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Summary: The aim of this study was to examine the influence of two extraction methods: supercritical
CO:2 extraction (SC-COz2) and hydrodistillation on the extraction yield and chemical composition of
extracts / essential oil from immortelle flower and chaste tree fruit from Herzegovina area. The
composition of the volatile compounds was determined by gas chromatography — mass spectrometry
(GC-MS). The yield of essential oil from immortelle flower by hydrodistillation was 0.3 %, while the
yield during SC-CO2 was from 0.6 % to 4.8 % (depending on the applied pressure and extraction
temperature). The main compounds of immortelle essential oil obtained by hydrodistillation were
terpenes: y-curcumene (23.2 %), a-pinene (13.7 %), B-selinene (9.9 %), a-selinene (6.7 %), neryl
acetate (5.4 %), trans-caryophyllene (4.7 %), italicene (4.5 %) and limonene (3.1 %). The SC-COz
extracts were dominated by tremetone derivatives in the range of 0.4 - 23.0 %. Squalene in
concentration of 35.6 % was detected in SC-CO2 extract obtained at low pressure (7.9 MPa). This
compound has been important in cosmetics industry due to its antioxidant, exfoliant and hydrating
role. In addition, scopoletin was determined in SC-CO: extracts of immortelle flower by reversed-
phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) with UV detection in the proportion of 0.1
- 1.9 mg/100 g of immortelle flowers. This is the bioactive compound responsible for anti-aging
activities with important aspect in the production of cosmetics. The yield of essential oil from chaste
tree fruit obtained by hydrodistillation was 0.4 %, while the yield of SC-COz varied from 0.1 to 19.3 %
(depending on the applied extraction process conditions and moisture content in material). The main
compounds of chaste fruit tree essential oil obtained by hydrodistillation were viridiflorol (16.7 %), a-
humulene (15.6 %), trans-caryophyllene (10.7 %), trans-B-farnesene (7.6 %), caryophyllene oxide
(7.3 %), 1,8-cineole (4.9 %) and a-terpinyl acetate (4.9 %). In the SC-CO: extracts chaste fruit tree
the following compounds were dominant: trans-B-farnesene (14.8 — 23.4 %), trans-caryophyllene
(13.6 - 18.6 %), a-terpinyl acetate (7.1 - 13, 5 %), 1,8-cineole (4.2 — 12.2 %), bicyclogermacrene (8.5
- 11.6 %), a-cadinol (2.5 - 6.7 %), sabinene (0.3 - 6.5 %), aromadendrene (3.7 — 4.6 %),
caryophyllene oxide (3.2 — 4.5 %) and viridiflorol (2.1 — 3.8 %). The SC-CO2 process was optimized
by using the response surface methodology. In the case of immortelle flower, the optimal SC-CO2
conditions in relation to the extraction yield were the pressure of 22.1 MPa and temperature of 50 °C
and in the case of chaste tree fruit the pressure of 32.5 MPa and temperature of 60 °C.
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Chromatography with Flame lonization Detector)

plinska kromatografija-olfaktometrija (engl. Gas Chromatography-
Olfactometry)

geranil-pirofosfat

granil-geranil-pirofosfat

geranil-farnezil-pirofosfat

globalni sustav pozicioniranja (engl. Global Positioning System)
vrijeme (engl. Hour)

Helichrysum

virus humane imunodeficijencije (engl. Human Immunodeficiency
Virus)

tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High
Performance Liquid Chromatography)

Medunarodna unija za Cistu i primijenjenu kemiju (engl. International
Union of Pure and Applied Chemistry)

izopentenil-pirofosfat

klasicne metode ekstrakcije

Linnéov sustav imenovanja biljaka

luteiniziraju¢i hormon

granica detekcije (engl. Limit of Detection)

granica kvantifikacije (engl. Limit of Quantitation)

magnezijev sulfat

metileritrol-fosfatni put (engl. Methylerythritol Phosphate)

varijanca (engl. Mean Square)

nepoznata podvrsta
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predmenstrualni sindrom (engl. Premenstrual Syndrome)
politetrafluoroetilen

koeficijent determinacije (engl. Predicted R?)

indeksi zadrzavanja (engl. Retention Index)

reverzno-fazna visokodjelotvorna tekucinska kromatografija (engl.
Reverse-Phase high Performance Liquid Chromatography)

reaktivne vrste kisika (engl. Reactive Oxygen Species)

metoda odzivne povrSine (engl. Response Surface Methodology)
superkritiCna fluidna ekstrakcija (engl. Supercritical Fluid Extraction)
superkriticni CO2 (engl. Supercritical CO,)

suma kvadrata odstupanja podataka od prosjecne vrijednosti (engl.
Sum of Squares)

suha tvar (engl. Dry Weight)

tragovi (engl. Trace)

ciklus trikarboksilne kiseline (engl. Tricarboxylic Acid Cycle)
kromatogram ukupne ionske struje (engl. Total lon Chromatogram)
tankoslojna kromatografija (engl. Thin Layer Chromatography)
ultraljubi¢asto/vidljivo (engl. UltraViolet-Visible)

Vitex

volumni udio (engl. Volume per Volume)

kodirane nezavisne varijable (tlak i temperatura)

modelom predvidena odzivna funkcija
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Ljekovite biljke i za€ini su se kroz povijest na podrucju Mediterana tradicionalno upotrebljavali
kao dio kulturne bastine, prvenstveno kao dodatci prilikom kuhanja ili pripreme hrane, a kasnije
i kao topli napitci zbog blagotvornoga djelovanja na zdravlje. S obzirom na to da su nadzemni
dijelovi biljaka prirodni izvor bioaktivnih spojeva, posljednjih su godina istrazivacki laboratoriji
kozmetic¢ke i farmaceutske industrije posebno orijentirani na ispitivanja ljekovitih biljaka ciji
ekstrakti, inkorporirani u sastav proizvoda, daju dodatnu vrijednost novim proizvodima na
trzistu (Melander, 2020; Lourengo i sur., 2019; Zori¢ i sur., 2017; Atanasov i sur., 2015).

Prisutni bioaktivni spojevi u ljekovitim biljkkama mogu se ekstrahirati iz razli€itih dijelova biljke
kao Sto su lisc¢e, stabljika, cvijet i plodovi s ciliem daljnje uporabe u razli€itim podrucjima
farmaceutske, prehrambene i/ili kemijske industrije. Intenzivnim razvojem suvremenih
kromatografskih i spektroskopskih tehnika uvelike je olakSana analiza spojeva dobivenih
razliCitim ekstrakcijskim tehnikama, ali uspjeh istih prvenstveno ovisi o izboru metode
ekstrakcije i ulaznim procesnim parametrima, kao i o zemljopisnom porijeklu te o dijelu bilike

iz kojega se provodi ekstrakcija (Azmir i sur., 2013).

Prilikom ekstrakcije bioaktivnih spojeva i proizvodnje biljnih ekstrakata danas se i dalje
najéeSce primjenjuju klasicne metode ekstrakcije (KME). KME su obi¢no dugotrajne i
zahtijevaju veliki utroSak energije. Visoka temperatura ekstrakcije moze dovesti do degradacije
termolabilnih spojeva Sto utjeCe na kvalitetu i bioloSku aktivnost kona¢noga proizvoda. Pored
toga, u KME vrlo se Cesto kao sredstva za ekstrakciju primjenjuju toksi¢na organska otapala.
Primjena ovih otapala dodatno poskupljuje proces ekstrakcije i ima negativan utjecaj na
sigurnost kona¢noga proizvoda. Gotovo sve nedostatke KME u potpunosti kompenzira
ekstrakcija s CO2 u superkriticnom stanju (ESCO;). ESCO; spada u "Ciste tehnologije" jer
nema sekundarnih proizvoda Stetnih za Zivotnu sredinu. ESCO- temelji se na Cinjenici da
pojedini plinovi postaju izuzetno dobra otapala za odredene vrste spojeva u blizini svoje
kritiCne tocke, ili u superkriticnom podrucju (Bubalo i sur., 2015; Joki¢ i sur., 2014; Azmir i sur.,
2013; Huang i sur., 2012; Joki¢, 2011). PodeSavanjem procesnih parametara tlaka i
temperature tijekom ESCO, moguce je utjecati na selektivnost fluida prema ciljanim spojevima
(Maksimovic i sur., 2013; Cossuta i sur., 2008).

