih kiselina i rutina u ovisnosti o Zeljenim

varijablama
Optlmaln! Tehnika ekstrakcije
parametri
Mijesanje i Ultrazvu¢no
zagrijavanje potpomognuta Mehanoekstrakcija
ekstrakcija
Optimalni 26,21 % H,0 34 % H.0 44,99 % H,O
parametri 30 min 90 min 3,88 min
69,99 °C 70 °C 5m/s
Pretpostavljeni
udio
klorogenske - 2,40 pg/mg 2,25 pg/mg
kiseline (pg/mg
biljke)
Pretpostavljeni
u.dlo' kofeinske 0,24 0,33 0,34
kiseline (pg/mg
biljke)
Pretpostavljeni
udio
neoklorogenske 0,14 0,18 0,25
kiseline (ng/mg
biljke)
Pretpostavljeni
' udlvo kaf_e0|l_- 7.66 8,10 7.90
jabucne Kiseline
(ng/mg biljke)
Pretpostavljeni
u.dlo.mkormske 0,19 0,22 0,23
kiseline (ug/mg
biljke)
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Optimalni
parametri

Tehnika ekstrakcije

Pretpostavljeni
udio sinapinske
kiseline (pg/mg
biljke)
Pretpostavljeni
udio rutina
(ng/mg biljke)
Pozeljnost
modela
Odreden udio
klorogenske
kiseline (ug/mg
biljke)
Odreden udio
kofeinske
kiseline (ng/mg
biljke)
Odreden udio
neoklorogenske
kiseline (ng/mg
biljke)
Odreden udio
kafeoil-jabucne
kiseline (ug/mg
biljke)
Odreden udio
cikorinske
kiseline (ug/mg
biljke)
Odreden udio
sinapinske
kiseline (ug/mg
biljke)
Odreden udio
rutina (Lg/mg
biljke)

Mijesanje i
zagrijavanje

0,31

0,92

0,933

2,1940,02

0,26+0,01

0,19+0,00

7,88+0,11

0,20+0,00

0,20+0,02

0,87+0,01

Ultrazvu¢no
potpomognuta
ekstrakcija
0,17

1,28

0,873

2,53+0,14

0,32+0,00

0,23+0,01

7,73+0,16

0,18+0,01

0,1240,01

0,89+0,08

Mehanoekstrakcija

0,19

1,07

0,917

2,37+0,04

0,26+0,00

0,17+0,02

7,65+0,06

0,19+0,01

0,12+0,01

0,88+0,02
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Tablica 32. Eksperimentalno odredeni udjeli kanabinoida u ekstraktima industrijske konoplje dobiveni primjenom ekstrakcije mijesanjem i

zagrijavanjem
Broj Temperatura  Vrijeme CBD CBDA CBG CBGA CBN A9-THC THCA THCVA CBCA CBC
eksperimenta (°C) (min (ng/mg) (ng/mg) (ng/mg) (ng/mg)  (ng/mg)  (ngmg)  (ng/mg)  (ugmg)  (ug/mg)  (ng/mg)
1 50,00 60,00 20,30 80,07 3,38 0,00 1,44 3,01 0,87 0,00 8,83 5,15
2 21,72 60,00 34,04 102,23 4,22 0,00 2,14 3,70 1,18 0,00 11,23 7,04
3 50,00 60,00 20,00 73,61 3,64 0,00 1,40 2,88 0,81 0,00 8,28 4,96
4 50,00 60,00 20,79 73,15 3,43 0,00 1,78 2,78 0,85 0,00 8,00 5,05
5 50,00 102,43 20,10 79,18 3,39 0,00 1,47 2,81 0,85 0,00 8,97 5,87
6 50,00 60,00 20,27 77,04 3,77 0,00 1,23 3,00 0,86 0,00 8,90 5,01
7 50,00 17,57 20,00 76,66 3,34 0,00 1,79 3,01 0,86 0,00 8,95 5,12
8 30,00 30,00 16,46 54,60 0,00 0,00 0,00 2,30 0,66 0,00 5,98 4,33
9 50,00 60,00 20,09 76,28 3,14 0,00 1,64 2,98 0,93 0,00 8,04 5,97
10 70,00 90,00 26,95 86,28 0,57 0,11 1,97 4,84 1,13 0,01 10,00 7,22
11 30,00 90,00 21,85 78,86 3,59 0,00 1,94 3,28 0,89 0,00 9,57 5,31
12 78,28 60,00 47,38 131,25 6,06 0,21 2,45 5,67 1,44 0,08 15,29 9,43
13 70,00 30,00 23,36 88,85 0,00 0,07 1,67 4,44 1,02 0,01 9,29 5,72
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Tablica 33. Statisticka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno

dobivenih vrijednosti za kanabionoide prilikom ekstrakcije mijeSanjem i zagrijavanjem

vari;;\é%:losti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
CBD
Model 667,07 5 133,41 6,17 0,0167*
X 119,09 1 119,09 5,51 0,0513*
X 10,40 1 10,40 0,4811 0,5103
Xs 0,8100 1 0,8100 0,0375 0,8520
X1Xa 462,49 1 462,49 21,39 0,0024*
Xi? 32,95 1 32,95 1,52 0,2569
X2 151,33 7 21,62
Ostatak 150,96 3 50,32 537,31 < 0,0001*
Nfr‘]jggg’l‘;ak 0,3746 4 00936
Pogreska 818,40 12
Ukupno 667,07 5 133,41 6,17 0,0167*
R%= 0,8151
CBDA
Model 3008,37 5 601,67 4,75 0,0327*
X 855,13 1 855,13 6,75 0,0356*
X; 79,72 1 79,72 0,6289 0,4538
X1Xo 179,96 1 179,96 1,42 0,2723
X2 1630,45 1 1630,45 12,86 0,0089*
X2? 116,97 1 116,97 0,9228 0,3687
Ostatak 887,34 7 126,76
Nfgggﬁ;ak 855,79 3 28526 36,16 0,0023*
Pogreska 31,55 4 7,89
Ukupno 389572 12
R?= 0,7722
CBG
Model 13,75 5 2,75 2,85 0,1025
X 6,16 1 6,16 6,38 0,0395*
X 2,61 1 2,61 2,70 0,1441
X1Xa 1,80 1 1,80 1,86 0,2150
Xi? 1,71 1 1,71 1,77 0,2250
X2 1,07 1 1,07 1,10 0,3282
Ostatak 6,76 7 0,9659
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Nedostatak
modela

Pogreska
Ukupno
R*=0,6704

Model
X1

X2

XX
X4?

X2?
Ostatak

Nedostatak
modela

Pogreska
Ukupno
R?*=0,5306

Model
X1

X2

XXz
X1

X2
Ostatak

Nedostatak
modela

Pogreska
Ukupno
R*=0,9553

Model
X1

X2

XXz
X1

X2
Ostatak

6,52

0,2375
20,52

2,19

0,5716
0,3994
0,6724
0,4581
0,0400
1,93

1,75

0,1845
4,12

10,74
5,26
0,1505
0,0841
5,11
0,0065
0,5025

0,4637

0,0388
11,25

0,4010
0,1171
0,0133
0,0036
0,2346
0,0134
0,0796

3

4
12

Rl Ll R
B & 0w NPk P P P PO

I S N = = e

2,17
0,0594

CBN
0,4372
0,5716
0,3994
0,6724
0,4581
0,0400
0,2763

0,5831
0,0461

A9-THC

2,15
5,26
0,1505
0,0841
511
0,0065
0,0718

0,1546
0,0097

THCA
0,0802
0,1171
0,0133
0,0036
0,2346
0,0134
0,0114

36,63

1,58
2,07
1,45
2,43
1,66
0,1450

12,64

29,94
73,26
2,10
1,17
71,16
0,0909

15,93

7,06
10,30
1,17
0,3168
20,64
1,18
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0,0023

0,2799
0,1935
0,2683
0,1627
0,2388
0,7147

0,0165

0,0001*
<0,0001*
0,1909
0,3149
<0,0001*
0,7718

0,0109*

0,0117*
0,0149*
0,3157
0,5911
0,0027*
0,3137
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Nedostatak
modela

Pogreska
Ukupno
R*=0,8345

Model
X1

X2

XX
X4?

X2?
Ostatak

Nedostatak
modela

Pogreska
Ukupno
R*=0,7319

Model
X1

X2

XXz
X1

X2
Ostatak

Nedostatak
modela

Pogreska
Ukupno
R*=0,8202

0,0720

0,0075
0,4806

41,07
11,24
2,34
2,07
23,17
0,7348
15,04

14,30

0,7384
56,11

17,97
5,58
1,57
0,0676
9,99
0,2046
3,94

3,23

0,7077
21,90

12

T B
N o I N I T S S S e,

-
N

0,0240
0,0019

CBCA

8,21

11,24

2,34

2,07

23,17
0,7348
2,15

4,77
0,1846

CBC
3,59
5,58
1,57
0,0676
9,99
0,2046
0,5624

1,08
0,1769

12,77

3,82
5,23
1,09
0,9651
10,78
0,3420

25,82

6,39
9,92
2,79
0,1202
17,77
0,3638

6,08
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0,0162*

0,0546
0,0561
0,3312
0,3586
0,0134*
0,5770

0,0044*

0,0153*
0,0162*
0,1390
0,7390
0,0040*
0,5654

0,0568

*X; — temperatura ekstrakcije; X, — vrijeme ekstrakcije; *SS — suma kvadratnih odstupanja podataka od
prosjecne vrijednosti; df — stupnjevi slobode. *Utjecaj faktora je statisti¢ki znacajan uz p < 0,05.

117



REZULTATI

Tablica 34. Eksperimentalno odredeni udjeli kanabinoida u ekstraktima industrijske konoplje dobiveni primjenom UAE

Broj Tetrzf:ra Vrijeme CBD CBDA CBG CBGA CBN A9-THC ~ THCA  THCVA  CBCA CBC
eksperimenta 0) (min (ng/mg) (ng/mg) (ng/mg) (hg/mg)  (pg/mg)  (ugmg)  (ngmg)  (ug/mg)  (ug/mg)  (pg/mg)
1 50,00 60,00 21,50 77,14 3,85 0,00 1,74 2,99 0,96 0,00 8,46 5,21
2 21,72 60,00 27,64 97,30 4,66 0,14 2,19 4,15 1,25 0,00 11,37 6,53
3 50,00 60,00 21,71 73,61 3,93 0,00 1,65 3,36 0,84 0,00 8,26 6,11
4 50,00 60,00 22,28 76,90 3,87 0,00 1,68 3,24 0,94 0,00 9,10 5,37
5 50,00 102,43 21,99 76,78 3,60 0,00 1,40 3,14 0,81 0,00 8,24 5,13
6 50,00 60,00 21,94 77,04 3,22 0,00 1,57 3,34 0,88 0,00 9,20 5,39
7 50,00 17,57 20,17 73,87 2,85 0,02 1,90 2,68 0,82 0,00 8,38 5,88
8 30,00 30,00 25,39 72,32 4,07 0,11 1,87 3,15 0,77 0,01 8,44 5,20
9 50,00 60,00 20,98 82,56 3,37 0,00 1,43 3,14 0,90 0,00 8,51 5,11
10 70,00 90,00 31,39 93,89 4,09 0,07 2,14 3,57 1,05 0,01 10,00 5,88
11 30,00 90,00 21,47 82,63 3,49 0,04 1,99 3,17 0,93 0,00 8,41 6,13
12 78,28 60,00 31,45 99,48 4,27 0,13 0,99 4,10 1,43 0,01 8,42 6,93
13 70,00 30,00 24,19 85,88 3,95 0,00 1,87 4,18 1,08 0,00 9,65 6,83
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Tablica 35. Statisticka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti za kanabionoide prilikom UAE

varijlezl\tl)?ll;losti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
CBD
Model 175,68 5 35,14 95,41 < 0,0001*
X1 24,88 1 24,88 67,56 <0,0001*
X2 4,28 1 4,28 11,63 0,0113*
X3 30,91 1 30,91 83,94 <0,0001*
X1Xo 111,63 1 111,63 303,13 < 0,0001*
Xq? 0,3573 1 0,3573 0,9702 0,3575
X2? 2,58 7 0,3683
Ostatak 1,63 3 0,5423 2,28 0,2212
”?ﬂg;ﬁfk 0,9509 4 02377
Pogreska 178,26 12
Ukupno 175,68 5 35,14 9541 < 0,0001*
R?=0,9855
CBDA
Model 881,66 5 176,33 8,46 0,0070*
X1 97,32 1 97,32 4,67 0,0675
X2 62,92 1 62,92 3,02 0,1259
XXz 1,32 1 1,32 0,0635 0,8084
Xi? 651,25 1 651,25 31,25 0,0008*
X2? 23,99 1 23,99 1,15 0,3190
Ostatak 145,90 7 20,84
Nedostatak ; 4g 3 3483 3,36 0,1360
modela
Pogreska 41,42 4 10,36
Ukupno 1027,56 12
R?=0,8580
CBG
Model 1,87 5 0,3742 3,08 0,0874
X1 0,0006 1 0,0006 0,0053 0,9442
X2 0,0482 1 0,0482 0,3963 0,5490
X1Xo 0,1296 1 0,1296 1,07 0,3361
X2 1,24 1 1,24 10,21 0,0152*
X2? 0,2720 1 0,2720 2,24 0,1783
Ostatak 0,8506 7 0,1215
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varijlezl\tl)?ll;losti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Nedostatak 0,4206 3 0,1402 1,30 0,3887
modela
Pogreska 0,4301 4 0,1075
Ukupno 2,72 12
R?= 0,6875
CBN
Model 0,4204 5 0,0841 0,6720 0,6580
X4 0,2992 1 0,2992 2,39 0,1659
X2 0,0126 1 0,0126 0,1005 0,7605
X1Xz 0,0056 1 0,0056 0,0450 0,8381
Xy 0,0390 1 0,0390 0,3117 0,5940
Xz 0,0765 1 0,0765 0,6116 0,4598
Ostatak 0,8757 7 0,1251
N?g{j’g’l‘?k 0,8184 3 0,2728 19,04 0,0079*
Pogreska 0,0573 4 0,0143
Ukupno 1,30 12
R%=0,3243
A9-THC
Model 2,09 5 0,4181 5,16 0,0266*
Xi 0,2310 1 0,2310 2,85 0,1353
X2 0,0005 1 0,0005 0,0057 0,9422
X1X2 0,0992 1 0,0992 1,22 0,3051
X12 1,44 1 1,44 17,81 0,0039*
X2? 0,1607 1 0,1607 1,98 0,2019
Ostatak 0,5674 7 0,0811
Nedostatak — ;744 3 01580 6,76 0,0480*
modela
Pogreska 0,0935 4 0,0234
Ukupno 2,66 12
R?= 0,7865
THCA
Model 0,3845 5 0,0769 12,13 0,0024*
X4 0,0586 1 0,0586 9,24 0,0188*
X2 0,0017 1 0,0017 0,2647 0,6227
X1 Xz 0,0090 1 0,0090 1,42 0,2716
X2 0,2459 1 0,2459 38,79 0,0004*
Xz? 0,0386 1 0,0386 6,09 0,0429
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varijlezl\tl)?ll;losti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Ostatak 0,0444 7 0,0063
Nedostatak 35, 30,0117 5,15 0,0736
modela
Pogreska 0,0091 4 0,0023
Ukupno 0,4289 12
R?=0,8966
CBCA
Model 7,66 5 1,53 2,38 0,1442
X1 2,39 1 2,39 3,72 0,0952
X2 1,04 1 1,04 1,61 0,2449
X1Xo 1,72 1 1,72 2,67 0,1462
Xq? 1,18 1 1,18 1,84 0,2167
X2 1,00 1 1,00 1,56 0,2515
Ostatak 4,50 7 0,6425
Nedostatak 5 g 3 127 727 0,0426*
modela
Pogreska 0,6971 4 0,1743
Ukupno 12,15 12
R?=0,6299
CBC
Model 4,21 5 0,8416 6,85 0,0126*
X1 0,4732 1 0,4732 3,85 0,0904
X2 0,1460 1 0,1460 1,19 0,3116
XXz 0,8836 1 0,8836 7,20 0,0314*
X1 2,67 1 2,67 21,72 0,0023*
X2? 0,0003 1 0,0003 0,0025 0,9616
Ostatak 0,8595 7 0,1228
Nedostatak 5414 3 0,0805 0,5207 0,6906
modela
Pogreska 0,6181 4 0,1545
Ukupno 5,07 12
R?=0,8304

*X; — temperatura ekstrakcije; X, — vrijeme ekstrakcije; *SS — suma kvadratnih odstupanja podataka od
prosjecne vrijednosti; df — stupnjevi slobode. *Utjecaj faktora je statisti¢ki zna¢ajan uz p < 0,05.
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Tablica 36. Eksperimentalno odredeni udjeli kanabinoida u ekstraktima industrijske konoplje dobiveni primjenom MCE

Broj Vrij_eme Brzina qkretaja CBD CBDA CBG CBGA CBN A9-THC THCA THCVA CBCA CBC
cksperimenta (M KGR gmg)  ueme) (e (wime)  (wme)  (wme)  (wmo  (why  (wh  (igmg
1 3,00 1,60 27,08 101,76 4,54 0,05 2,24 3,82 1,19 0,00 11,67 6,03
2 0,59 3,00 27,69 74,90 3,35 0,00 1,47 3,39 0,93 0,00 8,71 5,23
3 2,00 3,00 21,96 74,27 3,66 0,00 1,74 3,44 0,86 0,00 8,55 5,28
4 3,00 4,40 21,37 73,15 3,64 0,00 1,42 2,98 0,90 0,00 8,56 5,85
5 1,00 1,60 20,23 75,36 3,72 0,00 2,29 2,94 0,82 0,00 8,17 4,92
6 2,00 4,98 17,66 59,33 3,10 0,00 0,90 2,55 0,64 0,00 7,25 5,32
7 1,00 4,40 20,25 70,47 3,72 0,00 1,37 3,03 0,78 0,00 9,31 5,86
8 2,00 3,00 18,86 72,46 3,46 0,00 1,48 2,91 0,85 0,00 8,25 5,75
9 3,41 3,00 26,08 91,97 4,37 0,00 2,08 4,03 1,14 0,00 10,95 6,07
10 2,00 3,00 18,67 66,14 2,99 0,00 1,26 3,38 0,74 0,00 8,20 5,43
11 2,00 3,00 22,08 73,47 3,69 0,00 151 3,27 0,94 0,00 8,25 5,31
12 2,00 1,02 24,75 70,17 1,24 0,00 1,33 3,83 0,90 0,00 7,93 5,05
13 2,00 3,00 2191 72,47 3,91 0,00 1,35 3,63 0,90 0,00 8,94 5,22
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Tablica 37. Statisticka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti za kanabionoide prilikom MCE

varijlezl\tl)?ll;losti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
CBD
Model 103,88 5 20,78 4,40 0,0394*
X1 6,31 1 6,31 1,34 0,2856
X2 30,88 1 30,88 6,54 0,0377*
X3 8,21 1 8,21 1,74 0,2290
XXz 55,67 1 55,67 11,78 0,0109*
Xi? 0,4743 1 0,4743 0,1004 0,7606
X2? 33,07 7 4,72
Ostatak 20,61 3 6,87 2,21 0,2300
N%’gggﬁ;ak 12,46 4 312
Pogreska 136,95 12
Ukupno 103,88 5 20,78 4,40 0,0394*
R?=0,7585
CBDA
Model 354,05 1 354,05 15,46 0,0057*
X1 298,05 1 298,05 13,01 0,0087*
X2 140,66 1 140,66 6,14 0,0423*
XXz 376,79 1 376,79 16,45 0,0048*
Xq? 27,35 1 27,35 1,19 0,3107
X2? 160,36 7 22,91
Ostatak 118,56 3 39,52 3,78 0,1157
Nedostatak 41,80 4 10,45
modela
Pogreska 1391,20 12
Ukupno 1230,84 5 246,17 10,75 0,0035
R?=0,8847
CBG
Model 4,13 5 0,8264 1,37 0,3402
X1 0,1748 1 0,1748 0,2893 0,6074
X2 0,0667 1 0,0667 0,1104 0,7494
XXz 0,9025 1 0,9025 1,49 0,2612
X2 0,7079 1 0,7079 1,17 0,3150
X2? 1,92 1 1,92 3,19 0,1175
Ostatak 4,23 7 0,6043
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varijlezl\tl)?ll;losti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Nedostatak 5 3 125 10,35 0,0235
modela
Pogreska 0,4827 4 0,1207
Ukupno 8,36 12
R= 0,4941
CBN
Model 1,31 5 0,2617 2,68 0,1153
Xi 0,0930 1 0,0930 0,9538 0,3613
e 0,6892 1 0,6892 7,07 0,0325*
X1Xo 0,0025 1 0,0025 0,0256 0,8773
Xy 0,4339 1 0,4339 4,45 0,0729
X 0,0448 1 0,0448 0,4594 0,5197
Ostatak  0,6827 7 0,0975
Nedostatak ) 56 3 0,1832 5,51 0,0664
modela
Pogreska  0,1331 4 0,0333
Ukupno 1,99 12
R?=0,6572
A9-THC
Model 1,68 5 03365 4,22 0,0434*
X 0,3763 1 03763 4,72 0,0664
Xz 0,8193 1 08193 10,27 0,0150*
X1Xe 0,2162 1 02162 2,71 0,1437
X0 0,1133 1 01133 1,42 0,2721
X2 0,1219 1 01219 1,53 0,2562
Ostatak  0,5583 7 00798
Nedostatak 744 3 00913 1,28 0,3940
modela
Pogreska  0,2845 4 00711
Ukupno 2,24 12
R?= 0,7508
THCA
Model 0,2333 5 00467 11,62 0,0028*
X 0,0774 1 00774 10,28 0,0032*
Xa 0,0608 1 00608 15,15 0,0060*
X1Xo 0,0156 1 00156 3,89 0,0892
X2 0,0608 1 00608 15,14 0,0060*
X2 0,0106 1 00106 2,63 0,1486
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varijlezl\tl)?ll;losti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Ostatak 0,0281 7 0,0040
Nedostatak 5 35 3 00019 0,3342 0,8027
modela
Pogreska 0,0225 4 0,0056
Ukupno 0,2614 12
R?= 0,8924
CBCA
Model 16,21 5 3,24 14,45 0,0014*
X1 4,38 1 4,38 19,51 0,0031*
X, 1,07 1 1,07 4,79 0,0648
X1Xa 4,52 1 4,52 20,13 0,0028*
Xy 5,33 1 5,33 23,76 0,0018*
Xz 0,4163 1 0,4163 1,86 0,2153
Ostatak 1,57 7 0,2243
Nedostatak ;4 3 03928 4,01 0,1065
modela
Pogreska 0,3919 4 0,0980
Ukupno 17,78 12
R?*=0,9117
CBC
Model 1,41 5 0,2821 6,18 0,0167*
X1 0,6543 1 0,6543 14,33 0,0068*
X2 0,1630 1 0,1630 3,57 0,1008
X1Xo 0,3136 1 0,3136 6,87 0,0344*
X1? 0,2455 1 0,2455 5,38 0,0535
X2? 0,0139 1 0,0139 0,3034 0,5989
Ostatak 0,3196 7 0,0457
Nedostatak 1 49 3 0,0471 1,06 0,4599
modela
Pogreska  0,1783 4 0,0446
Ukupno 1,73 12
R’= 0,8152

*X; — vrijeme ekstrakcije; X, — brzina okretaja kuglica; *SS — suma kvadratnih odstupanja podataka od
prosjecne vrijednosti; df — stupnjevi slobode. *Utjecaj faktora je statisti¢ki zna¢ajan uz p < 0,05.
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Tablica 38. Optimalni uvjeti ekstrakcije kanabinoida u ovisnosti o zeljenim varijablama

Optimalni

parametri Tehnika ekstrakcije

Mijesanje i zagrijavanje Ultrazvuéno Mehanoekstrakcija
potpomognuta
ekstrakcija
Optimalni 64,78 min 90 min 3 min
parametri 70 °C 70 °C 1,6 m/s
Pretpostavljeni 32,36 30,74 27,55
udio CBD
(ng/mg)
Pretpostavljeni 101,01 90,99 95,83
udio CBDA
(ng/mg)
Pretpostavljeni 4,82 412 -
udio CBG
(ng/mg)
Pretpostavljeni 1,99 1,60 2,01
udio CBN
(ng/mg)
Pretpostavljeni 4,60 3,54 4,09
udio THC
(ng/mg)
Pretpostavljeni 1,20 1,07 1,16
udio THCA
(ng/mg)
Pretpostavljeni 7,35 5,70 5,96
udio CBC
(ng/mg)
Pretpostavljeni 11,38 - 11,23
udio CBCA

(ng/mg)

PoZeljnost 0,514 0,037 0,086
modela

Odreden udio 31,76+0,55 29,97+0,32 27,59+0,25
CBD
(ng/mg)
Odreden udio 101,01+1,39 89,29+2,11 96,08+2,09
CBDA
(ng/mg)
Odreden udio 4,52+0,11 3,97+0,06 4,01+0,19
CBG
Odreden udio 1,89+0,05 1,554+0,03 1,97+0,02
CBN
(ng/mg)
Odreden udio 4,56+0,06 3,4440,03 3,99+0,04
THC
(ng/mg)
Odreden udio 1,25+0,06 1,10£0,03 1,11£0,03
THCA

(ug/mg)
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Odreden udio 7,35+0,09 5,68+0,02 5,93+0,05
CBC

(ug/mg)
Odreden udio 11,35+0,02 10,99+0,03 11,15+0,03

CBCA
(ug/mg)

Tablica 39. Eksperimentalno odredeni udjeli umbelifrona i herniarina u ekstraktima

lavande dobiveni primjenom ekstrakcije mijeSanjem i zagrijavanjem

Broj Temperatura  Vrijeme Umbeliferon Herniarin
eksperimenta ) (min) (ng/mL) (ng/mL)
1 66,21 50,00 1,05 7,72
2 60,00 70,00 2,45 11,48
3 45,00 21,72 0,46 4,88
4 45,00 50,00 0,82 6,20
5 30,00 30,00 0,53 8,71
6 45,00 50,00 0,84 6,33
7 60,00 30,00 0,55 5,96
8 45,00 78,28 1,51 5,78
9 23,79 50,00 0,46 8,62
10 30,00 70,00 1,75 13,48
11 45,00 50,00 0,86 6,56
12 45,00 50,00 0,84 6,42
13 45,00 50,00 0,73 5,54

Tablica 40. Statisticka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno

dobivenih vrijednosti za umbeliferon i herniarin prilikom ekstrakcije mijeSanjem i

zagrijavanjem
varij!:l\lc/)(i)lilosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Umbeliferon
Model 3,36 5 0,6715 6,26 0,0161*
X1 2,65 1 2,65 24,70 0,0016*
X2 0,3020 1 0,3020 2,81 0,1373
X3 0,1156 1 0,1156 1,08 0,3339
XXz 0,2672 1 0,2672 2,49 0,1586
Xi? 0,0456 1 0,0456 0,4253 0,5351
X2? 0,7513 7 0,1073
Ostatak 0,7408 3 0,2469
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varijlezl\tl)?ll;losti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Nedostatak 0,0105 4 0,0026 94,25 0,0004*
modela
Pogreska 411 12
Ukupno 3,36 5 0,6715
R?=0,8171
Herniarin
Model 43,27 5 8,65 1,88 0,2166
X1 16,71 1 16,71 3,63 0,0985
X2 4,53 1 4,53 0,9843 0,3542
X1Xo 0,1406 1 0,1406 0,0305 0,8662
Xq? 0,8491 1 0,8491 0,1843 0,6806
X2? 21,78 1 21,78 473 0,0662
Ostatak 32,24 7 4,61
Nfr‘]jggg’l‘;ak 31,61 3 10,54 66,91 0,0007*
Pogreska 0,6300 4 0,1575
Ukupno 75,51 12
R?=0,5730

*X1 — temperatura ekstrakcije; X2 — vrijeme ekstrakcije; *SS — suma kvadratnih odstupanja podataka od
prosjeéne vrijednosti; df — stupnjevi slobode. *Utjecaj faktora je statisticki zna¢ajan uz p < 0,05.

Tablica 41. Eksperimentalno odredeni udjeli umbeliferona i herniarina u ekstraktima

lavande dobiveni primjenom UAE

Broj Temperatura Vrijeme Umbeliferon Herniarin
eksperimenta (°O) (min) (ng/mL) (ng/mL)
1 66,21 50,00 0,92 6,47
2 60,00 70,00 2,65 15,11
3 45,00 21,72 0,36 5,66
4 45,00 50,00 0,87 6,63
5 30,00 30,00 0,71 9,36
6 45,00 50,00 0,89 6,49
7 60,00 30,00 1,02 6,37
8 45,00 78,28 1,75 5,96
9 23,79 50,00 0,70 6,15
10 30,00 70,00 2,05 12,73
11 45,00 50,00 0,78 6,32
12 45,00 50,00 0,70 5,46
13 45,00 50,00 0,79 6,30
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Tablica 42. Statisticka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno

dobivenih vrijednosti za umbeliferon i herniarin prilikom UAE

lzvor

varijabilnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Umbeliferon
Model 3,98 5 0,7950 5,03 0,0283*
X1 3,05 1 3,05 19,28 0,0032*
X2 0,1864 1 0,1864 1,18 0,3133
X3 0,0210 1 0,0210 0,1331 0,7260
XXz 0,5982 1 0,5982 3,79 0,0927
Xq? 0,2028 1 0,2028 1,28 0,2944
X2? 1,11 7 0,1579
Ostatak 1,08 3 0,3607
Nedostatak 0,0233 4 0,0058 61,87 0,0008*
modela
Pogreska 5,08 12
Ukupno 3,98 5 0,7950
R?=0,7824
Herniarin
Model 42,49 5 8,50 0,9187 0,5204
X1 19,64 1 19,64 2,12 0,1884
X2 0,0031 1 0,0031 0,0003 0,9859
XXz 7,21 1 7,21 0,7794 0,4066
Xq? 6,86 1 6,86 0,7418 0,4176
X2? 10,75 1 10,75 1,16 0,3168
Ostatak 64,75 7 9,25
Nedostatak 63,92 3 21,31 102,31 0,0003*
modela
Pogreska 0,8330 4 0,2083
Ukupno 107,24 12
R?=0,3962

*X1 — temperatura ekstrakcije; X2 — vrijeme ekstrakcije; *SS — suma kvadratnih odstupanja podataka od
prosjeéne vrijednosti; df — stupnjevi slobode. *Utjecaj faktora je statisticki zna¢ajan uz p < 0,05.
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Tablica 43. Eksperimentalno odredeni udjeli umbeliferona i herniarina u ekstraktima

lavande dobiveni primjenom MCE

Brzina okretaja

Br_oj Vrijgme kuglica Umbeliferon Herniarin

eksperimenta (min) (m/s) (ng/mL) (ng/mL)
1 3,00 3,00 0,37 5,56
2 3,00 0,17 0,00 571
3 5,00 5,00 0,94 6,13
4 5,83 3,00 0,37 8,45
5 1,00 5,00 0,37 5,41
6 3,00 3,00 0,34 5,61
7 3,00 3,00 0,38 6,52
8 5,00 1,00 0,25 5,75
9 1,00 1,00 0,00 5,69
10 3,00 3,00 0,46 5,48
11 0,17 3,00 0,00 5,75
12 3,00 5,83 2,15 6,96
13 3,00 3,00 0,31 6,45

Tablica 44. Statisticka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno

dobivenih vrijednosti za umbeliferon i herniarin prilikom MCE

varij!;\l;(i)lilosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Umbeliferon
Model 3,20 5 0,6407 7,13 0,0113*
X 0,2255 1 0,2255 2,51 0,1572
Xz 2,10 1 2,10 23,38 0,0019*
Xs 0,0256 1 0,0256 0,2848 0,6101
X1Xe 0,1639 1 0,1639 1,82 0,2189
X12 0,5911 1 0,5911 6,58 0,0373*
X22 0,6292 7 0,0899
Ostatak 0,6165 3 0,2055
nedostatak 0,0127 4 0,0032 64,83 0,0008*
modela
Pogreska 3,83 12
Ukupno 3,20 5 0,6407
R?= 0,8358
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varijlezl\tl)?ll;losti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Herniarin
Model 4,06 5 0,8128 1,28 0,3699
X1 2,64 1 2,64 4,15 0,0809
X2 0,4361 1 0,4361 0,6854 0,4350
XXz 0,1089 1 0,1089 0,1712 0,6914
Xi? 0,8274 1 0,8274 1,30 0,2916
X2? 0,0098 1 0,0098 0,0155 0,9045
Ostatak 4,45 7 0,6362
Niﬁ’ggﬁ;ak 3,39 3 1,13 4,27 0,0974
Pogreska 1,06 4 0,2650
Ukupno 8,52 12
R?=0,4717

*X1 — vrijeme ekstrakcije; X, — brzina okretaja kuglica; *SS — suma kvadratnih odstupanja podataka od
prosjecne vrijednosti; df — stupnjevi slobode. *Utjecaj faktora je statisti¢ki znacajan uz p < 0,05.

Tablica 45. Optimalni uvjeti ekstrakcije umbeliferona i herniarina u ovisnosti o Zeljenim

varijablama
Optlmaln! Tehnika ekstrakcije
parametri
Mijesanje i Ultrazvucno
zagrijavanje potpomognuta Mehanoekstrakcija
ekstrakcija
Optimalni 60 min 60 min 4,61 min
parametri 70 °C 70 °C 5m/s
Pretpostavljeni
udio 2,11 2,03 1,28
umbeliferona
(ng/mg)
Pretpostavljeni
udio herniarina 11,37 9,21 6,94
(ng/mg)
Pozeljnost 0,841 0,853 0,911
modela
Odreden udio
umbeliferona 2,04+0,01 1,97+0,03 1,360,09
(ng/mg)
Odreden udio
herniarina 11,45+0,97 9,05+0,55 6,88+0,27
(ng/mg)
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4.5. Ekstrakcija bioaktivnih komponenti primjenom konvencionalnih otapala

Tablica 46. Udio karnosolne kiseline i karnosola u ekstraktima kadulje dobivenima

konvencionalnom ekstrakcijom

Otapalo Vrijeme Temperatura K?(';?;?g;na Karnosol
(min) (°C) (ug/mg) (ng/mg)
30 0,00 0,00
60 30 0,00 0,2440,00
90 0,00 0,2440,00
30 0,00 0,29+0,01
Voda 60 50 0,00 0,27+0,00
90 0,75+0,03 0,244+0,00
30 0,00 0,26+0,03
60 70 0,00 0,25+0,01
90 0,74+0,00 0,42+0,02
30 30 1,11+0,03 2,63+0,21
60 1,33+0,55 2,26+0,02
90 1,45+0,53 2,18+0,20
30 2,32+0,07 2,04+0,05
30 (VE’V%;‘”O' 60 >0 2,64-0,04 1,99+0,04
90 2,26+0,30 1,51+0,00
30 2,82+0,03 2,92+0,16
60 70 2,1340,14 2,9240,311
90 0,93+0,17 2,27+0,38
30 30 5,91+0,19 4,65+0,22
60 3,07+0,39 9,31+0,29
90 3,02+0,15 9,734+0,86
30 7,17+0,05 8,39+0,47
S0 (y("vit;‘m' 60 50 3,150,02 9,06+0,11
90 2,11+0,15 11,25+0,35
30 7,63+0,44 6,73+0,38
60 70 4,43+0,20 8,79+0,79
90 1,91+0,00 11,23+0,13
30 8,284+0,53 3,04+0,01
60 30 7,40+0,05 4,82+0,29
90 7,63+0,0 5,93+0,22
30 7,73+0,22 6,17+0,59
70 WE’V%?”O' 60 50 8,54:0,28 7.2140,44
90 8,71+0,28 5,434+0,51
30 8,73+0,14 4,37+0,07
60 70 7,534+0,06 6,55+0,22
90 6,85+0,32 6,89+0,26
Etanol 30 30 11,2140,51 2,72+0,27
60 11,13+0,13 3,57+0,25
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Otapalo Vrijeme Temperatura K?(';?;?g;na Karnosol
(min) (°C) (ug/mg) (ng/mg)
90 12,77+0,22 2,83+0,06
30 50 11,74+0,09 3,57+0,47
60 12,80+0,19 3,14+0,06
90 13,64+0,10 3,47+0,01
30 13,36+0,37 4,46+0,11
60 70 12,27+0,11 3,29+0,21
90 11,27+0,05 3,11+0,09
30 8,71+0,87 2,88+0,48
60 30 9,26+0,06 4,44+0,19
90 10,50+0,58 4,69+0,58
30 9,68+0,25 5,03+0,08
Metanol 60 50 11,85+0,05 5,24+0,07
90 10,72+0,30 4,85+0,40
30 9,69+0,58 3,67+0,24
60 70 10,11+0,43 4,41+0,10
90 10,41+0,12 4,80+0,03

Tablica 47. Udio galne kiseline, elaginske kiseline i HT u ekstraktima vrkute dobivenima

konvencionalnom ekstrakcijom

Otapalo Vrij_eme Tempoeratura Galna kiselina Eli?s?ellri]rS]I;a HT

(min) (°0) (hg/mg) (kg/mg) (ngTAE/mg)

30 2,19+0,02 6,94+0,33 60,13+3,18

60 30 2,02+0,38 6,42+0,19 50,33+6,77

90 2,214+0,09 7,54+0,40 76,06+1,64

30 1,47+0,03 3,32+0,19 43,93+0,53

Voda 60 50 2,03+0,02 4,38+0,07 41,66+3,31
90 1,93+0,03 3,88+0,09 39,39+3,31

30 1,03+0,00 8,24+0,04 68,89+1,50

60 70 1,17+0,01 8,17+0,34 67,93+0,61

90 0,64+0,05 4,08+0,52 80,39+0,07

30 30 0,56+0,02 3,44+0,31 90,56+0,50

60 0,56+0,00 3,34+0,07 81,73+2,80

90 0,61+0,04 3,65+0,60 93,66+2,00

30 % etanol 30 50 0,52+0,01 3,08+0,10 76,33+2,64
(VIv) 60 0,54+0,04 4,67+0,20 75,26+1,40
90 0,55+0,12 3,62+0,01 88,86+3,42

30 0,79+0,02 7,44+0,46 92,39+0,42

60 70 0,57+0,02 3,71+0,35 71,53+2,30

90 0,53+0,00 3,68+0,01 97,39+2,20

30 30 0,77+0,02 3,05+0,13 92,66+5,28

60 0,49+0,12 3,23+0,43 84,19+4,66

50 % etanol 90 0,53+0,00 3,49+0,11 98,59+4.98
(VIv) 30 50 0,72+0,02 3,15+0,28 88,19+2,58
60 0,53+0,00 3,92+0,02 120,13+0,60

90 0,51+0,04 3,94+0,20 99,06+1,15
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70 % etanol
(V/v)

Etanol

Metanol

30
60
90
30
60
90
30
60
90
30
60
90
30
60
90
30
60
90
30
60
90
30
60
90
30
60
90
30
60
90

70

30

50

70

30

50

70

30

50

70

0,57+0,05
0,53+0,00
0,50+0,01
0,55+0,00
0,51+0,05
0,52+0,03
0,54+0,01
0,51+0,00
0,54+0,00
0,61+0,04
0,60+0,05
0,55+0,00
0,00
0,41+0,04
0,41+0,17
0,50+0,09
0,67+0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
1,11+0,01
0,61+0,00
0,65+0,00
0,68+0,00
0,69+0,01
0,54+0,00
1,04+0,09
1,03+0,01
0,62+0,02