Izbor odgovaraju¢e ekstrakcijske metode klju¢an je za odredivanje kvalitativnog i
kvantitativhog sastava ekstrakata. No pored izbora ekstrakcijske metode izuzetno vaznu ulogu
ima i prirodno staniste biljke. Podru€je Bosne i Hercegovine (BiH) bogato je samoniklim i
plantazno uzgojenim biljkama (Redzic, 2010). Dugogodisnja tradicija uzgoja i sakupljanja
liekovitih biljaka u Hercegovini razlog je njegove upotrebe i u narodnoj medicini, prvenstveno
zahvaljujuci visokim antibakterijskim i antioksidativnim svojstvima. Hercegovina je jos u bivSoj

Jugoslaviji definirana kao podrucje bogato ljekovitim i aromati¢nim biljkama, s procjenom na
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vise od 1 300 razlicitih ljekovitih biljnih vrsta, medu kojima se nalaze i smilje (Helichrysum
italicum) i konopljika (Vitex agnus castus) (Kosovi¢ i Dunji¢, 2000). Trenutno je dostupno samo
nekoliko znanstvenih radova koji su se bavili istrazivanjem eteri¢nog ulja smilja i konopljike s
podrucja Hercegovine dobivenog procesom hidrodestilacije (Talic i sur., 2021; Tanovi¢ i sur.,
2020; Karalija i sur., 2020; Talic i sur., 2019; Odak i sur., 2019) dok nije provedeno niti jedno

istraZivanje na CO- ekstraktima spomenutih biljaka.

Upravo e se ovim istraZivanjem dati znanstveni doprinos (prvi put) na podrucju ispitivanja
utjecaja relativno nove ekstrakcijske metode ESCO2 na prinos ekstrakata te u odredivanju
kemijskog profila ekstrakata cvijeta smilja i ploda konopljike s podrucja Hercegovine (Jokic i
sur., 2017; Jerkovi¢ i sur., 2016; Joki¢ i sur., 2016).

Smilje (Helichrysum italicum (Roth) G. Don) je aromati¢ni polugrm mediteranskoga podrucja s
vrlo karakteristiCnim zlatnoZutim cvatovima i opojnim mirisom. Na mediteranskom podrucju
zastupljeno je oko 25 autohtonih vrsta roda Helichrysum od kojih je Helichrysum italicum (u
daljnjem tekstu H. italicum) jedna od najrasprostranjenijih i najviSe istrazivanih (Kazazic i sur.,
2016; Mastelic i sur., 2005). Brojna znanstvena istraZivanja spomenuta u detaljnim preglednim
radovima autora Nincevic i sur., 2019; Zeljkovi¢ i sur., 2015; Viegas i sur., 2014; Morone-
Fortunato i sur., 2010; Politeo, 2003 ukazuju na to da je na etericnom ulju smilja dobivenom
hidrodestilacijom proveden znacajan broj istraZivanja, za razliku od CO- ekstrakta smilja Ciji je
kemijski sastav jo$ uvijek nedovoljno istrazen. Prema rezultatima istrazivanja skupine autora
Maksimovic i sur. (2013), Mastelic i sur. (2005) te lvanovic i sur. (2011), naj¢esée skupine
spojeva u ekstraktu smilja dobivenim ESCO; su seskviterpeni i parafinski ugljikovodici, dok su
monoterpeni i seskviterpeni glavni spojevi eteri¢cnog ulja dobivenog destilacijom vodenom
parom. Ekstrakt cvijeta smilja, izmedu ostalog, sadrzi i nekoliko derivata kumarina, od kojih je
jedan identificiran kao skopoletin (Karasartov i sur., 1992). Skopoletin je spoj sa zna€ajnim
bioaktivnim djelovanjem, a ESCO, kao relativno nova tehnologija pruza novi i ekoloski
prihvatljiv nacin dobivanja biljnih ekstrakata sa Zeljenom koncentracijom skopoletina (Nam i
Kim, 2015). Stoga se u ovom doktorskom radu provela identifikacija i kvantifikacija skopoletina
u dobivenom CO; ekstraktu cvijeta smilja (Joki¢ i sur., 2016). Zahvaljuju¢i kompleksnom
kemijskom sastavu i dokazanom protuupalnom, antialergijskom, antimikrobnom,
antioksidativnom i antivirusnom djelovanju, CO, ekstrakt i etericno ulje smilja imaju
potencijalnu primjenu u biljnoj kozmetici gdje sluze za formuliranje biljnih preparata
namijenjenih zastiti osjetljive i nadrazene koze te za ublaZavanju znakova starenja koze
(Rigano i sur., 2013; Poli i sur., 2003). Stoga rezultati ispitivanja ekstrakata cvijeta smilja,
dobiveni suvremenom ekstrakcijskom tehnikom, mogu posluziti kao temelj za primjenu

dobivenih ekstrakata u razvoju linije biljne kozmetike obogaéene ekstraktom cvijeta smilja.
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Konopljika (Vitex agnus castus L.) je listopadni aromati¢ni grm porijeklom iz mediteranske
Europe i srediSnje Azije. Vitex je najveci rod u porodici Verbenaceae koji se sastoji od 250
vrsta rasprostranjenih po cijelom svijetu (Rani i Sharma, 2013; Meena i sur., 2010; Ganapaty
i Vidyadhar, 2005). Objavljena istrazivanja provedena na etericnom ulju ploda konopljike
dobivenom postupkom destilacije vodenom parom (Asdadi i sur., 2015; Katiraee i sur., 2015;
Latoui i sur., 2012; Stojkovi¢ i sur., 2011) ukazuju na to da je ovo podrucje bilo od veceg
interesa znanstvenicima u proteklom periodu u odnosu na istraZivanja kemijskog profila CO-
ekstrakta ploda konopljike objavljenim tek u nekoliko dosadasnjih radova. Cossuta i sur. (2008)
fokusirali su se na definiranje optimalnih uvjeta ESCO. ploda konopljike s madarskoga
podneblja te na ispitivanje utjecaja razliCitih parametara ekstrakcije na prinos i izolaciju
pojedinih spojeva: rotundifuran, B-amirin i B-sitosterol te kasticin. Marongiu i sur. (2010) izolirali
su isparljive spojeve iz ploda, lista i cvijeta talijanske konopljike koristeéi ESCO,, ali samo pri
tlaku od 90 bara i temperaturi od 40 °C. Mele i sur. (2013) ispitali su utjecaj procesnih
parametara ESCO, samo na izolaciju rotundifurana i kasticina. Za razliku od dosadas$njih
provedenih istrazivanja drugih autora, cilj istrazivanja u ovoj doktorskoj disertaciji bio je utvrditi
optimalne uvjete ESCO,, pri ¢emu se promjenama procesnih parametara utjecalo na
ostvarenje maksimalnog prinosa ekstrakcije i dobivanje ekstrakata bogatih odredenim
spojevima. Prema autorima Ivanovic i sur. (2011a), promjena udjela vlage u materijalu prije
postupka ESCO, moze znacajno utjecati na prinos i kvalitetu ekstrakta te se spomenuto
ispitivanje provelo i u ovom radu. Prirodno uzgojen plod konopljike moze biti izvrstan izvor
polifenolnih spojeva i njihovih derivata s izrazenim antioksidativnim djelovanjem (Katiraee i
sur., 2015). Zamjena sintetskih dodataka s prirodnim rastuéi je trend koji se temelji na
koristenju biljnih ekstrakata inkorporiranih u proizvode. Stoga rezultati ESCO- fitokemikalija iz

ploda konopljike mogu biti usmjereni na razvoj novih formulacija biljnih tableta.

Upravo je sve navedeno bilo razlog da se paznja i istrazivacki interes ovoga doktorskog rada
usmjere na definiranje optimalnih uvjeta postupka ekstrakcije Zeljenih spojeva iz cvijeta smilja
i ploda konopljike s podru¢ja Hercegovine primjenom superkriticnog CO». S obzirom na to da
brojni €¢imbenici utjeCu na konacnu ucinkovitost ekstrakcijskin metoda, jo$ uvijek ne postoji
standardizirana metoda kojom bi se ekstrahirali pojedini spojevi u biljnom materijalu. U
disertaciji je ispitan utjecaj procesnih parametara ESCO; na ekstraktibilnost ciljanih spojeva iz
navedenih biljnih sirovina $to je od iznimne vaznosti za optimizaciju i upravljanje ESCO: te za
potencijalni ,scale-up® i projektiranje buducih industrijskih postrojenja. Kemijska karakterizacija
cilianih skupina spojeva iz dobivenih ekstrakata provela se primjenom visokosofisticiranih
kromatografskih metoda, a ovo istrazivanje donosi detaljan uvid u identifikaciju ciljanih

fitokemikalija na ispitanim biljnim sirovinama.
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2.1. FITOKEMIKALIJE: TERPENI | KUMARINI

Zahvaljujuéi Sirokom spektru svojstava fitokemikalija, osobito bioaktivnih spojeva prisutnih u
bijkama, interesi prehrambene, farmaceutske i kozmetiCke industrije intenzivno rastu,
posebno potaknuti rastom novih zdravih trendova i sveukupne vece brige pojedinaca o izboru
prehrambenih i kozmeti¢kih proizvoda (Odak i sur., 2019). S obzirom na to da su fitokemikalije
spojevi koji se u organizam unose u malim koli¢inama, koli€¢inska zastupljenost ovih spojeva
ne predstavlja mjerilo njihove kvalitete. Njihova je funkcionalna sposobnost da kroz svoju
biolosku aktivhost mogu neutralizirati utjecaje Stetnih tvari u ljudskom organizmu te da uneseni
i u malim koli€inama mogu ostvariti ciljano djelovanje. Molekule metabolizma svih Zivih
organizama na Zemlji mogu se podijeliti u dvije velike skupine. Prvoj skupini pripadaju zivotno
vazne molekule koje nazivamo primarni metaboliti. Osnovna uloga ovih kemijskih spojeva
usmjerena je na rast i razvoj biljke, i u tu se skupinu ubrajaju ugljikohidrati, aminokiseline,
koje se vjeruje da pomazu biljci u prezivljavanju i prevladavanju utjecaja iz okoline, a medu
kojima se nalaze i bioloSki aktivni spojevi. Postoji vise putova za biosintezu sekundarnih
metabolita, npr.: (1) put Sikimske kiseline, (2) put malonske kiseline, (3) put mevalonske
kiseline i (4) metileritrol-fosfatni put - MEP (engl. Methylerythritol Phosphate) (Tiaz i Zeiger,
2006).

Pojednostavljena ilustracija razli€itih putova nastanka tri glavne skupine (alkaloidi, fenolni
spojevi i terpeni) biljnih bioaktivnih spojeva prikazana je na Slici 1 (Azmir i sur., 2013).

CO:

Primarni ugljikov
metabolizam

// g A
L e e | N
B

N J
/f/ .- . \___/ e —— \\\
/ Alifatske N
/ aminokiseline | \
- v 1 N
P
Fl Sikimske kiseline Put malonske kiseline 2k l:eva_lonske ‘ ’ MEP put
iseline
[ - - . A
— ¥ =
| Aromaticne
|aminokiseline
¥
Alkaloidi
' A\ J
- Fenolni spojevi Terpeni

Slika 1 Razli¢iti putovi nastanka alkaloida, fenolnih spojeva i terpena preko Sikimske kiseline,
malonske kiseline, mevalonske kiseline te MEP putom (prevedeno prema originalu autora
Azmir i sur., 2013)
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Sekundarni metaboliti su oni metaboliti koji esto nastaju u fazi nakon rasta, proizvode se u
odredenim ogranic¢enim taksonomskim skupinama, imaju specificne kemijske strukture i esto
se formiraju kao mjeSavine blisko povezanih &lanova kemijskih skupina prirodnih organskih
spojeva (Bernhoft, 2010). Sekundarni metaboliti biljaka uglavhom se mogu svrstati u &etrnaest
oshovnih kategorija spojeva (Tablica 1) te se procjenjuje da u njima postoji preko 200 000
kemijskih struktura (Radojkovic, 2012).

Vecéina bioaktivnih spojeva pripada jednoj od navedenih kategorija, od kojih svaka ima
posebne strukturne karakteristike koje proizlaze iz naina na koji su biosintetizirane. Svih
Cetrnaest spomenutih kategorija prirodnih spojeva (Tablica 1) sintetizira se u vidu sekundarnih
metabolita biljaka, a svojim bioaktivnim djelovanjem imaju potencijal unaprijediti ljudsko
zdravlje (Wink, 2003). Stoga bi jednostavna definicija fitokemikalija kao bioloski aktivnih
spojeva bila ta da su to sekundarni biljni metaboliti koji izazivaju farmakoloske ili toksikoloSke
ucinke kod ljudi i Zivotinja (Bernhoft, 2010).

Tablica 1 Kategorije €estih biljnih sekundarnih metabolita (Radojkovi¢, 2012)

Kategorija
1. Alkaloidi
2. Amini
3. Cijanogeni glikozidi
4, Diterpeni
5. Flavonoidi
6. Glukozinolati
7. Monoterpeni
8. Neproteinske aminokiseline
9. Fenilpropani
10. Poliacetileni
11. Poliketoni
12. Seskviterpeni
13. Tertraterpeni
14. Triterpeni, saponini, steroli

Alkaloidi nastaju iz aromatskih (koji potje€u iz Sikimske kiseline) i alifatskih aminokiselina
(nastalih iz ciklusa trikarboksilne kiseline — TCA). Fenolni se spojevi sintetiziraju putem
Sikimske kiseline i malonske kiseline. Kroz put mevalonske kiseline i puteve MEP-a nastaju

terpeni koji su ujedno i najbrojnija skupina sekundarnih metabolita biljaka.
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2.1.1. Terpeni

Prvu polovinu 19. stolje¢a obiljezio je poCetak istrazivanja terpena. Otezavajucéu okolnost
predstavljalo je odvajanje Cistih sastojaka iz kompleksnih smjesa te odredivanje njihove
strukture. Prije kromatografskih i spektroskopskih metoda nije bilo ucinkovitih metoda za
razdvajanje spojeva slicnih fizikalno-kemijskih karakteristika i odredivanje njihove strukture.
Unato¢ svim preprekama, krajem 19. stolje¢a otkriveno je mnogo vaznih terpena poput

kamfora, a-pinena i citrala, a danas ih je poznato oko 30 000 (Kovacevi¢, 2004).