4,64+0,12
3,95+0,15
3,56+0,03
1,22+0,18
1,81+0,05
2,4040,06
2,97+0,18
3,07+0,03
3,58+0,05
4,41+0,01
4,36+0,32
3,83+0,02
0,19+0,24
0,43+0,47
0,69+0,03
0,90+0,02
2,4440,09
2,48+0,05
2,16+0,04
3,73+0,01
4,03+0,11
1,31+0,19
1,68+0,00
2,14+0,16
1,95+0,14
2,19+0,01
3,90+0,30
4,24+0,03
5,38+0,35
3,55+0,29

REZULTATI

100,3945,30
62,1942,12
90,33+1,91
72,46+2,80
47,93+4,10
51,93+4,80
35,79+2,95
62,264+2,19
51,53+3,94
49,46+0,08
77,33+2,84
71,79+0,70
0,46+0,03
0,86+0,04
3,86+0,02
0,66+0,09
2,19+0,10
2,73+0,14
1,26+0,07
29,73+0,40
26,79+1,40
35,46+0,53
0,00
40,79+1,20
41,33+1,51
46,93+0,80
81,13+0,65
0,00
49,33+0,80
29,66+0,81
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Tablica 48. Udio fenolnih kiselina i rutina u ekstraktima koprive dobivenima konvencionalnom ekstrakcijom

Kafeoil-jabu¢na

Vrii Klorogenska Kofeinska  Neoklorogenska o Sinapinska .
rijeme  Temperatura T o o kiselina N Rutin
Otapalo (min) ©C) kiselina kiselina kiselina (ng/mg) kiselina (ng/mg)
(wg/mg)  (mg/mg) (ng/mg) Heme (ng/mg) ~ METE
30 0,03+0,00 0,06+0,01 0,09+0,01 1,61+0,03 0,14+0,01  0,0040,00
60 30 0,04+0,00 0,07+0,01 0,08+0,02 0,60+0,01 0,18+0,01  0,00+0,00
90 0,06+0,01 0,06+0,00 0,08+0,01 0,70+0,01 0,19+0,00  0,00+0,00
30 0,35+0,01 0,08+0,00 0,11+0,01 3,00+0,09 0,12+0,03  0,00+0,00
Voda 60 50 1,33+0,14 0,06+0,00 0,16+0,04 5,90+0,01 0,09+0,00  0,00+0,00
90 1,30+0,05 0,05+0,00 0,19+0,02 5,88+0,60 0,12+0,03  0,00+0,00
30 1,58+0,10 0,03+0,00 0,13+0,09 6,70+0,13 0,11+0,02  0,26+0,05
60 70 1,31+0,18 0,07+0,00 0,31+0,06 6,23+0,03 0,13+0,00  0,39+0,02
90 0,44+0,05 0,09+0,01 0,36+0,00 5,06+0,22 0,10+0,03  0,00+0,00
30 2,54+0,25 0,14+0,01 0,08+0,00 8,05+0,12 0,12+0,01  0,86+0,08
60 30 2,94+0,03 0,16+0,00 0,08+0,00 8,17+0,08 0,10+0,00  0,91+0,01
90 2,78+0,14 0,10+0,00 0,09+0,01 8,45+0,33 0,12+0,01  0,98+0,15
30 % 30 3,04+0,05 0,14+0,01 0,07+0,01 9,08+0,56 0,14+0,01  0,84+0,06
etanol 60 50 2,56+0,05 0,14+0,01 0,11+0,02 7,92+0,53 0,09+0,01  0,86+0,02
(viv) 90 2,63+0,09 0,08+0,03 0,10+0,01 8,34+0,40 0,13+0,02  0,68+0,10
30 2,77+0,01 0,13+0,00 0,10+0,01 7,10+0,87 0,10£0,01  1,08+0,04
60 70 2,34+0,15 0,08+0,01 0,20+0,03 7,93+0,93 0,13+0,00  0,70+0,06
90 1,45+0,06 0,18+0,01 0,32+0,00 6,46+0,21 0,13+0,02  0,63+0,06
30 2,98+0,34 0,14+0,02 0,06+0,01 8,14+0,30 0,11+0,02  0,95+0,08
60 30 2,95+0,03 0,19+0,01 0,05+0,01 8,32+0,42 0,10+0,01 1,00+0,07
90 3,16+0,08 0,14+0,00 0,06+0,01 8,88+0,11 0,12+0,01 1,08+0,03
50 % 30 3,19+0,10 0,14+0,02 0,07+0,00 8,35+0,26 0,13£0,04  1,07%0,09
etanol 60 50 3,34+0,24 0,17+0,01 0,09+0,01 7,76+0,07 0,08+0,01  1,00+0,05
(viv) 90 2,77+0,05 0,12+0,02 0,05+0,01 7,734+0,04 0,11£0,01  0,86*0,06
30 3,04+0,37 0,12+0,01 0,10+0,03 7,49+0,02 0,09+0,03  1,28+0,04
60 70 3,24+0,16 0,13+0,01 0,09+0,01 7,35+0,15 0,10£0,02  1,18+0,11
90 1,57+0,13 0,14+0,02 0,19+0,02 5,87+0,08 0,13£0,01  0,90+0,01
70 % 30 30 2,86+0,17 0,14+0,01 0,10£0,00 5,734+0,30 0,10£0,00  0,70£0,06
etanol 60 2,68+0,01 0,13+0,02 0,09+0,00 5,61+£0,28 0,11+0,00  0,98+0,13
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Kafeoil-jabu¢na

.. Klorogenska Kofeinska  Neoklorogenska I Sinapinska .
Otapalo V(rrHier:;\e Tem(poe(ljr;atura kiselina kiselina kiselina :"5‘2:‘5; kiselina (Rl,;;trlln)
(ng/mg)  (mg/mg) (ng/mg) neing (ng/mg) ~ METE
(V/v) 90 2,56+0,11 0,11+0,03 0,08+0,02 6,26+0,18 0,10+0,00  0,86=0,08
30 3,32+0,18 0,11+0,04 0,12+0,02 6,79+0,01 0,09+£0,00 1,01%0,11
60 50 3,11%0,05 0,15+0,00 0,11+0,01 5,43+0,03 0,09+0,00 1,01=0,07
90 3,23+0,11 0,15+0,01 0,12+0,00 5,60+0,13 0,09+0,00  1,26+0,34
30 3,04+0,11 0,13+0,01 0,11+0,01 5,78+0,52 0,09+0,00  0,97+0,11
60 70 3,07+0,04 0,15+0,01 0,13+0,01 5,50+0,19 0,11+0,02  1,24+0,19
90 2,03+0,04 0,24+0,03 0,17£0,00 4,01+0,09 0,14+0,00  0,99+0,01
30 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00  0,00+0,00
60 30 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+£0,00  0,00+0,00
90 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00  0,00+0,00
30 0,13+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00  0,00+0,00
Etanol 60 50 0,24+0,01 0,00+0,00 0,00+0,00 0,05+0,01 0,00+£0,00  0,00+0,00
90 0,24+0,03 0,02+0,00 0,00+0,00 0,05+0,00 0,00+£0,00  0,22+0,01
30 0,21+0,01 0,01+0,00 0,00+0,00 0,06+0,01 0,00+0,00  0,20+0,00
60 70 0,31+0,01 0,04+0,00 0,00+0,00 0,06+0,00 0,00+£0,00  0,21£0,00
90 0,36+0,01 0,04+0,00 0,00+0,00 0,06+0,00 0,00+£0,00  0,20+0,00
30 0,55+0,03 0,03+0,00 0,08+0,00 1,63+0,00 0,14+0,01  0,46+0,01
60 30 1,02+0,03 0,05+0,01 0,06+0,01 1,69+0,24 0,10+0,00  0,47+0,08
90 0,96+0,00 0,08+0,00 0,06+0,01 1,76+0,01 0,09+0,00  0,38+0,00
30 1,06+0,15 0,05+0,01 0,06+0,00 1,75+0,05 0,08+0,00  0,33+0,05
Metanol 60 50 3,05+0,14 0,10+0,01 0,09+0,02 3,424+0,02 0,09+0,00  0,60+0,13
90 1,39+0,30 0,06+0,01 0,09+0,00 2,57+0,15 0,10£0,00  0,80=0,29
30 1,73+0,02 0,08+0,01 0,09+0,02 2,30+0,25 0,09+£0,00  0,65+0,04
60 70 1,87+0,04 0,11£0,00 0,09+0,01 2,48+0,22 0,12+0,00  0,85+0,02
90 0,45+0,02 0,15+0,01 0,07+0,01 1,67+0,06 0,08+0,00  0,69+0,09
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Otapalo Vrijfeme Temperatura CBD CBDA CBG CBGA CBN THC THCA CBCA CBC CBDVA
(min) (°C) (ng/mg) (ng/mg) (ng/mg) (ng/mg) (ug/mg) (ng/mg) (ng/mg) (ng/mg)  (pg/mg) (ng/mg)
30 0,0 3,47+0,18 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
60 30 0,0 3,08+0,23 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
90 0,0 4,44+0,24 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
30 0,0 2,77+0,43 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Voda 60 50 0,0 2,70+0,45 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
90 0,0 5,18+0,97 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,36+0,05 0,0 0,0
30 0,0 37,23+0,10  1,59:+0,09 0,0 0,0 0,0 0,71£0,06  3,76+0,32 0,0 0,39+0,05
60 70 0,0 38,24+1,57 0,0 0,0 0,0 0,0 0,43+0,01  2,99+0,18 0,0 0,0
90 0,81+0,02  31,00+1,59 0,0 0,0 0,0 0,0 0,30+0,02 2,16+0,12 0,0 0,0
30 0,0 3,47+0,23 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
60 30 0,0 41,35+0,99 0,0 0,0 0,0 0,0 0,35+0,06  3,96+0,05 0,0 0,44+0,07
90 0,0 38,83+0,08 0,0 0,0 0,0 0,0 0,68+0,14  3,6440,18 0,0 0,44+0,04
30 % 30 0,0 38,56+1,57 0,0 0,0 0,0 0,0 0,35+0,04 3,67+0,12 0,0 0,0
etanol 60 50 0,0 41,2142,60 0,0 0,0 0,0 0,0 0,72+0,09 3,81+0,22 0,0 0,45+0,09
(VIv) 90 0,0 39,0242,93 0,0 0,0 0,0 0,00 0,7240,01  3,56+0,09 0,0 0,0
30 7,25+0,11  83,1943,43 0,0 0,0 0,0 1,21+£0,03 2,26£0,00 9,84+0,84 2,31+0,07 0,53+0,09
60 70 13,38+0,26  87,9443.36  0,14+0,01 0,0 0,12+0,02 1,60+0,13 2,33+0,19 11,16+0,78 2,52+0,04 0,64+0,06
90 16,2840,07 76,57+1.84 0,26+0,01 0,0 0,0 1,61£024 2,0+£0,08 10,13+0,87 2,50+0,04 0,24+0,05
30 3,86+0,15  83,73+2,06 0,0 0,0 0,0 0,73+0,03 1,61+0,13 9,17+0,18 2,21+0,07 0,76+0,02
60 30 4,12+0,01  84,41+3,39 0,0 0,0 0,0 1,15£0,05 2,80+0,24 11,77+0,65 2,25+0,02 0,74+0,07
90 3,49+023  72,68+3,22 0,0 0,0 0,0 0,96+0,08 2,37+0,13 10,15+0,84 2,15+0,06 0,57+0,10
50 % 30 4,08+0,09  78,02+2,90 0,0 0,0 0,0 1,10£0,07 2,58+0,15 10,99+0,48 2,30+0,03 0,65+0,04
etanol 60 50 4,26+0,09  76,93+3,10 0,0 0,0 00 1,04£0,05 2,53£0,09 10,10+0,92 2,16+0,03 0,65+0,04
(VIv) 90 4,87+0,06  75,23+0,11 0,0 0,0 0,0 1,18+0,09 2,41+0,18 10,59+0,12 2,24+0,02 0,61+0,04
30 8,52+0,29  94,16+1,97 0,15+0,01 0,0 0,2240,04 1,66+0,13 2,58+0,08 11,55+0,22 2,50+0,05 0,69+0,11
60 70 15,50+0,96  96,89+2.48  0,14+0,03 0,0 0,25+0,03 2,24+0,01 2,71+0,17 12,49+0,48 2,80+0,01 0,34+0,02
90 15,83+0,24  73,09+3,16 0,26+0,06 0,0 0,20+0,00 1,84+0,12 1,98+0,05 9,57+0,50 2,56+0,03 0,0
70 % 30 4,30+0,15  89,75+2,95 0,0 0,0 0,0 1,3040,00 3,12+0,20 12,40+0,42 2,32+0,02 0,73+0,07
etanol 60 30 455+0,01  86,10+1,11 0,0 0,0 0,0 1,3140,18 2,95+£0,13 11,81+0,89 2,33+0,07 0,72+0,05
(VIv) 90 427+0,19  83,20+2,92 0,0 0,0 0,0 1,2840,02 2,83+0,04 11,41+0,18 2,2640,03 0,72+0,08

137



REZULTATI

Otapalo Vrijfeme Temperatura CBD CBDA CBG CBGA CBN THC THCA CBCA CBC CBDVA
(min) (°C) (ng/mg) (ng/mg) (ng/mg) (ng/mg) (ug/mg) (ng/mg) (ng/mg) (ng/mg)  (pg/mg) (ng/mg)
30 4314022 78,59+0,54 0,0 0,0 0,0 1,28£0,03 2,72+0,06 10,52+0,33 2,23+0,02 0,63+0,06
60 50 4,39+0,20  77,09+0,18 0,0 0,0 0,0 1,19£0,13 2,68+0,18 10,31+0,60 2,20+0,07 0,64+0,07
90 0,00 3,08+2,23 0,0 0,0 0,0 1,0940,09 2,78+0,04 11,32+0,40 2,31+0,03 0,0
30 7,1140,12  92,064+2,24 0,0 0,0 0,0 1,59+0,06 2,55+0,06 11,61+0,78 2,46+0,02 0,67+0,06
60 70 10,70£0,07  85,03+2,83  0,14+0,03 0,0 0,0 1,64£021 2,31£0,29 9,92+0,17 2,51+0,07 0,26+0,06
90 14,42+0,11 84,68+2,45 0,28+0,02 0,0 0,32+0,02 1,96+0,07 2,33+0,02 10,55+0,44 2,68+0,03 0,0
30 454+0,12  88,68+2,98 0,0 0,0 0,0 1,44£0,02 3,07£0,10 12,06+0,49 2,34+0,03 0,79+0,09
60 30 4,49+0,26  87,50+3,41 0,0 0,11£0,01 0,00 1,41£0,09 3,10£0,11 11,98+0,56 2,34+0,16 0,75+0,08
90 3,95+0,37  80,65+0,09 0,0 0,0 0,0 1,1740,04 2,73+0,07 11,23+0,15 2,28+0,03 0,70+0,11
30 3,87+0,39  69,81+1,76 0,0 0,0 0,0 1,08£0,01 2,35£0,08 9,3140,22 2,14+0,01 0,52+0,08
Etanol 60 50 4,07+0,01  74,65+3,21 0,0 0,0 0,0 1,20£0,15 2,55+0,16 9,72+0,09 2,16+0,05 0,60+0,09
90 4,92+0,27  77,77+3,70 0,0 0,0 0,0 1,06£0,08 2,62+0,15 10,77+0,31 2,37+0,08 0,62+0,04
30 7,57+0,38  100,25+4,22 1,01£0,02 0,07+0,00 0,0 1,6240,09 2,91+0,11 12,76+0,41 2,60+£0,11 0,42+0,03
60 70 9,50+0,15  81,7243,59  0,2140,00 0,0 0,0 1,43£0,06 2,30£0,19 9,55+0,36 2,37+0,06 0,76+0,03
90 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
30 4,7140,12  91,97+2,54 0,0 0,0 0,32+0,01 1,04+0,12 2,67+0,31 10,59+0,36 2,29+0,05 0,0
60 30 4,24+0,01  91,71+0,81 0,0 0,0 0,09 1,04£0,00 2,70£0,19 9,83+0,01 1,96+0,06 0,37+0,00
90 3,824026  78,45+237 0,0 0,0 0,0 1,13+0,01 2,30+0,03 8,684+0,47 2,1640,08 0,00
Acetonitril: 30 4,97£0,00 91,03+0,08 0,12+0,01 0,0 0,0 0,67+0,02 2,54+0,22 9,86+0,50 2,22+0,16 0,66+0,01
Metanol 60 50 4,88+0,11  93,3142,59 0,0 0,0 0,0 1,20£0,04 2,66+0,20 9,98+0,67 1,98+0,03 0,69+0,05
(55 : 45) 90 4,93+037  89,5840,13  0,14+0,02 0,0 0,09+0,00 1,16+£0,07 2,51+0,09 9,89+0,75 2,26+0,02 0,61+0,04
30 5,42+0,16  95,18+0,59 0,0 0,0 0,0 1,3540,04 2,73+0,11 10,45+1,26 2,26+0,06 0,32+0,03
60 70 6,64+020  93,16+4,25 0,0 0,0 0,0 1,34£0,05 2,58+0,16 10,44+0,17 2,344+0,11 0,65+0,06
90 8,03£0,19  92,75+3,38 0,1620,01 0,0 0,0 1,70£0,10 2,65+0,07 11,12+0,43 2,48+0,32 0,74+0,08
30 3,96+0,32  79,13+2,70 0,0 0,0 0,0 1,2440,02 2,73£0,06 11,11+0,05 2,27+0,06 0,64+0,01
60 30 4124020  80,14+1,75 0,0 0,0 0,0 1,1840,05 2,78+0,19 11,25+0,60 2,27+0,02 0,65+0,07
90 4,52+0,46  84,78+0,19 0,0 0,0 0,0 1,26+0,08 2,92+0,19 11,66+1,50 2,32+0,37 0,71+0,09
Metanol 30 4,30+0,15 82,44+1,97 0,0 0,0 0,0 1,2240,01 2,86+0,08 11,49+0,01 2,29+0,07 0,69+0,03
60 50 4,38+0,17  78,96+3,30 0,0 0,0 0,0 1,21£0,04 2,74+0,16 5,06+0,23 2,3140,12 0,59+0,06
90 0,0 4,82+0,66 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,22+0,62 0,0 0,0
30 20 0,0 1,27+0,06 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
60 0,0 1,72+0,09 0,0 0,0 0,0 0,43+0,00 0,30+0,03 0,0 0,0 0,06+0,00
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Otapalo Vrijeme Temperatura CBD CBDA CBG CBGA CBN THC THCA CBCA CBC CBDVA
(min) °O) (ng/mg) (ng/mg) (ug/mg)  (ug/mg) (ug/mg) (ng/mg) (ug/mg)  (ug/mg)  (ug/mg)  (nug/mg)
90 0,0 1,66+0,11 0,0 0,0 0,0 0,45+0,01 0,27+0,01 0,0 0,0 0,03+0,00
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Tablica 50. Udio umbeliferona i herniarina u ekstraktima lavande dobivenima

konvencionalnom ekstrakcijom

Otapalo Vrijeme Temperatura Umbeliferon Herniarin
(min) (°O) (ng/mL) (ng/mL)

30 4,98+0,50 9,01:0,18

60 30 3,87+0,08 0,16+0,02

90 4,72+0,26 8,81+0,38

30 4244018 7,91+0,23

Voda 60 50 4,99+0,02 21,82+2,35
90 4,3440,19 7,00£0,04

30 3,9440,54 7,56+2,01

60 70 5,51+0,29 25 54+0,34

90 4504021 25,42+0,37

30 6,000,17 31,54+0,23

60 30 5,50+0,14 22,93+0,22

90 5,42+0,69 26,99+0,89

30 4,92+0,02 37,34+0,22

30 (y("vj’\t")"”o' 60 50 4,99:0,02 21,82+2.35

90 4,96+0,01 34,38+0,17

30 4,14+0,02 7.63+0,13

60 70 6,13+0,21 8,63+0,18

90 5,03+0,09 42,13+1,53

30 4.82+0,27 35,22+4,02

60 30 5,02+0,38 40,74+0,30

90 5,12+0,11 34,00£1,27

30 4784023 39,30+2,99

50 O/E’V%;‘”O' 60 50 4,23+0,06 41.9152.63

90 4.78+0,52 39,73+0,47

30 5,05+0,33 51,09+2,24

60 70 8,65+1,26 38,77+1,33

90 5,60+1,35 45,81+1,34

30 3,0240,34 27.42+1,68

60 30 3,12+0,35 33,15+2,20

90 5124011 34,00+1,27

30 3,43+0,01 37,15+0,57

70 0/("\/%;‘”0' 60 50 3,68+0,23 34,16+2,15

90 4.46+0,57 35,7340,83

30 4.85+0,62 43,39+1,13

60 70 4.40+1,04 40,55+1,91

90 5.12+0,14 7.90+0,04

30 0,65+0,14 7.96+0,06

60 30 0,59+0,13 7.46+0,11

90 3,87+0,48 34.94+1,19

30 0,82+0,16 8,45+0,23

Etanol 60 50 1,16+0,09 8,90+0,14

90 1,62+0,11 10,60+0,82

30 2 85+0,44 15,30+0,44

60 70 2.42+0,18 15,52+0,30

90 3,07+0,08 8,32+0,13

Metanol 30 30 1,08+0,02 18,70+1,58
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Otapalo Vrijeme Temperatura Umbeliferon Herniarin
(min) O (kg/mL) (ng/mL)
60 1,28+0,10 20,18+1,63
90 1,64+0,01 23,24+0,46
30 1,39+0,02 23,47+0,02
60 50 1,53+0,07 23,90+2,64
90 1,90+0,17 26,77+0,87
30 1,35+0,02 23,70+0,41
60 70 2,510,17 34,91+5,81
90 2,72+0,00 31,92+0,00

4.6. Primjena makroporoznih smola za procis¢avanje bioaktivnih komponenti iz ekstrakata

Tablica 51. Adsorpcijske i desorpcijske mogucénosti razli¢itih smola upotrijebljenih za
optimalni DES ekstrakt kadulje

Naziv

Adsorpcijski kapacitet

Adsorpcijski prinos

smole (mg/a) (%) Desorbens Desorpcijski prinos (%0)
Karnosolna Karnosolna Karnosolna
Kiselina Karnosol Kiselina Karnosol Kiselina Karnosol
voda 14,57+0,09 -
50 % etanol 14,39+0,01 12,65+0,02
HP20 25,60 10,10 100,00+0,00 95,09+3,75 70 % etanol 16,64+0,11 15,42+0,06
etanol 20,63+0,17 24,15+0,09
metanol 10,28+0,33 10,04+0,18
voda - -
50 % etanol 20,17+0,06 20,74+0,18
XAD7HP 25,60 10,20 100,00+£0,00 91,75+2,72 70 % etanol 42,04+0,19 34,78+0,22
etanol 47,08+0,25 47,47+0,05
metanol 29,9440,17 28,42+0,21
voda - -
50 % etanol 10,94+0,05 14,96+0,20
XAD16N 24,80 10,40 97,06+6,57  93,58+2,42 70 % etanol 18,26+0,09 23,37+0,12
etanol 29,62+0,15 28,69+0,11
metanol 16,22+0,07 15,55+0,03
voda - 8,61+0,01
50 % etanol - 9,51+0,31
HP21 25,6 10,60 100,00£0,00 95,50+3,70 70 % etanol 16,61+0,13 15,54+0,05
etanol 20,85+0,12 28,72+0,07
metanol 12,04+0,01 12,91+0,13
voda 15,59+0,26 11,63+0,22
50 % etanol 16,55+0,23 18,04+0,02
HP2MG 0,0185 10,90 87,52+3,26  90,96+2,74 70 % etanol 27,38+0,07 29,67+0,05
etanol 40,32+0,01 43,90+0,24
metanol 38,33+0,19 37,87+0,09
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Slika 30. Utjecaj vremena desorpcije na udio karnosolne kiseline i karnosola iz ekstrakta
kadulje u desorbensu (etanol) primjenom smole XAD7HP
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Slika 31. Utjecaj volumena desorbensa na udio karnosolne kiseline i karnosola iz ekstrakta

kadulje u desorbensu (etanol) primjenom smole XAD7HP
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Tablica 52. Adsorpcijske i desorpcijske moguénosti razli¢itih smola upotrijebljenih za optimalni DES ekstrakt vrkute

SNrg(Z)II\é Adsorpc(lgs lg/lgl;apamtet Adsorpcggjol? prinos Desorbens Desorpcijski prinos (%)
Galna  Elaginska HT Galna Elaginska HT Galna Elaginska HT
kiselina  kiselina Kiselina Kiselina Kiselina Kiselina

voda 24,89+0,68 0,00 2,45+0,21
30 % etanol  24,15+0,37  12,41+0,81 52,04+0,93
50 % etanol  27,78+0,52  35,97+1,19  80,31+1,80
HP20 3,00 23,8 343,0 66,66+1,39  100+0,00 39,05+7,44 70 %etanol  27.78+0.56  52.0040.33 70244021
etanol 28,22+0,59  47,71+0,75 67,57+0,82
metanol 27,23£0,60  34,93+0,89  54,22+0,74
voda 63,34+0,79 0,00 8,65+0,19
30 % etanol  70,37+0,74 0,00 25,71+1,05
50 % etanol  71,25+0.88  26,66+1,15  58,03%1,60
XAD7THP 1,50 23,8 358,5  44,64+3,57  100+0,00 39,02+5,89 70 %etanol  70.73+0.99  47.99+0.78 60 00+0.83
etanol 58,24+0,78  56,48+0,22  56,75+1.37
metanol 99,50+1,13 42,00+0,23 51,99+1,20
voda 28,34+0,95 0,00 1,93+0,08
30 % etanol  32,01+0,53 5,71+0,34 45,50+1,78
50% etanol  30,65+0,79  37,68+1,01  70,00+0,61
XAD16N 1,20 23,8 383,7 57,75#8,92  100+0,00 38,86+6,63 70 %etanol  49.02+1.59  5177+0.65  8420+0.57
etanol 28,33+0,72  55,97+0,20  68,86+0,34
metanol 42,58+0,84  46,91+0,33 65,47+1,02
voda 58,46+1,26 0,00 4,63+0,20
30 % etanol  31,52+0,33 5,85+0,58 42,87+1,78
50 % etanol  45,81+0,61 18,09+0,34  88,58+0,79
HP21 1,8 23,8 377,1 55,43+3,80 100+0,00 44,56+8,71 70 %etanol 47194108  40.74+0.37  8136+1.15
etanol 49,33+0,66  54,93+1,25 76,07+1,17
metanol 43,75+0,33 47,47+0,73 73,15+0,25

voda 62,15+0,92 4,88+0,24 0,00
HP2MG 7,9 23,8 381,4 50,84+2,22  100+0,00 37,30+4,54 30 % etanol 79514093  21,02+0,50 0,0540,01
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Naziv Adsorpcijski kapacitet Adsorpcijski prinos

smole (mg/g) (%) Desorbens Desorpcijski prinos (%0)

50 % etanol  87,96+0,84  49,31+0,15  23,30+1,08
70 % etanol  88,43+0,95  57,86+0,51  31,85+1,66
etanol 81,93+0,46  62,37+0,96  46,88+1,37
metanol 96,93+1,52  55,41+1,43  33,32+1,33
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Slika 32. Utjecaj vremena desorpcije na udio fenolnih kiselina i HT iz ekstrakta vrkute u

desorbensu (70 % etanol) primjenom smole XAD16N
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Slika 33. Utjecaj volumena desorbensa na udio fenolnih kiselina i HT iz ekstrakta

vrkute u desorbensu (70% etanol) primjenom smole XAD16N
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Tablica 53. Adsorpcijske moguc¢nosti razli¢itih smola upotrijebljenih za optimalni DES ekstrakt koprive

L\lrzgll\é Adsorpcijski kapacitet (mg/g)
. Kafeoil- L L
Kofeinska Klorogenska Neoklorogenska A Sinapinska Cikorinska .
kiselina kiselina kiselina Jka}buc_na kiselina kiselina Rutin
iselina

HP20 0,3961 2,7294 0,1461 7,7604 0,2865 0,4992 1,9615
XAD7HP 0,4461 3,1294 0,1461 8,7104 0,3365 0,4742 1,9615
XAD16N 0,4211 3,0294 0,1711 7,7104 0,4865 0,4742 1,9615

HP21 0,3711 3,3794 0,1711 7,8104 0,2615 0,3242 1,0115
HP2MG 0,4711 3,5544 0,1711 9,6604 0,2365 0,5742 1,5115

Adsorpcijski prinos (%)

HP20 70,43+£3,53  53,18+2,56 39,75+5,45 61,03+1,56 60,51£1,96 87,46+2.26 100+0,00
XAD7HP  78,07+3,03 61,144+4,95 41,37£3,30 68,58+4,47  68,77+8,90 82,83+4,36  100+0,00
XAD16N  74,15+8,10 58,94+5,24 42,77+1,21 60,57+4,37 100+£0,00 89,17+£8,56  100+0,00

HP21 66,68+3,72  65,73£2,60 45,87+8.26 61,36+3,27 55,48+5,42 36,70+£5,15 53,06+£2,45
HP2MG 80,55+4,59  69,53+3,23 45,26+7,96 79,14£8,06 47,82+2,29  100+0,00 72,72+6,70

Tablica 54. Desorpcijske mogucnosti razlic¢itih smola upotrijebljenih za optimalni DES ekstrakt koprive

Naziv o o
smole Desorbens Desorpcijski prinos (%0)
. Kafeoil- - .
Kofeinska Klorogenska Neoklorogenska A Sinapinska  Cikorinska .
L o o jabucna o o Rutin
kiselina kiselina kiselina o kiselina kiselina
kiselina
voda 0,00 15,41+1,26 0,00 4,55+0,20 0,00 0,00 0,00
30 % etanol  10,77+0,67 39,39+0,17 60,34+0,46 29,92+0,81 0,00 0,00 0,00
HP20 50 % etanol 26,09+0,32  49,04+0,82 60,19+1,01 48,48+0,77 0,00 0,00 40,70+0,84
70 % etanol  35,82+1,45 54,50+0,82 63,67+0,60 54,73+1,84  98,68+0,60 0,00 37,90+1,97
etanol 40,34+0,41 60,90+0,46 79,52+0,83 52,19+0,34  92,79+1,71 97,70+0,76 34,79+0,89
metanol 31,27+1,16  46,02+0,66 80,39+1,60 56,24+1,66 0,00 0,00 42,70+0,47
XADTHP voda 0,00 8,39+0,77 66,81+0,15 0,00 0,00 0,00 0,00
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L\lrzgll\é Desorbens Desorpcijski prinos (%0)
30 % etanol  6,31+0,70  32,38+0,71 67,17+0,85 26,29+1,77 0,00 0,00 0,00
50 % etanol  40,35+0,90  54,96+0,25 68,49+1,74 71,19+1,37  76,35+1,51 0,00 82,33+1,36
70 % etanol  57,28+0,27  53,31+0,42 81,56+1,01 79,08+1,07 0,00 0,00 92,65+0,66
etanol 70,09+0,79  49,45+1,21 86,07+1,81 75,29+1,80 0,00 0,00 91,71+1,96
metanol  37,62+0,34  45,71+1,11 73,55+1,16 57,24+0,45  74,20+1,50 0,00 72,24+1,51
voda 0,00 14,19+0,89 0,00 3,94+1,36 0,00 0,00 0,00
30 % etanol 20,41+0,19  41,27+0,67 50,00+0,17 45,54+1,66 0,00 0,00 23,90+0,55
XAD16N 50 % etanol 32,16+0,36  57,53+0,54 53,78+1,84 64,93+0,91 0,00 0,00 46,25+0,91
70 % etanol 44,79+1,48  57,55+0,09 41,89+0,36 72,08+0,23  50,59+1,69 89,00+0,74 60,81+0,87
etanol 53,96+0,27 54,34+1,27 94,61+0,71 73,01+1,03  63,17+0,92 0,00 34,79+1,93
metanol  39,61+1,18 50,93+0,79 84,48+0,81 67,68+1,65 59,10+0,20 97,15+0,60 43,18+0,28
voda 0,00 13,14+0,70 0,00 2,84+0,33 0,00 0,00 0,00
30 % etanol  30,11+0,33  46,70+1,07 53,99+0,13 41,38+0,22 0,00 90,78+1,20 25,67+0,26
HP21 50 % etanol 42,74+0,65 57,46+0,49 61,5540,15 52,64+0,16 0,00 86,71+0,54 40,70+0,85
70 % etanol 47,63+1,71 60,31+1,48 91,59+0,62 62,90+0,51  98,37+1,48 95,56+1,99 46,45+1,14
etanol 47,48+0,24  60,05+1,06 99,80+1,38 68,42+1,76 0,00 93,64+0,76 52,16+0,56
metanol 37,61+0,39 61,31+1,26 82,89+0,99 66,24+0,45 0,00 90,55+0,74 46,41+0,12
voda 0,00 4,80+0,42 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
30 % etanol 0,00 27,83+0,38 0,00 13,57+1,21 0,00 0,00 0,00
HP2MG 50 % etanol 39,88+1,51  48,05+1,70 83,22+1,78 66,43+0,64 0,00 76,85+1,87 77,51+1,61
70 % etanol  46,06+0,89  47,15+1,37 99,68+1,74 67,25+1,76 0,00 72,67+1,12 81,89+1,14
etanol 18,11+0,94  31,84+0,49 77,21+1,88 70,43+0,17 0,00 73,73+1,34 72,94+1,49
metanol 0,00 7,30+0,60 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Slika 34. Utjecaj vremena desorpcije na udio fenolnih kiselina i rutina iz ekstrakta koprive

u desorbensu (70 % etanol) primjenom smole XAD7HP
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Slika 35. Utjecaj volumena desorbensa na udio fenolnih kiselina i rutina iz ekstrakta

koprive u desorbensu (70 % etanol) primjenom smole XAD7HP
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Tablica 55. Adsorpcijske moguénosti razli¢itih smola upotrijebljenih za optimalni DES ekstrakt industrijske konoplje

L\Irﬁéll\é Adsorpcijski kapacitet (mg/g)

CBD CBDA CBG CBGA THC THCA CBCA CBC CBDVA

HP20 6,1377 138,8151 3,3328 6,9164 2,4279 5,0814 16,3605 2,0927 0,9321
XAD7HP 5,4877 131,0151 1,5578 6,8664 2,3279 4,3814 15,0855 1,9677 0,8821
XAD16N 6,0877 140,0651 3,3328 7,0664 2,6779 6,0064 16,4105 2,1427 0,8821

HP21 7,2377 197,2651 1,4578 8,4414 1,9529 3,7814 13,8355 2,9677 1,7321

HP2MG 5,0127 124,8901 1,7578 6,9164 2,5029 4,3314 14,2355 2,2927 0,8821
Adsorpcijski prinos (%o)

HP20  43,5842,17 45,98+1,97 100+0,00  46,99+1,81 49,61+1,83 59,38+7,44 52,58+1,74 50,30+0,47 50,65+0,79
XAD7HP 39,04+1,51 43,39+2,67 46,54+1,81 46,71++0,97 54,13+7,97 51,34+8,36 48,50+2,18 47,49+0,42 50,79+3,33
XADI16N 4321+2,05 46,39+0,55 100+0,00  48,00+1,51 62,37+1,66 99,52+0,07 52,77£1,91 51,28+1,14 50,65+0,79

HP21  51,34+0,73 65,33+0,27 43,84+1,66 57,40+1,50 39,87+1,01 44,24+1,02 44,44+0,97 65,84+0,01 100,00+0,00

HP2MG  35,50+0,94 41,36+1,02 52,80+2,52 46,93+1,56 51,15+5,75 50,56+8,44 45,76+1,86 55,24+1,60 50,03+2,04

Tablica 56. Desorpcijske mogucnosti razlicitih smola upotrijebljenih za optimalni DES ekstrakt industrijske konoplje

Naziv

smole Desorbens Desorpcijski prinos (%0)
CBD CBDA CBG CBGA THC THCA CBCA CBC CBDVA
etanol 59,32+0,74 51,27+1,18 0 46,40+1,16 48,23+1,71 29,98+0,86 40,93+0,87 65,71+1,84 0
HP20 DMSO 68,99+0,99 50,27+1,48 0 48,224+1,68 32,15+0,34 30,09+0,80 44,02+1,13 71,61+1,32 0
metanol  53,07+0,56 42,26+1,49 0  45,76+1,37 42,49+0,54 22,12+0,58 34,75+0,34 63,51+0,39 0
etanol 67,31+0,09 58,95+0,39 0  46,49+1,99 43,29+1,56 31,45+0,94 44,09+1,59 72,38+1,79 0
XAD7HP  DMSO  68,56+0,54 47,62+1,18 0  43,90+1,08 56,03+0,73 28,38+0,94 44,33+0,73 72,14+0,72 0
metanol  72,83+1,10 50,74+1,36 0  46,39+1,84 57,69+1,54 38,56+0,20 40,85+0,62 70,38+0,78 0
XAD16N etanol 66,58+0,68 54,08+1,70 0  53,46+1,45 52,09+1,81 17,90+1,53 42,91+0,75 69,10+0,48 0
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L\lrzgll\é Desorbens Desorpcijski prinos (%0)

DMSO  60,78+0,86 53,71+1,71 0  58,07+1,70 57,51+0,38 13,58+1,44 42,21+0,93 67,62+0,59 0

metanol  55,58+0,10 46,81+1,75 0  35,24+1,26 18,69+0,93 12,32+1,58 34,47+1,72 55,85+1,96 0

etanol 87,83+1,75 67,59+0,31 0  66,00+1,82 90,95+0,89 59,53+1,97 68,56+1,85 99,99+1,33 0

HP21 DMSO  88,80+0,70 60,54+1,01 0  65,24+1,63 87,66+0,32 62,85+1,36 76,27+0,93 89,40+1,16 0
metanol  68,12+1,31 51,80+0,86 0  43,29+1,66 59,92+1,51 42,39+0,68 51,81+0,29 80,27+1,15 0

etanol 79,31+1,19 56,39+0,40 0  45,85+1,49 45,44+0,63 43,17+0,84 47,541,85 70,90+1,82 0

HP2MG DMSO  79,28+1,55 50,45+0,44 0  39,60+1,33 41,34+1,62 28,31+1,03 41,57+1,14 71,55+1,76 0
metanol  78,18+0,75 55,17+0,25 0  4595+1,18 42,80+1,86 29,32+0,81 46,09+1,77 84,35+0,93 0
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Slika 36. Utjecaj vremena desorpcije na udio kanabinoida u desorbensu iz ekstrakta

industrijske konoplje u desorbensu (etanol) primjenom smole HP21
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Slika 37. Utjecaj volumena desorbensa na udio kanabinoida iz ekstrakta konoplje u
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Tablica 57. Adsorpcijske i desorpcijske moguénosti razlic¢itih smola upotrijebljenih za

optimalni DES ekstrakt lavande

an?éll\é Adsorpc(lgrs] Ig/lgl;apacnet AdSOI’pC(I(_)]/il)(I prinos Desorbens Desorpcijski prinos (%o)
Umbeliferon  Herniarin  Umbeliferon Herniarin Umbeliferon Herniarin

etanol 0 77,29+0,46

HP20 5,16+0,04 18,57+0,23 87,55+0,84  48,50+0,24 DMSO 0 78,84+0,15
metanol 0 76,62+0,91

etanol 0 80,95+0,39

XADT7THP 4,88+0,21 18,18+0,72 81,69+1,82  47,49+0,53 DMSO 25,52+0,12 89,74+0,20
metanol 0 87,00+0,05

etanol 0 82,93+0,40

XAD16N 4,91+0,16 18,02+0,16 85,14+1,80  46,25+0,92 DMSO 0 79,41+0,27
metanol 0 78,75+0,21

etanol 0 81,42+0,64

HP21 5,04+0,11 17,924+0,31 84,89+1,21 46,30+0,64 DMSO 0 81,44+0,36
metanol 0 79,27+0.41

etanol 0 76,78+0,12

HP2MG 5,07+0,01 19,19+0,07 86,67+1,53 50,23+0,81 DMSO 22,38+0,60 88,19+0,1
metanol 0 84,09+0,28
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Slika 38. Utjecaj vremena desorpcije na udio herniarina i umbeliferona iz ekstrakta
lavande u desorbensu (DMSO) primjenom smole XAD7HP
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Slika 39. Utjecaj volumena desorbensa na udio umbeliferona i herniarina iz ekstrakta
lavande u desorbensu (DMSO) primjenom smole XAD7HP
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4.7. Recikliranje DES-ova i makroporoznih smola

Tablica 58. U¢inkovitost ekstrakcije, adsorpcije i desorpcije za odabrani reciklirani DES15 i makroporoznu smolu za karnosolnu kiselinu i

karnosol iz ekstrakta kadulje

Naziv Broj Ucinkovitost ekstrakcije Adsorpcijski prinos Desorpcijski prinos
smole ciklusa (%) (%) (%)
Ka!”OS:O'”a Karnosol Kafno?o'”a Karnosol Kar_nos_olna Karnosol
kiselina kiselina kiselina
1 97,64+0,03 96,63+0,04  91,79+0,65  94,28+0,06 95,09+1,22 92,51+1,71
XADT7HP 2 93,10+0,66 94,38+0,27  83,07+0,53  86,20+0,48 89,38+0,63 89,38+0,88

88,94+1,15 91,19+0,36  77,28+1,42  78,23+0,49 79,49+1,04 84,94+0,36

Tablica 59. U¢inkovitost ekstrakcije, adsorpcije i desorpcije za odabrani reciklirani DES1 i makroporoznu smolu za fenolne kiseline i HT iz

ekstrakta vrkute
Naziv Broj U¢inkovitost ekstrakcije Adsorpcijski prinos Desorpcijski prinos
smole  ciklusa (%) (%) (%)
Galna Elaginska Galna Elaginska Galna Elaginska
. 2 HT - o HT Y 2 HT
kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina

1 97,64+0,03 96,63+0,04 79,41+1,76 91,79+0,65 94,2840,06 66,54+£1,46 95,09+1,22 92,51+1,71 67,71+0,91
XADI16N 2 93,10+0,66 94,38+0,27 77,01+0,25 83,07+0,53 86,20+0,48 46,47+1,83 89,38+0,63 89,38+0,88 63,68+0,98
3 88,94+1,15 91,19+0,36 69,00+0,21 77,28+1,42 78,23+0,49 37,65+0,37 79,49+1,04 84,94+0,36 46,21+1,29
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Tablica 60. U¢inkovitost ekstrakcije, adsorpcije i desorpcije za odabrani reciklirani DES15 i makroporoznu smolu za fenolne kiseline i HT iz

ekstrakta koprive

Naziv Broj Ucinkovitost ekstrakcije
smole  ciklusa (%)
: Kafeoil- N L
Kofeinska  Klorogenska Neoklorogenska AN Sinapinska  Cikorinska .
o P s Jjabucna o o Rutin
kiselina kiselina kiselina - kiselina kiselina
kiselina
1 91,39+0,25  95,52+0,54 96,52+0,20 83,25+0,11 89,51+0,74 92,85+0,20 94,91+0,72
XADT7HP 2 85,54+0,43 85,68+0,44 86,35+0,03 79,56+0,58 68,09+0,25 89,60+0,93 81,62+0,81
3 78,60+0,21 75,65+0,60 79,94+0,93 68,38+0,69 58,62+0,62 79,44+0,68 71,03+0,33
Naziv Broj Adsorpcijski prinos
smole ciklusa (%)
: Kafeoil- N I
Kofeinska  Klorogenska Neoklorogenska - budn Sinapinska  Cikorinska Rutin
kiselina kiselina kiselina jabucna kiselina kiselina
kiselina
1 91,71+0,33  80,09+0,28 75,29+0,19 71,19+0,29 92,79+0,12  81,89+0,51 91,71+0,90
XADTHP 2 81,89+0,51 64,79+0,61 64,39+0,08 66,43+0,57 74,20+0,35 72,2440,33 82,23+0,42
3 72,94+0,24 53,96+0,16 56,24+0,48 57,244+0,19 63,17+£0,10 60,81+0,53 77,51+0,89
Naziv Broj Desorpcijski prinos
smole ciklusa (%)
Kofeinska  Klorogenska Neoklorogenska Kafeoil- Sinapinska  Cikorinska Rutin
kiselina kiselina kiselina jabuéna kiselina kiselina
kiselina
90,67+0,11 83,90+0,25 82,33+0,06 87,51+0,88 92,74+0,71 86,09+0,72 92,16+0,39
XAD7HP 2 80,70+0,45 76,25+0,81 72,65+0,28 71,89+0,06 87,63+£0,91 75,82+0,76 87,26+0,63
72,16+0,41 60,81+0,79 61,71+0,38 62,94+0,24 66,45+0,12 60,34+0,56 77,25+0,18
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Tablica 61. Ucinkovitost ekstrakcije, adsorpcije i desorpcije za odabrani reciklirani hDES2 i makroporoznu smolu za kanabinoide iz ekstrakta

industrijske konoplje

Naziv Broj Ucinkovitost ekstrakcije
smole ciklusa (%)
CBD CBDA CBG CBGA THC THCA CBCA CBC CBDVA
1 97,83+£1,08 93,08+0,59  62,55+0,83  90,95+0,69  89,93+0,92 88,56+3,83 88,99+1,09 85,84+0,57 80,90+0,17
HP21 2 88,20+0,88  87,05+£0,54  52,60+0,60  87,66+£0,69 82,85+0,96 76,26+0,28 72,40+0,99 76,19+0,44 71,55+0,31
3 68,12+0,98  70,98+0,80  40,98+0,94  79,92+0,47 72,39+0,62 61,81+£0,79 70,27+0,82 70,39+0,83 64,35+0,49
Naziv Broj Adsorpcijski prinos
smole ciklusa (%)
CBD CBDA CBG CBGA THC THCA CBCA CBC CBDVA
1 82,32+0,48 91,27+0,37  71,43%0,21 88,23+0,46  89,98+0,52 90,93+0,62 95,71+0,55 91,24+0,83 84,37+0,24
HP21 2 78,99+0,25 80,27+0,72  53,11+0,09  72,15+0,32  80,09+0,67 84,02+0,99 81,61+0,59 84,46+0,49 76,28+0,63
3 63,07+£0,99  69,26+0,35  49,12+0,92  62,49+0,40 72,12+0,47 74,75+0,24 73,51+0,54 74,13+0,32 69,13£0,10
Naziv Broj Desorpcijski prinos
smole ciklusa (%)
CBD CBDA CBG CBGA THC THCA CBCA CBC CBDVA
1 76,58+0,50  84,08+0,68 0 92,09+0,48 87,90+0,61 92,91+0,81 89,10+0,58 89,76+0,50 0
HP21 2 60,78+0,30  73,71+0,40 0 87,51+0,47 83,58+0,46 82,81+0,88 67,62+0,22 77,15+0,88 0
3 55,58+0,86  66,81+0,38 0 78,69+0,28  72.32+0,42 74,47+0,19 55,85+0,32 68,82+0,85 0
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Tablica 62. Ucinkovitost ekstrakcije, adsorpcije i desorpcije za odabrani reciklirani hDES2 i makroporoznu smolu za kumarine iz ekstrakta

lavande
Naziv Broj Ucdinkovitost ekstrakcije Adsorpcijski prinos Desorpcijski prinos
smole ciklusa (%) (%) (%)
Umbeliferon Herniarin Umbeliferon Herniarin ~ Umbeliferon  Herniarin
1 86,99+0,30 92,33+1,18 94,24+0,22 91,33+1,11 87,98+0,79  92,20+0,69
XADT7HP 2 80,54+0,73 83,44+0,52 81,31+0,72 83,44+0,27 82,29+0,71  90,81+0,66
3 75,17+1,46 78,29+1,61 75,27+1,46 73,34+3,42 72,84+0,10  81,81+0,66

4.8. Antiradikalna i antibakterijska aktivnost ekstrakata

Tablica 63. Prikaz antiradikalne i antibakterijske aktivnosti ekstrakata kadulje (250 ug/mg) tretiranima makroporoznim smolama

. Vrijeme Volumen Inhibicija DPPH
Naziv

Desorbens  desorpcije  desorbensa radikala Minimalna inhibitorna koncentracije (ug/mL)
smole
(h) (mL) (%0)
S.aureus B.subtilis P. aeruginosa E.coli

voda 6,54+1,57 50 25 25 25
50 % etanol 33,95+0,40 50 25 25 25
HP20 20 96 etanol 2 25 41.940.63 50 25 25 25
etanol 44,534+0,24 50 25 13 25
voda 6,80+0,42 50 25 13 25
50 % etanol 19,78+0,59 50 25 13 25
XADTHP 24 o4 etanol 2 2,5 33.86-0.89 50 25 13 25
etanol 41,26+0,82 50 25 13 25
voda 25 16,26+0,82 50 25 25 25
XAD16N 50 % etanol 2 ' 19,65+0,39 50 25 25 25
70 % etanol 42,87+0,51 50 25 13 25
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Vrijeme Volumen Inhibicija DPPH

Naziv Desorbens  desorpcije  desorbensa radikala Minimalna inhibitorna koncentracije (ug/mL)
smole
(h) (mL) (%)
etanol 41,87+1,64 50 25 13 25
voda 10,77+0,42 50 25 25 25
50 % etanol 21,64+0,59 50 25 25 25
HP2L 70 96 etanol 2 2,5 39.88+0.89 50 25 25 25
etanol 41,17+0,82 50 25 13 25
70 % etanol
HP2MG ool 5 25 42,03+0,36 50 25 13 25
42.03+0,36 50 25 13 25
Gentamicin 0,98 0,98 1,95 3,91

Tablica 64. Prikaz antiradikalne i antibakterijske aktivnosti ekstrakata kadulje tretiranim odabranom makroporoznom smolom uz razli¢itih

volumen desorbensa

Vrijeme Volumen

Naziv Desorbens desorpcije desorbensa ECso Minimalna inhibitorna koncentracije (ng/mL)
smole (ng /mL)
(h) (mL)
S.aureus B.subtilis P. aeruginosa E.coli
1 379,50+13,62 50 25 13 25
314,87+6,25 50 25 13 25
1 2,5 266,12+5,62 50 25 13 25
XADTHP etanol 13 25
5 237,26+3,57 50 25
7,5 233,19+1,81 50 25 13 25
10 211,76+2,29 100 50 25 100
Gentamicin 0,98 0,98 1,95 3,91
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Tablica 65. Prikaz antibakterijske aktivnosti ekstrakata kadulje dobivenima primjenom konvencionalnih otapala i DES15

Tem?oecr?tu ra V(l;H?r:T)]e Minimalna inhibitorna koncentracije (ng/mL)

S.aureus B.subtilis P. aeruginosa E.coli

voda 938 938 938 938

50 % etanol 30 90 436 436 436 234
70 % etanol 436 436 436 234
etanol 436 436 436 234
voda 938 938 938 938

50 % etanol 50 90 436 436 436 234
70 % etanol 436 436 436 234
etanol 436 436 436 234
voda 938 938 938 938

50 % etanol 20 90 436 436 436 234
70 % etanol 436 436 436 234
etanol 436 436 436 234
DES ekstrakt 59 59 59 29
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Tablica 66. Prikaz antiradikalne i antibakterijske aktivnosti ekstrakata vrkute (50 ug/mL) tretiranima makroporoznim smolama

Naziy Vrijeme Volumen Inhibicija DPPH
Desorbens  desorpcije desorbensa radikala Minimalna inhibitorna koncentracije (ug/mL)
smole
(h) (mL) (%)
S.aureus B.subtilis P. aeruginosa E.coli
voda 10,82+0,27 12,5 25 25 25
30 % etanol 58,47+0,80 12,5 25 25 25
HP20 50 % etanol 2 2,5 68,10+0,11 12,5 25 25 25
70 % etanol 74,53+1,07 12,5 25 25 25
etanol 84,96+3,44 25 25 25 25
voda 13,35+0,38 50 50 25 25
30 % etanol 41,81+1,12 25 12,5 12,5 12,5
XAD7HP 50 % etanol 2 2,5 78,00+0,16 12,5 12,5 12,5 12,5
70 % etanol 82,99+0,16 12,5 12,5 12,5 12,5
etanol 82,89+0,82 12,5 12,5 12,5 12,5
voda 10,93+0,32 12,5 12,5 25 25
30 % etanol 50,00+0,38 12,5 12,5 12,5 25
XAD16N 50 % etanol 2 2,5 68,24+0,28 12,5 12,5 12,5 25
70 % etanol 89,39+0,38 12,5 12,5 12,5 25
etanol 89,07+0,28 12,5 12,5 25 25
voda 13,74+0,28 100 50 100 100
30 % etanol 54,99+0,79 50 50 50 50
HP21 50 % etanol 2 2,5 56,18+1,26 25 25 25 25
70 % etanol 63,98+0,43 12,5 25 25 25
etanol 85,52+0,32 12,5 25 25 25
voda 23,82+0,31 12,5 25 25 12,5
30 % etanol 56,32+2,67 12,5 25 25 12,5
HP2MG 50 % etanol 2 2,5 68,06+0,95 12,5 25 25 12,5
70 % etanol 94,10+0,21 12,5 25 25 12,5
etanol 83,87+0,58 12,5 25 25 12,5
Amikacin 0,015 0,015 0,031 0,015
sulfat
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Tablica 67. Prikaz antiradikalne i antibakterijske aktivnosti ekstrakata vrkute tretiranim odabranom makroporoznom smolom uz razli¢itih

volumen desorbensa

Naziv Vrijeme Volumen EC
Desorbens desorpcije  desorbensa %0 Minimalna inhibitorna koncentracije (ug/mL)
smole (ng /mL)
(h) (mL)

S.aureus B.subtilis P. aeruginosa E.coli
2 25,17+ 0,14 25 12,5 12,5 12,5
2,5 28,50 +£ 0,22 12,5 12,5 12,5 12,5
XAD16N 70 % etanol 8 5 21,49+0,10 12,5 6,25 12,5 6,25
7,5 24,62 +£ 0,22 12,5 6,25 12,5 6,25
10 23,38 £ 0,10 12,5 6,25 12,5 6,25
Amikacin sulfat 0,015 0,015 0,031 0,015

Tablica 68. Prikaz antibakterijske aktivnosti ekstrakata vrkute (50 ug/mL) dobivenima primjenom konvencionalnih otapala i DES1

Temperatura Vrijeme Inhibicija
po ) DPPH radikala Minimalna inhibitorna koncentracije (ug/mL)
°O) (min) (%)
S.aureus B.subtilis P. aeruginosa E.coli
Voda 30 90 49,51+0,09 3,125 12,5 6,250 12,5
0,
30 % etanol 70 30 55,3442,62 1,563 6,25 3,125 6,25
0,
50 % etanol 70 30 49,51+0,09 1,563 3,125 1,563 1,563
0,
70 % etanol 70 60 62,41+1,25 1,563 1,563 0,781 0,781
Etanol 30 90 14,40+0,74 1,563 0,781 0,391 0,391
DES ekstrakt 88,65+0,21 78,13 78,13 156,25 78,13
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REZULTATI

Naziv Vrijem_g Volumen Inhibici_ja DPPH o
smole Desorbens desorpcije desorbensa radikala Minimalna inhibitorna koncentracije (ng/mL)
(h) (mL) (%)
S.aureus B.subtilis P. aeruginosa E.coli
voda 12,23+0,30 0,156 0,313 0,156 0,313
30 % etanol 32,66+3,08 0,156 0,156 0,156 0,313
HP20 50 % etanol 2 2,5 35,49+0,32 0,156 0,156 0,156 0,313
70 % etanol 35,31+1,31 0,156 0,156 0,156 0,313
etanol 31,89+0,38 0,156 0,156 0,156 0,313
voda 1,7540,22 0,391 0,391 0,781 0,781
30 % etanol 41,81+0,39 0,391 0,391 0,781 0,781
XAD7HP 50 % etanol 2 2,5 38,32+0,16 0,391 0,195 0,391 0,781
70 % etanol 45,97+0,37 0,391 0,391 0,391 0,391
etanol 38,53+0,26 0,391 0,391 0,391 0,391
voda 7,13£1,05 0,781 0,781 0,781 0,781
30 % etanol 29,97+1,10 0,391 0,391 0,781 0,781
XADI16N 50 % etanol 2 2,5 35,98+0,48 0,391 0,391 0,781 0,781
70 % etanol 45,69+1,27 0,391 0,195 0,391 0,781
etanol 39,05+0,42 0,391 0,391 0,391 0,781
voda 2,34+0,64 0,156 0,313 0,00781 0,313
30 % etanol 25,64+1,43 0,156 0,156 0,313 0,313
HP21 50 % etanol 2 2,5 41,77+0,47 0,156 0,156 0,156 0,313
70 % etanol 49,95+1 52 0,156 0,156 0,156 0,313
etanol 48,59+1,79 0,156 0,156 0,156 0,313
voda 1,19+0,21 0,156 0,156 0,313 0,313
30 % etanol 21,66+0,54 0,156 0,156 0,313 0,313
HP2MG 50 % etanol 2 2,5 32,97+0,40 0,156 0,156 0,313 0,313
70 % etanol 38,07+0,18 0,156 0,156 0,313 0,313
etanol 43,42+0,54 0,078 0,156 0,156 0,156
Ciprofloxacin 0,98 0,98 1,95 3,91
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Tablica 70. Prikaz antiradikalne i antibakterijske aktivnosti ekstrakata koprive tretiranim odabranom makroporoznom smolom uz razli¢itih

volumen desorbensa

Naziv Vrijeme Volumen EC
Desorbens desorpcije desorbensa %0 Minimalna inhibitorna koncentracije (ug/mL)
smole (ng /mL)
(h) (mL)

S.aureus B.subtilis P. aeruginosa E.coli
2 280,65+1,22 0,098 0,098 0,195 0,195
. 2,5 302,43+0,99 0,079 0,079 0,156 0,156
XAD7HP eigné)l 1 5 322,48+2,63 0,079 0,079 0,156 0,156
7,5 772,3143,56 0,052 0,052 0,105 0,209
10 839,95+5,69 0,079 0,079 0,156 0,156
Ciprofloxacin 0,0020 0,0039 0,0020 0,0078

Tablica 71. Prikaz antiradikalne antibakterijske aktivnosti ekstrakata koprive (1 mg/mL) dobivenima primjenom konvencionalnih otapala i

Temperatura Vrijeme Inhibicija
Otapalo . DPPH radikala Minimalna inhibitorna koncentracije (ng/mL)
©0O) (min) (%)
S.aureus B.subtilis P. aeruginosa E.coli
Voda 70 30 49,51+0,09 12,5 6,25 3,125 3,125
30% etanol 50 30 55,34+2,62 12,5 6,25 3,125 3,125
50% etanol 30 90 55,96+0,42 6,25 3,125 1,563 3,125
70% etanol 50 30 62,41+1,25 3,125 3,125 3,125 1,563
Etanol 70 90 14,00+0,37 3,125 1,563 1,563 1,563
DES ekstrakt 88,38+0,96 0,098 0,098 0,098 0,195
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Tablica 72. Prikaz antiradikalne i antibakterijske aktivnosti ekstrakata industrijske konoplje (250 pug/mL) tretiranima makroporoznim

smolama
Naziv Vrijeme Volumen InSII:,bF',f_Ilja
Desorbens  desorpcije desorbensa . Minimalna inhibitorna koncentracije (ug/mL)
smole ) (mL) radikala
(%)

S.aureus B.subtilis P. aeruginosa E.coli
HP20 etanol 5 25 18,15+0,89 0,0098 0,002 0,0049 0,01953
DMSO ! 14,54+1,07 0,0098 0,002 0,0049 0,01953
etanol 12,14+0,31 0,0098 0,002 0,01953 0,01953
XAD7HP DMSO 2 2,5 12,36+1,16 0,0020 0,00098 0,0098 0,0049
etanol 15,32+0,67 0,0098 0,0020 0,0049 0,01953
XADIBN  pviso 2 2,5 14.97+1.17 0,0195 0,0049 0,0098 0,0195
HP21 etanol 5 25 17,64+1,73 0,0098 0,0039 0,0049 0,0195
DMSO ! 19,22+0,29 0,0049 0,0020 0,0049 0,0195
etanol 12,28+0,69 0,0391 0,0020 0,0195 0,0195
HP2MG  pmso 2 2,5 11.7740.67 0,0391 0,0098 0,0098 0,0195
Ciprofloxacin 0,0020 0,0039 0,0078 0,0039
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Tablica 73. Prikaz antibakterijske aktivnosti ekstrakata industrijske konoplje tretiranim odabranom makroporoznom smolom uz razli¢itih

volumen desorbensa

Naziv Vrijem'e_
smole Desorbens  desorpcije  desorbensa Minimalna inhibitorna koncentracije (ug/mL)
S.aureus B.subtilis P. aeruginosa E.coli
0,0098 0,0049 0,0049 0,0049
0,0078 0,0078 0,0020 0,0039
HP21 etanol 0,0391 0,0195 0,0049 0,0098
0,0262 0,0065 0,0033 0,0131
0,0195 0,0024 0,0049 0,0195
Ciprofloxacin 0,0020 0,0039 0,0020 0,0078

Tablica 74. Prikaz antiradikalne i antibakterijske aktivnosti ekstrakata industrijske konoplje (250 pg/mL) dobivenima primjenom

konvencionalnih otapala i hDES2

Temperatura Vrijeme Inhibicija
o ) DPPH radikala Minimalna inhibitorna koncentracije (ug/mL)
©C) (min) %)

S.aureus B.subtilis P. aeruginosa E.coli
Voda 70 30 21,47+1,44 0,7813 0,1953 0,1953 0,3901
30 % etanol 70 60 43,1842,27 0,7813 0,3906 3,125 3,125
50 % etanol 70 60 51,23+1,38 0,0244 0,0122 0,3906 3,125
70 % etanol 70 30 43,09+1,02 0,7813 0,1953 0,3906 1,5625
Etanol 70 30 18,80+1,26 0,0122 0,0098 0,0977 0,1953
hDES ekstrakt 20,09+1,93 0,0244 0,0122 0,0244 0,0098

169



REZULTATI

Tablica 75. Prikaz antiradikalne i antibakterijske aktivnosti ekstrakata lavande (250 pug/mL) tretiranima makroporoznim smolama

.. | Inhibicija
Naziv Vruem_(? Volumen DPPH
Desorbens desorpcije  desorbensa . Minimalna inhibitorna koncentracije (ug/mL)
smole ) (mL) radikala
(%)

S.aureus B.subtilis P. aeruginosa E.coli
HP20 etanol 9 95 29,69+0,53 0,0781 0,0781 0,0781 0,0391
DMSO ' 25,86+0,21 0,0391 0,0391 0,0391 0,0391
etanol 9,36+0,69 0,0391 0,0391 0,0391 0,0195
XAD7HP DMSO 2 2,5 29,53+0,12 0,0391 0,0391 0,0781 0,0195
etanol 16,03+0,12 0,0391 0,0391 0,0391 0,0195
XADIBN — puiso 2 2,5 15.1640.53 0,0195 0,0781 0,0781 0,0781
HP21 etanol 5 25 3,19+0,18 0,0781 0,1563 0,0781 0,0391
DMSO ' 24,56+0,12 0,0781 0,0781 0,0781 0,0781
etanol 20,45+0,18 0,0195 0,0391 0,0391 0,0391
HFZMG DMSO 2 2,5 14,96+1,25 0,0195 0,0391 0,0781 0,0195
Ciprofloxacin 0,0020 0,0039 0,0078 0,0039
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Tablica 76. Prikaz antibakterijske aktivnosti ekstrakata lavande tretiranim odabranom makroporoznom smolom uz razli¢itih volumen

desorbensa
Naziv Vrijeme Volumen
smole Desorbens  desorpcije  desorbensa Minimalna inhibitorna koncentracije (ug/mL)
(h) (mL)
S.aureus B.subtilis P. aeruginosa E.coli
2 0,0488 0,0977 0,0977 0,1953
2,5 0,1563 0,1563 0,1563 0,1563
XAD7HP ~ DMSO 4 5 0,0781 0,0781 0,0781 0,0781
75 0,0547 0,0547 0,0547 0,0547
10 0,0391 0,0391 0,0391 0,0391
Ciprofloxacin 0,0020 0,0039 0,0078 0,0039

Tablica 77. Prikaz antibakterijske aktivnosti ekstrakata lavande (250 pg/mL) dobivenima primjenom konvencionalnih otapala i hDES2

Temperatura Vrijeme Inhibicija
o . DPPH radikala Minimalna inhibitorna koncentracije (ung/mL)
©C) (min) (%)

S.aureus B.subtilis P. aeruginosa E.coli
Voda 70 30 21,47+1,44 1,5625 3,125 3,125 1,5625

30 % etanol 70 60 43,18+2,27 3,125 6,25 3,125 6,25
50 % etanol 70 60 51,23+1,38 6,25 3,125 3,125 3,125

70 % etanol 70 30 43,09+1,02 6,25 3,125 3,125 6,25
Etanol 70 30 18,80+1,26 0,0488 0,0122 0,0488 0,0098
hDES ekstrakt 22,17+0,91 0,0244 0,0098 0,0488 0,0098
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4.9. Stabilnost bioaktivnih komponenti u ekstraktima

Udio kamosolne kiseline (pg/mg biljke)
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Slika 40. Prikaz udjela karnosolne kiseline u ekstraktima kadulje pohranjenim pri

razli¢itim temperaturama
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Slika 41. Prikaz udjela karnosola u ekstraktima kadulje pohranjenim pri razli¢itim

temperaturama
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Slika 42. Prikaz udjela HT u ekstraktima vrkute pohranjenim pri razli¢itim temperaturama
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Slika 43. Prikaz udjela galne kiseline u ekstraktima vrkute pohranjenim pri razli¢itim

temperaturama
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Slika 60. Prikaz udjela umbeliferona u ekstraktima industrijske konoplje pohranjenim pri

razli¢itim temperaturama
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Slika 61. Prikaz udjela herniarina u ekstraktima industrijske konoplje pohranjenim pri

razli¢itim temperaturama
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5.1. Karakterizacija DES-ova

Moguénost primjene i u¢inkovitost pojedinih DES-ova ovisi 0 njihovim fizikalno-
kemijskim svojstvima koja se mogu modificirati i prilagodavati promjenom komponenti i
njihovih molarnih omjera, kao i temperature i udjela vode. Upravo je ta mogucnost ono $to
DES-ove ¢ini pogodnima za ekstrakciju Sirokog spektra komponenti, odnosno ,,dizajniranim
otapalima“.

Zbog vaznosti fizikalno-kemijskih svojstava za ucinkovitost DES-ova, u ovom radu
Ispitana je viskoznost, polarnost i pH DES-ova, DES-ova u kombinaciji s vodom (10-50 %
(v/v) i hDES-ova.

Viskoznost je vrlo vazno svojstvo otapala, posebice za industrijsku primjenu. Sva ispitana
otapala su vrlo viskozna na sobnoj temperaturi (7> 100 mPa/s) (Slika 12 i 13), $to je u skladu
sa literaturom [45, 70]. Ispitani DES-ovi su znacajno viskozniji u odnosu na hDES-ove pri
temperaturi od 30 °C, posebice one s mentolom koji pokazuju nize vrijednosti (157-1455,4
mPa/s). Prema literaturi, na viskoznost DES-ova utjeCe sastav otapala, temperatura i udio
vode [3,4,46,72,71,76,79,80,102]. Utjecaj sastava otapala na viskoznost je vidljiva iz
Sirokog raspona viskoznosti za ispitivana otapala, ovisno o odabranom donoru i akceptoru
vodikove veze. DES-ovi koji sadrze Secere i odredene kiseline, kao $to su limunska i jabu¢na
kiselina, pokazuju znacajno viSu viskoznost u odnosu na DES-ove koji u svom sastavu imaju
alkohole i amine (Slika 12). Prema dobivenim rezultatima, najvecu viskoznost pri sobnoj
temperaturi pokazuju DES17, DES4, DES12 i DES5, odnosno otapala s limunskom
kiselinom, glukozom, jabu¢nom kiselinom 1 fruktozom, dok su DES9 i DES10, odnosno
otapala s etilen-glikolom i glicerolom najmanje viskozna. Od ispitanih hDES-ova, na sobnoj
temperaturi najviSu viskoznost pokazuju hDES12 1 hDES14, odnosno otapala s tetra-n-
oktilamonijevim bromidom i kaprinskom kiselinom te kaprinskom kiselinom i lidokainom,
dok najmanju viskoznost pokazuju hDES1, hDES5 i hDES18, odnosno otapala s mentolom
I mravljom kiselinom, mentolom i mlijecnom kiselinom te timol s kaprinskom kiselinom
(Slika 13). Prema literaturi, DES-ovi koji sadrze dikarboksilnu kiselinu ili komponente koje
sadrze karboksilne ili hidroksilne skupine pokazuju visu viskoznost [46] $to je potvrdeno i
rezultatima u ovom radu. Temperatura, kao i udio vode pokazuje znacajan utjecaj na
viskoznost ispitanih otapala. PoviSenje temperature dovodi do znacajnog smanjenja
viskoznosti, ¢ak i1 kod vrlo viskoznih otapala ¢ime se omogucava njihova primjena u

ekstrakciji. Povecanje temperature kod DES-ova i hDES-ova dovodi do smanjenja
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viskoznosti i nekoliko puta. Primjerice, kod vrlo viskoznih otapala, kao §to je DES17
povecanje temperature od 30 °C do 70 °C, dovodi do smanjenja vrijednosti u rasponu do
25763,10 mPa/s do 10251,00 mPa/s, dok kod manje viskoznih otapala kao $to je DES9,
porast temperature dovodi do smanjenja viskoznosti u rasponu od 317,3 mPa/s do 85,1 mPa/s
pri rasponu 30 — 70 °C. U slucaju hDES-ova, kod najviskoznijeg otapala, hDES12
povisenjem temperature od 30 °C do 70 °C dolazi do pada u viskoznosti od 20574,0 do
1064,3 mPa/s dok kod manje viskoznih kao $to je hDESS taj pad je u rasponu 157,0 do 52,1
mPa/s pri temperaturi od 30 — 70 °C.

Povecanje udjela vode takoder dovodi do znac¢ajnog snizenja viskoznosti, §to je ponovno
najznacajnije kod vrlo viskoznih otapala. Kod DES17, dodatkom vode do 50 % na 50 °C
dolazi do smanjenja viskoznosti u rasponu od 25763,0 mPa/s do 305,1 mPa/s. Kod otapala
manje viskoznosti, smanjenje viskoznosti pod utjecajem dodatka vode nije toliko znacajno.
Primjerice, kod DES9 dodatak vode do 50 % na sobnoj temperaturi dovodi do pada u
viskoznosti od 317,3 mPa/s do 44,1 mPa/s. Do najvece promjene u viskoznosti kod vecine
DES-ova dolazi kod dodataka 20 % vode. Daljnjim dodavanjem vode viskoznost se ne
smanjuje tako znacajno te dodatkom vode od 50 % vecina otapala pokazuje vrlo sli¢nu i
nisku viskoznost u odnosu na same DES-ove. Takoder, sa dodatkom vode ve¢im od 20 %,
poviSenje temperature ne pokazuje tako znacajan utjecaj na smanjenje viskoznosti kao kod
¢istih DES-ova i DES-ova sa manjim udjelom vode. Primjerice, kod DES1 sa 30 % vode
poviSenje temperature do 70 °C smanjuje viskoznost od 94,4 mPa/s do 65,9 mPa/s.

Polarnost otapala jedno je od klju¢nih svojstava otapala s obzirom da ima znacajan utjecaj
na moguénost otapanja odredenih tvari u otapalu. Prema literaturi, na polarnost DES-ova
utjeCe sastav otapala, udio vode u otapalu te temperatura. Za odredivanje polarnosti otapala,
izraunata je molarna prijelazna energija DES-ova, DES-ova s vodom te hDES-ova i
usporedena s konvencionalnim otapalima. Fizikalno-kemijska svojstva nilskog crvenila kao
Sto su fotokemijska stabilnost, dobra topljivost u razli¢itim otapalima 1 niska bazi¢nost ¢ine
ovu boju prikladnom za mjerenje polarnosti DES-ova [82] pri ¢emu niza vrijednost ENR
ukazuje na polarnije otapalo. Prema dobivenim rezultatima, uo€ljivo je da sastav otapala igra
znacajnu ulogu u polarnosti DES-ova. Redoslijed ispitanih DES-ova od najvise prema
najnizoj polarnosti je ChCl : kiseline > ChCl : Seceri > ChCl : alkoholi > ChCI : amidi
(Tablica 8). Dobiveni rezultati su sliéni onima u literaturi [82,83]. S obzirom na veéu
polarnost vode u odnosu na veé¢inu DES-ova, dodatak vode ili smanjuje polarnost ili ne

djeluje znacajno na promjenu polarnosti pripremljenog otapala. Kod hDES-ova najpolarnija
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otapala su ona na bazi timola s kaprilnom i laurinskom kiselinom te kamforom (hDES16,
hDES17, hDES20, hDES21, hDES22, hDES23 i hDES24) i ona na bazi mentola sa
mlije¢nom kiselinom (hDES4). Najmanje polarna su otapala na bazi mentola s karboksilnim
kiselinama (hDES1, hDES7, hDES8, hDES9, hDES10) te otapalo kaprinska kiselina s
lidokainom (hDES14).

Za procjenu kiselosti DES-ova ¢esto se koristi odredivanje pH primjenom pH metra.
Prema istrazivanjima, na pH utjeCe sastav otapala i udio vode u otapalu [84-86], Sto je
pokazano i u ovom istrazivanju. U sluc¢aju DES-ova, najvisi pH je izmjeren kod DESI,
odnosno ChCl : urea (1 : 2), a najnizi kod DES14, odnosno ChCl : oksalna Kiselina (1 : 1).
Jedino je kod DES-ova sa kiselinama uocen porast pH dodatkom vode, dok se kod ostalih
otapala uocava pad pH vrijednosti sa dodatkom vode. Redoslijed ispitanih DES-ova od
najnize prema najvisoj pH vrijednosti je ChCl : kiseline > ChCl : Seceri > ChCl : alkoholi >
ChCI : amidi. Dobiveni rezultati su vrlo sli¢ni onima u literaturi [165,166]. Kod hDES-ova,
najnizi pH je izmjeren kod hDES1, odnosno mentol : mravlja kiselina (1 : 1), a najvisi kod
hDES13, odnosno kaprinska kiselina : lidokain (2 : 1). Kod ispitanih hDES-ova uocava se
nizi pH u otapalima na bazi mentola, s tim da su najnize vrijednosti zabiljeZzene za
karboksilne Kkiseline, a potom za masne kiseline. U otapalima na bazi timola s kiselinama,
zabiljezene su viSe vrijednosti pH koje su najvise ovisile o molarnim omjerima navedenih

komponenti u otapalu.
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5.2. Utjecaj vrste DES-ova na udio bioaktivnih komponenti u ekstraktu

Zbog razli¢itog utjecaja komponenti otapala na mogucnost ekstrakcije primjenom DES-
ova, tesko je procijeniti prikladnost pojedinog otapala za ekstrakciju Zeljenih spojeva. Stoga,
kako bi se odabralo najpogodnije otapalo za ekstrakciju pojedinih bioaktivnih komponenti,
ekstrakcija je provedena sa 17 razli¢itih hidrofilnih DES-ova za ekstrakciju karnosola i
karnosolne kiseline iz listova kadulje; elaginske kiseline, galne kiseline te HT iz listova
vrkute; klorogenske kiseline, neoklorogenske kiseline, kofeinske kiseline, cikorinske
kiseline, kafeoil-jabu¢ne kiseline, sinapinske kiseline i rutina iz listova koprive. Takoder, 24
hidrofobnih DES-ova kori$teno je za ekstrakciju CBD, CBDA, CBN, CBG, CBC, CBCA,
THC i THCA iz cvjetova industrijske konoplje te herniarina i umbeliferona iz listova

lavande.

Osim utjecaja donora vodikove veze te molarnog omjera komponenti, na prinos Zeljenih
komponenti utjeCe i volumen dodane vode, prvenstveno zbog utjecaja na smanjenje
viskoznosti ¢ime se poboljSava prijenos mase i ucinkovitost postupka ekstrakcije. lako se
dodavanjem vode smanjuje viskoznost sto je uocljivo iz grafova (Slika 6), ipak, prekomjeran
volumen vode moze smanjiti interakcije izmedu komponenti DES-ova kao i interakcije
izmedu DES-ova i Zeljenih komponenti [7]. Povecana temperatura takoder utje¢e na
smanjenje viskoznosti DES-ova (Slika 12 i 13), ali rad pri poviSenim temperaturama moze
negativno utjecati na stabilnost bioaktivnih komponenti, kao i samog otapala. 1z navedenih
razloga, probir hidrofilnih otapala proveden je pri 30, 50 i 70 °C s tri razli¢ita volumena
dodane vode (10, 30 i 50% (v/v)), dok je za probir hidrofobnih DES-ova pracena samo
temperatura (30, 50 1 70 °C). Sve ekstrakcije provedene su kroz period od 60 minuta.

5.2.1. Probir otapala za ekstrakciju karnosolne kiseline i karnosola iz kadulje

Primjenjeni DES-ovi znacajno se razlikuju u sposobnosti ekstrakcije karnosolne kiseline
I karnosola (Slika 14 i 15) iz kadulje. Primjenom svih DES-ova pri razli¢itim uvjetima
ekstrahiran je karnosol u rasponu 0 - 8,14 ug/mg biljke. Najveci prinosi karnosola postignuti
su primjenom DES-ova na bazi alkohola (DES8 i DES9), s tim da je najveci udio karnosola
postignut ekstrakcijom s DES8 s 10% vode (v/v) na 70 °C (Slika 15). Za razliku od

karnosola, karnosolna kiselina se nije ekstrahirala primjenom svih 17 DES-ova. Primjenom

.....

198



RASPRAVA

nije pronadena karnosolna kiselina. Udio ekstrahirane karnosolne kiseline je bio u rasponu
od 0-14,25 pg/mg biljke, a najveci udio u ekstraktu postignut je primjenom DES-ova na bazi
organskih kiselina (DES15 i DES16), posebice primjenom DES15 s 10% vode (v/v) na 30
°C (Slika 14). Prema literaturi, kao najprikladnija otapala za ekstrakciju karnosolne kiseline
I karnosola iz ruzmarina (Salvia rosmarinus) pokazuju se ChCl : butan-1,2-diol (1 : 2) [110]
I tetrapropil amonijev klorid : propan-1,2-diol : voda (15 : 55 : 30 % wt) [109]. Najveci
udio karnosolne kiseline je dobiven ekstrakcijom s DES15, kod kojeg je HBD mlijecna
kiselina, koja je prirodna komponenta, a samo otapalo pokazuje nisku viskoznost 1 pri nizim
temperaturama, pa je stoga ovo otapalo odabrano za daljnje optimizacije ekstrakcije
karnosolne kiseline i karnosola iz kadulje.