Etericna su ulja uglavnom tekuci produkti viSih biljaka, rasporedeni u preko 50 porodica, a
najrasprostranjeniji su u aromati¢nim biljkama porodica Asteraceae, Laminaceae, Apiaceae,
Rutaceae, Myrtaceae i Lauraceae. Brojni ¢lanovi navedenih biljnih porodica vazne su vrste
rezanog cvije¢a te ukrasnih, ljekovitih i aromati¢nih biljaka, od kojih se mnoge koriste za

proizvodnju eteri¢nih ulja u kozmeti¢koj i farmaceutskoj industriji.

Eteri¢na ulja nastaju aktivhoséu egzogenih i endogenih sekrecijskih tkiva koja se mogu javiti u
obliku pojedinacnih stanica, Zljezdastih epitelnih Supljina ili pak mogu biti organizirana u
specijalizirane strukture, Zlijezde i Zljezdane dlake koje se nalaze na povrsini dijelova biljaka
(Kovacevi¢, 2004). Eteri¢na su ulja sloZzene smjese koje mogu sadrzavati preko 100 polarnih i
nepolarnih spojeva u razli€itim koncentracijama. Medutim, obi¢no ih karakterizira prisutnost
dvije ili tri glavne komponente u relativno visokim koncentracijama (20 — 70 %) u usporedbi s
ostalim spojevima eteri€nog ulja prisutnih u tragovima. Spojevi sadrzani u tipi¢nim eteri¢nim
uljima mogu se podijeliti u dvije glavne skupine: terpeni (monoterpeni i seskviterpeni) i

fenilpropanski derivati (Gutiérrez-del-Rio i sur., 2018).

U prirodi postoji velika kemijska raznolikost terpena, i upravo su zahvaljujuéi njima biljke ili
dijelovi ljekovitih biljaka (korijen, stabljika, lis¢e, cvije¢e, plod, sjemenka) ugodnoga mirisa i
specificnog okusa sa specificnim farmakoloSkim djelovanjem (Gutiérrez-del-Rio i sur., 2018).
Terpenski ugljikovodici mogu biti monoterpenski (10 ugljikovih atoma), seskviterpenski (15
ugljikovin atoma) i diterpenski (20 ugljikovih atoma). Monoterpenski i seskviterpenski
ugljikovodici tijekom intenzivnoga metabolizma prelaze u derivate s kisikom, stoga su upravo
ti derivati bioloSki aktivni. Prema funkcijskim skupinama u strukturi, terpeni ¢esto mogu biti

alkoholi, eteri, fenoli, aldehidi, ketoni, karboksilne kiseline, esteri i dr. (Pine, 1994).

U formiranju prekursora razli¢itih klasa terpena samo teorijski sudjeluje molekula izoprena koja
karakterizira terpensku strukturu (izoprensko pravilo). 1z aktivirane mevalonske kiseline
nastaje izopentenil-pirofosfat (IPP) i njegov izomer dimetilalil-pirofosfat (DMAPP). DMAPP

predstavlja pocetnu jedinicu koja se adira na IPP. Osnovni prekursori u biosintezi terpena su:

¢ geranil-pirofosfat (GPP) — prekursor monoterpena,
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o farnezil-pirofosfat (FPP) — prekursor seskviterpena,
¢ granil-geranil-pirofosfat (GGPP) — prekursor diterpena,

e geranil-farnezil-pirofosfat (GFPP) — prekursor sesterterpena (Kovacevi¢, 2004).

U sastav eteri¢nih ulja uglavnom ulaze terpeni manje molekulske mase. Primjer takvih terpena
prisutnih najveéim udjelom u etericnom ulju i CO- ekstraktima cvijeta smilja i ploda konopljike

su monoterpeni i seskviterpeni.

2.1.1.1. Monoterpeni

Monoterpeni su izgradeni od 10 ugljikovih atoma i glavni su sastojci eteri¢nih ulja aromati¢nih
biljaka. Najveéi broj monoterpena nastaje iz GPP-a i ima osnovni kostur sastavljen od 10
ugljikovih atoma. Dijele se na pravilne i nepravilne. Pravilni monoterpeni su Cesti isparljivi
spojevi tipi€nih eteri€nih ulja. Monoterpeni su odgovorni za bioaktivno djelovanje i miris pa se

¢esto koriste u medicinske i kozmeticke svrhe.

Najznacajniji predstavnici aciklickih monoterpena su mircen, ocimen, citral (smjesa izomera
geraniala i nerala), citronelol i geraniol. Nezasi¢eni monoterpenski alkoholi i aldehidi imaju

vaznu ulogu u parfemskoj industriji, prvenstveno linalool, nerol i citral.

Osnovni predstavnici monociklickih monoterpena su limonen, mentol, menton, karvon i
terpineol. Biciklicki monoterpeni mogu se podijeliti u tri grupe prema veli€ini sekundarnog
prstena (Filip, 2014; Politeo, 2003).

2.1.1.2. Seskviterpeni

Seskviterpeni dolaze u viSim frakcijama etericnih ulja. Oni doprinose njegovom farmakoloSkom
djelovanju. Svi nastaju iz zajedni¢koga prekursora, farnezil-pirofosfata, te u osnovi sadrze
kostur od 15 ugljikovih atoma. Medutim, intramolekulske ciklizacije, pregradnje i oksidacije

stvaraju veliki broj raznovrsnih spojeva (Mastelic i sur., 2005; Politeo, 2003).

2.1.2. Kumarini

Biljike takoder sadrze razliCite skupine fenolnih spojeva, medu kojima su fenolne kiseline,
kumarini, flavonoidi, stilbeni, tanini, lignani i lignin fenoli, fenolne kiseline, antocijani i
hidroksicinamicki derivati kiselina. Flavonoidi su najve¢a grupa fenolnih spojeva i smatra se
da oko polovice fenolnih biljnih spojeva pripada flavonoidima. Nastaju biosintetskim putem
Sikimske kiseline ili mijeSanim acetatno-Sikimatskim putem (Naczk i Shahidi, 2006; Harborne i
sur.,1999). Zbog svoje strukture flavonoidi su snazni prirodni antioksidansi i svoju aktivnost

iskazuju na viSe nacina. Flavonoidi imaju sposobnost kelirati metalne ione Sto izgleda pridonosi
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njihovoj antioksidativnoj aktivnosti in vitro, no nije poznato sluze li kao ucinkoviti kelatori metala
i in vivo (Buhler i Miranda, 2000).

Polifenolni flavonoidi imaju kostur difenilpropana i ukljuuju flavanole, flavanone,
antocijanidine, flavone i flavonole. Uz fenilpropanoide ili derivate hidroksicinamicke kiseline,

flavonoli i u manjoj mjeri flavoni nalaze se u gotovo svakoj biljci (Rice-Evans i sur.,1996).

Znacajna skupina spojeva prisutna u obliku polifenola su i kumarini. Ova vrsta spojeva prirodno
je Siroko rasporedena unutar biljnoga carstva (Harborne,1982), uklju€ujuéi i cvijet smilja.
Razli¢itim ekstrakcijskim postupcima, ukljuCujuci i ESCO; iz ove bilijke, moguce je izolirati

kumarine, posebno skopoletin $to je potvrdeno u radu autora Jokic¢ i sur. (2016).

Kumarini, vrlo opsezno istrazivani spojevi sastoje se od pironskog prstena kondenziranog s
benzenom, s pirokarbonilnom skupinom na polozaju 2. Ovaj strukturni oblik takoder je poznat
kao 2H-kromen-2-on prema nomenklaturi po IUPAC-u (Cao i sur., 2019). S obzirom na to da
na kumarinskom prstenu postoji $est polozaja na kojima se moze vrsiti supstitucija, poznato je
mnostvo razli¢itih derivata kumarina, bilo sintetskih ili prirodnih, te je takva strukturna

raznolikost uzrok Sirokog spektra njihove bioaktivnosti (Molnar i Cagi¢, 2011).