Za velinu otapala primjecen je trend povecanja udjela karnosola u ekstraktima s
povecanjem temperature 1 smanjenjem udjela dodane vode (DES3, DESS, DES6, DESS,
DES9, DES10, DES11, DES12, DES14, DES15, DES16, DES17) (Slika 15). Prema
literaturi, ve¢i sadrzaj karnosola obi¢no je prisutan u ekstraktima dobivenim na viSim
temperaturama buduéi da je on jedan od produkata razgradnje termolabilne karnosolne
Kiseline [167]. Kod DES4 i DE13 primjeceno je kako je najvec¢i udio karnosola ostvaren pri
udjelu vode od 30% pri svim temperaturama, pri cemu kod DES4 dolazi do pada u prinosu
porastom temperature, dok kod DES13 dolazi do porasta u prinosu karnosola porastom
temperature. Kod DES1 i DES7 je za razliku od ostalih otapala, uocen porast udjela
karnosola sa povec¢anim udjelom vode, s tim da kod DES1 povecanje temperature nema
utjecaj na prinos, dok kod DES7 dolazi do porasta u udjelu porastom temperature. Kod DES2
primjeceno je kako se udio karnosola smanjuje i sa pove¢anim udjelom vode i povecanom
temperaturom. Unato¢ tome Sto se karnosol moze ekstrahirati primjenom svih 17 DES-ova,
u ekstraktima dobivenim primjenom DES4 s 10 % vode (v/v) pri sve tri temperature te DES5
i DES17 s 10 % vode pri 30 °C, nije identificiran karnosol. Za ekstrakciju karnosolne
kiseline, kod veline otapala primjecen je isti trend povecanja udjela sa povecanjem
temperature i smanjenjem udjela dodane vode (Slika 14) kao i kod karnosola (DES5, DESS,
DES7, DES9, DES10, DES11, DES12, DES13, DES14). Kod DES4 najveci udio karnosolne
kiseline ekstrahiran je sa 30% vode pri svim temperaturama te je uocen pad sa porastom
temperature. Kod DES8 i DES16 dolazi takoder do smanjenog prinosa sa poviSenjem
temperature i povecanjem udjela vode. Kod DES15 i DES17, nije uocen isti trend pri svim

temperaturama, pa je tako s DES15 na 50 1 70 °C primjecen porast udjela karnosolne kiseline
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u ekstraktu pri ve¢im udjelima vode, dok je isto primjeceno na temperaturama od 301 50 °C

s DES17.

5.2.2. Probir otapala za ekstrakciju fenolnih kiselina i HT iz vrkute

Za ekstrakciju galne i elaginske kiseline, kao i HT iz vrkute koristeni su isti DES-ovi kako
bi se ispitala njihova uc¢inkovitost u ekstrakciji. Kao sto se moze vidjeti na Slikama 16-18,
DES-ovi su se uvelike razlikovali u svojoj sposobnosti i uéinkovitosti u ekstrakciji galne
kiseline, elaginske kiseline i HT. Za ekstrakciju galne Kkiseline nisu svi upotrijebljeni DES-
ovi bili uéinkoviti (Slika 16). Primjenom DES-ova na bazi kiselina (DES15 i DES16) pri
razli¢itim uvjetima, u dobivenim ekstraktima nije identificirana galna kiselina. Udio galne
Kiseline u ekstraktima bio je u rasponu 0 — 1,71 ug/mg biljke, a najveci udjeli u ekstraktu
postignuti su primjenom DES-ova na bazi amida i Secera (DES1, DES4 i DESS5), s tim da je
najveci udio pronaden u ekstraktu dobivenom primjenom DESI s 30 % vode pri 70 °C.
Prema literaturi najpogodnija otapala za ekstrakciju galne kiseline ovise o polaznom
materijalu, pa je tako galna kiselina ekstrahirana iz liS¢a Ginkgo biloba pomocu razli¢itih
DES-ova, pri ¢emu su najprikladnija ChCl : pentan-1,5-dikarboksilna kiselina (1 : 1), ChCl
: limunska kiselina (1 : 1), ChCl : glicerol (1 : 2) ili ChCl : etan-1,2-diol (1 : 2) [168]. S druge
strane, kod ekstrakcije galne kiseline iz kore i sjemenki manga primjenom ChClI : etan-1,2-
diol (1: 2) i ChCl : glicerol (1 : 2) u dobivenim ekstraktima nije pronadena galna Kiselina
[169]. Za ekstrakciju galne Kiseline iz aronije (Aronia melanocarpa) najpogodnijima su se
pokazali ChCl : mlije¢na kiselina (1 : 1) i ChCl : fruktoza : voda (2 : 1 : 1) [170]. Za razliku
od galne kiseline, elaginsku kiselinu je moguce ekstrahirati sa svim upotrijebljenim DES-
ovima, ovisno o uvjetima ekstrakcije, u rasponu od 0 do 12,52 ug/mg biljke (Slika 17).
Najucinkovitiji DES-ovi za ekstrakciju elaginske kiseline bili su DES-ovi na bazi amida,
Secera i alkohola, posebice DES1 s 50% vode i DES5 s 50% vode. Za razliku od ekstrakcije
galne kiseline, za ekstrakciju elaginske kiseline nije uo¢en manji prinos koristenjem DES-
ova s karboksilnim kiselinama. Stovise, DES15 i DES16 sa 30 i 50% dodane vode pokazali
su se ucinkovitima u ekstrakciji elaginske kiseline. Prema literaturi, kao najprikladnija
otapala za ekstrakciju galne i elaginske kiseline iz otpada prehrambene industrije se
spominju otapala na bazi alkohola [171], kao $to su glicerol : glicin (3 : 1) i glicerol : urea
(1:1), ChCl : glicerol (1 : 2), ChCI :butan-1,4-diol (1 : 5) [172], ChCI : n-propanol (1:1)
[173] te na bazi kiselina kao $to je ChCI : oksalna kiselina (1 : 1) [174]. Takoder, pokazana
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je 1 moguénost koriStenja trokomponentnih DES-ova, od kojih su se ChCl : glikolna kiselina
: oksalna kiselina pokazali najucinkovitijima za ekstrakciju elaginske kiseline (1:1,7:0,3) iz
otpada prehrambene industrije[172].

Za ekstrakciju HT, mogu se koristiti svi primjenjeni DES-ovi. Ovisno o koristenom
otapalu, postotku dodane vode i temperature, HT su ekstrahirani u u rasponu od 0,53 do
195,86 ugTAE/mg biljke (Slika 18). Dobiveni rezultati prate trend ekstrakcije galne i
elaginske kiseline, $to ne ¢udi s obzirom da HT ukljucuju galotanine i elagitanine koji u
svom sastavu sadrze galnu i elaginsku kiselinu. Prema rezultatima najucinkovitiji DES-ovi
za ekstrakciju HT bila su na bazi amida i alkohola, odnosno DES3 i DES9. Prema dobivenim
rezultatima, za daljnje ekstrakcije i optimizaciju odabran je ChClI: urea (1:2) (DES1). Ovo
otapalo je odabrano jer se sastoji od prirodnih sastojaka koji su jeftini, lako dostupni i u
viskozno otapalo, $to omogucuje lakSe rukovanje i bolji prijenos mase tijekom procesa
ekstrakcije ¢ak i pri nizim temperaturama.

Kod ekstrakcije galne kiseline (Slika 10), primjeéen je trend povecanja udjela sa
povecanjem temperature i povecanjem udjela dodane vode (DES2, DES3, DES4, DESS,
DES6, DES7, DESS, DES9, DESI11, DES12, DES13, DES17). Vazno je napomenuti da
prilikom ekstrakcije primjenom nekoliko DES-ova s 10 % vode pri 30 °C (DES1, DES2,
DES3, DES4, DES6, DES12, DES14, DES17) i s 10 % vode pri 50 °C (DES4, DES6, DES7,
DES12, DES17) u dobivenim ekstraktima nije identificirana galna kiselina. U slucaju
ekstrakcije primjenom DES10 i DES14 takoder dolazi do porasta udjela galne kiseline u
ekstraktu s povec¢anjem temperature 1 udjela vode pri 30 1 70 °C. Primjenom DES10 pri 50
°C najveci udio galne kiseline identificiran je u ekstraktu sa 30 % dodane vode, a kod DES14
pri 50 °C nema promjena u udjelu galne kiseline s dodatnim dodatkom vode. Kod vecine
otapala primjecen je trend povecanja udjela elaginske kiseline sa pove¢anjem temperature 1
povecanjem udjela dodane vode (Slika 11) (DES1, DES4, DESS5, DES6, DES8, DES12,
DES13, DES14, DES16, DES17). Kod DES2 uocava se porast udjela elaginske kiseline u
ekstraktu s porastom temperature, pri cemu se pri 30 °C porast uocava i s dodatkom vode,
dok na temperaturama od 50 1 70 °C udio vode nema utjecaja na rezultat. S druge strane, kod
DES3 uocava se porast udjela elaginske kiseline u ekstraktu s porastom udjela vode, pri
¢emu se s udjelom vode od 10 % porast uocava i s porastom temperature, dok s udjelima
vode od 30 i 50 % porast temperature nema utjecaj na rezultat. Kod DES7, DES10, DES11

i DES15 dolazi do porasta udjela elaginske kiseline sa pove¢anjem temperature kod 10 i 30
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% dodane vode, dok se kod 50 % dodane vode ne uocava utjecaj temperature ili ¢ak dolazi
do smanjenja udjela komponente s porastom temperature. Kod DES9 dolazi do porasta
udjela elaginske kiseline s povec¢anjem udjela vode pri 30 °C, dok pri temperaturama od 50
1 70 °C dolazi do pada udjela elaginske kiseline s povecanjem udjela vode. Najmanji udio
elaginske kiseline postignut je dodatkom 10 % vode pri ¢emu su najucinkovitija otapala
DES3 1 DES9. Povecanje postotka vode na 30 % dovodi do povecanja prinosa elaginske
kiseline u ekstraktu, pri ¢emu su DES1, DES9 i DES11 s 30 % vode najucinkovitija otapala.
Daljnji porast vode do 50 % dovodi ne samo do blagog povecanja sadrzaja elaginske kiseline
kod otapala ucinkovitih 1 pri nizim dodacima vode, ve¢ i do promjene u uc¢inkovitosti DES-
ova koji su pri nizim udjelima vode ekstrahirali vrlo malo elaginske kiseline. Kod vecine
otapala primjecen je i trend povecanja udjela HT sa povecanjem temperature i povecanjem
udjela dodane vode (Slika 17) (DES1, DES4, DES5, DES6, DES7, DES8, DES9, DES12,
DES13, DES14, DES17). Kod DES2, DES10 i DES11 dolazi do porasta udjela HT sa
povecanim udjelom vode pri 30 1 50 °C, dok pri 70 °C dolazi do pada u udjelu HT u ekstraktu
sa povecanjem udjela dodane vode. Kod DES3 je uoceno kako pri temperaturi od 30 °C
dolazi do porasta udjela HT u ekstraktu sa porastom udjela vode, dok pri temperaturama 50
i 70 °C dolazi do pada u udjelu HT u ekstraktu sa povecanjem udjela dodane vode. Kod
DES15 1 DES16 dolazi do porasta udjela HT sa pove¢anim udjelom vode pri 30 1 70 °C, dok
pri 50 °C dolazi do pada u udjelu HT u ekstraktu sa povecanjem udjela dodane vode. Kod
10 % dodatka vode u DES uoceno je da je sadrzaj ekstrahiranih HT niZi u odnosu na vece
postotke dodane vode (30 1 50 %), pri ¢emu su prema rezultatima najucinkovitija otapala
bila DES3 i DES9.

5.2.3. Probir otapala za ekstrakciju fenolnih kiselina i rutina iz koprive

Pripremljeni DES-ovi koriSteni su i za ekstrakciju klorogenske kiseline, neoklorogenske
kiseline, kofeinske kiseline, cikorinske kiseline, kafeoil-jabucne kiseline, sinapinske kiseline
I rutina iz koprive. Kao $to se moze vidjeti na Slikama 19-24, DES-ovi su se uvelike
razlikovali u svojoj sposobnosti i u¢inkovitosti u ekstrakciji navedenih komponenti. Udio
klorogenske kiseline u ekstraktu koprive kretao se u rasponu 0-4,21 pg/mg biljke.
Najpogodnija otapala za ekstrakciju klorogenske kiseline su DES-ovi na bazi kiselina, s
naglaskom na DES15 1 DESI16, pri cemu je najvec¢i udio klorogenske kiseline u ekstraktu
(4,21 pg/mg biljke) postignut primjenom DES15 pri 30 °C i sa 30% vode (Slika 19). Prema

literaturi, za ekstrakciju klorogenske kiseline iz biljnog materijala, najpogodnija su se
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pokazala otapala na bazi alkohola, amida i Kkiselina. Primjerice, klorogenska kiselina je
ekstrahirana iz Lonicerae japonicae flos primjenom ChCI : butan-1,3-diol (1 : 6) s 10 %
vode [104], iz listova Morus alba L. primjenom ChCI : glicerol (1 : 2) s 20 % vode [105], iz
kore Citrus sinensis primjenom ChCI : glicerol s 25% vode (w/w) [176], iz suncokreta
primjenom ChCI : butan-1,4-diol (1 : 2) s 30% vode [177] te iz duhanskog otpada i zrna
zelene kave primjenom otapala ChCl : etilen glikol (1 : 2) [178,179]. Takoder, za ekstrakciju
klorogenske kiseline su se povoljnima pokazali i DES-ovi na bazi amida, kao $to je ChCl :
urea (1 : 2) za ekstrakciju klorogenske kiseline iz suncokreta [179] te na bazi kiselina, kao
Sto je ChCI : jabuc¢na kiselina (1 : 1) za ekstrakciju iz kore citrusa te listova Eucommia
ulmoides [180,181,182]. Udio neoklorogenske kiseline u ekstraktu koprive kretao se u
rasponu 0-0,36 pg/mg biljke, a najve¢i udio klorogenske kiseline ekstrahiran je pomoc¢u
DES-ova na bazi alkohola, s naglaskom na DES8 i DES9, te pomo¢u DES-ova na bazi
Secera, kao $to je DESS (Slika 21). Najve¢i udio neoklorogenske kiseline u ekstraktu (0,36
ug/mg biljke) postignut je primjenom DES9, odnosno ChCl : etilen-glikol (1 : 2) pri 50 °C i
sa 50 % vode. Prema literaturi, za ekstrakciju neoklorogenske kiseline iz biljnog materijala,
najpogodnija su se pokazala otapala na bazi alkohola, kao $to su ChCl : 1,3-butanediol (1:6)
s 10 % vode [104] za ekstrakciju iz Lonicerae japonicae flos, ChCI : glicerol s 20 % vode (1
: 2) za ekstrakciju iz listova Morus alba L. [105] te na bazi kiselina, kao §to je ChCl : jabu¢na
kiselina (1 : 1) s 54 % vode za ekstrakciju iz Artemisia argyi [106]. Udio kofeinske kiseline
u ekstraktu koprive kretao se u rasponu 0-0,27 ug/mg biljke. Najveéi udio kofeinske kiseline
ekstrahiran je primjenom DES-ova na bazi kiselina, s naglaskom na DES14, DES15, DES16
i DES17 i DES-ova na bazi $ecera, kao $to je DESS. Najveci udio kofeinske kiseline u
ekstraktu (0,27 pg/mg biljke) postignut je primjenom DES14, odnosno ChCI : oksalna
kiselina (1 : 1) pri 50 °C i sa 50 % vode (Slika 20). Prema literaturi, za ekstrakciju kofeinske
kiseline iz biljnog materijala, najpogodnija su se pokazala otapala na bazi alkohola, kao S§to
su ChCl : butan-1,3-diol (1 : 6) s 10 % vode za ekstrakciju iz Lonicerae japonica eflos [104],
ChCI : glicerol s 20 % vode (1 : 2) za ekstrakciju iz listova Morus alba L. [105], ChCI :
propan-1,2-diol s 50 % vode [183] za ekstrakciju iz otpada mljevene kave te na bazi kiselina
kao $to je ChCI : mlijec¢na kiselina (1 : 2) za ekstrakciju iz sjemenki Phoenix dactylifera L.
[184]. Udio kafeoil-jabuc¢ne kiseline u ekstraktu koprive kretao se u rasponu 0-11,94 pg/mg
biljke. Prema rezultatima, uocljivo je da su na 30 °C najpogodniji DES-ovi na bazi kiselina,
posebice DES16, odnosno ChCl : levulinska kiselina (1 : 2), dok se porastom temperature

ekstrahira gotovo isti udio kafeoil-jabuéne kiseline primjenom svih DES-ova (Slika 22). Pri
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temperaturi od 70 °C, manji udio kafeoil-jabucne kiseline se postize samo s DES3, DES4,
DES7, DES14 i DES17 s dodatkom vode od 10 %, pri ¢emu su navedena otapala i viskoznija,
pa to moze utjecati na nizi udio ekstrahirane kafeoil-jabucne kiseline. Najve¢i udio kafeoil-
jabucne kiseline u ekstraktu (11,94 pg/mg biljke) postignut je primjenom DES16, odnosno
ChCI : levulinska kiselina (1 : 2) pri 30 °C i sa 30% vode. Prema literaturi, za ekstrakciju
kafeoil-jabucne kiseline iz listova koprive pogodno se pokazalo otapalo limunska kiselina :
maltoza (1 : 2) [185] te glicerol : ksilitol : fruktoza (3 : 3 : 3) [186] za ekstrakciju iz listova
smokve. Istrazivanja o ucinkovitosti primjeni DES-ova s ChCl za ekstrakciju kafeoil-
jabuéne kiseline nisu pronadena. Udio sinapinske Kiseline u ekstraktu koprive kretao se u
rasponu 0-0,25 pg/mg biljke. Najveci udio sinapinske kiseline u ekstraktu (0,25 pug/mg
biljke) postignut je primjenom DES13, odnosno ChClI : malonska kiselina (1 : 1) pri 50 °C i
sa 30 % vode. Prema Slici 23, uocljivo je da su pri 30 °C najpogodniji DES-ovi na bazi
kiselina, posebice DES13, dok se porastom temperature uocava uc¢inkovitost ostalih DES-
ova. Prema literaturi, za ekstrakciju sinapinske kiseline iz biljnog materijala pogodna su se
pokazala otapala na bazi alkohola, ChClI : 1,4-butandiol (1 : 2) s 23,4 % vode kod ekstrakcije
iz rize [187] te ChCI : glicerol (1 : 1) [188] za ekstrakciju iz pogace koja nastaje kao
nusprodukt proizvodnje ulja. Udio rutina u ekstraktu koprive kretao se u rasponu 0-1,65
ng/mg biljke. Prema Slici 24, uocljivo je da su na najpogodniji DES-ovi za ekstrakciju rutina
na bazi kiselina, posebice DES15 i DES16. Najve¢i udio rutina u ekstraktu (1,65 pg/mg
biljke) postignut je primjenom DES16, odnosno ChCI : levulinska kiselina (1 : 2) pri 30 °C
i sa 30 % vode. Prema literaturi, za ekstrakciju rutina iz biljnog materijala pogodna su se
pokazala otapala na bazi alkohola, kiselina i amida. Za ekstrakciju rutina iz listova Morus
alba L. najpogodnije otapalo je ChCI : glicerol s 20 % vode (1 : 2) [105], za ekstrakciju iz
kore citrusa to je ChCl : butan-1,4-diol (1 : 2) s 25 % vode [176], za ekstrakciju iz Ruta
graveolens L. najpogodnije je ChCI : limunska kiselina (1 : 1) [189] te za ekstrakciju iz
Satureja montana L. najpogodnije je ChCl : mlije¢na kiselina (1 : 2) [190]. Primjenom
racunalnih programa i modeliranja za ekstrakciju rutina najpogodnija otapala se pokazuju
ChCI : propan-1,2-diol (1: 2) i ChCl : urea (1 : 2) [118].

Iz dobivenih rezultata, uo€ljivo je da se ispitane komponente mogu ekstrahirati s
razli¢itom ucikovitoséu s pojedinom DES-ovima. Upravo to govori u prilog selektivnosti,
odnosno moguénosti odabira otapala kojim ¢e se ekstrahirati samo Zeljene komponente u
ve¢im udjelima. Ipak, za ve¢inu komponenti najpogodniji su se pokazali DES-ovi na bazi

kiselina i alkohola. S obzirom da je pracen utjecaj tehnike ekstrakcije i procesnih parametara
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na ekstrakciju fenolnih kiselina i rutina, odabran je DES s kojim je postignut zadovoljavajuci
udio svih ispitivanih komponenti. U ovom sluc¢aju to je bio DES15, odnosno ChCl : mlije¢na
kiselina (1 : 2), koji je pogodno otapalo i zbog svojih fizikalno-kemijskih svojstava, s
naglaskom na nisku viskoznost i pri nizim temperaturama.

Ispitivanje utjecaja temperature i dodatka vode na ekstrakciju klorogenske Kkiseline
pokazalo je kod nekoliko otapala trend povecanja udjela klorogenske kiseline u ekstraktu s
povecanjem udjela dodane vode pri sve tri temperature (Slika 19) (DES2, DES5, DESS,
DES7, DES8, DES12, DES14). Kod nekih otapala, primjecen je porast udjela klorogenske
kiseline u ekstraktu sa povec¢anjem udjela dodane vode samo pri odredenoj temperaturi.
Porast udjela klorogenske kiseline uocen je kod DES1, DES3, DES4, DES9, DES11 na 30
°C; kod DES4, DES10, DES11, DES13, DES16 pri 50 °C; te kod DES10 i DES17 pri 70
°C. Uz to, kod nekoliko otapala najveci udio klorogenske kiseline dobiven je ekstrakcijom s
DES-ovima s 30 % vode, pri 30 °C (DES13, DES15 i DES16), pri 50 °C (DES1, DES3,
DES17)1pri 70 °C (DES1, DES3, DES4, DES13). U nekoliko slucajeva, primjecen je i pad
u udjelu klorogenske kiseline u ekstraktu koprive sa porastom udjela vode, i to pri 50 °C za
DES9 i 70 °C za DES9, DESI11, DES16. Kod veéine otapala nije primje¢en utjecaj
temperature na udio klorogenske kiseline u ekstraktu koprive. U slucaju ekstrakcije
neoklorogenske kiseline, kod nekoliko otapala primjecen je trend povecanja udjela
neoklorogenske kiseline u ekstraktu sa povecanjem udjela dodane vode pri sve tri
temperature (DES1, DES2, DES3, DES4, DES6, DES7, DES9, DES11, DES13), pri ¢emu
kod vecine otapala nije detektirana neoklorogenska kiselina s 10 % vode pri 30 °C 1 50 °C
(Slika 21). Kod nekih otapala, primjeéen je porast udjela neoklorogenske kiseline u ekstraktu
s povecanjem udjela dodane vode samo pri 30 °C (DES10), te pri 70 °C (DES10, DES12 i
DES17). Uz to, kod nekoliko otapala primjecen je najvec¢i udio neoklorogenske kiseline u
ekstraktima dobivenima s DES-ovima s 30 % vode, pri 30 °C (DES12), pri 50 °C (DES10,
DES12 1 DES16). U nekoliko slucajeva, primjecen je i pad u udjelu neoklorogenske kiseline
u ekstraktu koprive s porastom udjela vode, i to pri 30 °C (DES16) i pri 50 °C (DES17) 1 70
°C. Kod otapala DESS, DES14 i DES15 ne uocava se ovisnost udjela ekstrahirane
neoklorogenske kiseline o temperaturi i udjelu vode. Kod veéine otapala nije primjecen
utjecaj temperature na udio neoklorogenske kiseline u ekstraktu koprive. U slucaju
ekstrakcije kofeinske kiseline, kod nekoliko otapala primjecen je trend povecanja udjela
kofeinske kiseline u ekstraktu sa povecanjem udjela dodane vode pri sve tri temperature
(DES1, DES2, DES6, DES7, DES8, DES9, DES10), pri ¢emu kod vecine otapala s

205



RASPRAVA

dodatkom 10 % vode nije detektirana kofeinska kiselina pri 30 °C (Slika 20). Kod nekih
otapala, primjecen je porast udjela kofeinske kiseline u ekstraktu s povecanjem udjela
dodane vode samo pri 30 °C (DES4, DESS, DES13, DES14, DES15, DES16), 50 °C (DES4,
DESS, DES12, DES13, DES16) te pri 70 °C (DES12, DES14, DES15, DES17). Uz to, kod
nekoliko otapala postignut je veéi udio kofeinske kiseline u ekstraktima dobivenima s DES-
ovima s 30 % vode, pri 30 °C (DES11, DES12, DES17), pri 50 °C (DES3, DES11, DES14)
i pri 70 °C (DES3, DES11, DES13, DES16). U slu¢aju ekstrakcije primjenom DES17 pri 50
°C dolazi do pada u udjelu kofeinske kiseline sa porastom udjela dodane vode. Kod vecine
otapala nije primjecen utjecaj temperature na udio kofeinske kiseline u ekstraktu koprive. U
slucaju ekstrakcije kafeoil-jabucne kiseline iz koprive, kod nekoliko otapala primjecen je
trend povecanja udjela kafeoil-jabucne kiseline u ekstraktu sa poveé¢anjem udjela dodane
vode i povecanjem temperature (DES2, DES5, DES6, DES7, DES8,DES11, DES12, DES14
i DES17) (Slika 22). Kod nekih otapala, primjecen je porast udjela kafeoil-jabu¢ne kiseline
u ekstraktu sa povecanjem udjela dodane vode samo pri 30 °C (DES1, DES3, DES4, DES10,
DES13, DESI5), pri 50 °C (DES4, DES10, DES13, DES15, DES16) te pri 70 °C (DES1).
Uz to, kod nekoliko otapala primjecen je najveci udio kafeoil-jabucne Kiseline u ekstraktima
dobivenima s DES-ovima s 30% vode, pri 30 °C (DES9 i DES16), pri 50 °C (DES1 i DES3)
1 pri 70 °C (DES). U slu¢aju ekstrakcije primjenom DES16 pri 70 °C dolazi do pada u udjelu
kafeoil-jabuéne kiseline sa porastom udjela dodane vode. S obzirom da sinapinska kiselina
nije ekstrahirana sa svim otapalima i pri svim uvjetima, teSko je pratiti utjecaj parametara na
udio sinapinske kiseline u ekstraktu (Slika 23). U slu¢aju ekstrakcije rutina iz koprive, kod
nekoliko otapala primjecen je trend povecanja udjela rutina u ekstraktu sa povecanjem udjela
dodane vode (DES1, DES2, DES4, DES6, DES8, DES11, DES12, DES13, DES14, DES15
I DES16) (Slika 24). Vazno je napomenuti kako kod vecine otapala, primjenom DES-ova s
10 % vode nije ekstrahiran rutin. Primjecen je porast udjela rutina u ekstraktu sa pove¢anjem
udjela dodane vode samo pri 30 °C (DES9, DES10, DES17), pri 50 °C (DES7, DES10) te
pri 70 °C (DES3, DES17). Uz to, kod nekoliko otapala primje¢en je najveci udio rutina u
ekstraktima dobivenima s DES-ovima s 30 % vode, pri 30 °C (DES7), pri 50 °C (DES9,
DES17) i pri 70 °C (DES7, DES9, DES10).
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5.2.4. Probir otapala za ekstrakciju kanabinoida iz ekstrakta industrijske konoplje

Pripremljeni hidrofobni DES-ovi su koristeni za ekstrakciju kanabinoida (CBD, CBDA,
CBG, CBN, THC, THCA, CBC i CBCA\) iz industrijske konoplje.

Svim koristenim hDES-ovima moguce je ekstrahirati CBD iz industrijske konoplje. Udio
CBD u ekstraktu konoplje kretao se u rasponu 1,52-33,24 pg/mg biljke. Prema Slici 25,
uocljivo je da su najpogodniji DES-ovi oni s kaprinskom kiselinom i lidokainom pri
razli¢itim omjerima. Najveéi udio CBD u ekstraktu (33,34 pg/mg biljke) postignut je
primjenom hDES14, odnosno kaprinska kiselina : lidokain (3 : 1) pri 70 °C. Prema literaturi,
za ekstrakciju CBD iz industrijske konoplje ispitana su samo otapala sa mentolom pri ¢emu
su se kao pogodna pokazala otapala mentol : octena kiselina (1 : 1) [113] te mentol : laurinska
kiselina (2 : 1) [191]. Svim koriStenim hDES-ovima moguce je ckstrahirati CBDA iz
industrijske konoplje. Udio CBDA u ekstraktu konoplje kretao se u rasponu 44,18-136,10
ug/mg biljke. Prema Slici 25, uo¢ljivo je da su najpogodniji hDES-ovi oni na bazi mentola
s karboksilnim kiselinama, $to je u skladu sa dostupnom literaturom prema kojoj su
najpogodnija otapala mentol : octena kiselina (1 : 1) i mentol : laurinska kiselina (2 : 1)
[113,191]. Najveci udio CBDA u ekstraktu (136,10 pg/mg biljke) postignut je primjenom
hDES1, odnosno mentol : mravlja kiselina (1 : 1) pri 70 °C. Za ekstrakciju CBG iz konoplje,
nisu se sva otapala pokazala u¢inkovita (hDES1, hDES2, hDES3, hDES4, hDES5, hDES6).
Udio CBG u ekstraktu konoplje kretao se u rasponu od 0-10,36 pg/mg biljke. Prema Slici
25, uocljivo je da je najpogodniji hDES, hDES7, odnosno mentol : laurinska kiselina (1 : 1)
s kojim je i postignut najveci udio CBG u ekstraktu (10,36 pg/mg biljke). U literaturi nisu
pronadeni podaci o ekstrakciji CBG primjenom DES-ova. Za ekstrakciju CBN, nisu se sva
otapala pokazala uc¢inkovita (hDES1, hDES3, hDES4, hDES5, hDES6). Udio CBN u
ekstraktu konoplje kretao se u rasponu 0-1,98 ug/mg biljke. Prema Slici 26, uocljivo je da
je najpogodniji hDES, hDES17, odnosno timol : dekanska kiselina (1 : 1) s kojim je i
postignut najve¢i udio CBN u ekstraktu (1,98 pg/mg biljke). U literaturi nisu pronadeni
podaci o ekstrakciji CBN primjenom DES-ova. Svim koristenim hDES-ovima moguce je
ekstrahirati THC iz industrijske konoplje. Udio THC u ekstraktu konoplje kretao se u
rasponu 0,50-4,55 ng/mg biljke (Slika 26). Prema rezultatima, uocljivo je da su najpogodniji
hDES-ovi oni s timolom i karboksilnim kiselinama. Najve¢i udio THC u ekstraktu (4,55
ug/mg biljke) postignut je primjenom hDES23, odnosno timol : kaprilna kiselina (1 : 1) pri

50 °C. Prema literaturi, za ekstrakciju THC iz industrijske konoplje ispitana su samo otapala
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sa mentolom pri ¢emu su se kao pogodna pokazala otapala na bazi mentola s karboksilnim
kiselinama pri ¢emu je najpogodnije otapalo bilo mentol : octena kiselina (1 : 1) [113]. Svim
koristenim hDES-ovima moguce je ekstrahirati THCA iz industrijske konoplje. Udio THCA
u ekstraktu konoplje kretao se u rasponu 0,54-4,37 pug/mg biljke. Prema Slici 26, uocljivo je
da su najpogodniji DES-ovi oni na bazi mentola s karboksilnim kiselinama, $to je u skladu
sa dostupnom literaturom prema kojoj je najpogodnije otapalo bilo mentol : octena kiselina
(1:1) [113]. Najveci udio THCA u ekstraktu (136,10 ug/mg biljke) postignut je primjenom
hDES7, odnosno mentol : laurinska kiselina (1 : 1) pri 70 °C. Za ekstrakciju CBC iz ekstrakta
industrijske konoplje, sva otapala se pokazuju u¢inkovita. Udio CBC u ekstraktu konoplje
kretao se u rasponu 1,85-6,18 pg/mg biljke. Prema Slici 27, uo€ljivo je da su najpogodniji
DES-ovi oni s timolom u kombinaciji s karboksilnim kiselinama. Najve¢i udio CBC u
ekstraktu (6,18 pg/mg biljke) postignut je primjenom hDES24, odnosno timol : laurinska
kiselina (1: 1) pri 50 °C. U literaturi nisu pronadeni podaci o ekstrakciji CBC primjenom
DES-ova. Svim koristenim hDES-ovima moguce je ekstrahirati CBCA iz industrijske
konoplje. Udio CBCA u ekstraktu konoplje kretao se u rasponu od 1,18-18,65 ng/mg biljke.
Prema Slici 27, uocljivo je da su najpogodniji DES-ovi oni na bazi mentola s karboksilnim
i masnim kiselinama. Najve¢i udio CBCA u ekstraktu (18,65 pg/mg biljke) postignut je
primjenom hDES1, odnosno mentol : mravlja kiselina (1 : 1) pri 50 °C. U literaturi nisu
pronadeni podaci o ekstrakciji CBCA primjenom DES-ova. Prema dobivenim rezultatima,
uocava se selektivnost koristenih hDES-ova pa se tako odredenim vrstama hDES-ova bolje
ekstrahiraju kiselinski oblici, dok se primjenom drugih vrsta bolje ekstrahiraju neutralni
derivati. Primjenom hDES-ova s mentolom i kiselinama bolje se ekstrahiraju Kiselinski
oblici kanabinoida, dok se primjenom otapala s timolom, kamforom i lidokainom u
kombinaciji s kiselinama bolje ekstrahiraju neutralni derivati kanabinoida. Na ovakav nacin,
odabirom otapala moZemo znafajno utjecati na sastav ekstrakta i pripremiti ekstrakt koji
nam sadrzi zadovoljavaju¢i omjer zeljenih komponenti. S obzirom da se nadalje pratio
utjecaj tehnike ekstrakcije i procesnih parametara na kanabinoide, odabran je hDES s kojim
je postignut najveci udio ukupnih kanabinoida (Slika 28), ne pojedina¢no. Kao najpogodnija
otapala pokazala su se hDES1 i hDES2, te je za daljnji rad odabran hDES2, odnosno mentol
: octena kiselina (1 : 1).

Za sve ispitivane komponente i1 ve¢inu hDES-ova je uo¢en porast udjela kanabionoida s
povecanjem temperature (Slika 25-28). Za ekstrakciju CBD, kod gotovo svih otapala

primjecen je trend porasta uéinkovitosti otapala s poviSenjem temperature (Slika 25). Kod
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nekoliko otapala utvrden je najveci udio CBD u ekstraktima pri 30 °C (hDES10) i 50 °C
(hDES7, hDES11, hDES19, hDES23, hDES24). Za ekstrakciju CBDA, kod deset hDES-ova
je pokazan trend porasta ucinkovitosti otapala s povisenjem temperature (hDES1, hDES2,
hDES3, hDES12, hDES15, hDES16, hDES17, hDES20, hDES21, hDES22) (Slika 25).
Iznimka je nekoliko otapala kod kojih je primje¢en najveéi udio CBDA u ekstraktima pri 30
°C (hDES8, hDES18), 50 °C (hDES10, hDES11, hDES19, hDES23, hDES24) i 70 °C
(hDES9). Kod nekih otapala primjecen je 1 pad ucinkovitosti otapala za ekstrakciju CBDA
s povisenjem temperature (hDES4, hDESS, hDES6, hDES7, hDES13, hDES14). Kod tri
otapala pokazan je trend porasta uinkovitosti otapala u ekstrakciji CBG s poviSenjem
temperature (hDES15, hDES19, hDES24). Najve¢i udio CBG utvrden je u ekstraktima pri
50 °C (hDES18, hDES20, hDES21, hDES23). Primjenom otapala hDES16 utvrden je pad
udjela CBG pri 50 °C, a porast pri 70 °C (Slika 25). Kod osam otapala pokazan je trend
porasta ucinkovitosti otapala u ekstrakciji CBN s povisenjem temperature (hDESS8, hDES9,
hDES10, hDES11, hDES12, hDES13, hDES20, hDES21). Kod nekoliko otapala najve¢i je
udio CBN detektiran u ekstraktima pri 30 °C (hDES3, hDES23), odnosno 50 °C (hDES7,
hDES16, hDES18, hDES19, hDES22). Kod nekoliko otapala detektiran je i pad udjela CBN
pri 50 °C, a potom porast pri 70 °C (hDES14, 15, hDES23) (Slika 26). Kod vecine otapala
vidljiv je trend porasta u¢inkovitosti otapala za ekstrakciju THC s poviSenjem temperature.
Najvec¢i udio THC detektiran je u ekstraktima pri 50 °C (hDES10, hDES11, hDES13,
hDES23, hDES24) (Slika 26). Kod vecine otapala primjeéen je trend porasta u¢inkovitosti
otapala za ekstrakciju THCA s poviSenjem temperature. Najveci udio THCA detektiran je u
hDES10, hDES17 i hDES23 ekstraktima pri 50 °C (Slika 26). Kod dva otapala, hDES9,
hDES14, detektiran jepad udjela THCA pri 50 °C, a potom porast pri 70 °C (Slika 26). Kod
nekih otapala primjecen jepad ucinkovitosti otapala za ekstrakciju THCA s poviSenjem
temperature (hDESS, hDES8, hDES9, hDES12, hDES18). Kod vecine otapala primjecen je
trend porasta ucinkovitosti otapala za ekstrakciju CBC s poviSenjem temperature, a kod
hDES1, hDES3, hDES11, hDES13, hDES23, hDES24 primjecen je najveci udio CBC u
ekstraktima pri 50 °C (Slika 27). Kod devet otapala (hnDES11, hDES13, hDES14, hDES15,
hDES16, hDES17, hDES20, hDES21, hDES22) primjecen je trend porasta u¢inkovitosti
otapala za ekstrakciju CBCA s povisenjem temperature. Kod hDES1, hDES11, hDES19
najveci je udio CBCA detektiran u ekstraktima dobivenima pri 50 °C. Kod tri otapala uocen
je pad udjela CBCA pri 50 °C, a potom porast pri 70 °C (hDES3, hDES18, hDES23) (Slika
27). Kod nekih otapala primjecen je i pad uinkovitosti otapala za ekstrakciju CBCA s
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poviSenjem temperature (hDES4, hDES5, hDES5, hDES7, hDES8, hDES9, hDES10).
Prema dobivenim rezultatima, izrazeniji je pad u ucinkovitosti ekstrakcije s porastom
temperature za kiselinske oblike u odnosu na neutralne oblike kanabinoida, $to ne ¢udi s
obzirom da se porastom temperature neutralni oblici raspadaju, odnosno toplinskom

dekarboksilacijom nastaju neutralni derivati [31].

5.2.5. Probir otapala za ekstrakciju kumarina iz lavande

Pripremljeni hDES-ovi koristeni su i za ekstrakciju umbeliferona i herniarina iz lavande.
Za ekstrakciju umbeliferona iz ekstrakta lavande, vecina otapala nije se pokazala ucinkovita.
Prema Slici 29, uocljivo je da su najpogodniji hDES-ovi oni na bazi mentola s karboksilnim
kiselinama. Najveci udio umbeliferona u ekstraktu (3,78 pg/mL ekstrakta) postignut je
primjenom hDES2, odnosno mentol : octena kiselina (1 : 1) pri 50 °C. Veéinom koristenih
hDES-ova moguce je ekstrahirati umbeliferon iz lavande. Udio herniarina u ekstraktu
lavande kretao se u rasponu 9,69-14,87 ug/mL ekstrakta. Prema Slici 29, uo¢ljivo je da su
najpogodniji hDES-ovi oni na bazi mentola s karboksilnim kiselinama. Najvec¢i udio
herniarina u ekstraktu (14,87 ug/mL ekstrakta) postignut je primjenom hDES2, odnosno
mentol : octena kiselina (1 : 1) pri 50 °C. S obzirom na dobivene rezultate, za daljnji rad
odabran je hDES2, odnosno mentol : octena kiselina (1 : 1). Prema literaturi, za ekstrakciju
umbeliferona i herniarina iz Chamomillae flos, Lavandula angustifolia i Archangelica
officinalis najpogodnije se pokazalo otapalo ChCl : mlije¢na kiselina : propan-1,3-diol (1 :
2:1) [115].

Utjecaj temperature na udio kumarina u ekstraktima je razli¢it ovisno o Zeljenoj
komponenti i tipu hDES-ova. Kod tri otapala primjecen je trend porasta uc¢inkovitosti otapala
za ekstrakciju umbeliferona s povisenjem temperature (hDES4, hDES6, hDES15). Najveci
udio umbeliferona detektiran je u hDES1, hDES2 i hDESS5 ekstraktima pri 50 °C (Slika 29).
Kod vecina otapala primjecen je trend porasta ucinkovitosti otapala za ekstrakciju herniarina
s poviSenjem temperature (hDES1, hDESS5, hDES6, hDES9, hDES11, hDES15, hDES16,
hDES17, hDES18, hDES19, hDES23). Najve¢i udio herniarina detektiran je u hDES2,
hDES5, hDES12 i hDES13 ekstraktima pri 50 °C (Slika 29).
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5.3 Utjecaj fizikalno-kemijskih svojstava DES-ova na udio bioaktivnih komponenti u
ekstraktu

Na ucinkovitost ekstrakcije utjeCu svojstva upotrijebljenih otapala. Prema literaturi, na
ucinkovitost ekstrakcije primjenom DES-ova najviSe utje¢u viskoznost [46, 52, 120],
polarnost [50,122] i pH [192]. Upravo stoga je ispitana korelacija primjenom Pearsonovog
koeficijenta korelacije izmedu navedenih parametara i udjela ekstrahiranih komponenti.

Prema rezultatima predstavljenima u Tablici 10, uocljivo je kako postoji korelacija
izmedu viskoznosti i udjela vecine ispitanih komponenti u ekstraktu, odnosno smanjenjem
viskoznosti postize se ve¢i udio komponenti u ekstraktu. Korelacija jedino nije primje¢ena
kod karnosolne kiseline, CBD i CBG. S obzirom na korelaciju kod ve¢ine komponenti, moze
se zakljuciti da je viskoznost vazno svojstvo DES-ova koje utjeCe na udio ispitivanih
bioaktivnih komponenti u ekstraktu, $to je u skladu sa literaturom [46,52,120].

Ujecaj polarnosti se ne pokazuje tako znacajno, odnosno korelacija izmedu polarnosti i
udjela komponenti je uo¢ena samo kod karnosola, HT, kofeinske kiseline i rutina (Tablica
10). Kod karnosola i HT veca polarnost otapala se odrazila na poveéanje udjela komponenti
u ekstraktu, dok je za kofeinsku kiselinu i rutin manja polarnost utjecala na postizanje veceg
udjela komponenti u ekstraktima. Utjecaj polarnosti je praen samo za DES-ove i
kombinacije DES-ova s vodom. Za hDES-ove nije bilo dovoljno podataka za pracenje
korelacije izmedu polarnosti i udjela kanabinoida i kumarina. Prema dobivenim rezultatima,
polarnost koriStenih otapala za veéinu ispitanith komponenti ne pokazuje korelaciju,
vjerojatno jer izmedu ispitanih otapala nije uoc¢ena tako znacajna razlika u polarnosti.

Takoder, pH vrijednost otapala nije pokazala tako znacajan utjecaj na ucinkovitost
ekstrakcije kao viskoznost. UoCava se korelacija izmedu pH otapala i udjela bioaktivnih
komponenti u ekstraktu za karnosolnu kiselinu, elaginsku kiselinu, HT i kofeinsku kiselinu
(Tablica 10). Za karnosolnu i kofeinsku kiselinu potreban je nizi pH da bi se postigao veci
udio komponenti u ekstraktu, dok je za elaginsku kiselinu i HT potreban visi pH. Zanimljivo
je primjetiti kako je karnosolna kiselina jedina komponenta na koju od ispitanih fizikalno-
kemijskih svojstava utjecaj ima samo pH, dok je kofeinska kiselina jedina na koju utjecaj
imaju viskoznost, pH i polarnost. Utjecaj pH je pracen samo za DES-ove i kombinacije DES-
ova s vodom. Za hDES nije bilo dovoljno podataka za pracenje korelacije izmedu pH otapala

I udjela kanabinoida i kumarina u industrijskoj konoplji i lavandi. Prema dobivenim
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rezultatima, pH koriStenih otapala za vecinu ispitanih komponenti ne pokazuje korelaciju

vjerojatno jer izmedu ispitanih otapala nije uoc¢ena tako zna¢ajna razlika u vrijednostima pH.

5.4. Utjecaj tehnike ekstrakcije i procesnih parametara na udio bioaktivnih komponenti u
ekstraktu

Nakon odabira odgovarajuceg otapala za pojedine bioaktivne komponente, ispitan je i
utjecaj pojedinih tehnika ekstrakcije kao $to su ekstrakcija primjenom mijeSanja i
zagrijavanja, ultrazvuéno potpomognuta ekstrakcija i mehanoekstrakcija. Navedene tehnike
su odabrane zbog moguénosti povoljnog utjecaja na ekstrakciju biljnog materijala u
kombinaciji s DES-ovima [106-113]. Mijesanjem se postize bolji kontakt materijala i
otapala, dok kod MCE osim mijeSanja dolazi do kidanja stani¢ne stjenke pri ¢emu se
povecava prijenos mase 1 ubrzava difuzija komponenti. Primjenom MCE moze se smanyjiti
vrijeme ekstrakcije 1 potroSnja otapala u odnosu na uobicajeno mijeSanje 1 zagrijavanje
[160]. U slucaju ultrazvuka, fenomen kavitacije dovodi do razbijanja stani¢nih stijenki pri
¢emu se posljedi¢no poboljsava prinos ekstrakcije u usporedbi s maceracijom [193]. Osim
tehnike ekstrakcije, ispitana je i statistiCka znacajnost procesnih parametra ekstrakcije, kako
bi se odredili parametri koji pokazuju vaZnost za udio komponenti u ekstraktu. Na taj nacin
moze se odrediti koji su optimalni uvjeti ekstrakcije za postizanje ekstrakata sa maksimalnim
udjelom zZeljenih komponenti. Optimizacija procesa ekstrakcije vazan je korak u odabiru
znaCajnih uvjeta za postizanje Zeljenih prinosa pojedinth komponenti u dobivenom

ekstraktu.

5.4.1. Odabir tehnike ekstrakcije i optimalnih uvjeta za ekstrakciju karnosola i karnosolne

kiseline iz kadulje

Nakon odabira odgovaraju¢eg otapala, usporedeni su udjeli ekstrahirane karnosolne
kiseline i karnosola u ekstraktima dobivenima ekstrakcijom mijeSanjem i zagrijavanjem,
UAE i MAE primjenom DES15 (ChCI : mlije¢na kiselina (1 : 2) s razli¢itim udjelima vode.
U isto vrijeme je ispitan i utjecaj dodatka vode u DES15, temperature i vremena kod
ekstrakcije primjenom mijeSanja i zagrijavanja te kod UAE (Tablica 11 i 13). S obzirom da
se kod MCE temperatura ne moze kontrolirati, pa time ni pratiti kao parametar, ispitan je
ucinak dodatka vode u DESIS5, vrijeme ekstrakcije 1 brzina kretanja staklenih kuglica

(Tablica 15). Prema Tablicama 11, 13 i 15 uocljivo je da su u veéini eksperimenata veci
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udjeli karnosolne kiseline i karnosola u ekstraktima dobivenima mijeSanjem i zagrijavanjem
u usporedbi s UAE i MCE. Iz rezultata uo¢ljivo je kako je pri niZzoj temperaturi i kraCem
vremenu veci udio karnosolne kiseline i karnosola postignut primjenom mijeSanja na
magnetskoj mijesalici u odnosu na UAE dok je pri viSoj temperaturi i duzem vremenu taj
udio gotovo jednak ili ¢ak i vec¢i u slucaju UAE. Ovakvi se rezultati mogu objasniti
pozitivnim utjecajem mijesanja na prijenos mase pri niZzim temperaturama s obzirom na visu
viskoznost otapala. Takoder, kod otapala vece viskoznosti potrebno je vise energije za
stvaranje kavitacije [140]. Pri viS§im temperaturama, viskoznost DES-ova se znacajno
smanjuje pa se stoga ne uocava razlika izmjedu mijeSanja i kavitacije na udio komponenti u
ekstraktu. U slucaju MCE, upotreba staklenih kuglica dovela je do boljeg mijeSanja biljnog
materijala i otapala, ¢cime su ekstrahirane znacajne koli¢ine karnosolne kiseline i karnosola
u kra¢em vremenu u usporedbi s druge dvije ekstrakcije, i to pri sobnoj temperaturi (Tablica
11, 13i 15). Usporedujuci ekstrakte dobivene na sobnoj temperaturi primjenom DES15 s 10
% vode na kuglicnom mlinu s onima dobivenima mijeSanjem i u ultrazvu¢noj kupelji pri 30
°C, uocljivo je kako je gotovo isti udio karnosolne kiseline i karnosola postignut kroz 2
minute primjenom kugli¢nog mlina kao i kroz 30 minuta primjenom mijesanja na mijesalici
1 ultrazvucne kupelji. Usporedujucéi ekstrakte dobivene na sobnoj temperaturi primjenom
DES15 s 30 % vode na kuglicnom mlinu s onima dobivenima mijeSanjem i u ultrazvuc¢noj
kupelji pri 30 °C, uocljivo je kako je gotovo isti udio karnosolne kiseline 1 karnosola
postignut kroz 3 minute primjenom kuglicnog mlina kao 1 kroz 90 minuta primjenom
mijesanja na mijeSalici i ultrazvu¢ne kupelji. Prema dobivenim rezultatima, primjenom
ekstrakcije mijeSanjem i zagrijavanjem dobiven je ekstrakt s najve¢im udjelom karnosolne
kiseline 1 karnosola, pa je navedena tehnika ekstrakcije koriStena za pripremu ekstrakata za

daljnja ispitivanja.

Sadrzaj karnosolne kiseline u ekstraktu kadulje dobivenom mijeSanjem i zagrijavanjem
iznosio je 2,55-14,43 pg/mg biljke, ovisno o primijenjenim parametrima ekstrakcije
(Tablica 11). Dobiveni sadrzaj karnosolne kiseline u ekstraktu dobivenom primjenom UAE
je varirao, ovisno o0 koristenim parametrima, u rasponu 1,62—14,00 ug/mg biljke (Tablica
13). Udio karnosola dobiven primjenom MCE varirao je ovisno o parametrima u rasponu
1,80-8,26 ng/mg (Tablica 15). Udio karnosola dobiven mijeSanjem i zagrijavanjem iznosio
je 0,81-4,83 ug/mg biljke, ovisno o primijenjenim parametrima ekstrakcije (Tablica 11).
Sadrzaj karnosola, ovisno o parametrima koriStenim kod UAE, iznosio je 0,56-4,18 pg/mg

biljke (Tablica 13). Sadrzaj karnosola dobiven primjenom MCE iznosio je 0,57-2,02 pg/mg
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biljke, ovisno o primijenjenim parametrima ekstrakcije (Tablica 15). Statisticki znacajan
utjecaj na sadrzaj karnosolne kiseline (p < 0,0001; p = 0,0202) u ekstraktima dobivenih
mijesanjem i zagrijavanjem pokazali su dodatak vode u DES i vrijeme ekstrakcije (Tablica
12). Prema tome, udio karnosolne kiseline poveéavao se s produljenim vremenom
ekstrakcije, a smanjivao s povec¢anjem udjela vode. Interakcije izmedu udjela dodane vode 1
vremena ekstrakcije (p = 0,0259) takoder su pokazale znacajan utjecaj na sadrzaj karnosolne
kiseline. U ekstraktima dobivenim UAE, dodatak vode i temperatura pokazuju statisticki
znacajan utjecaj na sadrzaj karnosolne kiseline (p = 0,0025; p = 0,0144) (Tablica 14). Za
ovu tehniku ekstrakcije, interakcije izmedu koli¢ine dodane vode i temperature (p = 0,0433)
takoder su pokazale znafajan utjecaj na udio karnosolne kiseline u ekstraktu. Udio
karnosolne kiseline rastao je s pove¢anjem temperature ekstrakcije, a opadao s povecanjem
udjela dodane vode. U ekstraktima dobivenim primjenom MCE, dodavanje vode, vrijeme i
brzina kretanja kuglica (p = 0,0006; p = 0,0266; p = 0,0002) kao i interakcije izmedu dodatka
vode i brzina kretanja kuglica (p = 0,0221) pokazale su statisticki znacajan utjecaj na sadrzaj
karnosolne kiseline (Tablica 16). Sadrzaj karnosolne kiseline se poveéavao s vremenom
ekstrakcije 1 brzinom kretanja kuglica, a smanjivao s pove¢anjem koli¢ine vode. Dodatak
vode, vrijeme ekstrakcije 1 temperatura pokazali su statisti€ki znacajan utjecaj na sadrzaj
karnosola (p < 0,0001; p = 0,0008; p = 0,0003) u ekstraktima dobivenim mijeSanjem i
zagrijavanjem (Tablica 12). Prema tome, sadrzaj karnosola se povecava s vemenom i
temperaturom ekstrakcije te smanjenjem udjela vode u DES-u. Interakcije izmedu koli¢ine
dodane vode i vremena ekstrakcije te izmedu koli¢ine dodane vode i temperature (p =
0,0184; p = 0,0234) takoder pokazuju znacajan utjecaj na sadrzaj karnosola. U ekstraktima
dobivenim MCE, dodatak vode, vrijeme i brzina kretanja kuglica (p = 0,0055; p = 0,0187; p
=0,0012) pokazali su statisticki znacajan utjecaj na sadrzaj karnosola (Tablica 16). Sadrzaj
karnosola se povecavao s vremenom ekstrakcije 1 brzinom kretanja kuglica, a smanjivao se
povecanjem udjela vode u DES-u. Budu¢i da model za ekstrakciju karnosola primjenom
UAE, prema RSM-u nije znacajan (p = 0,0708), rezultati dobiveni za parametre te
ekstrakcije nisu prikazani (Tablica 14). Sto se ti¢e ostalih modela, statisti¢ki su znacajni (p
<0,05). Dodatno, dobiveni modeli pokazali su neznacajan nedostatak modela (p = 0,2042 -
0,4491), osim u slucaju MCE karnosolne kiseline (p = 0,0008). Optimizacija procesa
ekstrakcije vazna je za odredivanje najpovoljnijih uvjeta za postizanje maksimalnih prinosa
zeljenih komponenti u dobivenim ekstraktima. Na temelju Box-Behnken dizajna s tri

varijable (postotak dodane vode, vrijeme i temperatura ili brzina kretanja kuglica) na tri
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razine, odredeni su optimalni uvjeti ekstrakcije za karnosolnu kiselinu i karnosol. Pozeljnost
navedenih optimizacija je bila visoka, a predlozeni optimalni uvjeti potvrdeni su i
eksperimentalno s manjim odstupanjima (Tablica 17). Usporedujuéi s literaturom,
karnosolna kiselina i karnosol su ekstrahirani i primjenom DES-ova i hDES-ova. Optimalni
uvjeti kod ekstrakcije primjenom otapala tetrapropil amonijev klorid : propan-1,2-diol : voda
(15 :55 : 30 %) su 1,0 g biljke u21 mL, 129 minuta i 84 °C [109], dok su kod otapala ChCl
: butan-1,2-diol (1 : 2) optimalni uvjeti 1 g biljke u 40 mL otapala, 50 % vode (v/v), 150
minuta i 65 °C [110]. Optimalni uvjeti za dobivanje maksimalnog udjela komponenti u
ekstraktu, odredeni u ovom radu, su primjena nizeg udjela vode i kradeg vremena u

usporedbi s rezultatima iz literature , dok je optimalna temperatura slicna onoj u literaturi.

5.4.2. Odabir tehnike ekstrakcije i optimalnih uvjeta za ekstrakciju fenolnih kiselina i HT iz

vrkute

Nakon odabira DES1 (kolin klorid : urea (1 : 2)) kao optimalnog za ekstrakciju fenolnih
kiselina i tanina iz vrkute, ispitan je utjecaj tri razli¢ite tehnika ekstrakcije, te utjecaj dodatka
vode u DES1 (v/v), temperature i vremena ekstrakcije kod ekstrakcije primjenom mijeSanja
i zagrijavanje i UAE (Tablica 18 i 20). Kod MCE, ispitan je utjecaj dodatka vode, vremena
I brzine kretanja kuglica (Tablica 22). Za usporedbu koriStena je ekstrakcija mijeSanjem i
zagrijavanjem, UAE i MCE pomoc¢u mlina s kuglicama. Sve tri tehnike dovele su do
poboljsanog prijenosa mase i ubrzale difuziju spojeva. Prema rezultatima u Tablicama 18,
20 i 22 vidljivo je da su najveci prinosi komponenata postignuti primjenom ekstrakcije
mijeSanjem 1 zagrijavanjem. Usporedujuci ekstrakte dobivene na sobnoj temperaturi
primjenom DES1 s 30 % vode na kugli¢cnom mlinu s onima dobivenima mijeSanjem i u
ultrazvucnoj kupelji pri 30 °C, uoc€ljivo je kako je veci udio galne i elaginske kiseline te
hidroliziranih tanina postignut kroz 3 minute primjenom kugli¢nog mlina u odnosu na 30
minuta primjenom mijeSanja na mijeSalici 1 ultrazvucne kupelji. Prema dobivenim
rezultatima, primjenom ekstrakcije mijeSanjem i zagrijavanjem dobiven je ekstrakt s
najve¢im udjelom galne 1 elaginske kiseline te HT, pa je navedena tehnika ekstrakcije
koriStena za daljnju pripremu ekstrakata.

Udio galne kiseline iznosio je 0,00 — 1,89 pg/mg biljke u slucaju mijesanja i zagrijavanja;
0,00 — 1,14 pg/mg biljke koriStenjem UAE 1 0,00 — 1,02 pg/mg biljke koristenjem MCE,
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ovisno o primjenjenim parametrima. Sadrzaj elaginske kiseline u ekstraktu dobivenom
mijeSanjem i zagrijavanjem varirao je u rasponu 0,74 — 12,76 ng/mg biljke, dobivenim UAE
u rasponu 0,08 — 10,87 pg/mg biljke i primjenom MCE u rasponu 0,00 —7,07 pg/mg biljke,
ovisno o koriStenim parametrima. Sadrzaj HT u ekstraktima dobivenim mijeSanjem i
zagrijavanjem varirao je u rasponu 69,59 — 181,26 ugTAE/mg biljke, u ekstraktima
dobivenim UAE u rasponu 18,53 — 136,39 ugTAE/mg biljke, a u ekstraktima pomo¢u MCE
u rasponu 3,06 — 115,26 ugTAE/mg biljke, ovisno o koristenim parametrima. Dodatak vode,
kao i interakcije izmedu koli¢ine dodane vode i temperature, pokazali su statisticki znac¢ajan
utjecaj na udio galne kiseline (p = 0,0008; p = 0,0021) u ekstraktima dobivenim mijeSanjem
i zagrijavanjem (Tablica 19). Dakle, udio galne kiseline raste s pove¢anjem sadrzaja vode.
U ekstraktima dobivenim primjenom UAE, dodatak vode i temperatura pokazali su
statisti¢ki znacajan utjecaj na sadrzaj galne kiseline (p = 0,0001; p = 0,0040) (Tablica 21).
Stoga se sadrzaj galne kiseline povecava s povecanjem dodavanja vode i smanjenjem
temperature ekstrakcije. Osim toga, interakcije izmedu udjela dodane vode i temperature
takoder su pokazale znacajan utjecaj u pogledu udjela galne kiseline (p = 0,0074). U
ekstraktima dobivenim MCE, dodatak vode i brzina kretanja kuglica (p < 0,0001; p =
0,0002), kao i interakcije izmedu dodavanja vode i brzine kretanja kuglica (p = 0,0015),
pokazali su statisticki znacajan utjecaj na sadrzaj galne kiseline. Iz ovoga se mozZe vidjeti da
se sadrzaj galne kiseline povecao s veCom brzinom kretanja kuglica i s ve¢im dodatkom vode
(Tablica 23).

Dodatak vode, kao 1 interakcije izmedu udjela dodane vode 1 temperature te interakcije
izmedu vremena i1 temperature, pokazuju statisticki znacajan utjecaj na udio elaginske
kKiseline (p = 0,0223; p = 0,0029; p = 0,0393) u eckstraktima dobivenih mijeSanjem i
mijeSanjem (Tablica 19). Udio elaginske kiseline povecavao se s povec¢anjem udjela vode.
U ekstraktima dobivenim primjenom UAE, dodatak vode i temperatura pokazali su
statisticki znacajan utjecaj na sadrzaj elaginske kiseline (p = 0,0012; p = 0,0005) (Tablica
21). Sukladno tome, sadrzaj elaginske kiseline raste s poveéanjem postotka vode i
smanjenjem temperature ekstrakcije. Osim toga, interakcije izmedu udjela dodane vode 1
temperature kod UAE takoder su pokazale znacajan utjecaj u pogledu udjela elaginske
kiseline (p = 0,0084). Osim toga, u ekstraktima dobivenim MCE, dodavanje vode i brzina
kretanja kuglica (p < 0,0001; p = 0,0003), kao i interakcije izmedu udjela vode i brzine
kretanja kuglica (p = 0,0349), pokazale su statisticki znacajan utjecaj na sadrzaj elaginske

kiseline (Tablica 23). Stoga je uoceno da udio elaginske kiseline raste s dodatkom vode i

216



RASPRAVA

brzinom kretanja kuglica. Udio vode i temperatura pokazali su statisticki znacajan utjecaj na
udio HT (p = 0,0004; p = 0,0010) u ekstraktima dobivenim mijeSanjem i zagrijavanjem
(Tablica 19). Stoga je povecanje udjela vode i temperature dovelo do poveéanja udjela HT
u ekstraktu. Osim toga, interakcije izmedu udjela vode i temperature, kao i interakcije
izmedu vremena i temperature ekstrakcije, imale su statisticki znacajan u¢inak na udio HT
u ekstraktu. S druge strane, u slu¢aju ekstrakcije pomo¢u UAE, na udio HT u ekstraktu je
statisti¢ki znacajno utjecao samo udio vode (p = 0,0009), pri ¢emu je udio HT rastao s
povecanjem udjela dodane vode (Tablica 21). Kod MCE, situacija je bila sli¢nija ekstrakciji
mijeSanjem 1 zagrijavanjem, gdje je na sadrzaj HT u ekstraktu statisticki znacajno utjecao
udio vode i brzina kretanja kuglica ( p < 0,0001, p <0,0001). Stoga poveéanje udjela vode i
brzine kretanja kuglica dovodi do povecanja udjela HT u ekstraktu. Na udio HT takoder je
statisti¢ki znacajno utjecala interakcija izmedu udjela vode i brzine kretanja kuglica (Tablica
23). Prematablicama 19, 21 i 23, moze se vidjeti da su svi koristeni modeli za galnu kiselinu,
elaginsku kiselinu i HT bili statisticki znaéajni (p < 0,0001-0,1000) s neznacajnim
nedostatkom modela (p = 0,5020-0,7355). Koficijenti determinacije za sve komponente i
tehnike ekstrakcije su se kretali u rasponu od 0,8963 do 0,9756. Prema navedenim podacima,
dobiveni modeli prikladni su za koristenje u ekstrakciji galne kiseline, elaginske kiseline 1
HT primjenom DESI s tri razlicite tehnike ekstrakcije.

Ovisno o koristenoj tehnici ekstrakcije, optimalni uvjeti ekstrakcije se razlikuju, kao 1
ekstrahirane koli¢ine zeljenih komponenti. Prema Tablici 24, moze se vidjeti da je za sve tri
tehnike dodatak vode od 50% najucinkovitiji za ekstrakciju zeljenih komponenti. lako je ovo
visok postotak dodatka vode, pokazalo se da ChCl : urea (1 : 2) zadrzava nanostrukturu DES
do 51 wt% vode. Osim udjela vode, optimalna temperatura ekstrakcije od 30 °C bila je ista
za ekstrakciju mijeSanjem 1 zagrijavanjem, kao 1 za UAE. Optimalno vrijeme ekstrakcije je
dulje za mijeSanje i zagrijavanje u usporedbi s UAE. Za mehanoekstrakciju, vremena
ekstrakcije opcenito su niza, pa ih je teSko usporediti s druge dvije tehnike. Prema
pozeljnosti, uo€ljivo je da se krece izmedu 0,917-1,000, Sto govori u prilog dobivenog
modela i optimalnih uvjeta. U prilog razvijenom modelu, dobiveni udjeli galne kiseline,
elaginske kiseline i hidroliziranih tanina u ekstraktu dobivenom pri optimalnim uvjetima bile
su vrlo sli¢ne predvidenim vrijednostima. Usporedujuci s literaturom, galna kiselina je
ekstrahirana i1 iz Polygonum aviculares ChCI : levulinska kiselina (1 : 2) pri ¢emu su
optimalni uvjeti 1 g biljke u 50 mL otapala, 38 % vode (v/v), 70 °C i 60 min [108].
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5.4.3. Odabir tehnike ekstrakcije i optimalnih uvjeta za ekstrakciju fenolnih kiselina i rutina

iz koprive

Nakon odabira DES15 (ChCI : mlijecna kiselina (1 : 2)) kao optimalnog za ekstrakciju
fenolnih kiselina i flavonoida iz koprive, ispitan je utjecaj tri razlicite tehnike ekstrakcije,
kao i utjecaj dodatka vode u DESL1 (v/v), temperature i vremena ekstrakcije kod ekstrakcije
primjenom mijesanja i zagrijavanje i UAE. Kod MCE, ispitan je utjecaj dodatka vode,
vremena 1 brzine kretanja kuglica. Za usporedbu koristena je ekstrakcija mijeSanjem i
zagrijavanjem, UAE i MCE pomoc¢u mlina s kuglicama. Prema rezultatima u Tablicama 25,
27 i 29 vidljivo je da su najveci prinosi za ve¢inu komponenti postignuti primjenom UAE.
Ekstrakcija mijeSanjem i zagrijavanjem je pogodnija jedino za kafeoil-jabu¢nu Kiselinu i
rutin u odnosu na UAE. U slucaju ekstrakcije komponenti iz koprive, primjenom MCE su
dobiveni vrlo sliéni rezultati drugim dvjema tehnikama ¢ak i pri viS§im temperaturama.
Primjerice, primjenom MCE pri sobnoj temperaturi i kroz jednu minutu je ekstrahirano
gotovo isto kafeoil-jabu¢ne kiseline kao ekstrakcijom mijeSanjem i zagrijavanjem pri 50 °C
1 90 minuta.

Udio klorogenske kiseline iznosio je 0,00-1,89 pg/mg biljke u slucaju mijeSanja i
zagrijavanja; 0,00 — 1,14 pg/mg biljke koristenjem UAE i 0,00 — 1,02 pg/mg biljke
koristenjem MCE, ovisno o primjenjenim parametrima. Udio kofeinske kiseline iznosio je
0,05 — 0,31 pg/mg biljke kod ekstrakcije mijeSanjem i zagrijavanjem; 0,13 — 0,35 pg/mg
biljke kod UAE te 0,05 - 0,28 ng/mg biljke kod MCE. Udio neoklorogenske kiseline iznosio
je 0,05 - 0,31 pg/mg biljke kod ekstrakcije mijesanjem i zagrijavanjem; 0,10 — 0,22 pg/mg
biljke kod UAE te 0,06 — 0,16 pg/mg biljke kod MCE. Udio kafeoil-jabu¢ne Kiseline iznosio
je 5,54 — 8,26 ug/mg biljke kod ekstrakcije mijeSanjem i zagrijavanjem, 4,54 — 7,67 pug/mg
biljke kod UAE te 3,99 — 8,20 png/mg biljke kod MCE. Udio cikorinske kiseline iznosio je
0,18 — 0,23 pg/mg biljke kod ekstrakcije mijesanjem i zagrijavanjem; 0,18 — 0,25 pg/mg
biljke kod UAE te 0,17 — 0,25 pg/mg biljke kod MCE. Udio sinapinske kiseline iznosio je
0,00 — 0,24 ug/mg biljke kod ekstrakcije mijeSanjem i zagrijavanjem; 0,00 — 0,28 ug/mg
biljke kod UAE te 0,06 — 0,29 pg/mg biljke kod MCE. Udio rutina iznosio je 0,31 — 1,24
ng/mg biljke kod ekstrakcije mijeSanjem i zagrijavanjem; 0,49 — 0,99 pg/mg biljke kod UAE
te 0,00 — 0,96 ng/mg biljke kod MCE (Tablica 25, 27 i 29).

Udio vode, kao i interakcije izmedu koli¢ine dodane vode i vremena ekstrakcije, pokazali

su statisticki znacajan utjecaj na udio klorogenske kiseline (p = 0,0021; p = 0,0100) u
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ekstraktima dobivenim mijeSanjem (Tablica 26). Dakle, udio klorogenske kiseline raste s
povecanjem sadrzaja vode. U ekstraktima dobivenim primjenom UAE, ispitani parametri ne
pokazuju statisticki znacajan utjecaj na udio klorogenske kiseline (Tablica 28). U
ekstraktima dobivenim MCE, dodatak vode, vrijeme ekstrakcije i brzina kretanja kuglica (p
<0,0001; p=10,0002), kao i interakcije izmedu vremena ekstrakcije i brzine kretanja kuglica
(p = 0,0015), pokazaju statisticki zna¢ajan utjecaj na sadrzaj Kiseline. Iz ovoga se moze
vidjeti da se sadrzaj klorogenske kiseline povecao s ve¢om brzinom kretanja kuglica i S
veé¢im dodatkom vode (Tablica 30).

Na udio kofeinske kiseline dobivene mijeSanjem 1 zagrijavanjem statisticki znacajan
utjecaj imaju samo interakcije izmedu udjela vode i vremena ekstrakcije (p = 0,0167). Udio
kofeinske kiseline smanjuje se s povecanjem udjela vode (Tablica 26). U ekstraktima
dobivenim primjenom UAE, ispitani parametri ne pokazuju statisticki znacajan utjecaj na
udio kofeinske kiseline (Tablica 28). Udio vode pokazuju statisti¢ki znac¢ajan utjecaj na udio
kofeinske kiseline (p = 0,0002) u ekstraktima dobivenih MCE. Udio kofeinske kiseline
povecéavao se s povecanjem udjela vode (Tablica 30).

U ekstraktima dobivenim mijeSanjem i zagrijavanjem, udio vode, temperatura i vrijeme
ekstrakcije (p = 0,0003; p < 0,001; p = 0,0182), kao i interakcije izmedu temperature i
vremena ekstrakcije (p=0,0470) pokazali su statisticki znaCajan utjecaj na sadrzaj
neoklorogenske kiseline. Sukladno tome, sadrzaj neoklorogenske kiseline raste s
poveéanjem udjela vode i povecanjem temperature ekstrakcije (Tablica 26). U ekstraktima
dobivenim primjenom UAE, ispitani parametri ne pokazuju statisticki znacajan utjecaj na
udio neoklorogenske kiseline (Tablica 28). Osim toga, u ekstraktima dobivenim MCE, udio
vode (p < 0,0001), pokazuje statisti¢ki znacajan utjecaj na sadrzaj neoklorogenske kiseline.
Stoga je uoc¢eno da udio neoklorogenske kiseline raste s ve¢im dodatkom vode (Tablica 30).

Udio vode i temperatura (p < 0,0001; p = 0,0087), kao i interakcija izmedu udjela vode i
temperature i udjela vode i vremena ekstrakcije (p=0,0113; p=0,0047) pokazali su statisti¢ki
znacajan utjecaj na udio kafeoil-jabucne kiseline u ekstraktima dobivenim mijesanjem i
zagrijavanjem. Stoga je povecanje udjela vode i temperature dovelo do povecanja udjela
kafeoil-jabu¢ne kiseline u ekstraktu (Tablica 26). S druge strane, u slucaju ekstrakcije
pomoc¢u UAE, na udio kafeoil-jabucne kiseline u ekstraktu je statisticki znacajno utjecao
udio vode i vrijeme ekstrakcije (p = 0,0002; p = 0,0334), kao i interakcije izmedu udjela
vode i temperature te udjela vode i vremena ekstrakcije (p = 0,0149; p = 0,0464) pri ¢emu

je udio rastao s povecanjem udjela vode i vremena ekstrakcije (Tablica 28). Kod MCE, na
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udio kafeoil-jabuc¢ne kiseline u ekstraktu statisti¢ki je znacajno utjecao udio vode i brzina
kretanja kuglica, kao i interakcija izmedu udjela vode i vremena ekstrakcije (p = 0,002, p =
0,0118; p = 0,0438). Stoga povecanje udjela vode i brzine kretanja kuglica dovodi do
povecanja udjela kafeoil-jabu¢ne kiseline u ekstraktu (Tablica 30).

U ekstraktima dobivenim mije$anjem i zagrijavanjem, jedino je vrijeme ekstrakcije (p =0
,0003), pokazalo statisti¢ki znaCajan utjecaj na sadrzaj cikorinske kiseline (Tablica 26).
Sukladno tome, sadrzaj cikorinske Kiseline raste s povecanjem vremena ekstrakcije. U
ekstraktima dobivenim primjenom UAE i MCE, ispitani parametri ne pokazuju statisticki
znacajan utjecaj na udio cikorinske kiseline (Tablica 28 i 30).

Na udio sinapinske Kiseline dobivene mijeSanjem i zagrijavanjem statisticki znacajan
utjecaj imaju samo udio vode te interakcije izmedu udjela vode i temperature ekstrakcije (p
= 0,0134; p = 0,0240) (Tablica 26). Udio sinapinske kiseline povecavao se sa Smanjenjem
udjela vode. U ekstraktima dobivenim primjenom UAE, statisti¢ki znacajan utjecaj na udio
sinapinske Kiseline imaju temperatura i vrijeme ekstrakcije (p < 0,0001; p = 0,005), kao i
interakcije izmedu udjela vode i temperature te udjela vode i vremena ekstrakcije (p <
0,0001; p = 0,0415). Udio sinapinske kiseline se poveava sa Smanjenjem vremena
ekstrakcije i povecanjem temperature (Tablica 28). Udio vode, vrijeme ekstrakcije i brzina
kretanja kuglica (p = 0,0050; p = 0,0063; p = 0,0079) kao i interakcija izmedu udjela vode i
vremena ekstrakcije (p = 0,0208) pokazuju statisticki znacajan utjecaj na udio sinapinske
kiseline u ekstraktima dobivenih MCE. Udio sinapinske kiseline povecavao se se sa manjom
brzinom kretanja kuglica i manjim udjelom vode i duzim vremenom ekstrakcije (Tablica
30).

U ekstraktima dobivenim mijeSanjem i zagrijavanjem, udio vode, temperatura 1 vrijeme
ekstrakcije (p = 0,0231; p = 0,0319; p = 0,0184), kao i interakcije izmedu udjela vode i
temperature (p = 0,0010) pokazali su statisticki znacajan utjecaj na sadrzaj rutina (Tablica
26). Sukladno tome, sadrzaj rutina raste sa smanjenjem postotka vode i smanjenjem vremena
ekstrakcije te povecanjem temperature ekstrakcije. U ekstraktima dobivenim primjenom
UAE, svi ispitani parametri pokazuju statisticki znacajan utjecaj na udio rutina, odnosno
udio vode, temperatura i vrijeme ekstrakcije (p = 0,0175; p = 0,0248; p = 0,0040) pokazuju
statisticki znacCajan utjecaj (Tablica 28). Sukladno tome, sadrzaj rutina raste s pove¢anjem
postotka vode, povecanjem temperature i vremena ekstrakcije. Osim toga, u ekstraktima

dobivenim MCE, udio vode (p< 0,0001) i brzina kretanja kuglica (p=0,0079) pokazuju
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statistiCki znacajan utjecaj na udio rutina (Tablica 30). Uoceno je da udio rutina raste s
dodatkom vode i brzinom kretanja kuglica.

Koristeni modeli za cikorinsku kiselinu primjenom sve tri tehnike ekstrakcije nisu bili
statisticki znacajni (p=0,0649-0,8327). Takoder, modeli za klorogensku, kofeinsku i
neoklorogensku kiselinu primjenom UAE nisu bili statisticki znacajni (p = 0,1629; p =
0,1692; p = 0,0920). Svi ostali modeli za fenolne kiseline i tanine su bili statisticki zna¢ajni
(p<0,0001-0,0269) (Tablice 26, 28 i 30). Koficijenti korelacije za sve komponente i tehnike
ekstrakcije su se kretali u rasponu od 0,8048 do 0,9573. Prema navedenim podacima, vecina
dobivenih modela prikladna je za koriStenje u ekstrakciji fenolnih kiselina i rutina
primjenom DES15 s tri razlicite tehnike ekstrakcije.

Ovisno o koristenoj tehnici ekstrakcije, optimalni uvjeti ekstrakcije se razlikuju, kao i
ekstrahirane koli¢ine Zeljenih komponenti. Prema Tablici 31, moze se vidjeti da je za sve tri
tehnike optimalan dodatak vode razlicit, pri ¢emu je najmanji udio vode od 26,21 % potreban
za ekstrakciju mijeSanjem i zagrijavanjem, a najveci od 44,99 % za MCE. Dodatak vode od
50% najucinkovitiji je za ekstrakciju zeljenih komponenti primjenom UAE. Za razliku od
udjela vode, optimalna temperatura ekstrakcije od 70 °C bila je ista za ekstrakciju
mijeSanjem i zagrijavanjem, kao i za UAE. Optimalno vrijeme ekstrakcije je dulje za UAE
u usporebi sa mijeSanjem i zagrijavanjem. Za MCE, vremena ekstrakcije opCenito su niza,
pa ih je teSko usporediti s druge dvije tehnike, ali za postizanje vrlo slicnog udjela
komponenti kao s druge dvije tehnike bilo je potrebno 3,88 minuta. Prema pozeljnosti,
uocljivo je da se kreé¢e izmedu 0,873-0,933, Sto govori u prilog dobivenog modela i
optimalnih uvjeta. U prilog razvijenom modelu, dobivene koli¢ine fenolnih kiselina i rutina
bile su vrlo sliéne predvidenim vrijednostima. Prema literaturi, za ekstrakciju fenolnih
kiselina ukljuéujuci klorogensku i kofeinsku kiselinu iz Lonicerae japonicae flos optimalni
uvjeti postignuti s otapalom ChCI: butan-1,3-diol (1:2) su 1 g biljke u 9 mL otapala s 10 %
vode, 20 minuta i 60 °C [104], sto se razlikuje od nasih rezultata ponajvise u udjelu vode
kojeg je u naSem istrazivanju potrebno vise. Ekstrakcijom fenolnih kiselina sa otapalom
ChCl : jabucna kiselina (1 : 1) optimalni uvjeti su bili omjer kruto tekuce 1 : 57,5, 54 % vode
I 23,5 minuta [106]. U drugom istrazivanju gdje su takoder ekstrahirane fenolne kiseline i
rutin primjenom ChCl : glicerol (1 : 2) pokazano je kako je potreban omjer kruto tekuce od
1:20, udio vode od 20 %, 66 °C i 18 minuta [105], sto je sli¢nije nasim rezultatima. Prema
svemu navedenom, moze se zakljuciti da se optimalni uvjeti razlikuju ovisno o koriStenom

otapalu, biljnom materijalu i Zeljenim bioaktivnim komponentama.
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5.4.4. Odabir tehnike ekstrakcije i optimalnih uvjeta za ekstrakciju kanabinoida iz
industrijske konoplje

Nakon odabira hDES2 (mentol : octena kiselina (1 : 1)) kao optimalnog za ekstrakciju
kanabinoida iz industrijske konoplje, ispitan je utjecaj tri razlicite tehnike ekstrakcije. Za
usporedbu koristena je ekstrakcija mijesanjem i zagrijavanjem, UAE i MCE. Osim tehnike
ekstrakcije, ispitan je i utjecaj temperature i vremena ekstrakcije kod ekstrakcije primjenom
mijesanja i zagrijavanje i UAE (Tablica 32 i 34). Kod MCE, ispitan je utjecaj vremena i
brzine kretanja kuglica (Tablica 36).