Kumarini su biosintetizirani iz prekursora fenilpropana, koji poti¢e od Sikimske kiseline. Ovi
spojevi Siroko su rasprostranjeni u razli¢itim biljnim porodicama poput Apiaceae, Asteraceae,
Fabiaceae, Rosaceae, Rubiaceae, Solanaceae, posebno Rutaceae i Umbelliferae. Mogu se
pronaci u svim dijelovima biljke, ovisno o uvjetima uzgoja. Neki derivati kumarina koji se javljaju
u prirodi su umbeliferon (7-hidroksikumarin); eskuletin (6,7-dihidroksikumarin); herniarin (7-
metoksikumarin), psoralen i imperatorin. Vazna znacajka kumarina je njihova sposobnost da
se ponasaju kao fitoaleksini, spojevi koji se biosintetiziraju kada je biljka izloZzena nepovoljnim

uvjetima poput bolesti ili suse (Molnar i sur., 2017).

Dobiveni razli¢itim ekstrakcijskim tehnikama, kumarini su pronasli Sirok spektar primjene u
kozmetiCkoj i farmaceutskoj industriji (Stiefel i sur., 2017; Nam i Kim, 2015). Kumarin se
primjerice koristi kao sredstvo za fiksiranje i pojacavanje mirisa u parfemima (Floc’h, 2002).
Takoder, primjenu je pronasao kao aditiv u sapunima i deterdZzentima, pastama za zube,
duhanskim proizvodima te nekim alkoholnim pi¢ima (Lake, 1999). Svoju primjenu pronalaze i

kao zasladivaci te dodatci hrani u kombinaciji s vanilijom (Tyagi i sur., 2005).

Ekstrakcija superkriti€énim fludima (engl. Supercritical fluid extraction — SFE) koriStena je za
ekstrakciju kumarina iz razli¢itih biljnih materijala (Oliveira i sur., 2013; Wang i sur., 2011; Mitra
i sur.al., 2011; Chen i sur., 2009; Rodrigues i sur., 2008), no do danas su se samo Karasartov
i sur. (1992) te Joki¢ i sur. (2016) bavili ekstrakcijom kumarina iz cvijeta H. italicum, medu

kojima je identificiran skopoletin.
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Skopoletin, 7-hidroksi-6-metoksikumarin fenolni je kumarin te vazan ¢lan skupine fitoaleksina
(Molnar i Cagi¢, 2011; Molnar i sur., 2017). , Rasprostranjen je u brojnim liekovitim biljkama.
Akumulacija skopoletina povezana je s otpornoséu na mikroorganizmea i druge stresove poput
mehanickih ozljeda i dehidracije (Gnonlonfin i sur., 2012). Bioaktivno djelovanje ekstrakata koji
sadrze skopoletin uklju€uje antibakterijsko; antifungalno (Gnonlonfin i sur., 2012; Garcia i sur.,
1995); protuupalno (Jamuna i sur., 2015); antioksidativho (Jamuna i sur., 2015; Shaw i sur.,
2003) djelovanje, a skopoletin posjeduje i mogucnost ublaZzavanja znakova starenja (Stiefel i
sur., 2017; Nam i Kim, 2015).

2.1.3. Bioaktivno djelovanje fitokemikalija

Kao rezultat razli€itih fizioloSkih i biokemijskih procesa, zZive stanice stvaraju slobodne radikale
i ostale reaktivne nusprodukte kisika (Sarikurkcu i sur., 2009). Reaktivne vrste kisika (ROS)
uzrokuju osteéenje biomolekula proteina, nukleinskih kiselina, lipida i ugljikohidrata koji grade
glavne strukture ljudskih stanica. Ostecenje ovih biomolekula vodi do brojnih kroni¢nih bolesti
kao $to su kancerogena oboljenja, dijabetes, starenje i druge degenerativne bolesti (Morone-
Fortunato i sur., 2010). Biljno carstvo proizvodi Sirok spektar prirodnih antioksidansa koji
povoljno djeluju na ljudsko tijelo tako $to ne dopustaju stvaranje ROS-a i koji pored toga imaju
vaznu ulogu u njihovoj inaktivaciji. lako su stanice ljudskoga tijela antioksidansima zasti¢ene
od oksidativnog ostecenja, to ponekad nije dovoljno za sprjeCavanje stani¢nog ostecenja
izazvanog ROS-om (Bojilov i sur., 2019). S obzirom na to da su ljekovite biljke bogate
spojevima vitamina, terpena, fenolnih kiselina, lignina, stilbena, tanina, flavonoida, kinona,
kumarina, alkaloida, amina, betalaina i drugih metabolita odgovornih za antioksidativno
djelovanje, one imaju nezamjenjivu ulogu u uklanjanju slobodnih radikala. Brojna istrazivanja
potvrdila su da mnogi od ovih antioksidansa posjeduju protuupalno; antibakterijsko;
antivirusno; antikancerogeno; antiproliferativno i anti-HIV djelovanje. Stoga je unos prirodnih
antioksidansa povezan sa smanjenim rizikom od karcinoma, kardiovaskularnih bolesti,
dijabetesa i drugih bolesti povezanih sa starenjem, a posljednjih godina Sirom svijeta povecéan
je trend unosa tih spojeva prisutnih u bobicama, €ajevima, biljikama, uljanim sjemenkama, voc¢u
i povréu (Zori¢ i sur., 2018; Katiraee i sur., 2015; Aiyegoro i Okon, 2010; Morone-Fortunato i
sur., 2010; Rosa i sur., 2007; Appendino i sur., 2007; Angioni i sur., 2003; Sala i sur., 2001;
Nostro i sur., 2004; 2002; 2001). Istrazivanja provedena u proteklom periodu pokazala su da
unato€ velikom napretku u medicini, biljke i dalje imaju vaznu ulogu u lije€enju i uklanjanju

tegoba, prvenstveno zahvaljujuci visokovrijednim spojevima poput antioksidansa.
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2.2. SMILJE

Smilje (H. italicum) je viSegodiSnja biljka koja pripada porodici glavoCika Asteraceae,
potporodici Asteroideae, plemenu Gnaphalieae i rodu Helichrysum (Nincevi¢, 2020). Primjer
je Siroko rasprostranjene mediteranske biljke i obuhvaéa preko 600 vrsta koje su u svijetu

rasprostranjene u tri zone (Slika 2) (Bigovi¢, 2013).

Klasifikacija unutar vrste H. italicum razlikuje se od autora do autora. Zbog jakoga polimorfizma
u morfologiji H. italicum, podvrste se ponekad preklapaju i tedko ih je razlikovati (NinCevic,
2020).

Prema posljednjoj objavljenoj podjeli (Herrando-Moraira i sur., 2016) na osnovi detaljne

multivarijatne analize morfoloskih oznaka, predlozena je nova podjela podvrste H. italicum:

1) H. italicum ssp. italicum (rasprostranjena u ltaliji, Hrvatskoj, na isto¢noj
mediteranskoj obali Francuske i Korzike, Bosni i Hercegovini, Grékoj — uglavhom
Egejski otoci i Cipar);

2) H. italicum ssp. microphyllum (endem Krete);

3) H. italicum ssp. siculum (endem Sicilije);

4) H. italicum ssp. tyrrhenicum (disjunktna raspodjela na podrucja izmedu otoka

Korzike, Sardinije, Mallorce i Dragonera otoci¢a).