Prema rezultatima u Tablicama 32, 34 i 36 vidljivo je da su najveci prinosi za sve
pojedina¢ne komponente, kao 1 njihov ukupan prinos, postignuti primjenom ekstrakcije
mijeSanjem 1 zagrijavanjem. Ipak, unato€ nizoj temperaturi i kraCem vremenu ekstrakcije, s
MCE su dobiveni rezultati vrlo sli¢ni rezultatima dobivenim drugim dvjema tehnikama.
Primjerice, primjenom MCE pri sobnoj temperaturi, kroz 3 minute i brzini kretanja kuglica
od 1,6 m/s je ekstrahirano gotovo isto CBD kao ekstrakcijom mijeSanjem i zagrijavanjem
pri 21,72 °C i 60 minuta. Primjenom ekstrakcije mijeSanjem i zagrijavanjem dobiven je
ekstrakt s najve¢im udjelom ukupnih kanabinoida pa je navedena tehnika ekstrakcije
koriStena za daljnju pripremu ekstrakata.

Udio CBD iznosio je 16,46 — 47,38 png/mg biljke u slu¢aju mijesanja i zagrijavanja; 20,17
— 31,45 pg/mg biljke primjenom UAE i 17,66 — 27,69 ng/mg biljke primjenom MCE, ovisno
o koristenim parametrima (Tablica 32, 34 i 36). Kod ekstrakcije CBD mijeSanjem i
zagrijavanjem nijedan od ispitivanih parametara nije pokazao statisticki znacajan utjecaj
(Tablica 33), kod UAE temperatura i interakcije izmedu temperature i vremena su pokazale
statisticki znacajan utjecaj (p<0,001; p<0,001) (Tablica 35) dok je kod MCE brzina kretanja
kuglica pokazala statisticki znacajan utjecaj (p=0,0377) (Tablica 37). Udio CBD u
ekstraktima dobivenima UAE se povecava s porastom temperature, a u ekstraktima
dobivenima MCE udio CBD raste sa smanjenjem brzine kretanja kuglica (Tablica 36).

Udio CBDA u ekstraktu dobivenom mijesanjem i zagrijavanjem varirao je u rasponu
54,60 — 131,25 pg/mg biljke, u ekstraktu dobivenom UAE u rasponu 72,32 — 99,48 png/mg
biljke i u ekstraktu dobivenom MCE u rasponu 70,17 — 101,76 png/mg biljke, ovisno o
koriStenim parametrima (Tablica 32, 34 i 36). Kod ekstrakcije CBDA mijeSanjem i

zagrijavanjem temperatura pokazuje statisticki znacajan utjecaj (p = 0,0356) (Tablica 33),
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kod UAE nijedan od ispitivanih parametara nije pokazao statisticki znacajan utjecaj (Tablica
35), dok je kod MCE brzina kretanja kuglica, vrijeme i interakcija izmedu vremena i brzine
kretanja kuglica pokazala statisti¢ki znacajan utjecaj (p = 0,0087; p = 0,0423, p = 0,0048)
(Tablica 36). Udio CBDA u ekstraktima dobivenima mijeSanjem i zagrijavanjem raste sa
porastom temperature, dok kod MCE udio CBDA raste s porastom vremena i smanjenjem
brzine kretanja kuglica.

Udio A9-THC u ekstraktu dobivenom mijeSanjem i zagrijavanjem varirao je u rasponu
54,60 — 131,25 pg/mg biljke, u ekstraktu dobivenom UAE u rasponu 72,32 — 99,48 pug/mg
biljke i primjenom MCE u rasponu od 70,17 — 101,76 pg/mg biljke, ovisno o koristenim
parametrima (Tablica 32, 34 1 36). Kod ekstrakcije A9-THC mijeSanjem i zagrijavanjem
temperatura pokazuje statisticki znacajan utjecaj (p = 0,0356) (Tablica 33), kod UAE nijedan
od ispitivanih parametara nije pokazao statisticki znacajan utjecaj (Tablica 35), dok je kod
MCE brzina kretanja kuglica pokazala statisticki znac¢ajan utjecaj (p = 0,0150) (Tablica 37).
Udio A9-THC u ekstraktima dobivenima mijeSanjem i zagrijavanjem raste sa porastom
temperature, a kod MCE raste sa smanjenjem brzine kretanja kuglica.

Udio A9-THCA u ckstraktima dobivenim mijeSanjem i zagrijavanjem varirao je u
rasponu 0,85 — 1,44 ng/mg biljke, u ekstraktima dobivenim UAE u rasponu 0,81 — 1,43
ng/mg biljke, a u ekstraktima dobivenim MCE u rasponu 0,64 — 0,94 ng/mg biljke, ovisno
o koriStenim parametrima (Tablica 32, 34 1 36). Kod ekstrakcije A9-THCA mijeSanjem 1
zagrijavanjem i primjenom ultrazvuka temperatura pokazuje statisti¢ki znacajan utjecaj (p
< 0,001; p=0,0188) (Tablica 33 i 34), dok je kod MCE brzina kretanja kuglica i vrijeme
ekstrakcije pokazalo statisti¢ki znacajan utjecaj (p = 0,0032; p = 0,0060) (Tablica 35). Udio
A9-THC u ekstraktima dobivenima mijeSanjem 1 zagrijavanjem i UAE raste sa porastom
temperature, dok kod MCE udio A9-THC raste s porastom vremena i smanjenjem brzine
kretanja kuglica.

Udio CBCA u ekstraktima dobivenim mijeSanjem i zagrijavanjem varirao je u rasponu
5,98-15,29 pg/mg biljke, u ekstraktima dobivenim UAE u rasponu 8,24 — 11,37 ng/mg
biljke, a u ekstraktima dobivenim MCE u rasponu 7,25 — 11,67 pg/mg biljke, ovisno o
koriStenim parametrima (Tablica 32, 34 1 36). Kod ekstrakcije CBCA mijeSanjem 1i
zagrijavanjem i primjenom ultrazvuka nijedan od ispitivanih parametara nije pokazao
statisticki znacajan utjecaj (Tablica 33 1 35), dok je kod MCE vrijeme ekstrakcije pokazalo
statisti¢ki znacajan utjecaj (p = 0,0031) (Tablica 37). Udio CBCA u ekstraktima dobivenima

primjenom MCE raste s porastom vremena.
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Udio CBC u ekstraktima dobivenim mijeSanjem i zagrijavanjem varirao je u rasponu
4,33-9,43 ng/mg biljke, u ekstraktima dobivenim UAE u rasponu 5,11 — 6,93 ug/mg biljke,
a u ekstraktima dobivenim MCE u rasponu 4,92 — 6,07 pg/mg biljke, ovisno o koriStenim
parametrima (Tablica 32, 34 i 36). Kod ekstrakcije CBC mijeSanjem i zagrijavanjem
temperatura pokazuje statisti¢ki znacajan utjecaj (p = 0,0162) (Tablica 33), kod UAE nijedan
od ispitivanih parametara nije pokazao statisticki znacajan utjecaj (Tablica 35), dok je kod
MCE vrijeme ekstrakcije i interakcija izmedu vremena i brzine kretanja kuglica pokazalo
statisticki znacajan utjecaj (p = 0,0068; p = 0,0344) (Tablica 37). Udio CBC u ekstraktima
dobivenima mijeSanjem 1 zagrijavanjem raste s porastom temperature, kod MCE raste s
porastom vremena ekstrakcije.

Prema dobivenim rezultatima (Tablica 33, 351 37) , moZe se vidjeti da su modeli za CBD,
CBDA, CBG, A9-THC, A9-THCA, CBCA i CBC bili statisticki znacajni (p< 0,0001-
0,0434). Modeli za CBG i CBN nisu statisticki znacajni (p= 0,0874-0,6568). Koficijenti
korelacije za sve komponente i tehnike ekstrakcije su se kretali u rasponu od 0,7319 do
0,9756. Prema navedenim podacima, dobiveni modeli prikladni su za koriStenje u ekstrakciji
odredenih kanabinoida primjenom hDES2 s tri razliCite tehnike ekstrakcije.

Ovisno o koristenoj tehnici ekstrakcije, optimalni uvjeti ekstrakcije se razlikuju, kao 1
ekstrahirane koli¢ine Zeljenih komponenti (Tablica 38). Optimalna temperatura ekstrakcije
od 70 °C bila je ista za ekstrakciju mijeSanjem 1 zagrijavanjem, kao i za ultrazvucno
potpomognutu ekstrakciju. Optimalno vrijeme ekstrakcije je dulje za ultrazvucno
potpomognutu ekstrakciju u odnosu na ekstrakciju mijeSanjem 1 zagrijavanjem. Za
mehanoekstrakciju, vremena ekstrakcije opéenito su niza, pa ih je teSko usporediti s druge
dvije tehnike. Prema poZeljnosti modela, uocljivo je da se kre¢e izmedu 0,514 10,986, §to
govori u prilog dobivenog modela i optimalnih uvjeta. U prilog razvijenom modelu,
ekstrahirane koli¢ine kanabinoida bile su vrlo sli¢ne predvidenim vrijednostima. Pregledom
literature ustanovljeno je da su kanabinoidi ekstrahirani i primjenom DES-ova i hDES-ova.
Optimalni uvjeti kod ekstrakcije primjenom otapala mentol:octena kiselina (1:1) su 20 mg
biljke u 0,8 mL otapala, 10 minuta i 30 °C [113], dok su kod otapala ChCI:(+)-dietil-L-
tartarat (1:1) optimalni uvjeti 1 g biljke u 24 mL otapala, 32 % vode (v/v), 55 minuta 1 48 °C
[114]. U odnosu na rezultate u literaturi, optimalni uvjeti u ovom radu pokazuju primjenu
viSe temperature i duzeg vremena ekstrakcije kao najpogodnijeg za maksimalni udio

kanabinoida u ekstraktu industrijske konoplje.
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5.4.5. Odabir tehnike ekstrakcije i optimalnih uvjeta za ekstrakciju kumarina iz lavande

Odabirom hDES2 (mentol : octena kiselina (1 : 1)) kao optimalnog za ekstrakciju
kumarina iz lavande, ispitan je utjecaj tri razliite tehnike ekstrakcije. Za usporedbu
koriStena je ekstrakcija mijeSanjem i zagrijavanjem, UAE i MCE pomoc¢u mlina s kuglicama.
Prema rezultatima, vidljivo je da su najveéi prinosi za obje komponente, postignuti
primjenom UAE. . Ipak, unato¢ nizoj temperaturi i kra¢em vremenu ekstrakcije, s MCE su
dobiveni rezultati vrlo sli¢ni rezultatima dobivenim drugim dvjema tehnikama. Primjerice,
primjenom MCE pri sobnoj temperaturi, kroz tri minute i brzini kretanja kuglica od tri m/s
je ekstrahiran gotovo isti udio herniarina kao ekstrakcijom mijeSanjem i zagrijavanjem te
UAE pri 50 °C i 45 minuta. Za umbeliferon je pokazano kako je gotovo isti udio ekstrahiran
primjenom MAE Kkroz tri minute i pri brzini kretanja kuglica od tri m/s i primjenom mijeSanja
1 zagrijavanja kroz 45 min pri 21,72 °C. Prema dobivenim rezultatima, primjenom UAE je
dobiven ekstrakt s najve¢im udjelom kumarina pa je navedena tehnika ekstrakcije koriStena
za pripremu ekstrakata za daljnje analize.

Udio umbeliferona iznosio je 0,46 — 1,51 pg/mL ekstrakta u sluaju mijesanja i
zagrijavanja; 0,36 — 2,65 pg/mL ekstrakta koristenjem UAE i 0,00 — 2,15 pg/mL ekstrakta
koristenjem MCE, ovisno o primjenjenim parametrima (Tablica 39, 41 i 43). Kod ekstrakcije
umbeliferona mijeSanjem 1 zagrijavanjem 1 primjenom UAE temperatura je pokazala
statisti¢ki znacajan utjecaj (p = 0,0016) (Tablica 40 i 42) dok je kod MCE brzina kretanja
kuglica pokazala statistic¢ki znacajan utjecaj (p = 0,0019) (Tablica 44). Udio umbeliferona u
ekstraktima dobivenima mijeSanjem i zagrijavanjem te primjenom UAE se povecava s
porastom temperature, a u ekstraktima dobivenima MCE udio raste sa pove¢anjem brzine
kretanja kuglica.

Udio herniarina u ekstraktu dobivenom mije$anjem i zagrijavanjem varira0 je U rasponu
4,88 — 13,48 png/mL ekstrakta, dobivenim UAE u rasponu 5,46 — 15,11 pg/mL ekstrakta i
primjenom MCE u rasponu 541 — 8,45 pg/mL ekstrakta, ovisno o primjenjenim
parametrima (Tablica 39, 41 i 43). Kod ekstrakcije herniarina nijedan parametar nije
pokazao statisti¢ki znacajan utjecaj primjenom sve tri tehnike ekstrakcije (Tablica 40, 42 i
44).

Model za umbeliferon je bio statisti¢ki znacajan za sve tri tehnike (p = 0,0113-0,0283),
dok modeli za herniarin nisu bili statisti¢ki znacajni (p = 0,2166-0,5204) (Tablica 40, 42 i

44). Koficijenti korelacije za umbeliferon primjenom sve tri tehnike ekstrakcije su se kretali
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u rasponu od 0,7824 do 0,8358. Prema navedenim podacima, dobiveni model za umbeliferon
prikladan je za koriStenje u ekstrakciji primjenom hDES2 s tri razlicite tehnike ekstrakcije.
Ovisno o koristenoj tehnici ekstrakcije, optimalni uvjeti ekstrakcije se razlikuju, kao i
ekstrahirane koli¢ine Zeljenih komponenti (Tablica 45). Optimalna temperatura ekstrakcije
od 70 °C i vrijeme ekstrakcije od 60 minuta bilo je isto za ekstrakciju mijeSanjem i
zagrijavanjem, kao i za UAE. Za MCE, vremena ekstrakcije op¢enito su niza, pa ih je tesko
usporediti s druge dvije tehnike. Prema pozeljnosti modela, uocljivo je da se krece izmedu
0,841-0,911, sto govori u prilog dobivenog modela i optimalnih uvjeta. U prilog razvijenom
modelu, unato¢ tome S§to za herniarin razvijeni modeli nisu statisti¢ki znacajni, dobivene
koli¢ine kumarina bile su vrlo slicne predvidenim vrijednostima. Pregledom literature
ustanovljeno je da su kumarini ekstrahirani primjenom DES-ova. Optimalni uvjeti kod
ekstrakcije primjenom otapala ChCl : mlije¢na kiselina : propan-1,3-diol (1 : 2 : 1) su omjer
kruto tekuée od 1 : 40, 20 minuta i 62 °C [115]. Za razliku od navedenog u literaturi,
optimalni uvjeti odredeni u ovom radu, odnosno uvjeti najpogodniji za dobivanje

maksimalnog udjela komponenti su visa temperatura (70 °C ) i dulje vrijeme (60 min).
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5.5. Usporedba uc¢inkovitosti DES-ova s konvencionalnim otapalima

Na biosintezu fitokemikalija u biljkama utje¢u mnogi ¢imbenici i to prije i nakon Zetve,
ukljucujuéi genetiku same biljke, poljoprivrednu praksu, ¢imbenike okoliSa (mikroklima,
lokacija, sezona rasta, tip tla i hranjive tvari), zrelost biljke, skladiStenje i preradu nakon
zetve. Svi ti parametri mogu znacajno utjecati na procese povezane s rastom i razvojem
biljaka, ¢ak i njihovu sposobnost sintetiziranja sekundarnih metabolita, $to na kraju dovodi
do promjene ukupnog fitokemijskog sastava [194]. Drugim rije¢ima, nijedna biljka neée
imati potpuno isti udio bioaktivnih komponenti, pa stoga pri usporedivanju rezultata s
literaturom, ¢ak i za istu biljnu vrstu treba biti pazljiv. Iz tog razloga, u ovom je radu na istim
biljkama provedena ekstrakcija s DES-ovima i konvencionalim otapalima kako bi se
usporedila ucinkovitost otapala. Za usporedbu rezultata primijenjena je ekstrakcije
mijeSanjem i zagrijavanjem, a Koristena su konvencionalna otapala: voda, smjese etanola i
vode u rasponu 30-70 % (v/v), etanol i metanol.

Za ekstrakciju karnosolne kiseline i karnosola iz kadulje, konvencionalna otapala su
manje uc¢inkovita u odnosu na DES15 pri optimalnim uvjetima. NajviSe karnosolne kiseline
je ekstrahirano primjenom etanola pri 50 °C kroz 90 min, a najvise karnosola primjenom 50
% etanola pri 50 °C kroz 90 min. Temperatura 1 vrijeme ekstrakcije pokazuju razlicit utjecaj
ovisno o upotrijebljenom otapalu, pa tako kod nekih otapala duljim vremenom ekstrakcije i
visom temperaturom dolazi do smanjenja udjela ekstrahirane karnosolne kiseline, dok se u
nekim sluc¢ajevima to ne uocava (Tablica 46). Usporeduju¢i s optimalnim uvjetima kod
ekstrakcije DES-ovima, vrijeme potrebno za dobivanje najveceg udjela karnosolne kiseline
I karnosola je jednako, dok je potrebna niza temperatura. Prema literaturi, za ekstrakciju
fenolnih diterpena, ukljucujuéi karnosolnu kiselinu i karnosol, najucinkovitije su vodene
otopine etanola ili metanol, pri ¢emu su primjeceni veci prinosi sa smanjenjem polarnosti
otapala [195].

Za ekstrakciju galne i elaginske kiseline te HT iz vrkute, konvencionalna otapala su manje
ucinkovita u odnosu na DESI15 pri optimalnim uvjetima. NajviSe galne kiseline je
ekstrahirano primjenom vode pri 30 °C kroz 90 min, najviSe elaginske kiseline je
ekstrahirano primjenom vode pri 70 °C kroz 30 min, a najviSe HT s 50 % etanolom pri 50
°C kroz 60 min. Kod vecine otapala ne uocava se utjecaj temperature i vremena ekstrakcije
na prinos galne kiseline.lznimka su voda i metanol gdje dolazi do pada udjela galne kiseline

s porastom temperature i vremena. Kod elaginske kiseline utjecaj temperature i vremena na
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prinos ovisi o koristenom otapalu. Za najpogodnije otapalo, vodu, uocava se porast udjela
elaginske kiseline u ekstraktu s porastom temperature i u kraéem vremenu ekstrakcije.
Utjecaj temperature i vremena ekstrakcije na prinos HT ovisi o koriStenom otapalu. Za
najpogodnije otapalo, 50 % etanol, ne uocava se utjecaj vremena ekstrakcije pri istoj
temperaturi, dok kod poviSene temperatura u ekstrakcijama provedenima u vremenu 30 i 90
minuta dolazi do porasta udjela HT (Tablica 47). Za ekstrakciju galne kiseline, elaginske
kiseline i HT primjenom konvencionalnih otapala potrebno je sli¢no vrijeme (68,2 minute)
i niza temperatura (30 °C) u udnosu na ekstrakciju DES-ovima. Prema literaturi, za
ekstrakciju galne kiseline iz biljnog materijala najpogodnije su se pokazale vodene otopine
etanola, s naglaskom na 70 % etanol [196, 197]. Za ekstrakciju elaginske kiseline, koja se
¢eSce ekstrahira iz voca 1 povréa nego iz biljnog materijala, koriSten je metanol, etanol :
dietileter : voda (8 : 1 :1) te metanol : dimetilformamid (1 : 1) [173, 198, 199]. Proizvodnja
komercijalne elaginske kiseline provodi se ekstrakcijom biljnog materijala bogatog
elaginskom kiselinom primjenom smjese kiseline i metanola kao otapala, nakon cega slijedi
hidroliza s koncentriranom HCI ili H2SO4 [200]. Za ekstrakciju tanina koriste se razlicita
otapala, kao Sto su se voda ili voda u kombinaciji s drugim otapalima poput metanola,
etanola, acetona i NaOH [201].

Za ekstrakciju klorogenske, neoklorogenske, kafeoil-jabucne kiseline i rutina iz koprive
konvencionalna otapala su se pokazala u¢inkovitija u odnosu na DES-ove. S druge strane,
za ekstrakciju kofeinske i sinapinske kiseline su se DES-ovi pokazali u¢inkovitiji. Najvise
neoklorogenske i sinapinske kiseline ekstrahirano je primjenom vode, i to za neoklorogensku
kiselinu pri 70 °C kroz 90 min i sinapinsku kiselinu pri 30 °C kroz 30 min. Za klorogensku
kiselinu i rutin najpogodnije otapalo je bilo 50 % etanol, i to za klorogensku kiselinu pri 50
°C kroz 60 min, a za rutin pri 70 °C kroz 30 minuta. Za kofeinsku kiselinu je najpogodnije
otapalo 70 % etanol pri 70 °C kroz 90 min. Za sve komponente utjecaj temperature i vremena
ekstrakcije je specifican za samo otapalo, odnosno ne moze se ustanoviti neki op¢i trend.
Primjerice, za ekstrakciju klorogenske kiseline sa 50 % etanolom i kafeoiljabucne kiseline
sa 30 % etanolom kao najpogodnijim otapalima, primjeéuje se porast udjela ekstrahiranih
komponenata s vremenom ekstrakcije pri 30 °C, dok se pri 50 1 70 °C uocava pad u udjelu
kiselina s vremenom ekstrakcije. Za ekstrakciju kofeinske kiseline sa 70 % etanolom i
neoklorogenske kiseline sa vodom primjecuje se pad udjela ekstrahiranih komponenti s
vremenom ekstrakcije pri 30 °C, dok se pri 50 1 70 °C uocava porast u udjelu kiselina s

vremenom ekstrakcije. Kod sinapinske kiseline su vrijednosti dobivene pri razli¢itim
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uvjetima temperature i vremena vrlo sli¢ne, pa je teSko pratiti utjecaj tih parametara. Za
ekstrakciju rutina primjenom 50 % etanola kao najpogodnijeg otapala pri 30 i 50 °C se
uocava pad u udjelu rutina s vremenom, dok je pri 70 °C maksimalan udio rutina postignut
za 60 minuta (Tablica 48). Usporedujuci s optimalnim uvjetima kod ekstrakcije DES-ovima,
rezultati su za odredene komponente vrlo sli¢ni, dok za neke odstupaju. U svakom slucaju
ekstrakcija DES-ovima pri optimalnim uvjetima je krac¢a, odnosno 30 minuta, dok je
temperatura visa, odnosno 70 °C, §to su uvjeti koji su potrebni i za odredene komponente
(klorogenska, kofeinska, rutin) prilikom ekstrakcije konvencionalnim otapalima. Prema
literaturi, za ekstrakciju fenolnih kiselina i flavonoida najcesce se koriste vodene otopine
etanola i metanola. Prema provedenim istrazivanjima, za ekstrakciju klorogenske i
neoklorogenske kiseline najpogodnije se pokazala voda te vodene otopine etanola i
metanola, kao §to je 30 % etanol te 70 i 80 % metanol [202]. Za ekstrakciju kofeinske
kiseline iz biljnog materijala najpogodnija otapala su bila metanol (41 i 85 %) te 50 % etanol
[203, 204]. Za ekstrakciju sinapinske kiseline najceS¢e se koriste vodene otopine etanola
(najcesce 70 %) 1 metanola, pri ¢emu se u etanolne otopine dodaju i puferi kako bi se odrzao
pH otapala odgovaraju¢im za ekstrakciju [205, 206]. Za ekstrakciju rutina najcesce se koriste
etanol i metanol, odnosno 40 — 95 % vodene otopine etanola i metanola [207].

Za ekstrakciju CBD, CBDA, CBG, CBGA i THC hDES-ovi su u¢inkovitiji u odnosu na
konvencionalna otapala, dok su za ekstrakciju THCA i CBCA ucinkovitija konvencionalna
otapala. NajviSe CBD ekstrahirano je primjenom 30 % etanola pri 70 °C kroz 90 minuta,
najviSe CBDA 1 CBG primjenom etanola pri 70 °C kroz 30 minuta, najviSe CBGA
primjenom etanola pri 30 °C kroz 60 minuta, najvise THC primjenom 50 % etanola pri 0
°C kroz 60 minuta, najvise THCA primjenom 70 % etanola pri 30 °C kroz 30 minuta i najvise
CBC primjenom 50 % etanola pri 70 °C kroz 60 minuta. S obzirom da iz kiselinskih oblika
kanabinoida toplinskom dekarboksilacijom nastaju neutralni oblici, ne ¢udi da dobiveni
rezultati pokazuju da je za kiselinske oblike pogodnija niza temperatura ili krac¢e vrijeme
ekstrakcije, dok je za neutralne oblike pogodnija viSa temperatura i duze vrijeme ekstrakcije
(Tablica 49). S obzirom da se kod ekstrakcije hDES-ovima ne uocava tako znacajan utjecaj
parametara ekstrakcije na udio komponenti kao kod konvencionalnih otapala, optimalni
uvjeti su pri visokoj temperaturi (70 °C) kroz 60 minuta, $to odgovara uvjetima za
ekstrakciju neutralnih oblika konvencionalnim otapalima. Za ekstrakciju kanabinoida,
najpogodniji su se pokazali etanol i metanol s obzirom na njihovu sposobnost otapanja,

relativno nisku cijenu i $to je jo$ vaznije, nizu tocku vrenja. Kod pripreme proizvoda za
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medicinske ili dijetetske primjene, etanol je pozeljnije otapalo od metanola zbog manje
toksi¢nosti. Uz alhohole, vrlo ¢esto se spominje i1 ekstrakcija primjenom heksana kao
pogodna za ekstrakciju kanabinoida [208].

Za ekstrakciju umbeliferona i herniarina konvencionalna otapala su u¢inkovitija u odnosu
na hDES-ove. Najvise umbeliferona je ekstrahirano primjenom vode pri 30 °C kroz 30 min,
a najviSe herniarina s 50 % etanolom pri 70 °C kroz 30 min. Temperatura i vrijeme
ekstrakcije pokazuju razli¢it utjecaj ovisno o upotrijebljenom otapalu, pa je tako primjerice
najve¢i udio umbeliferona detektiran u ekstraktima dobivenima pri 60 minuta neovisno o
temperaturi, dok je za ekstrakciju herniarina s 50 % etanolom primjecen porast udjela
herniarina s porastom temperature i kra¢im vremenom ekstrakcije (Tablica 50).
Usporeduju¢i s optimalnim uvjetima kod ekstrakcije hDES-ovima, vrijeme potrebno za
dobivanje najveceg udjela komponenti je duze za hDES-ove nego za konvencionalna
otapala, dok je temperatura pri kojoj se provodi ekstrakcija ista, 70 °C. Prema literaturi, za
ekstrakciju herniarina i umbeliferona, naju¢inkovitije su vodene otopine etanola ili metanola,

s naglaskom na 50 % etanol [209].

5.6. Utjecaj vrste i fizikalno-kemijskih karakteristika makroporoznih smola i desorbensa na

udio bioaktivnih komponenti

Jedan od nedostataka primjene DES-ova u ekstrakciji fenolnih komponenti je izolacija
Zeljenih komponenti iz DES ekstrakata, budu¢i da navedena otapala imaju zanemariv tlak
pare i dobro se mijeSaju s vodom [6,7]. Takoder, "problem" lezi u paradoksu izmedu
ucinkovitosti ekstrakcije s jedne strane i stope oporavka s druge strane s obzirom da veca
sposobnost ekstrakcije znaci bolju interakciju izmedu ciljanih spojeva 1 koriStenih otapala,
Sto rezultira teZim razdvajanjem Zeljenih spojeva od otapala. Upravo stoga je predloZzeno
nekoliko metoda za dobivanje izolaciju Zeljenih komponenti iz DES ekstrakata, kao §to je
primjena antiotapala, makroporoznih smola, rekristalizacije i povratne ekstrakcije [102,
128]. Posljednjih se godina sve vise koriste makroporozne smole za procis¢avanje ekstrakta
I izolaciju komponenata iz biljaka i biljnih ekstrakata jer su se pokazale ucinkovite i
prakti¢ne za rad [209]. U usporedbi s drugim metodama, prednosti primjene makroporoznih
smola ukljucuju nisku cijenu, jednostavan postupak i visoku ucinkovitost [211-213].

Ove prednosti ¢ine makroporozne smole uspjeSnima u izolaciji i pro€¢iS¢avanju razlicitih

vrsta bioaktivnih komponenti, kao $to su saponini [211,212], izoflavoni [213] i antocijanini
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[214]. Sposobnosti adsorpcije i desorpcije makroporoznih smola ovise o strukturi same
smole i ciljanih spojeva. Zbog kemijske strukture kao i razliCite polarnosti, veliCine Cestica,
specifi¢ne povrsine i promjera pora razlicitih vrsta makroporoznih smola, tesko je procijeniti
njihovu adsorpcijsku sposobnost za zeljene spojeve. Stoga, kako bi se odredila najbolja
smola kao i otapalo za desorpciju bioaktivnih komponenti, ispitivanje je provedeno s
razli¢itim smolama i otapalima. Prema materijalu, smole se mogu podijeliti na nepolarne
makroporozne smole, na bazi polimera stirena i divinilbenzena; umjereno polarne
makroporozne smole, od poliakrilatnih polimera i multifunkcionalnih metakrilata koji se
koriste kao sredstva za umrezavanje i polarne makroporozne smole koje u svom sastavu
uglavnom sadrze sumpor, kisik i amidne skupine. Ove prednosti ¢ine makroporozne smole
uspjesnima u izolaciji 1 pro¢is¢avanju razli¢itih vrsta bioaktivnih komponenti, kao $to su
saponini [211, 212], izoflavoni [213] i antocijanini [214]. Sposobnosti adsorpcije i
desorpcije makroporoznih smola ovise o strukturi same smole i ciljanih spojeva. Zbog
kemijske strukture kao i razliCite polarnosti, veliine Cestica, specificne povrSine i promjera
pora razliitih vrsta makroporoznih smola, teSko je procijeniti njihovu adsorpcijsku
sposobnost za Zeljene spojeve.

U procesu adsorpcije postizu se interakcije izmedu adsorbensa 1 spoja, kao 1 interakcije s
otapalom [215]. Proces adsorpcije fenolnih spojeva na razli¢itim makroporoznim smolama
postiZe se najces¢e van der Waalsovim silama ili vodikovom vezom izmedu komponenti i
smole [216]. Prema literaturi [162] kapacitet adsorpcije ovisi o kemijskim 1 fizickim
svojstvima smole, kao §to su interakcije izmedu smola i komponenti, povrsinska polarnost,
veli¢ina Cestica 1 povrSina makroporoznih smola.

Kao $to se moze vidjeti iz Tablice 51, sve koriStene makroporozne smole pokazale su
slicna adsorpcijska ponaSanja 1 adsorpcijske kapacitete za karnosolnu kiselinu 1 karnosol.
PovrSina Cestica, radijus pora 1 povrSina ispitanith smola su razli¢iti, a buduc¢i da su
adsorpcijski kapaciteti 1 prinos svih smola sli¢ni za karnosolnu kiselinu i karnosol moze se
zakljuciti da navedene karakteristike ne igraju znacajnu ulogu. Gledajuéi desorpciju,
XAD7HP i HP2MG bile su najué¢inkovitije smole s povr§inom u rasponu od 470-500 m?/g,
veli¢inom &estica 350 — 500 um i radijusom pora 170-5500 A. Za galnu kiselinu adsorpcijski
kapacitet je najvisi za smolu HP2MG, a adsorpcijski prinos za smolu HP20 (Tablica 52).
Navedene smole imaju povrsinu u rasponu od 470-600 m?%/g, §to govori u prilog da je za
galnu kiselinu navedena povrsina smola najpogodnija. Veli¢ina ¢estica navedenih smola je

u rasponu od 250 do 350 pm, §to znaci da je ta veliina Cestica smola pogodna za adsorpciju
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galne kiseline. Za navedene smole, radijus pora je 170-260 A §to nam govori o
najprikladnijem radijusu za adsorpciju galne kiseline. Za desorpciju najpogodnija smola je
HP2MG, $to znaci da su iste fizikalno-kemijske karakteristike smola potrebne i za adsorpciju
i desorpciju galne kiseline. Kod elaginske kiseline se ne uocava razlika u adsorpcijskom
kapacitetu i1 prinosu kao 1 u desorpcijskom prinosu, odnosno tip smole i povrsina smola ne
igra ulogu u adsorpciji (Tablica 52). Kod HT su sa svim smolama postignuti sli¢ni rezultati
za adsorpcijski kapacitet 1 prinos, ali najveci kapacitet je postignut sa smolom XAD16N, a
najvedi prinos s HP21 (Tablica 52). Veli€ina Cestica za te dvije smole je razli¢ita, pa prema
tome ne igra ulogu u adsorpciji HT, dok je prikladan raspon povrsine 570-800 m?/g i radijus
pora 80-150 A. Za desorpciju HT iste smole se pokazuju najpogodnijim, §to zna¢i da isti
parametri utjeCu i na proces desorpcije HT u prikladno otapalo. Za kofeinsku, klorogensku i
kafeoil-jabu¢nu kiselinu najveci adsorpcijski kapacitet i prinos (Tablica 53) je postignut sa
smolom HP2MG sa manjom povrSinom i veli¢inom ¢estica te srednjim radijusom pora. Za
desorpciju kofeinske kiseline najpogodnija smola je XAD7HP, a za klorogensku kiselinu
HP20 1 HP21 $to govori o razli¢itim parametrima potrebnima za desorpciju u odnosu na
adsorpciju. Kod kafeoil-jabuc¢ne kiseline se ne uocava razlika u desorpcijskom prinosu smola
Sto znac¢i da ovi fizikalno-kemijski parametri ne utjeCu na desorpciju (Tablica 54). Za
neoklorogensku kiselinu najveci adsorpcijski kapacitet i prinos je postignut sa smolama
XADI16N, HP21 i HP2MG ¢ija se povrsina zna¢ajno razlikuje, pa prema tome povrsina ne
utjeCe na adsorpciju neoklorogenske kiseline (Tablica 53). Kod neoklorogenske kiseline se
ne uocava razlika u desorpcijskom prinosu smola §to ukazuje na to da ovi fizikalno-kemijski
parametri ne utjecu na desorpciju (Tablica 54). Za sinapinsku kiselinu najvec¢i adsorpcijski
kapacitet i prinos je postignut sa smolom XAD16N, dok je sa ostalim smolamaa postignut
znacajno nizi adsorpcijski kapacitet 1 prinos (Tablica 53). Navedena smola ima veliku
povrSinu 1 veliCinu Cestica sa srednjim radijusom pora Sto je potrebno za adsorpciju
sinapinske kiseline. Za cikorinsku kiselinu najveéi adsorpcijski kapacitet i prinos je
postignut sa smolama HP2MG i HP20 &ija povrsina je u rasponu 470-600 m?/g, veli¢ina
Cestica u rasponu 250 - 350 um i radijus pora od 170-260 A (Tablica 53). S obzirom da se u
tom rasponu nalaze i druge smole koje se nisu pokazale uc¢inkovitima u adsorpciji, ne moze
se govoriti o utjecaju navedenih parametara. Za rutin su najvec¢i adsorpcijski kapacitet 1
prinos postignuti sa smolama HP20, XAD7HP 1 XAD16N koje imaju razlicite fizikalno-
kemijske karakteristike (Tablica 53). Za desorpciju rutina najprikladnija smola je XAD7HP
koja je bila prikladna i za proces adsorpcije (Tablica 54). Za CBD, CBDA, CBGA, CBC i
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CBDVA najveci adsorpcijski kapacitet i prinos je postignut sa smolom HP21 ¢ija je veli¢ina
Zestica i radijus pora najmanji od ispitanih smola (Tablica 55). Sto se ti¢e desorpcije, ne
uocava se razlika izmedu koriStenih smola za CBD, CBDA i CBGA, §to znac¢i da na
desorpciju ne utjeCu navedene fizikalno-kemijske karakteristike smola (Tablica 56).
Primjenom smola nije doslo do desorpcije CBDVA u otapalo. Za CBC najpogodnije smole
za desorpciju su XADI6N 1 HP21. Za CBG i CBCA najveci adsorpcijski kapacitet 1 prinos
je postignut sa smolama XAD16N i HP20 koje imaju veliku povrSinu i srednji radijus pora
(Tablica 55). Velicina Cestica je jako razlicita za dvije najpogodnije smole tako da veli¢ina
ne igra ulogu u adsorpciji. Primjenom smola CBG se nije desorbirao u otapalo, dok se za
CBCA ne uocava razlika ovisno o koriStenoj smoli. Za adsorpcijski kapacitet i prinos za
THCA i THC najpogodnija smola je XAD16N, dok je sa ostalim smolama postignut daleko
nizi adsorpcijski kapacitet i desorpcijski prinos. Navedena smola je smola sa najveCom
povrSinom i veli¢inom Cestica od ispitanih smola, $to znaci da je za adsorpciju THCA i THC
potrebna veca povrsina i veli€ina Cestica (Tablica 55). Za desorpciju THC i THCA ne uocava
se razlika izmedu upotrijebljenih smola, $to znaci da praceni fizikalno-kemijski parametri
ne utje¢u na desorpciju (Tablica 56). Za adsorpciju umbeliferona najveéi kapacitet i prinos
je postignut sa smolom HP20, pri ¢emu je sljedeca najpogodnija smola HP2MG dok je za
adsorpciju umbeliferona najpogodnija HP2MG, pa potom HP20 (Tablica 57). Navedene
smole imaju srednju povrsSinu, veliinu Cestica i radijus pora, §to znaci da je za adsorpciju
umbeliferona najpogodnija povrsina u rasponu od 470 do 600 m?/g, veli¢ina Sestica 250 do
350 um i radijus pora od 170-260 A. Ipak, vazno je napomenuti da se u tom rasponu
parametara nalaze 1 druge smole, pa je teSko donijeti zakljuCak o utjecaju odredenih
parametara. Za desorpciju umbeliferona ne uo€ava se razlika u desorpcijskom prinosu smola
Sto znaci da ovi fizikalno-kemijski parametri ne utjecu na desorpciju, dok su za desorpciju
umbeliferona najpogodnije smole XAD7HP i HP2MG (Tablica 57).

Sto se ti¢e polarnosti, ovisno o komponenti, odabire se odgovaraju¢a makroporozna
smola na nacin da se za jako polarne komponente koriste umjereno polarne smole, dok su za
slabo polarne komponente koriste nepolarne smole. Takoder, pokazano je kako se i jako
polarne komponente mogu adsorbirati na slabo polarne i nepolarne smole s odgovaraju¢om
veli¢inom Cestica, specificnom povr$inom i prosje¢nim promjerom pora [217]. S obzirom
da zeljene komponente posjeduju hidroksilne, karboksilne skupine i kateholni dio, koriStene
su i umjereno polarne i nepolarne smole. Buducéi da je za karnosolnu Kiselinu i elaginsku

kiselinu postignut isti ili gotovo isti adsorpcijski kapacitet i prinos sa svim smolama, moze
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se zakljuciti da polarnost smola ne utjeée na adsorpciju navedenih kiselina. Za galnu kiselinu
najpogodnije smole za adsorpciju su slabo do srednje polarne, dok su za HT najpogodnije
nepolarne smole. Za kofeinsku, klorogensku i kafeoil-jabu¢nu kiselinu najpogodnije su
srednje polarne do polarne smole. Za neoklorogensku kiselinu najpogodnije se pokazuju
nepolarne do srednje polarne smole. Za sinapinsku kiselinu najpogodnija je nepolarna smola,
dok su za cikorinsku kiselinu najpogodnije slabo do srednje polarne. Za adsorpciju rutina se
pokazao pogodan raspon polarnosti od nepolarnog do polarnog $to govori da polarnost
makroporoznih smola nije znacajan parametar za adsorpciju rutina. Za adsorpciju CBD,
CBDA, CBGA, CBC i CBDVA, THC i THCA najpogodnija je nepolarna smola dok su za
adsorpciju CBG i CBCA najpogodnije nepolarne do slabo polarne smole. Za adsorpciju
umbeliferona i herniarina najpogodnije su slabo do srednje polarne smole. Kod nepolarnih
do slabo polarnih polistirenskih adsorbensa dodatna adsorpcijska svojstva ukljuéuju n-m
interakcije izmedu benzenskog prstena smola i komponenata, dok se u polimetakrilnim
adsorbensima stvaraju vodikove veze izmedu skupina smola i komponenata [162, 216, 217].
Prema tome, kod komponenta koje se bolje adsorbiraju na polistirenske smole dolazi do n-n
interakcije izmedu benzenskog prstena smola i komponenata $to ukljucuje HT i veéinu
kanabinoida, dok kod ostalih komponenti kao §to su fenolne kiseline dolazi do stvaranja
vodikovih veza izmedu skupina smola i komponenata. Kod komponenata gdje se ne uocava
razlika izmedu adsorpcije s polarnim i nepolarnim smolama, postoji moguénost da se u oba
sluc¢aja, iako su veze razlicite, stvore dovoljno jake veze izmedu skupina smole 1 skupina
Zeljenih komponenti. Prema svemu navedenom, ucinak makroporoznih smola moZe se
povezati sa sinergijskim ucincima kemijskih 1 fizikalnih svojstava smola.

Proces desorpcije bioaktivnih komponenti s makroporoznih smola predstavlja
kompeticiju medumolekulskih sila adsorpcije i otapanja u otapalu. Kod odredenih
kompoenti, kao $to su elaginska kiselina, neoklorogenska kiselina, kafeoil-jabucna kiselina,
sinapinska kiselina, cikorinska kiselina, umbeliferon i vec¢ina kanabinoida ne uocava se
razlika u desorpcijskom prinosu izmedu smola, $to zna¢i da se veze postignute i sa
nepolarnim 1 polarnim smolama jednako kidaju u procesu desorpcije. Najveci desorpcijski
prinos za karnosolnu kiselinu i karnosol pokazuje smola XAD7HP, a potom HP2MG dok su
kod ostalih smola desorpcijski kapaciteti nizi. S obzirom da su navedene smole polarne kod
kojih dolazi do vodikovih veza, moze se zakljuciti da ¢vrstoca vezanja utjece na desorpciju.
Prema rezultatima, kod makroporoznih smola koje sadrze metakrilat i akrilat, karnosolna

kiselina i karnosol se lakse otpustaju, $to ukazuje na slabiju interakciju izmedu otopljene
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tvari i adsorpcijskog materijala. Najve¢i desorpcijski prinosi za HT su postignuti pomocu
smola XADI16N, HP21 i HP20 sto su nepolarne do slabo polarne polistirenske smole kod
kojih dolazi do m-m interakcije izmedu benzenskog prstena smola i komponenata. Prema
tome, navedene interakcije izmedu smola i komponenti su slabije i HT se lakSe otpustaju u
otapalo. Najveci desorpcijski prinosi za kofeinsku Kkiselinu i rutin su sa smolom XAD7H
koja je polarna smola kod koje dolazi do stvaranja vodikovih veza. Prema tome, kofeinska
kiselina i rutin se lakse otpustaju sa polarne smole, sto ukazuje na slabiju interakciju izmedu
otopljene tvari i adsorpcijskog materijala. Za klorogensku kiselinu najveci desorpcijski
prinosi su postignuti sa nepolarnim polistirenskim smolama (HP20 i HP21), kao i CBC
(XAD16N, HP20) sto govori u prilog slabijim n-n interakcijama pri ¢emu se klorogenska
kiselina i CBC lako otpustaju u otapalo.

Nacelo na kojem se temelji izolacija primjenom makroporozne smole je adsorpcija tvari
iz smjese na smolu, koja se potom ispire pogodnim otapalom kako bi se uklonile adsorbirane
komponente. Upravo zato je eluent ili desorbens vazan ¢imbenik tijekom procesa odvajanja,
a samoj odrzivosti procesa pridonosi i upotreba GRAS (eng. Generally Recognised As Safe)
otapala. Za desorpciju karnosolne kiseline i karnosola iz ekstrakta kadulje sa DES15 s 10%
vode najpogodnijim se pokazao etanol sa desorpcijskim prinosom od 47,47 % i 47,08 %
(Tablica 51). Za desorpciju galne kiseline, elaginske kiseline i HT iz ekstrakta vrkute sa
DESL1 s 50% vode najpogodnijim se pokazao 70 % etanol sa desorpcijskim prinosom od
49,02 % za galnu kiselinu, 51,77 % za elaginsku kiselinu i 84,20 % za HT (Tablica 52). Za
desorpciju kofeinske kiseline, klorogenske Kkiseline, neoklorogenske kiseline, kafeoil-
jabuéne kiseline, sinapinske kiseline, cikorinske kiseline i rutina iz ekstrakta koprive s
DES15 s 34 % vode najpogodnijim se pokazao 70 % etanol s desorpcijskim prinosima od
57,28 % za kofeinsku kiselinu, 53,31 % za klorogensku kiselinu, 81,56 % za neoklorogensku
kiselinu, 79,08 % za kafeoil-jabu¢nu kiselinu, i cikorinsku Kiselinu te 92,65 % za rutin
(Tablica 53). Za desorpciju kanabinoida iz ekstrakta industrijske konoplje s hDES2
najpogodnijim se pokazao etanol s desorpcijskim prinosima od 79,31 % za CBD, 56,39 %
za CBDA, 45,85 % za CBGA, 45,44 % za THC, 43,17 % za THCA, 47,54 % za CBCA,
70,90 % za CBC (Tablica 54). Za desorpciju umbeliferona i herniarina iz ekstrakta lavande
s hDES2 najpogodnijim se pokazao DMSO pri ¢emu su desorpcijski prinosi 25,52 % za
umbeliferon i 89,74 % za herniarin (Tablica 55).

Prema svim dobivenim rezultatima, za daljnja ispitivanja za ekstrakt kadulje odabrana je

smola XAD7HP sa etanolom, za ekstrakt vrkute smola XAD16N s 70% etanolom, za
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ekstrakt koprive smola XAD7HP s 70% etanolom, za ekstrakt industrijske konoplje smola
HP21 s etanolom i za lavandu smola XAD7HP sa DMSO kao desorbensom. Primjenom istih
smola, pokazano je kako su XAD7HP i HP20, unato¢ razli¢itim fizikalno-kemijskim
svojstvima bile u¢inkovite u proc¢iséavanju ruzmarinske kiseline i fenola iz ekstrakta biljke
Rabdosia serra [217]. U slucaju ekstrakcije fenolnih komponenti iz biljke jobove suze (Coix
lacryma-jobi) smole XAD7HP, HP20 i HP2MG se ne pokazuju pogodnima, pogodnije su
smole XAD16N, SP-207 i SP-825 koje nisu koristene u ovom radu [162].

5.7. Utjecaj vremena adsorpcije i desorpcije te volumena desorbensa na udio bioaktivnih

komponenti

Nakon odabira smole i odgovarajuceg otapala promatran je adsorpcijski i desorpcijski
kapacitet za smole u razdoblju 60-360 min kako bi se odredilo najpogodnije vrijeme
adsorpcije 1 desorpcije, odnosno vrijeme pri kojem se najvec¢i udio komponenti adsorbira na
smolu, odnosno desorbira u odabrano otapalo.

Kao §to se moze uociti na Slici 30, nije bilo razlike u prinosu karnosolne kiseline i
karnosola povec¢anjem vremena adsorpcije i desorpcije. Stovise, blagi pad dobivenog udjela
za obje komponente moZe se uociti s pove¢anjem vremena adsorpcije i desorpcije, Sto moze
biti posljedica razgradnje komponenti zbog duljeg razdoblja izlaganja kisiku i svjetlu pri
sobnoj temperaturi [218]. Stoga je postotak komponenata gotovo potpuno neovisan o
vremenu adsorpcije i desorpcije, pa je za adsorpciju i desorpciju odabrano vrijeme od 60
minuta. Smanjenje vremena adsorpcije i desorpcije ne samo da smanjuje vrijeme izlaganja
uzorka svjetlu, zraku 1 sobnoj temperaturi, ve¢ takoder smanjuje potro$nju energije, Sto je
vazno za odrzivost procesa. Za razliku od vremena desorpcije, koje ne utjee na poveéanje
koli¢ine karnosolne kiseline i karnosola, volumen otapala utjeCe na koli¢inu aktivnih
komponenti u uzorku. Povecanjem volumena etanola kao desorbensa raste i desorpcijski
prinos za obje komponente. Dakle, volumen desorbensa je klju¢ni parametar za desorpciju,
pri cemu se s volumenom od 10 mL etanola ostvaruje najveci desorpcijski prinos (Slika 31).

Na adsorpcijski i desorpcijski prinos galne kiseline, elaginske kiseline i HT utjece vrijeme
adsorpcije i desorpcije. Za desorpciju galne kiseline najveci desorpcijski prinos je postignut
za vrijeme desorpcije od 720 minuta. Za elaginsku kiselinu i HT najve¢i udio ostvaren je za
vrijeme desorpcije od 480 minuta, nakon ¢ega slijedi pad prinosa, pa potom ponovno porast
za desorpcijslo vrijeme od 720 minuta, te ponovno pad prinosa elaginske kiseline i HT (Slika

32). Prema tome, za ispitivanje utjecaja volumena otapala je izabrano vrijeme adsorpcije od
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60 min i desorpcije od 720 minuta. Uz utjecaj vremena adsorpcije i desorpcije, uocava se i
utjecaj volumena 70 % etanola na udio galne kiseline, elaginske kiseline i HT. Prema
rezultatima, kod galne i elaginske kiseline uocava se porast u desorpciji do 7,5 mL 70 %
etanola, nakon ¢ega dolazi do pada dok se za HT uocava najveci desorpcijski prinos sa 10
mL etanola (Slika 33).

Utjecaj vremena adsorpcije i desorpcije na prinose je vidljiv i kod fenolnih kiselina i
rutina iz ekstrakta koprive (Slika 34). Za kofeinsku, kafeoil-jabu¢nu i klorogensku kiselinu
je primjecen porast u adsorpcijskom prinosu sa porastom vremena, pa je tako najveci prinos
zabiljezen kod vremena adsorpcije od 360 min. Kod rutina i sinapinske kiseline je najveci
adsorpcijski prinos zamijecen za vrijeme adsorpcije od 120 minuta pri ¢emu je kod rutina taj
prinos sli¢an sve do 360 minuta, dok kod sinapinske kiseline dolazi do pada, pa ponovno do
porasta adsorpcijskog prinosa na 360 minuta. Za cikorinsku kiselinu je najveéi adsorpcijski
prinos postignut na 180 minuta adsorpcije, dok je za neoklorogensku na 240 minuta
adsorpcije. Takoder, i najpogodnija vremena desorpcije se razlikuju ovisno o komponentama
pa je tako za kofeinsku, neoklorogensku i sinapinsku kiselinu najveéi prinos desorpcije
zabiljezen na 300 minuta. Za kafeoil-jabucnu i cikorinsku kiselinu najveci desorpcijski
prinos je zamijecen na 600 minuta, dok je za rutin i klorogensku kiselinu primjecen najveci
desorpcijski prinos ve¢ na 60 min nakon ¢ega za rutin dolazi do pada pa ponovnog porasta
u prinosu na 900 minuta, a za klorogensku kiselinu su rezultati sli¢ni do kraja desorpcije.
Prema navedenom, za ispitivanje utjecaja volumena odabrano je vrijeme adsorpcije od 360
minuta i vrijeme desorpcije od 300 minuta. Promjena volumena 70 % etanola kao desorbensa
za DES15 ekstrakt koprive je utjecala na udio fenolnih kiselina i rutina. Za sve ispitivane
komponente je doslo do porasta udjela sa ve¢im volumenom 70 % etanola, odnosno s 10 mL
dok je za cikorinsku kiselinu najveci desorpcijski prinos zabiljezen s 7,5 mL 70 % etanola
(Slika 35).

Na adsorpcijski i desorpcijski prinos utjece vrijeme adsorpcije i desorpcije, kao i volumen
desorbensa. Za komponente CBDA i THCA najveci adsorpcijski prinos je zamijeéen na
vremenu od 360 minuta, dok je za CBD, CBGA, THC i CBCA zamijeéen na 300 minuta. Za
CBG je najveci adsorpcijski prinos postignut ve¢ pri 60 minuta, dok je za CBC postignut na
180 minuta (Slika 36). Sto se ti¢e desorpcije, rezultati su ovisno i vrsti ispitivane
komponente. Primjerice, za CBGA i CBCA je primjecen slican trend najveceg desorpcijskog
prinosa na 60 minuta, nakon ¢ega dolazi do pada, pa porasta na 480 minuta i tada ponovnog

pada. Za CBDA je primjecen takoder najveci desorpcijski prinos na 60 minuta nakon ¢ega
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je udio sve do 720 minuta sli¢an pa tada dolazi do zna¢ajnog pada. Zanimljivo je kako je
kod CBD najveci prinos na 480 minuta nakon ¢ega dolazi do pada i porasta na 720 minuta.
Upravo stoga je moguée objasniti pad prinosa CBDA 1 u isto vrijeme porast prinosa CBD
konverzijom CBDA u CBD. Kod THCA dolazi do najveéeg prinosa na 240 minuta, nakon
¢ega se uocava pad udjela THC. S druge strane, najveci desorpcijski prinos THC je postignut
na 180 min, nakon ¢ega dolazi do pada na 600 minuta i ponovnog porasta na 1080 minuta.
U ovom slucaju, kao i slu¢aju CBG i CBC, ne mogu se povezati porast i pad desorpcijskog
prinosa izmedu kiselinskih i neutralnih oblika kanabinoida (Slika 36). Prema navedenom, za
ispitivanje utjecaja volumena odabrano je vrijeme adsorpcije od 360 minuta i vrijeme
desorpcije od 720 minuta. Kao S$to je spomenuto, volumen desorbensa utjece na desorpcijski
prinos kanabinoida kod kojih dolazi do porasta prinosu sa povecanjem volumena etanola
kao desorbensa (Slika 37).

Utjecaj vremena adsorpcije i desorpcije na prinose je vidljiv i kod umbeliferona i
herniarna izoliranih iz ekstrakta lavande. Za umbeliferon je najveci adsorpcijski prinos
primjeé¢en na 360 min, dok je za herniarin na 180 minuta. Najveé¢i desorpcijski prinos za
umbeliferon je na 240 minuta nakon ¢ega dolazi do pada pa ponovog porasta na 600 minuta.
Nakon toga porasta, slijedi ponovno pad, ali ne tako znacajan kao nakon 240 minuta. Kod
herniarina je najve¢i desorpcijski prinos na 480 minuta, iako su vrijednosti vrlo slicne u
cijelom periodu desorpcije (Slika 38). Upravo stoga, odabrano je vrijeme adsorpcije od 360
minuta te vrijeme desorpcije od 240 minuta. Takoder, poveéanje volumena desorbensa

utjeCe na povecanje desorpcijskog prinosa umbeliferona i herniarina (Slika 39).

5.8. Recikliranje DES-ova i makroporoznih smola

Recikliranje, odnosno moguénost ponovnog koriStenja otapala je vazan korak u
postizanju odrzivog procesa ekstrakcije. Recikliranje otapala ima povoljan utjecaj sa
ekonomske strane, kao i pozitivan utjecaj na okolis S obzirom da se ovim procesom ne samo
Stedi novac potreban za nova otapala i skladistenje, ve¢ se smanjuje i utjecaj koji otapala
imaju na okoli§ kroz smanjenje emisija i odlagaliSta otpada. Za recikliranje DES-ova
naj¢eS¢e se koristi opcija dodavanja antiotapala, Kristalizacija, membranska filtracija,
ekstrakcija kruto-tekuce, ekstrakcija tekuc¢ina-tekuéina, destilacija kratkog puta, ekstrakcija

superkriticnog fluida, odvajanje zbog razlika u gusto¢i [219].
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S obzirom da je u ovom istrazivanju naglasak bio na moguénosti ponovne upotrebe DES-
ova 1 makroporoznih smola nakon procesa adsorpcije i desorpcije, ispitana je moguénost
koriStenja i otapala i makroporozne smole u tri ciklusa ekstrakcije i1 izolacije. KoriStenje
makroporoznih smola za adsorpciju komponenti iz ekstrakta dobivenog s DES-ovima u
konacnici daje ¢isti DES koji se moZe ponovno koristiti za ekstrakciju. Nakon adsorpcije, uz
odgovaraju¢i desorbens, komponente se desorbiraju, te se tako makroporozna smola
reciklira.

Prema rezultatima, DES15 s 10 % vode u tri ciklusa ekstrakcije je bio ucinkovit u
ekstrakciji karnosolne kiseline i karnosola sa prinosima iznad 90 % u odnosu na pocetnu
vrijednost (Tablica 58) sa smanjenim vrijednostima u drugom i treCem ciklusu. Ovi rezultati
pokazuju da se DES moze reciklirati primjenom makroporoznih smola i koristiti ponovno
barem tri puta kako bi se postigla relativno visoka razina prinosa karnosola i karnosolne
Kiseline. Ponovnim koristenjem makroporozne smole uo¢ava se smanjenje mogucnosti
adsorpcije i desorpcije s ve¢im brojem ciklusa za karnosolnu kiselinu i karnosol, iako su u
svim slu¢ajevima prinosi vec¢i od 70 % (Tablica 58). DES15 s 30 % vode koristen za
ekstrakciju fenolnih kiselina i rutina bio je ucinkovit u tri ciklusa ekstrakcije, sa najnizim
prinosima u tre¢em ciklusu, iako su i tada bili iznad 50 % u odnosu na pocetnu vrijednost
(Tablica 60). U tre¢em ciklusu vrijednosti su se kretale u rasponu od 58,62 do 79,44 % u
odnosu na pocetnu vrijednost, Sto znaci da ¢e ekstrakcijom istim otapalom tri puta i dalje
posti¢i relativno visoki udjeli Zeljenih komponenti. Ponovnim koriStenjem makroporozne
smole za adsorpciju i desorpciju uocava se pad sa vecim brojem ciklusa, iako su vrijednosti
za asorpciju iznad 50 % od pocetne vrijednosti u tre¢cem ciklusu, odnosno iznad 60 % za
desorpciju. Prema dobivenim rezultatima, ovakav nacin recikliranja je najpogodniji za rutin
1 sinapinsku kiselinu za koje su postignuti najveci prinosi 1 ko ekstrakcije 1 o procesa
adsorpcije i desorpcije, dok su za klorogensku, neoklorogensku i kafeoil-jabu¢nu kiselinu
primjeceni najmanji prinosi u prac¢enim procesima (Tablica 60).

Takoder, DES1 s 50 % vode u tri ciklusa ekstrakcije je bio ucinkovit u ekstrakciji
elaginske kiseline sa prinosima iznad 90 % u prvom i drugom ciklusu, dok u treCem dolazi
do znacajnog pada u prinosu (Tablica 59). Kod ekstrakcije HT prinos u prvom ciklusu
ekstrakcije je 79,41 %, u odnosu na pocetnu vrijednost, a u drugom i tre¢em ciklusu dolazi
do znacajnog pada. Za razliku od elaginske kiseline i HT, kod ekstrakcije galne kiseline
dolazi do porasta u prinosu sa ve¢im brojem ciklusa, pri cemu je najveci prinos od 66,48 %

postignut u tre¢em ciklusu. Za adsorpciju se primjecuje porast u prinosu sa ve¢im brojem
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ciklusa, pri ¢emu je najveéi prinos zamjeéen za galnu kiselinu u tre¢em ciklusu (Tablica 59).
Kod desorpcije dolazi do pada u prinosu sa ve¢im brojem ciklusa, pri ¢emu je prinos za galnu
I elaginsku kiselinu te HT u tre¢em ciklusu bio u rasponu od 40-50 % u odnosu na pocetnu
vrijednost (Tablica 59).

hDES2 koristen za ekstrakciju kanabinoida i kumarina se pokazuje uc¢inkovit u praéenim
ciklusima ekstrakcije sa visokim prinosima za sve komponente osim za CBG. U tri ciklusa
ekstrakcije s istim otapalom prociS¢enim primjenom makroporoznih smola za sve
komponente osim za CBG prinos je bio iznad 60 %, dok je za CBG u tre¢em ciklusu prinos
iznosio 40,98 % (Tablica 61). Kod adsorpcije se uoc¢ava pad s ve¢im brojem ciklusa, pa je
tako za sve komponente osim za CBG za koji su postignute znacajno niZe vrijednosti, u
prvom ciklusu postignuti adsorpcijski prinosi izmedu 82,32 — 95,71 %, u drugom 72,15 —
84,46 % iu treCem ciklusu 62,49 — 74,75 % u odnosu na pocetnu vrijednost. Kod desorpcije
takoder dolazi do pada u prinosu sa veéim brojem ciklusa, pri ¢emu je prinos za Sve
kanabinoide osim za CBG i CBDVA, bio u rasponu od 76,58 — 92, 91 % za prvi ciklus, 60,78
— 87,51 % za drugi ciklus i 55,85 — 78,69 % za treéi ciklus. CBG i CBDVA nisu desorbirani
(Tablica 61).

Unato¢ ponekim nizim vrijednostima, veéina bioaktivnih komponenti je esktrahirana,
adsorbirana i desorbirana u relativno visokim postotcima, $to makroporoznu smolu ¢ini
odgovaraju¢im adsorbensom za Zeljene komponente i pogodnim nac¢inom recikliranja DES-
ova. Primjena makroporoznih smola se pokazala uc¢inkovitom kod ponovne upotrebe za
adsorpciju i desorpciju klorogenske kiseline 1 rutina 1 u pet ciklusa pri ¢emu su vrijednosti
za adsorpciju, ovisno o broju ciklusa bile u rasponu od 88 — 90 % za rutin i 87 — 89 % za
klorogensku kiselinu. Vrijednosti za desorpciju za klorogensku kiselinu su iznosile 81 — 84
%, a za rutin 78 — 80 %, ovisno o broju ciklusa [220]. Za klorogensku kiselinu ispitana je i
ucinkovitost ekstrakcije DES-ovima koji su tretirani makroporoznim smolama pri ¢emu je
ekstrakcijski prinos kroz tri ciklusa pao s 90% na 78 % [177]. Takoder, ucinkovitost
ekstrakcije DES-ova tretiranim makroporoznim smolama je visoka kroz tri ciklusa za

klorogensku, neoklorogensku, kriptoklorogensku i kofeinsku kiselinu [104].
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5.9. Antiradikalna i antibakterijska aktivnost ekstrakata

Za procjenu bioloske aktivnosti dobivenih ekstrakata odabrano je odredivanje
antiradikalne i1 antibakterijske aktivnosti, kao aktivnosti koje biljni ekstrakti vrlo Cesto
pokazuju [221]. Zabrinjavajuéi porast broja bakterija otpornih na antibiotike $to stvara
poteskoce u lijecenju infekcija pokrenuo je potragu za novim antibakterijskim spojevima i
razvoj novih alternativnih strategija u borbi protiv bakterijskih infekcija. Bioaktivne
komponente biljnog podrijetla mogu pokazivati izravnu antibakterijsku aktivnost i/ili
neizravnu aktivnost kao spojevi koji modificiraju otpornost na antibiotike, §to u kombinaciji
s antibioticima poveéava njihovu uéinkovitost. Ova sposobnost bioaktivnih komponenti
ogleda se u modificiranju ili blokiranju mehanizma rezistencije tako da bakterija postaje
osjetljiva na antibiotik ili antibiotik moze djelovati u nizim koncentracijama. Sustavno
ispitivanje bioaktivnih spojeva biljnog podrijetla, uklju¢ujuéi one koji mogu sinergisticki
djelovati s antibioticima, kao sredstava za modificiranje rezistencije, predstavlja potencijalni
pristup prevladavanju bakterijske rezistencije [222].

Antiradikalna i antibakterijska aktivnost mjerena je za odabrani DES pri optimalnim
uvjetima za svaku biljku, konvencionalna otapala u kojima je postignut najveéi udio
bioaktivnih komponenti te za ekstrakte dobivene nakon desorpcije sa makroporoznih smola.
Navedeni ekstrakti su odabrani kako bi se usporedila aktivnost ekstrakata dobivenih DES-
ovima i konvencionalnim otapalima te aktivnost nakon desorpcije sa makroporoznim smola
i donio zakljucak o u¢inkovitosti navedenih procesa u kontekstu aktivnosti. Za pripremljene
ekstrakte s razli¢itim otapalima, sa smolama i desorpcijskim otapalima, antiradikalno
djelovanje ispitano je pracenjem postotka (%) inhibicije DPPH radikala, dok je za uzorke
dobivene na odabranoj smoli sa razli¢itim volumena desorbensa, odreden ECso.

Najveci % inhibicije DPPH radikala primjenom ekstrakta kadulje postignut je kod
ekstrakta tretiranog XAD7HP smolom s etanolom kao desorbensom (Tablica 63). Rezultati
pokazuju da je pri koncentraciji ekstrakta od 250 pg/mL, postignuta priblizno 50% inhibicija
DPPH radikala. Povecanjem volumena desorbensa primje¢eno je kako ne raste samo
desorpcijski prinos nego i antiradikalna aktivnost, §to se ocituje nizom vrijednosti ECso
(Tablica 64). Kao sto je prikazano u Tablici 63, antibakterijska aktivnost ekstrakata bila je
jednako ucinkovita za E. coli i B. subtilis i nije se razlikovala s obzirom na koriStenu
makroporoznu smolu ili otapalo. Ekstrakti kadulje pokazali su razli¢ite ucinke na P.

aeruginosa s obzirom na makroporoznu smolu i desorpcijsko otapalo. Ekstrakti dobiveni
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primjenom HP20 i HP21 smola sa 100% etanolom pokazali su najucinkovitije djelovanje
protiv P. aeruginosa. Najmanji antibakterijski u¢inak su pokazali ekstrakati na bakteriju S.
aureus. Svi ekstrakti, neovisno o primijenjenom volumenu desorbensa su pokazali slicnu
antibakterijsku aktivnost, a razlika je zamjetna kod volumena desorbensa od 10 mL gdje je
uocen ve¢i MIC u odnosu na manje volumene desorbensa, za sve ispitane bakterije.
Usporedbom antibakterijske aktivnosti za ekstrakte dobivene konvencionalnim otapalima i
DES-om pri optimalnim uvjetima, utvrdena je znacajna razlika, pri ¢emu DES ekstrakt
pokazuje znacajno nizi MIC (Tablica 65). Uzorak dobiven nakon tretiranja DES ekstrakta s
makroporoznim smolama i razli¢itim desorbensima, pokazuje nizi MIC u odnosu na pocetni
ekstrakt.

Najveci % inhibicije DPPH radikala primjenom ekstrakta vrkute dobiven je primjenom
smole HP2MG sa 70 % etanolom kao desorbensom (Tablica 66). Koncentracija etanola u
otopini utjece na antiradikalnu aktivnost koja se povecava s poveéanjem udjela etanola.
Ekstrakti dobiveni primjenom razli¢ith vrsta makroporoznih smola ne pokazuju znacajane
razlike u antiradikalnoj aktivnosti (Tablica 66). Za antibakterijsku aktivnost ekstrakti
dobiveni primjenom smola XAD16N i XAD7HP se pokazuju najpogodnija za sve ispitane
bakterije. Povecanje volumena desorbensa s 2,5 mL do 5 mL dovodi do nize MIC za B.
subtilis i E. coli, a dodatnim povecanjem volumena ne dolazi do nikakve promjene.
Vrijednost EC50 pokazuje kako je najbolja antiradikalna aktivnost ekstrakta dobivenog s 5
mL desorbensa (Tablica 67). Za razliku od kadulje, kod ekstrakata vrkute je primjecena bolja
antibakterijska aktivnost ekstrakata dobivenih s konvencionalnim otapalima u odnosu na
ekstrakt dobiven pomocu DES1 i one uzorke dobivene nakon adsorpcije i desorpcije na
makroporoznim smolama (Tablica 68).

Kod ekstrakta koprive najve¢i % inhibicije dobiven je kod ekstrakta tretiranog HP21
smolom sa 70 % etanolom kao desorbensom (Tablica 69). Antiradikalna aktivnost raste sa
porastom udjela etanola u vodenoj otopini etanola, odnosno do 70 % etanola. Sa apsolutnim
etanolom zamjecuje se pad u % inhibicije DPPH radikala. Tip makroporozne smole ne
pokazuje nikakav utjecaj na antiradikalnu aktivnost ekstrakta koprive. Za antibakterijsku
aktivnost najpogodnije za sve ispitane bakterije se pokazuju ekstrakti tretirani smolama
HP20 i HP21 (Tablica 69). Povecavanje volumena desorbensa do 7,5 mL dovodi do nize
MIC vrijednosti za S. aureus, B. subtilis i P. aeruginosu, dok je za E. coli pogodniji nizi
volumen desorbensa od 7,5 mL. NajniZa ECso vrijednost je zabiljeZena za najmanji koristeni

volumen od 2 mL, nakon ¢ega dolazi do smanjenja antiradikalne aktivnosti (Tablica 70). Iz
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dobivenih rezultata je vidljivo da DES ekstrakt pokazuje visu antiradikalnu i antibakterijsku
aktivnost u usporedbi sa ekstraktima dobivenim s konvencionalnim otapalima (Tablica 71).

Rezultati antibakterijskog djelovanja ovisili su o koncentraciji etanola koji je koriSten za
desorpciju bioaktivnih komponenti iz adsorbensom tretiranog ekstrakta, Sto je u skladu s
rezultatima [223] prema kojima antibakterijsko djelovanje biljnih ekstrakata varira ovisno o
udjelu etanola koristenog u ekstrakciji. Zbog varijacija u sastavu aktivnih spojeva, razlicite
biljke mogu zahtijevati razli¢ite koncentracije etanola kako bi se postiglo maksimalno
obnavljanje bioaktivnih komponenti.

Kod ekstrakta industrijske konoplje, najve¢i % inhibicije DPPH je postignut sa smolom
HP21 sa etanolom kao desorbensom. Dobivene vrijednosti za inhibiciju DPPH radikala su
bile niske i sli¢ne za sve smole i desorbense (11,77 — 19,22 %) (Tablica 72). Ekstrakt dobiven
primjenom smole XAD7HP pokazuje najnizu vrijednost MIC za S. aureus, B. subtilis i E.
coli, dok ekstrakt dobiven smolom HP21 pokazuje najnizu vrijednost za P. aerugionosa.
Dobivene vrijednosti su jednake ili ¢ak niZe u odnosu na kontrolu (Ciprofloxacin) §to govori
u prilog izvrsnoj antibakterijskoj aktivnosti dobivenih uzoraka (Tablica 72). Porast
volumena desorbensa ne dovodi do bolje antibakterijske aktivnosti, odnosno nize MIC
vrijednosti. Uzorci dobiveni pri volumenu desorbensa od 2,5 mL su pokazali najbolju
antibakterijsku aktivnost na S. aureus, P. aerugionosa i E. coli, dok je najbolju
antibakterijsku aktivnost na B. subtilis pokazao uzorak dobiven desorpcijom s 10 mL otapala
(Tablica 73). S obzirom na niske vrijednosti antiradikalne aktivnosti, ECso nije odraden.
Usporedbom sa rezultatima dobivenim za ekstrakte pripremljene s konvencionalnim
otapalima, uofava se znacajno bolja antibakterijska aktivnost za hDES ekstrakt.
Usporedbom s ekstraktima dobivenima 50 % etanolom i apsolutnim etanolom, koji pokazuju
istu ili bolju antibakterijsku aktivnost prema S. aureus i B. subtilis, DES ekstrakt pokazuje
znacajno bolju antibakterijsku aktivnost za P. aeruginosa i E. coli. Bolju antiradikalnu
aktivnost ipak pokazuju ekstrakti dobiveni s konvencionalnim otapalima, pri ¢emu je
antiradikalna aktivnost hDES ekstrakata industrijske konoplje slicna aktivnosti vodenog
ekstrakta (Tablica 74).

Najveci % inhibicije DPPH radikala primjenom ekstrakta lavande postignut je primjenom
HP20 sa etanolom i XAD7HP sa DMSO kao desorbensom (Tablica 75). Na antiradikalnu
aktivnost utjeCe 1 tip desorbensa i smole. Najniza vrijednost MIC, odnosno najbolja
antibakterijska aktivnost za sve ispitane bakterije se postize kod ekstrakata dobivenih

primjenom smola HP2MG i XAD7HP. Povecavanje volumena DMSO kao desobensa je
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dovelo do nize vrijednosti MIC za sve ispitane bakterije (Tablica 76). hDES ekstrakt lavande
pokazuje znacajno bolju antibakterijsku aktivnost za S. aureus i B. subtilis u usporedbi s
etanolnim ekstraktom, dok za P.aeruginosa i E. coli pokazuje istu antibakterijsku aktivnost
kao etanolni ekstrakt. Bolju antiradikalnu aktivnost ipak pokazuju ekstrakti s vodenim
otopinama etanola, pri ¢emu je antiradikalna aktivnost hDES ekstrakata lavande sli¢na
aktivnosti vodenog i etanolnog ekstrakta (Tablica 77). Usporedbom sa dobivenim
rezultatima za ekstrakte pripremljene s konvencionalnim otapalima, uoc¢ava se znacajno
bolja antibakterijska aktivnost za hDES ekstrakt. Promatrajuci sve analizirane ekstrakte, ne
moze se povezati antiradikalna i antibakterijska aktivnost, odnosno ekstrakti sa dobrom
antibakterijskom aktivno$¢u nisu nuzno imali dobru antiradikalnu aktivnost, §to je posebno
uocljivo kod hDES ekstrakata. Kod ekstrakata dobivenih nepolarnim otapalima, pokazano
je kako se antibakterijsko djelovanje ne moze pripisati antioksidansima, ve¢ inhibicijskim
ucincima putem drugih mehanizama (inhibicija ili regulacija enzima ukljucenih u biosintezu
stani¢ne stijenke, utjecaj na metabolizam i popravak nukleinske kiseline te sintezu proteina)
[224]. Pretpostavka je da isto vrijedi i za ekstrakte dobivene u ovom radu koji pokazuju
visoku antibakterijsku aktivnost uz nisku inhibiciju DPPH radikala.

Antibakterijska ucinkovitost biljnih spojeva ovisi o nekoliko ¢imbenika ukljucujuci
karakteristike ciljnog mikroorganizma (vrsta, rod, soj) i biljnog materijala (botanicki izvor,
sastav bioaktivnih spojeva kao i vrijeme Zetva, stupanj razvoja ili metoda ekstrakcije) te
kemijska svojstva (hidrofilnost, lipofilnost, koncentracija, pH vrijednost). Opce je
prihvaceno da biljni ekstrakti, zbog svoje sloZene prirode, imaju viSestruke mehanizme
djelovanja. Biljni ekstrakti i njihove glavne komponente mogu pokazivati aktivnost:
inhibicijom rasta ili odrzivosti bakterija, ciljanjem na ¢imbenike virulencije bakterija ili
potenciranjem uc¢inkovitosti antibiotika kao sredstava za modificiranje rezistencije [222].

Inhibicija bakterijskog rasta dogada se kroz nekoliko mehanizama: poremecaj funkcije i
strukture membrane, prekid sinteze i funkcije DNA/RNA, interferencija s intermedijarnim
metabolizmom i indukcija koagulacije citoplazmatskih sastojaka [222]. Gledaju¢i po
grupama spojeve, fenolni spojevi, utje¢u na stani¢énu membranu, mijenjajuci propusnost i
uzrokujudi istjecanje stanicnog sadrzaja ili ometaju¢i membranske proteine §to u konacnici
dovodi do poremecaja strukture [225-229]. Osim djelovanja na stanicnu membranu,
flavonoidi takoder inhibiraju sintezu nukleinske kiseline (uzrokovanu inhibicijom
topoizomeraze) i energetski metabolizam (uzrokovanu inhibicijom NADH-citokrom c

reduktaze ili ATP sintaze) te prekidaju sintezu stani¢ne stijenke i staniéne membrane [220].
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Tanini imaju nekoliko na¢ina djelovanja kao $§to su destabilizacija staniéne membrane,
inhibicija izvanstani¢nih mikrobnih enzima, izravno djelovanje na mikrobni metabolizam ili
oduzimanje supstrata potrebnih za rast mikroba [227]. Kumarini uzrokuju smetnje u procesu
stani¢nog disanja [226]. Terpeni, spojevi izgradeni od podjedinica izoprena, zbog lipofilne
prirode uzrokuju poremecaj u stani¢noj membrani [222].

Biljni ekstrakti su sloZzeni uzorci, koji osim ispitanih komponenti sadrze 1 brojne druge
komponente u udjelima ovisno o upotrijebljenom otapalu. Upravo stoga razli¢iti ekstrakti i
pokazuju razli¢iti mehanizam djelovanja i razli¢ito antibakterijsko djelovanje. Razlika u
uc¢inkovitosti djelovanja na Gram—pozitivne i Gram-negativne bakterije je vjerojatno vezana
uz strukturne razlike staniéne membrane bakterija. Prema istrazivanjima, Gram-pozitivne
bakterije su osjetljivije na biljne ekstrakte od Gram-negativnih bakterija. To moze biti zbog
urodene tolerancije na Gram-negativne bakterije te prirode i sastava biljaka. Stani¢ne
stijenke Gram-pozitivnih bakterija u usporedbi s Gram-negativnim bakterijama, osjetljivije
su na mnoge antimikrobne kemijske spojeve [231] pa ¢ak i na mnoge biljne lijekove [232].
Smatra se da su sloj lipopolisaharida i periplazmatski prostor Gram-negativnih bakterija
razlozi njihove relativne otpornosti.

Prema sve vec¢em broju istraZivanja o antibakterijskoj aktivnosti DES ekstrakata, uo€ljivo
je kako ekstrakti dobiveni DES-ovima koji u svom sastavu imaju kiselinu pokazuju bolju
antibakterijsku aktivnost [233]. Navedeno je uoceno i iz rezultata ovog rada gdje su ekstrakti
s DES15 1 hDES2, koji u svom sastavu sadrze kiselinu (mlijecna i octena kiselina), pokazali
bolju antibakterijsku aktivnost od ekstrakata dobivenih s konvencionalnim otapalima. U
slu¢aju DES1 ekstrakta vrkute, koji u sastavu ne sadrzi kiselinu, uo¢ena je manja
antibakterijska aktivnost u odnosu na ekstrakte dobivene s konvencionalnim otapalima.

Izrazita antibakterijska aktivnost ekstrakata, upotreba sigurnih otapala i nizak rizik od
razvoja bakterijske rezistencije ucinili su biljne ekstrakte pogodnim izvorom za razvoj novih

antibakterijskih sredstava.