Slika 2 Prikaz rasprostranjenosti roda Helichrysum u svijetu:

Mediteran, Srednja i JuZzna Europa, Zapadna i Centralna Azija;
Juzna Afrika, Madagaskar, Isto€na tropska Afrika i Sjeveroisto€na tropska Afrika;

Isto€na i Jugoistocna Australija i Novi Zeland (Bigovic, 2013).
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2.2.1. Morfoloske i fizioloske karakteristike smilja

Smilje je patuljasti aromati¢ni grm sa zutim cvjetovima, visine 50 — 70 cm. Raste samoniklo na
suhom, krSevitom i pjeskovitom tlu. Upravo ta karakteristika omogucuje ovoj biljci rast na
Sirokom rasponu nadmorskih visina, izmedu razine mora i 2 200 m (Nostro i sur., 2001).
Podzemni izdanak smilja razgranat je i duboko prodire u tlo. Iz drvenastog vretenastog rizoma

svake se sezone razvije viSe desetaka stabljika koje nose cvijet (Pohajda i sur., 2015).

Tisuée zlatnozutih cvjetova pravi su ukras gologa mediteranskog kamenjara, gdje cvjetovi i
nakon su$enja zadrzavaju svoju boju. Biljka je relativho otporna na niske temperature i dobro
podnosi dugotrajna suSna razdoblja (Stepanovic i sur., 2009). Latinski naziv smilja potjeCe od
grckih rijeci ,helis® 8to znaci sunce i ,chrisos® 8to znaci zlato. Narodni nazivi su jos: smilj, cmilj,
cmilje, sredozemno smilje, bilobrada, bela brada, margiz (Bojani¢-Rebac i Rebac, 2014;
Politeo, 2003). MorfoloSki i anatomski gledano, grada vegetativnih organa bilike smilja
prilagodena je zivotu u stanistima koja obiluju velikim brojem sunc€anih dana, a Cije je tlo
siromasno vodom i biljnim hranjivim tvarima (Politeo, 2003). Na razgranatim stabljikama smilja
naizmjenicno su rasporedeni uski Siljasti listiCi koji su s lica zeleni, a s nali€ja sivozeleni,
prekriveni sitnim dlacicama. Doniji listi¢i skupljeni su u rozetu. Deblja kutikula listova i guste
dlacice na nali¢ju, koje Stite puci od transpiracije, osiguravaju ovoj biljci dobru prilagodbu na
susne uvjete stanista, s§to je svrstava u skupinu kserofitnih biljaka (Pohajda i sur., 2015;
Mancini i sur., 2011).

Berba smilja za proizvodnju eteri€nog ulja vrsi se dva puta godisSnje i to kada je smilje u punoj
zrelosti, odnosno kada je otvoreno 50 % cvatova karakteristiCne zlatnoZute boje. Prvi period
branja smilja je ljeti izmedu 15. lipnja i 15. kolovoza, a drugi period branja je u jesen od 15.
listopada do 1. prosinca, ovisno o nadmorskoj visini (Houdret, 2002; Andreani i sur., 2019).
Cvijet se bere u ranim jutarnjim satima kada je koncentracija etericnog ulja najviSa. Ubrani
cvjetovi moraju se destilirati u roku od 24 sata jer koncentracija etericnog ulja ubrzano opada
nakon branja. Cvijet sadrzZi vrlo malo etericnog ulja (manje od 0,05 %), Sto znaci da je za
proizvodnju kilograma eteri¢nog ulja smilja potrebno ubrati viSe od tone cvjetova (Pohajda i
sur., 2015; Houdret, 2002). Biljke uzgojene u kontinentalnim podrucjima u fazi cvjetanja sadrze

50 % vlage i 0,15 % ulja, a nakon cvjetanja 30 % vlage i 0,13 % eteri¢nog ulja (Houdret, 2002).

SvjeZi materijal nakon berbe podlozZan je fizikalno-kemijskim i mikrobioloSkim promjenama
zbog djelovanja razli¢itih unutarnjih i vanjskih ¢imbenika, $to dovodi do smanjene kvalitete i
gubitka bioaktivnih spojeva. Stoga se suSenje biljnoga materijala najéeSce primjenjuje kao

predtretman obrade prije procesa ekstrakcije (Nebrigic i sur., 2020).

Prema dostupnim literaturnim podatcima, hidrodestilacija hadzemnih dijelova smilja najcesci

je postupak dobivanja eteri¢nhog ulja. Udio eteri€nog ulja u biljci izuzetno je mali pa je cijena
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eteri¢nog ulja smilja iznimno visoka (Maksimovic i sur., 2017; Pohajda i sur., 2015). Upravo je
naglo povecéanje cijena eteri€nog ulja H. italicum koje se dogodilo 2005. godine potaknulo
intenzivno podizanje nasada i povecanje proizvodnje u nekoliko dijelova juzne Europe: u
Francuskoj, Spanjolskoj, Hrvatskoj, BiH, ltaliji, Bugarskoj i Srbiji. U istoénoeuropskim
mediteranskim zemljama, posebno u BiH i Hrvatskoj, doSlo je i do znadajnoga povecanja
komercijalne eksploatacije populacije samoniklih vrsta H. jtalicum. Zbog svega navedenoga,
H. italicum postala je najpoznatija biljika mediteranske regije (Nincevic¢ i sur., 2019). U pocetku
se skupljala samonikla biljna sirovina, a sada se uglavnom dobiva plantaznim uzgojem kako

bi se odgovorilo na veliku potraznju kozmeticke industrije.

Istrazivanje novijeg datuma koje se detaljno osvrnulo na uzgoj smilja s ekonomskog stajaliSta
na podrugju Hercegovine (Cagalj i sur., 2019) pojasnilo je razloge znagajnog ekonomskog
interesa za eterinim uljem smilja na isto€noeuropskom mediteranskom trzistu. Povecéanje
potraznje za etericnim uljem smilja i njegova visoka trziSna cijena na medunarodnom i
domacem trziStu potakli su poveé¢ano sakupljanje ove biljke u prirodi. Poveéanje sakupljanja
(neorganizirano, neodgovorno i nekvalificirano) prema porastu stope potraznje, vodeno samo
profitom, gotovo je dovelo do istrebljenja i propadanja prirodnih stanidta smilja u nekim
dijelovima Hercegovine. S obzirom na to da te koli¢ine nisu bile dovoljne kako bi zadovoljile

zahtjeve trziSta, proizvodaci (poljoprivrednici) poceli su uzgajati plantaze smilja (Slika 3).

Slika 3 Plantaza cvijeta smilja tvrtke Roing, Ljubuski (Izvor: autor)

Poljoprivrednici koji su se odlucili uzgajati nasade smilja podizali su ih obi¢no bez ikakvih

planova, nisu bili educirani ni o uzgoju smilja (agrotehnika u uzgoju, nasadi, zastita od Stetnika
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i bolesti) ni 0 poznavanju bilo kakvih ekonomskih pokazatelja proizvodnje smilja. Podrucja pod
smiljem koja su se brzo podigla (na priblizno 1 500 ha) zbog potrebe zadovoljavanja potraznje
dozivjela su velike ekonomske probleme. Maloprodajne cijene bile su relativno visoke, trgovci
su smilje placali izravno na terenu, ali jo$ uvijek nema sluzbenih podataka o sakupljanju ili
proizvodnji smilja u BiH. Autori su naveli da se 2017. godine trziste blago stabiliziralo te su

otkupne cijene i cijene etericnog ulja naglo pale.

2.2.2. Kemijski profili eteriénog ulja smilja

H. italicum predstavlja vrijedan izvor bioaktivnih spojeva te je do danas veci broj znanstvenika
nastojao odrediti kemijski sastav etericnog ulja smilja. Unato¢ tomu, ono je joS uvijek
nedovoljno istrazeno zbog kompleksnog kemijskoga sastava. Cinjenica je da se Helichrysum
smatra vrlo slozenim rodom, s velikim sli€nostima izmedu pojedinih vrsta (Sala i sur., 2001),
C¢ime se djelomicno mogu opravdati povijesne i danasnje teSko¢e u odredivanju kemijskoga
profila ove biljke. Naime, zbog velikoga broja spojeva, analiza eteri¢nog ulja poprilicno je
zahtjevna. Osim toga, rije¢ je o spojevima sliéne strukture i sli¢nih fizikalno-kemijskih
svojstava, §to dodatno otezava odjeljivanje i identifikaciju (Guinoiseau i sur., 2013; Politeo,
2003).

Genetske razlike znacajno utje€u na metabolizam biljaka $to opravdava razlike u kemijskom
sastavu analiziranih eteri¢nih ulja (Satta i sur., 1999). Takoder, potrebno je poznavati i dodatne
Cimbenike koji uzrokuju intraspecifi€ne i intraindividualne varijacije svake vrste koja naseljava
odredeni lokalitet. Dakle, vrlo vazna uloga pripada klimatskim uvjetima (temperatura, oborine,
broj sun€anih sati, duljina dana) i ¢imbenicima iz okolia (vrsta i pH tla, nadmorska visina,
staniste, insekti i mikroorganizmi). Nadalje, kemijski sastav izravno upucuje na biokemijska i
fizioloSka svojstva svake botanicke vrste. To se prije svega odnosi na to da svaka pojedinacna
vrsta koja nastanjuje odredeni zemljopisni lokalitet posjeduje specificne enzimske sustave koji
su genetski kodirani kako bi proizveli odredene kemijske spojeve (Staver i sur., 2018). Stoga
gore navedeni Cimbenici mogu objasniti varijabilnost u kemijskom sastavu etericnog ulja smilja
(Talic i sur., 2021; Oliva i sur., 2020; Talic i sur., 2019; Tzanova i sur., 2018; Mouahid i sur.,
2017; Jerkovic i sur., 2016; Maggio i sur., 2016; Schipilliti i sur., 2016; Costa i sur., 2015; Kladar
i sur., 2015; Zeljkovi¢ i sur., 2015; Maksimovic i sur., 2013; Leonardi i sur., 2013; Mancini i
sur., 2011; Morone-Fortunato i sur., 2010; Hellivan, 2009; Bianchini i sur., 2009, 2003, 2001;
Masteli¢ i sur., 2008; Paolini i sur., 2006; Angioni i sur., 2003; Charles i Simon, 1991;
Weyerstahl i sur., 1986; i Peyron i sur., 1980).

Upravo su brojni autori istakli utjecaj nadmorske visine na sastav eteri¢nog ulja. Usai i sur.
(2010) predloZzili su sakupljanje biljaka izmedu 500 — 700 m nadmorske visine kako bi se dobio

visok prinos ulja i ulje bogato neril-acetatom odgovornim za pozeljnu aromu biljke. Tundis i sur.
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(2005) otkrili su da visina utjeCe na sadrzaj trans-kariofilena u etericnom ulju H. italicum, pri
¢emu su uzorci prikupljeni na 490 m nadmorske visine sadrzavali znac¢ajnu koli¢inu trans-
kariofilena, dok su oni prikupljeni na 800 m sadrzavali nize koli¢ine. Melito i sur. (2016) takoder

su dokazali utjecaj nadmorske visine i klime na sastav eteri¢nog ulja.

Glavni bioaktivni spojevi etericnog ulja H. italicum su neril-acetat, a-pinen, y-kurkumen, (-
selinen, geraniol, trans-nerolidol, B-kariofilen, linalool, limonen i 2-metil-cikloheksil-pentanoat
(Tucker i DeBaggio, 2009; Masteli¢ i sur., 2008). Njihovo je biolosko djelovanje potvrdeno kroz
shazno protuupalno (Sala i sur., 2001), antioksidativno (Kladar i sur., 2015; Mekini¢ i sur.,
2016; Rosa i sur., 2007; Sala i sur., 2003), antimikrobno (Staver i sur., 2018; Djihane i sur.,
2017; Stupar i sur., 2014; Mekini¢ i sur., 2016; Chao i sur., 2008; Rossi i sur., 2007; Mastelic i
sur., 2005; Nostro i sur., 2002; 2001) antivirusno (Appendino i sur., 2007), antiproliferativho

(Staver i sur., 2018; Han i sur., 2017) i antineoplasti¢no (Gismondi i sur., 2020) djelovanje.

Veé su Peyron i sur. (1980) u eteriCnim uljima smilja prikupljenim u Francuskoj (Esterel i
Korzika) i u tadasnjoj Jugoslaviji pronasli iste spojeve a-pinena, limonena, B-diketona, nerola,
neril-propionata i butirata, ali u razli¢itim koncentracijama. Usporedba kemijskih profila
eteri¢nih ulja smilja iz Grcke i Hrvatske pokazala je da su priliCno razli¢ita (Chinou i sur., 1997),
dok je eteri€no ulje iz Hrvatske prema kemijskom sastavu sli¢nije eterichom ulju s talijanskoga

podrucja (Bianchini i sur., 2003).

Rezultati nedavnog istrazivanja provedenog na etericnom ulju smilja iz uzoraka prikupljenih na
deset razliCitih lokacija u Hercegovini autora Talic i sur. (2021), pokazali su najveci udio
monoterpenskih ugljikovodika a-pinena (4,1 — 19,3 %) i limonena (1,3 — 6,2 %), dok su neril-
acetat (3,6 - 21,1 %) i linalool (2,3 - 5,7 %) bili najzastupljeniji oksidirani monoterpeni.
Najzastupljeniji seskviterpenski ugljikovodici bili su y-kurkumen (8,4 - 18,6 %), trans-kariofilen
(3,1 - 8,5 %) i B-selinen (2,8 - 6,7 %) dok je 4,6,9-trimetildec-8-en-3,5-dion (5,1 - 14,5 %) bio
najzastupljeniji diketon. Istrazivanje je obuhvatilo sva podrucja gdje se smilje pojavljuje od
razine mora (7 m) do gorja (761 m). Mladi nadzemni dijelovi biljke (liSCe, stabljike i cvjetovi)
podvrgnuti su hidrodestilaciji i time je identificiran ukupno 61 spoj. Prinosi etericnog ulja
pokazivali su raspon od 0,15 - 0,32 %. Relativno nizak prinos eteri¢nog ulja ove mediteranske
vrste zabiljeZen je i u prethodnim sli¢nim studijama (Mastelic i sur., 2005; Staver i sur; 2018;
Blazevic¢ i sur., 1995). Prema udjelu pojedinih spojeva u ispitanom eteri¢nom ulju s podrucja
Hercegovine autori su ga okarakterizirali kao kemotip sa Cetiri glavne komponente: a-pinen,

neril-acetat, y-kurkumen i B-diketon.

U ispitanom eterichom ulju s podruéja BiH, gdje se navodi samo ime dobavlja¢a, no ne i
lokacija prikupljanja uzorka, kao glavne komponente etericnog ulja smilja pojavljuju se a-pinen
(13,9 %), germakren D (9,0 %) i ar-kurkumen (8,7 %) (Karalija i sur., 2020).
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Nincevic i sur. (2019) te Viegas i sur. (2014) u svojim izuzetno detaljnim preglednim radovima
objavili su istrazivanja o tradicionalnoj uporabi i kemijskom sastavu eteri€nog ulja i ekstrakata
cvijeta smilja, dobivenih razligitim ekstrakcijskim metodama u ltaliji, Spanjolskoj, Portugalu te
BiH.