5.10. Stabilnost bioaktivnih komponenti u ekstraktima

Stabilnost biljnih ekstrakata je vazan faktor za osiguravanje kvalitete, sigurnosti i
ucinkovitosti kona¢nog proizvoda. Unato¢ tome Sto se uobicajeno ispituje udio odredenih
bioaktivnih komponenti, biljni ekstrakti sadrze tisu¢e komponenata Cime se pracenje

stabilnosti i kvalitete znatno otezava. Faktori koji utjeCu na stabilnost komponenti u
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ekstraktima su pH, svjetlo, zrak, temperatura, prisutnost enzima i metalnih iona te otapalo.
Najcesce se u ekstraktima dogada hidroliza ili oksidacija [234].

U ovom istrazivanju, stabilnost je praéena preko vremena u kojem sastav ekstrakta s
obzirom na pojedine odredivane komponente ostaje nepromijenjen. Pracen je udio, odnosno
degradacija ispitivanih komponenti kroz period od tri mjeseca u ekstraktima dobivenim
DES-ovima i konvencionalnim otapalima. Osim vremena, pracen je i utjecaj temperature na
degradaciju ispitivanih komponenti.

U ekstraktima kadulje pracen je udio karnosolne kiseline i karnosola. Kod karnosolne
kiseline uocava se najveci pad udjela s vremenom pri temperaturi od 25 °C. Kod ekstrakata
Cuvanih pri 4 °C takoder dolazi do pada udjela s vremenom, ali taj pad je najmanji u
etanolnom i DES15 ekstraktu. Kod uzoraka ¢uvanih pri -18 °C uo€ene su male promjene
udjela karnosolne kiseline kroz period od 3 mjeseca (Slika 40). Kod karnosola u ekstraktima
¢uvanima pri 25 °C, uocavaju se najvece promjene udjela. S vecinom otapala dolazi do
postupnog pada udjela karnosola, dok kod metanolnog ekstrakta dolazi ¢ak i do njegovog
porasta,. U DES15 ekstraktu kadulje je jako uocljiv porast udjela karnosola u drugom
mjesecu, pa potom nagli pad u tre¢em mjesecu skladistenja. Ove promjene se mogu objasniti
1 razgradnjom karnosolne kiseline s duzim vremenom skladiStenja i viSom temperaturom,
pri ¢emu je karnosol jedan od produkata razgradnje [124]. Kod uzoraka ¢uvanih pri 4 °C,
takoder dolazi do pada udjela karnosola u ekstraktima dobivenima primjenom vecine
ispitivanih otapala, a uocen je porast udjela karnosola u ekstraktu dobivenom s etanolom.
Kod navedenih uzoraka, najmanje promjene udjela karnosola sa vremenom se uocavaju u
DES15 ekstraktu. Kod uzoraka ¢uvanih pri -18 °C i -70 °C takoder dolazi do pada udjela
karnosola u ekstraktima dobivenima primjenom vecine ispitivanih otapala, a uo¢en je porast
udjela karnosola u etanolnom ekstraktu. Kod navedenih uzoraka, najmanje promjena udjela
karnosola sa vremenom se uocava u DES15 ekstraktu, uocen je relativno stabilan udio
karnosola kroz period od 3 mjeseca (Slika 41).

U ekstraktima vrkute pracen je udio galne kiseline, elaginske kiseline i HT. Udio HT u
ispitanim ekstraktima kroz vremenski period je vrlo sli¢an neovisno o temperaturi ¢uvanja
ekstrakata. Kod gotovo svih otapala 1 neovisno o temperaturi skladiStenja, primjecen je
porast udjela HT u periodu od jednog do dva mjeseca, nakon ¢ega dolazi do pada. Jedino se
u slucaju etanolnog ekstrakta uocava relativno stalan udio HT kroz vrijeme, ali navedenim
otapalom je ekstrahiran i znac¢ajno manji udio HT (Slika 42). Kod galne kiseline je uocen

razli¢it udio ovisno o temperaturi ¢uvanja uzoraka. U vodenim i DES ekstraktima ¢uvanima
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pri 25 °C uocava se porast pa potom nagli pad udjela galne kiseline, dok je za ostala otapala
udio relativno stalan i krivulje ovisnosti su vrlo sli¢ne. U ekstraktima ¢uvanima pri 4 °C
dolazi do porasta udjela pa potom ponovnog pada, dok kod DES ekstrakta dolazi do porasta
nakon mjesec dana skladiStenja. Pri -18 °C i — 70 °C u svim otapalima, osim vode, uoc¢ava
se relativno stalan udio galne kiseline i sli¢na krivulja $to upucuje na sli¢an trend raspadanja.
Kod vodenih ekstrakata se stalno uo¢avaju padovi i porasti udjela galne kiseline (Slika 43).
Kod elaginske kiseline, neovisno o temperaturi i otapalu, dolazi do promjena udjela kroz
promatrani vremenski period, odnosno padova i porasta udjela. Te promjene su najuocljivije
kod vodenog ekstrakta i to pri svim temperaturama. Kod gotovo svih otapala nakon tri
mjeseca skladistenja uocava se porast udjela elaginske kiseline (Slika 44). Navedeni rezultati
ne ¢ude s obzirom da iz HT hidrolizom nastaju upravo elaginska i galna kiselina, pa stoga s
vremenom raspadanjem tanina dolazi i do porasta udjela navedenih fenolnih kiselina
[235,236].

U ekstraktima koprive, pracen je udio rutina, kofeinske kiseline, kafeoil-jabuéne kiseline,
cikorinske kiseline, neoklorogenske kiseline, sinapinske kiseline i klorogenske kiseline. Kod
pracenja rutina, kofeinske kiseline, kafeoil-jabu¢ne kiseline i neoklorogenske kiseline
uocava se isti trend. Do najveéeg pada s vremenom dolazi u ekstraktima ¢uvanima pri 25 °C
pri ¢emu se taj pad najmanje uocava u DES15 ekstraktima. Takoder, smanjenje udjela se
uocava i u ekstraktima ¢uvanima pri 4 °C pri ¢emu su u DESS ekstraktu bioaktivne
komponente stabilnije i manje sklone raspadanju. U ekstraktima ¢uvanima pri — 18 °C i -70
°C, sli¢ne su krivulje za sva otapala §to znaci da se sva otapala na tim temperaturama
pokazuju u¢inkovita u odrzavanju udjela bioaktivnih komponenti u ekstraktu (Slika 45, 46,
47 1 49). Kod pracenja cikorinske kiseline, u ekstraktima ¢uvanima pri 25 °C uocen je pad
sa svim koriStenim otapalima, dok je u ekstraktima ¢uvanima pri 4 °C, -18 °C i -70 °C udio
gotovo stalan kroz sva tri mjeseca sa sli¢énim krivuljama za ekstrakte dobivene upotrebom
svih ispitivanih otapala (Slika 48). Pracenjem udjela sinapinske kiseline vidljivo je kako
dolazi do pada u ekstraktima cuvanima pri 4 °C i 25 °C sa svim otapalima dok su pri -18 °C
i -70 °C sva otapala u¢inkovita u odrzavanju udjela sinapinske kiseline (Slika 50). Kod
pracenja klorogenske kiseline, uoc¢eno je gotovo identicno ponasanje otapala pri razli¢itim
temperaturama. Pad u udjelu klorogenske kiseline je najveci u ekstraktima ¢uvanima pri 25
°C, pa potom pri 4 °C s tim da je najmanji pad primjecen u DESS5 ekstraktu. Do smanjenja
udjela klorogenske kiseline dolazi i pri -18 °C i -70 °C, ali je to smanjenje najmanje za
DES15 ekstrakt (Slika 51).
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U ekstraktima industrijske konoplje pracen je udio kanabinoida, odnosno CBD, CBDA,
CBG, CBGA, THC, THCA, CBC i CBCA. Za sve kanabinoide, osim za CBD i CBDA
uocava se smanjenje udjela sa svim otapalima u ekstraktima ¢uvanima na sobnoj temperaturi
(Slika 54-59). Pra¢enjem CBD u ekstraktima ¢uvanima pri 25 °C uocava se pad u udjelu
nakon dva tjedna skladiStenja, pri ¢emu dolazi do porasta u udjelu kroz mjesec dana sa svim
otapalima (Slika 52). Takoder, pra¢enjem udjela CBDA pri 25 °C dolazi do pada u udjelu
nakon tjedan dana, kroz mjesec dana dolazi do porasta, pa potom opet do pada u udjelu
CBDA u ekstraktu (Slika 53). Poznato je kako iz CBDA nastaje CBD toplinskom
dekarboksilacijom ili raspadanjem kroz vrijeme, pa je ovakav nacin pada i porasta u udjelu
moguée povezan sa prelaskom komponenti iz kiselinskog u neutralni derivat [31]. U
ekstraktima ¢uvanima pri 4 °C primjecuje se pad u udjelu svih kanabinoida, ali ne tako nagli
pad kao u ekstraktima ¢uvanima pri 25 °C (Slika 54-59). U slu¢aju udjela CBD u ekstraktima
¢uvanima pri 4 °C ne uocava se tako znacajna promjena U udjelu kroz vrijeme (Slika 52),
dok se kod CBDA uocava i dalje pad u periodu od tjedna, pa potom porast u periodu od
mjesec dana i opet pad (Slika 53). Pra¢enjem svih kanabinoida u ekstraktima ¢uvanima u
zamrzivac¢ima nema promjena u udjelu kanabinoida kroz period od tri mjeseca (Slika 52-
59). Sve krivulje su vrlo sli¢ne §to govori u prilog manjem raspadanju komponenti i vecoj
stabilnosti u ekstraktima.

U ekstraktima lavande prac¢en je udio dvaju kumarina, umbeliferona i herniarina.
Pracenjem udjela umbeliferona u ekstraktima ¢uvanim pri 25 °C uocava se pad s vremenom,
dok su u ekstraktima ¢uvanima pri 4 °C, -18 °C i -70 °C sli¢ne krivulje za sva otapala §to
znadi da se sva otapala na tim temperaturama pokazuju ucinkovita u odrzavanju udjela
umbeliferona u ekstraktu (Slika 60). Prac¢enjem udjela herniarina u ekstraktima ¢uvanim na
sobnoj temperaturi uo¢ava se znacajan pad u periodu od tjedan dana, pa porast u periodu od
dva tjedna do mjesec dana nakon cega ponovno dolazi pada, i to kod svih otapala. U
ekstraktima ¢uvanima u 4 °C, -18 °C, -70 °C sli¢ne krivulje su dobivene za sva otapala §to
znali da se sva otapala na tim temperaturama pokazuju uc¢inkovita u odrzavanju udjela
herniarina u ekstraktu (Slika 61).

Opcenito gledaju¢i dobivene rezultate, kod vecine komponenti je uocljiv utjecaj
temperature skladi$tenja na udio ispitivanih komponenata, pri ¢emu kod sobne temperature
1 temperature hladnjaka lakSe dolazi do raspadanja ili smanjenja udjela komponenti.
Takoder, kod svih bioaktivnih komponenti je uocljiv i utjecaj vremena pri ¢emu sa duzim

vremenom za vecinu komponenti dolazi do raspadanja ili smanjenja udjela u ekstraktu.
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Utjecaj prirode otapala kojim su dobiveni ekstrakti se nije pokazao tako uocljiv, posebice u
ekstraktima ¢uvanima u zamrzivacu, odnosno na jako niskoj temperaturi, kod koje se sva
otapala pokazuju ucinkovita. U ekstraktima ¢uvanima pri sobnoj temperaturi, najvise se
uocava razlika izmedu otapala pri cemu se kod DES15 koji je koristen za ekstrakciju fenolnih
kiselina, HT 1 rutina te kod hDES2 koji je koriSten za odredene kanabinoide uocava najmanji
pad udjela navedenih komponenti. Mogu¢i razlozi za bolje odrzavanje udjela bioaktivnih
komponenti su nizi pH i prisutnost kiselina kao sastavnih dijelova otapala te prisutnost i
drugih spojeva koji nisu ispitani u ovom radu, a moguce stabiliziraju ispitivane komponente.
Prema Gaftner i Bergeronu [234], nizi pH, kao i prisutnost kiselina poput jabucne ili
limunske kiseline, poboljSavaju stabilnost komponenti. Jabu¢na i limunska kiselina mogu
stvarati komplekse sa metalima poput bakra i zeljeza i time sprijeciti djelovanje metala i
oksidaciju. Uz to, pokazano je kako DES-ovi zbog jakih vodikovih veza i interakcija izmedu
bioaktivnih komponenti i komponenti otapala smanjuju kretanje molekula pri ¢emu se

smanjuje njihov medusobni kontakt i posljedi¢no procesi oksidativne razgradnje [237].
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U okviru doktorskog rada istrazena je mogucnost primjene hidrofilnih i hidrofobnih
niskotemperaturnih eutektickih otapala za ekstrakciju bioaktivnin komponenti (fenolne
kiseline, flavonoidi, diterpeni, kanabinoidi i kumarini) iz razli¢itog biljnog materijala. Za
ekstrakcije su upotrijebljena razli¢ita otapala te tehnike 1 uvjeti ekstrakcije Ciji se utjecaj
pratio preko udjela bioaktivnih komponenti u ekstraktu.

Primjenom hidrofilnih i hidrofobnih niskotemperaturnih eutektickih otapala u¢inkovito
se ekstrahirane komponente iz grupe spojeva kao Sto su diterpeni, flavonoidi, fenolne
kiseline, tenini, kanabinoidi i kumarini. Primjenjenim niskotemperaturnim eutektickim
otapalima odredena je viskoznost, polarnost i pH pri ¢emu je pokazana najveca korelacija
izmedu viskoznosti i udjela ve¢ine komponenti u ekstraktima. Smanjenje viskoznosti dovodi
do veceg udjela bioaktivnih komponenti u ekstraktu. Upotrijebljene tehnike ekstrakcije kao
Sto su ultrazvuéno potpomognuta ekstrakcija i mehanoekstrakcija pokazuju uc¢inkovitost u
ekstrakciji kao i metoda zagrijavanjem i mijeSanjem na magnetskoj mijesalici. Ispitani uvjeti
ekstrakcije su pokazali razli¢it utjecaj ovisno o bioaktivnoj komponenti, §to omogucuje
selektivnu ekstrakciju i odabir uvjeta ekstrakcije za postizanje zeljenog sastava ekstrakta.
Usporedba dobivenih rezultata ekstrakcije primjenom niskotemperaturnih eutektic¢kih
otapala s rezultatima dobivenima primjenom konvencionalnih otapala ukazuje na prednost
niskotemperaturnih eutektickih otapala za vecinu ispitanih bioaktivnih komponenti. Jedino
u slucaju kumarina se uo€ava znacajno bolje djelovanje konvencionalnih otapala u odnosu
na hidrofobna niskotemperaturna eutekti¢ka otapala, dok su za neke fenolne kiseline, poput
klorogenske, neoklorogenske i kafeoil-jabuc¢ne kiseline te za flavonoide poput rutina,
dobivent sli¢ni rezultati sa konvencionalnim 1 hidrofilnim niskotemperaturnih eutektickim
otapalima.

Pracenjem stabilnosti ekstrakata s najve¢im udjelom bioaktivnih komponenti kroz tri
mjeseca uocava se visoka stabilnost ispitivanih komponenti u ekstraktima dobivenima
primjenom niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala, posebice kod skladiStenja ekstrakata pri
sobnoj temperaturi. Snizavanjem temperature do -70 °C i stabilnost ispitivanih komponenti
u svim ekstraktima je bila zadovoljavajuca.

Izolacija bioaktivnih komponenti iz ekstrakata dobivenima niskotemperaturnim
eutektickim otapalima provedena je pomocu razli¢itih makroporoznih smola. Fizikalno-
kemijska svojstva makroporoznih smola, kao i adsorpcijsko i desorpcijsko vrijeme te
volumen desorbensa kao ispitani parametri pokazuju razlicit utjecaj ovisno o bioaktivnoj

komponenti.
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Osim za izolaciju bioaktivnih komponenti, makroporozne smole su uspjesno koristene i za
recikliranje niskotemperaturnih eutektickih otapala, a samim procesom desorpcije
reciklirane su i makroporozne smole. Koristenje istog otapala i makroporozne smole u tri
ciklusa pokazano je da je ucinkovitost otapala u ekstrakciji i makroporozne smole u
adsorpciji i desorpciji za vecinu bioaktivnih komponenti iznad 60 %. Osim u slucaju
ekstrakta vrkute, ekstrakti dobiveni niskotemperaturnim eutektickim otapalima pokazuju
bolju antibakterijsku aktivnost, pri ¢emu uzorci tretirani makroporoznim smolama pokazuju
jos bolju aktivnost u odnosu na pocetni ekstrakt. S druge strane, ekstrakt vrkute 1 koprive te
uzorci nakon tretiranja makroporoznim smolama pokazuju bolju antiradikalnu aktivnost u
odnosu na ekstrakte dobivene konvencionalnim otapalima, dok je antiradikalna aktivnost
bolja za ekstrakte dobivene konvencionalnim otapalima za industrijsku konoplju i lavandu.

U ovom doktorskom radu, prikazana je moguénost koriStenja niskotemperaturnih
eutektickih otapala za ekstraciju komponenti iz razli¢itih grupa fenolnih spojeva uz prikaz
tehnika 1 parametara koji utje¢u na udjele tih komponenti u ekstraktima, kao i stabinost
bioaktivnih komponenti u dobivenim ekstraktima. Nakon ekstrakcije, prikazana je i
mogucénost prociS¢avanja i izolacije bioaktivnih komponenti iz ekstrakta dobivenog
niskotemperaturnim eutektickim otapalom primjenom makroporoznih smola koju su
koriStene 1 za recikliranje samog otapala.

Koristenjem niskotemperaturnih eutektickih otapala u ekstrakciji umjesto organskih
otapala smanjuje se negativan utjecaj na okoli§, a kombinacija sa inovativnim tehnikama
ekstrakcije poput ultrazvukom potpomognute ekstrakcije i mehanoekstrakcije dovodi do
smanjenja potrosnje energije 1 vremena. Recikliranje otapala pruza mogucnost ponovnog

koriStenja istog otapala ¢ime se smanjuje negovo odlaganje i negativan utjecaj na okolis.
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Prilog Al. Validacija HPLC metode za odredivanje karnosolne kiseline i karnosola u ekstraktima kadulje

. . Udio .
Udio karnosolne Srednja 0 Srednja 0
kiseline (ug/mg) vrijednost+SD RSD (%) karnosola vrijednost:SD RSD (%)
(ng/mg)
100,406 99,999
100,042 100,004
Ponovljivost 100,913 100,39+0,43 0,43 100,100 | 100,39+0,43 0,05
mjerenja
100,842 99,947
100,305 99,977
104,65 102,231
Ponovljivost 108,45 101,996
pripreme 109,22 107,46+2,40 2,24 103,260 102,22+0,54 0,53
otopine 109,09 102,161
109,24 101,677
Dodana Otekivana | - Dobivena Dodana | Ocekivana | Dobivena
vrijednost vrijednost | - vrijednost vrijednost | vrijednost | vrijednost | Recovery
karnosolne karnosolne | karnosolne | Recovery (%) karnosola | karnosola | karnosola %)
kiseline kiseline kiseline (ug/m) (ug/m) (ug/m) 0
(ug/mg) (ug/mg) | (ug/mg) " " "
Totnost Uzorak 10,36 6,50
oenos Uzorak+stdl (1:1) 22,570 16,461 16,426 99 21,329 13,915 13,213 95
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99’9U§‘1’_rf)k+3td2 100,406 55,385 55,797 99 99,047 53223 | 52,999 99
Uzorake+std3 (1.1) 212.859 111618 | 107,049 9% 200221 | 107.860 | 106,995 99
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Prilog A2. Validacija HPLC metode za odredivanje fenolnih kiselina i HT u ekstraktima vrkute

Udio
Udio galne Srednja 0 elaginske Srednja 0
kiseline (ug/mg) | vrijednost+SD RSD (%) kiseline vrijednost+SD RSD (%)
(ng/mg)
100,012 100,202
99,989 100,009
Ponovljivost 100,522 100,2240,23 0,23 99,988 100,05+0,09 0,09
mjerenja
100,372 99,996
100,209 100,058
101,061 102,377
Ponovljivost 103,553 103,216
pripreme 100,991 102,275+1,56 1,52 102,769 101,874+1,33 1,30
otopine 104,024 100,043
103,996 100,965
Dodana Oc_e_:klvana D(_)_blvena Dodana Oc_e_:klvana D(_)_blvena
. vrijednost | vrijednost . vrijednost | vrijednost
vrijednost vrijednost . . Recovery
. galne galne Recovery (%) ; elaginske | elaginske
galne kiseline 2 o elaginske 2 Y (%)
(ug/mg) kiseline kiseline (ug/mg) kiseline kiseline
! (hg/mg) | (ug/m) " (hg/mg) | (ng/mg)
Uzorak 1,14 9,30
Uzorak+std1 (1:1) 10,172 5,656 5,485 97 10,099 9,699 9,594 98
Tocnost 99’9Uf‘1)_rf)k+5td2 51,009 26,05 25,972 99 49,986 29,643 29,688 100
Uzorak+std3 (1:1) 205,471 103,306 104,065 100 202,545 105,923 102,524 99
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Prilog A3. Validacija HPLC metode za odredivanje fenolnih kiselina i rutina u ekstraktima koprive

PRILOZI

Ponovljivost mjerenja Ponovljivost pripreme otopine Tocnost
Dobivena
. . Dodana Ocekivana | vrijednos
Udio . Udio . . .-

Srednja Srednja vrijednost vrijednost t
klor_oggnske vrijednost=S | RSD (%) klor_ogqnske vrijednost+S RSD klorogenske | klorogensk | klorogens Recover
kiseline kiseline (%) e e y (%)
(ug/mg) D (ug/mg) D kiseline e kiseline ke
pg/mg ng/mg (ng/mg) (ng/mg) | Kiseline

(ug/mg)
100,875 103,651 Uzorak 209
101,075 103,659 szr(i‘_‘;td 10,221 6,156 5,094 97
100,712 100,634+037 | 0,37 101, 991 102’9‘1‘8i1’5 1,46 UZ;ET,‘I)SM 102,126 52.108 51,073 08
100,262 100,691 Uzé’r(i‘ff)sm 254,992 128541 | 126,988 98
100,247 103,792
Udio Dodana Ocekivana I\?r?'t:(\j/ﬁgg
Udio kofeinske |  Srednja Kofeinske Srednja RSD vrijednost | vrijednost | t Recover
kiseline vrijednost+S | RSD (%) o vrijednost+S kofeinske kofeinske .
kiseline (%) o o kofeinske | vy (%)
(ng/mg) D D kiseline kiseline L
(kg/mo) (hg/mg) | (ng/mg) | seline
" " (ug/mg)
102,564 105,372 Uzorak 1.92
103,692 103,711 szz',‘i’;td 5375 6,148 6,187 100
102158 | 102.870£0.76 | 074 104543 | 104314092 | 0,88 UZ;E‘?I)S“ 101,048 51484 | 50,986 99
102,263 103,058 Uzs?r(al',‘i’)sw 252,123 127,022 | 127,095 | 100
103,675 104,857
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Ponovljivost mjerenja Ponovljivost pripreme otopine Tocnost
_ Dobivena
Ocekivana -
. . Dodana . vrijednos
Udio Srednja Udio Srednja vrijednost vrijednost t
neoklorogensk - neoklorogens . RSD neoklorog Recover
e kiseline vrijednosttS | RSD (%) ke Kiseline vrijednost+S (%) neoklorogens enske neokloro v (%)
D D ke kiseline o genske
(ng/mg) (ng/mg) kiseline L
(ng/mg) (ug/mg) kiseline
i (ng/mg)
104,869 108,184 Uzorak 1,00
105,126 105,359 Uzloz"i',‘i’;td 9,992 5,496 5,400 98
104338 | 1049124062 | 059 101,726 105’2;1i2’3 2,21 Uzgr(i‘f;)“d 100,483 50742 | 49,855 98
105,843 105,996 Uzsoz"i',‘i’)“d 251,289 12573 | 126,145 | 100
104,386 105,089
Dodana Ocekivana | Dobivena
Udio kafeoil- Srednia Udio kafeoil- Srednia vrijednost vrijednost | vrijednos
jabu¢ne Cod | S | RSD (%) jabuéne ied : S RSD kafeoil- kafeoil- | tkafeoil- | Recover
kiseline viye EI)OS 0 kiseline vrye BOS (%) jabucne jabucne jabucne y (%)
(ng/mg) (ng/mg) kiseline kiseline kiseline
(1g/mg) (ng/mg) | (ng/mg)
100,940 106,219 Uzorak 7,89
102,994 103,936 szz'_‘l’)“d 10,383 9,137 8,891 97
102,204 101,860+0,78 | 0,77 106,696 | 105,89+1,17 | 1,11 Uzgr(i‘f;)“d 103,172 55,531 53,217 95
101,439 105,749 Uz?f’r(i'_‘i’;td 255,724 131,807 | 131,946 | 100
101,725 106,841
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Ponovljivost mjerenja Ponovljivost pripreme otopine Tocnost
_ Dobivena
Udio Srednja Udio Srednja vIrDijc:e((jjanrl)ast Srci]?cle(é\r/\?)g? vrijednos
sinapinske . sinapinske » RSD P P t Recover
Kiseline vrijednosttS | RSD (%) kiseline vrijednost+S %) sinapinske | sinapinske sinapinsk | y (%)
D D kiseline kiseline U
(ng/mg) (ng/mg) e kiseline
(ng/mg) (hg/ma) |~ g/mag)
101,586 99,701 Uzorak 1,92
100,394 106,809 szr(i‘_‘;td 10,340 6,13 6,043 99
99,786 100’5233;*0’0’ 0,65 104,378 103’22%3’4 3,38 UZ;ET,‘I)SM 104,227 54149 | 53,988 99
100,718 105,927 Uzé’r(i‘ff)“d 253,952 127,936 | 127,271 99
100,441 99,532
o Dobivena
Udio Srednja Udio Srednja vIrDijc;(iiir:)it 3&%&:@? vrijednos
cikorinske = cikorinske » RSD S S t Recover
Kiseline vrijednosttS | RSD (%) Kiseline vrijednost£S %) cikorinske | cikorinske cikorinsk |y (%)
D D kiseline kiseline L
(ng/mg) (ng/mg) (ug/mg) (ug/mg) e kiseline
(ng/mg)
100,696 99,579 Uzorak 1,58
101,712 99,444 szr("‘i‘ff)“d 9,989 5,785 5,297 92
100,749 101,291£0,54 | 053 102,601 100’6§2i1’2 1,27 UZ;E',‘I)SM 104,583 53,082 50,876 96
101,843 100,752 UZ;’E‘?I)S“ 201,992 101,786 | 100,183 98
101,453 100,933
. . Srednja . ; Srednja Dodana Ocekivana | Dobivena
Udio /::J]tma vrijednost+S | RSD (%) Udio /r#]tma vrijednost+S R(’(;[)) vrijednost vrijednost | vrijednos Re(zg/v)e '
(g/mg) D (ng/mg) D ) rutina rutina trutina | Y \7°
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Ponovljivost mjerenja Ponovljivost pripreme otopine Tocnost

(ug/mg) (ug/mg) | (ng/mg)

100,775 100,058 Uzorak 5,08

100,478 100,312 szg‘fi’)sm 10,097 7,589 7.146 94

102593 | 1011454093 | 0,93 105,011 102’126ﬁ’5 2.48 UZ;E‘FI)SW 102,612 53846 | 53,388 99

100,329 104,861 Uzé’r(i‘ff)“d 253,154 120117 | 126,528 08

101,549 100,586

Prilog A4. Validacija HPLC metode za odredivanje kanabinoida u ekstraktima industrijske konoplje
Ponovljivost mjerenja Ponovljivost pripreme otopine Toénost
Srednia Srednia Dodana Ocekivana | Dobivena
Udio CBD Vri'ednojstiS RSD (%) Udio CBD Vri'ednojst:tS RSD vrijednost vrijednost | vrijednos | Recover

(ug/mg) 0 (ug/mg) 0 (%) CBD CBD tCBD | y (%)

(ng/mg) (ug/mg) | (ng/mg)
27,71 28,119 Uzorak 20,09

26,256 30,609 szz',‘l’;td 5008 12,549 12,071 96

26,213 26.496+0,71 0,63 30,137 281724225 | 2,01 Uzgr(i‘f;)“d 10,073 15,082 14,862 08

26,416 25,293 Uzgz',‘l’)“d 25,201 22,691 21,998 96

25,886 26,703

Srednia Srednia Dodana Ocekivana | Dobivena
Udio CBDA vritedn Jtis RSD (%) Udio CBDA riedn J&S RSD vrijednost vrijednost | vrijednos | Recover

(ug/mg) D ° (ng/mg) | "I (%) CBDA CBDA | tCBDA | y (%)
(ug/mg) (ug/mg) | (ng/mg)

26,606 26,285+1,02 0,91 25.236 26,731%1,99 | 1,78 Uzorak
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Ponovljivost mjerenja Ponovljivost pripreme otopine Tocnost

25,152 27,77 szzal‘%sw 5375 6,148 6,187 08
27 854 27.742 UZ;E‘?I)SM 101,048 51,484 50,986 99
26,007 28,83 Uzé’zal‘%“d 252,123 127,022 | 127,095 97
25,806 24,075

Srednia Srednia Dodana Ocekivana | Dobivena

Udio CBG ri'ednojstiS RSD (%) Udio CBG ri'ednojst:tS RSD vrijednost vrijednost | vrijednos | Recover
(ug/mg) D ° (ng/mg) | "D (%) CBG CBG tCBG | y (%)
(ug/mg) (ug/mg) | (ng/mg)

24669 27.495 Uzorak 427
25773 28.48 szz"i',‘l’;td 1,009 2639 2601 98
24373 24,732+0,65 0,58 28,061 27353+1,16 | 1,04 Uzgr(i‘_(;;td 10,013 7.141 7,195 99
24801 27,263 UZ??E',‘I)SM 25,093 14,682 14,083 96
24.046 25,464

Srednia Srednia Dodana Ocekivana | Dobivena

Udio CBGA vrile dnon t+S | RSD (%) Udio CBGA Vriie dnon S RSD vrijednost vrijednost | vrijednos | Recover
(ug/mg) 0 (ug/mg) 0 (%) CBGA CBGA | tCBGA | y (%)
(ug/mg) (ug/mg) | (ng/mg)
28.716 25134 Uzorak 3.67
Uzorak+std

27,511 25,149 L (11) 1,006 3,688 3,422 93
27,498 273224129 115 27,616 27.053+1.81 | 1,62 Uzzor(i'_‘i’;td 10,116 6,893 6,361 92
27,688 28,371 UZ;’E‘?I)S“ 24.969 14.320 13.859 97
25198 28,996
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Ponovljivost mjerenja Ponovljivost pripreme otopine Tocnost
Srednia Srednia Dodana Ocekivana | Dobivena
Udio CBN vri'ednojstis RSD (%) Udio CBN Vri'ednojstiS RSD vrijednost vrijednost | vrijednos | Recover
(ug/mg) %0 ° (ug/mg) 0 (%) CBN CBN tCBN | y (%)
(ug/mg) (ug/mg) | (ng/mg)
25,001 25,009 Uzorak 2,34
27,282 27,652 szr(i‘ff)“d 1,012 1,676 1,511 92
26.258 26,589+1,08 0,97 27,332 26944125 | 1,12 UZ;ET,‘I)SM 5201 3.7705 3,743 99
27,847 28,222 Uzé’r(i‘ff)“d 10,181 6,2605 6,161 08
26,559 26,506
Srednia Srednia Dodana Ocekivana | Dobivena
Udio THC Vri'ednojstiS RSD (%) Udio THC Vri'ednojsttS RSD vrijednost vrijednost | vrijednos | Recover
(ng/mg) 0 (ng/mg) 0 (%) THC THC tTHC | y (%)
(ug/mg) (ug/mg) | (ng/mg)
26,107 24993 Uzorak 2.95
25,284 26,759 szz',‘l’;td 1,102 2026 2003 08
25329 26,0320,75 0,67 27,332 26,762£1,19 | 1,06 Uzgr("‘i‘ff)sm 5,037 3.994 3,961 99
26,365 28,222 Uzgz',‘l’)“d 10,137 6,544 6,332 96
27.073 26,506
Srednia Srednia Dodana Ocdekivana | Dobivena
Udio THCA Vri'ednojstiS RSD (%) Udio THCA ri'ednojst:tS RSD vrijednost vrijednost | vrijednos | Recover
(ug/mg) 0 ° (ng/mg) | VD (%) THCA THCA | tTHCA | y(®)
(ug/mg) (ug/mg) | (ng/mg)
24,669 25.072 = 0,69 0,62 28.199 0,76 Uzorak 1,86
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Ponovljivost mjerenja Ponovljivost pripreme otopine Tocnost
25 544 28,703 szzal‘%sw 1,006 1,433 1,363 95
24,081 28,076 27728 + UZ;E‘?I)SM 5,064 3,462 3,226 03
0,85 '

25271 26,904 Uzé’zal‘%sw 10,153 6,006 5,004 98
25,793 26,76

Srednia Srednia Dodana Ocekivana | Dobivena

Udio THCVA ed Jtis RSD (% Udio THCA ed Jt:tS RSD vrijednost vrijednost | vrijednos | Recover
(ng/mg) vrje Igos (%) (ug/mg) | V¢ B"S (%) THCVA THCVA |tTHCVA | y (%)
(ug/mg) (ug/mg) | (ng/mg)
24,159 24,422 Uzorak
Uzorak+std
25,161 24,377 @) ] ) ) )
24,839 25,0660,62 0,55 24.708 25275£1,07 | 0,95 Uzgr(i‘ff)sm - - ; ;
Uzorak+std

25,363 26,493 3 (L) ] ) ] )
25,806 26,377

Sredni Srednia Dodana Ocekivana | Dobivena

Udio CBCA “rg nJ?:I:S RSD (%) Udio CBCA ed Jtis RSD vrijednost vrijednost | vrijednos | Recover
(ng/mg) vrje B"S ° (ug/mg) | V™V© [‘;"S (%) CBCA CBCA | tCBCA | y (%)
(ng/mg) (ug/mg) | (ng/mg)

25,009 25,464 Uzorak 8,74
24,362 2478 szr("‘i‘ff)“d 5,126 6,933 6,861 08
24,603 24,846+0,35 0,32 28,743 26,013+1,63 | 1,46 Uzzor(i'_‘i’;td 10,081 9.4105 9377 99
25226 24,876 UZ;’E‘?I)S“ 25,122 16,931 16,761 08
25,028 26,2
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Ponovljivost mjerenja Ponovljivost pripreme otopine Tocnost
Srednia Srednia Dodana Ocekivana | Dobivena
Udio CBC ri'ednojstiS RSD (%) Udio CBC ri'ednojstiS RSD vrijednost vrijednost | vrijednos | Recover
(ng/mg) | "G T (ugmg) | YD (%) CBC CBC | tCBC | y(%)
(ug/mg) (ng/mg) | (ng/mg)
24,475 26,081 Uzorak 5,83
25,76 28,761 szg‘fi’;td 1,014 3.422 3,061 89
26,747 25.,624+0,81 0,72 26,503 25,624+0,81 | 0,72 Uzgr(i‘f;)“d 5,162 5,496 5,241 95
25597 27441 Uzg'g'_‘i’)“d 10,226 8,028 7,961 99
25,541 24,212
Prilog A5. Validacija HPLC metode za odredivanje kumarina u ekstraktima lavande
Udio Srednja Udio Srednja
. 0 iari 0
umbeliferona vrijednost-SD RSD (%) herniarina vrijednost-SD RSD (%)
(ug/mg) (ug/mg)
99,609 99,768
100,008 99,843
Ponovljivost 99,314 100,22+0,23 0,23 103,336 100,05+0,09 0,09
mjerenja
99,012 102,279
99,831 103,423
Ponovljivost 98,843 100,874
pripreme ggggg 102,275+1,56 1,52 ggggg 101,874+1,33 1,30
otopine 102,056 100,896
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103,911 99,442
Dodana Ocekivana Dobivena Dodana Ocekivana | Dobivena
vrijednost vrijednost vrijednost R o vrijednost | vrijednost | vrijednost | Recovery
umbeliferona | umbeliferona | umbeliferona | ccoverY (%) herniarina | herniarina | herniarina (%)
(ug/mg) (ug/mg) (ug/mg) (ug/mg) (ug/mg) (ug/mg)
Uzorak 1,09 5,45
Uzozi‘ﬁ’)ﬂdl 10,096 5,593 5,507 08 10,265 7,858 7511 95
Totnost 99’9U§‘1),rf)k+5td2 51,273 26,1815 25712 08 52,137 28,789 29,239 101
uZogg;)sm 203,947 102,519 100,248 97 205,718 | 105,584 | 103,299 97
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Martina Jakovljevi¢ Kovac rodena je 7. prosinca 1992. u Virovitici. U Belom Manastiru
zavrsila je Opéu gimnaziju, a potom 201 1. godine upisuje preddiplomski studij Prehrambene
tehnologije na Prehrambeno-tehnoloskom fakultetu Osijek na Sveucilistu Josipa Jurja
Strossmayera u Osijeku. Diplomski studij Znanost o prehrani i nutricionizam upisuje 2014.
te diplomira 28. rujna 2016. godine. Radila je kao stru¢ni suradnik na Prehrambeno-
tehnoloskom fakultetu Osijek od prosinca 2016 do rujna 2017, a nakon toga zaposlena je
na radnom mjestu asistenta na istom Fakultetu. Akademske godine 2017./2018. upisala je
poslijediplomski doktorski studij Kemija mediteranskog okolisa na Kemijsko tehnoloskom
fakultetu u Splitu. Sudjeluje u izvodenju nastave na kolegijima Opca i anorganska kemija i
Analiticka kemija na studiju Prehrambene tehnologije i Farmacije. Tijekom akademskih
godina 2018./2019. i 2019./2020. sudjelovala je kao vanjski suradnik na kolegiju Osnovni
praktikum iz opcée kemije i kolegiju Organska kemija na Odjelu za biologiju Sveucilista
Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku. Dobitnica je ,,Godisnje nagrade suradniku za ostvarena
postignuéa u podrucju znanstvenog, nastavnog i stru¢nog rada‘“ Prehrambeno-tehnoloskog

fakulteta Osijek za 2018. i 2020. godinu.

Autorica i koautorica je 24 znanstvena rada, pet poglavlja u knjigama i 39 priopéenja na
domacim 1 medunarodnim znanstvenim skupovima. Sudjelovala je kao neposredni voditelj
dvanaest zavrSnih 1 diplomskih radova. Tijekom lipnja 2021. usavrSavala se na TehnoloSkom
fakultetu Novi Sad, a u veljaci 2020. 1 ozujku 2022. na Kemijskom odsjeku SveuciliSta u

Portugalu.

Sudjelovala je kao suradnica na bilateralnom projektu ,,Separacija aktivnih komponenta iz
nusproizvoda prehrambene industrije — kakao ljuske i formulacija praskastih produkata,, i na
uspostavnom istrazivaCkom projektu Hrvatske zaklade za znanost Zelene tehnologije u

sintezi heterociklickih spojeva (UIP-2017-05-6593).

Sudjeluje 1 u brojnim aktivnostima popularizacije znanosti koje se odrzavaju na
Prehrambeno-tehnoloskom fakultetu Osijek, kao $to su Festival znanosti i No¢ znanosti na
kojima se radionicama za djecu 1 mlade znanost prikazuje na zanimljiv nac¢in. Takoder,
sudjelovala je u Europskoj no¢i znanosti, Znanosti u prolazu u Osijeku te 1. vikendu znanosti
u Osijeku. Kao jedan od predstavnika Preahrambeno-tehnoloskog fakulteta Osijek
sudjelovala je i u projektu ,,Kreativna STEM revolucija u Slavoniji“ sufinanciran sredstvima

Europskog socijalnog fonda i Ureda za udruge Vlade RH.
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