Identifikacija bioaktivnih spojeva etericnog ulja roda Helichrysum predmet je brojnih
istrazivanja ve¢ nekoliko desetljeca te su znacCajnija istrazivanja kemijskog sastava bioaktivnih
spojeva vrste H. italicum subsp. italicum dobivenih postupkom hidrodestilacije objavljena u

znanstvenoj literaturi prikazanoj u Tablici 2.

2.2.3. Kemijski profili CO2 ekstrakata smilja

lako je smilje predmet brojnih istraZivanja, u literaturi se nalazi relativno malo podataka o

ESCO; u usporedbi s hidrodestilacijom.

Primijenjene kromatografske metode (uglavnhom GC-FID i GC-MS) pokazale su kako su
najCesci spojevi prisutni u CO; ekstraktima H. italicum sli¢ni onima dobivenim hidrodestilacijom
i destilacijom vodenom parom i to a-pinen, neril-acetat i y-kurkumen, pri ¢emu su ekstrakti
sadrzavali i znaCajan sadrzaj parafinskih ugljikovodika. Takoder je zapaZena moguénost
ekstrahiranja teZe isparljivih seskviterpena i diterpena pomocu ESCO,. U kemijskom profilu
ekstrahiranih spojeva nalazili su se izomeri nerola, neril-propanoata, selinena i kariofilena

(Maksimovic i sur., 2013; Ivanovic i sur., 2011a).

U nekoliko provedenih istrazivanja gdje je prikazana usporedba postupaka ESCO; i
hidrodestilacije rezultati su jasno pokazali da ESCO., omogucuje veci prinos te vecu
selektivnost ekstrahiranih spojeva (Mouahid i sur., 2017; Costa i sur., 2015; lvanovic i sur.,
2011a; Maksimovic i sur., 2013; Mici¢ i sur., 2009; Marongiu i sur., 2003).

Najznacajniji radovi na istrazivanju CO; ekstrakta H. italicum subsp. italicum prikazani su u
Tablici 3. U spomenutim istraZzivanjima, ekstrakcijski tlak i temperatura varirali su u rasponu
10 — 35 MPa, odnosno 39,85 — 60 °C u periodu od 1,5 do 7,5 sati. Dobiveni prinos ekstrakcije
kretao se 1,37 — 5,7 %.
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Tablica 2 Kronolos$ki prikaz objavljenih znanstvenih radova o etericnom ulju smilja H. italicum subsp. italicum ili drugim vrstama dobivenim
procesom hidrodestilacije

Ukupni postotak

Zemljopisno Vrsta Vrlj.em.e. identificiranih . - Identifikacijska Literaturna
- o destilacije . Glavni spojevi
podruéje destilacije (h) spojeva metoda referenca
(%)
Mostar, Blatnica,
ﬁrer:ﬁg’ EE%‘\?S’ y-kurkumen (12,6 %); neril-acetat Talc i sur
P Clevenger 2 98,8 (11,5 %); a-pinen (10,7 %); 4,6,9- GC-MS B
Crni¢i, Ljubinje, . . . o 2021.
> 0 trimetildec-8-en-3,5-dion (7,9 %)
Zakovo, Trebinje;
BiH
3 a-pinen (21,3 %); neril-acetat (10,6
Dubrave, Capljina; Destilacija ) ) %); izoitalicen (6,3 %); B-kariofilen GC-MS Tanovi¢ i sur.,
BiH vodenom parom (4,5 %); a-kopaen (4,2 %); limonen 2020
(3,9 %)
a-pinen (13,9 %); germakren D (9,0 L
Karalija i sur.
R . - i %); ar-kurkumen (8,7 %); [(- ) ’
Sarajevo; BiH Hidrodestilacija 75,0 kariofilen (7,1 %); neril-acetat (5,3 GC-MS 2020.
%)
. neril-acetat (33,9 %); a-pinen (28,5
Botanicki vrt o : . . .
- N . I ) %); nerol (7,9 %); neril-fenilacetat ) Gismondii sur.,
ﬁ;ﬁ:c”ﬁta u Rimu; Hidrodestilacija 5 (74 %) pkarioflen (5.7 %): GC-MS 2020.
I bisabolen (4,8%): azulen (2,9 %)
a-pinen (15,7 %); y-kurkumen (12,8
%); 4,6,9-trimetildec-8-en-3,5-dion
Zapadna B (8,7 %); neril-acetat (6,9 %); Talic i sur,
Hercegovina; BiH Clevenger 1.5 96,1-98,8 limonen (6,4 %); B-selinen (5,3 %); GC-MS 2019.
trans-kariofilen (3,9 %); a-selinen
(3,6 %); y-selinen (3,1 %); B-diketon
o a-pinen (28,5 %); y-kurkumen (9,8 .
Ljubuski: BiH Destilacija ; ; %); B-selinen (6,3 %); italicen (5.0 GC-MS Odak i sur,
vodenom parom %) 2019.
y-kurkumen (14,1 %); B-selinen .
Juzni dio; NP Destilacija 3 673 (11,3 %); a-kurkumen (10,4 %); a- GC-MS Séepanovi¢ i
Crna Gora vodenom parom ' selinen (6,1 %); neril-acetat (3,9 %); sur., 2019.

a-kopaen (3,7 %)
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Podgorica; \? Crna
Gora

B-eudezmen (21,6 %); B-bisabolen
(19,9 %); a-pinen (16,9 %); neril-
acetat (10,6 %); kopaen (4,5 %);
limonen (3,3 %)

GC-MS

Oliva i sur,,
2020.

Lumiu;
Sjeverni dio Korzike

Destilacija
vodenom parom

neril-acetat (30,4 %); y-kurkumen
(10,1 %); neril-propionat (7,1 %); ar-
kurkumen (5,8 %); italicen (3,9 %);
4,6,9-trimetildec-8-ene-3,5-dion (3,8
%); a-nerol (3,7 %); limonen (3,6 %);
a-pinen (2,1 %)

GC-MS
GC-FID
GC-O

Andreani i sur.,
2019.

Centralna ltalija;
Marche regija

Clevenger

98,7

neril-acetat (15,7 %); a-pinen (8,2
%); 4,6,9-trimetil-dec-8-en-3,5-dion
(Italidion 1) (7,4 %); ar-kurkumen
(5,4 %); B-selinen (5,4 %); vy-
kurkumen (4,8 %); nerol (4,7 %); a-
selinen (4,7 %); limonen (4,5 %);
linalool (4,4 %), 2,4,6,9-tetrametil-
dec-8-en-3,5-dion (ltalidion 1) (4,3
%)

GC-MS

Fraternale i
sur., 2019.

Stara Zagora;
Bugarska

Clevenger

89,7

neril-acetat (20,6 %); citronelil-
izobutanoat (12,5 %); a-pinen (8,7
%); B-eudezmen (5,6 %); a-kopaen
(5,4 %); eudezm-5-en-11-ol (4,9 %);
cis-a-bergamoten (4,8 %); nerol (2,1
%)

GC-FID

Tzanova i sur.,
2018.

Zadar — Sibenik
—Knin; Hrvatska NP

Destilacija
vodenom parom

1,5

98,6

a-pinen (21,6 %); neril-acetat (7,9
%); y-kurkumen (21,6 %); B-selinen
(6,5 %); izoitalicen (5,4 %); B-
kariofilen (4,9 %); a-kurkumen (4,5
%)

GC-MS

Staver i sur.,
2018.

Béjaia;
Sjeverni Alzir NP

Clevenger

99,2

a-cedren (13,6 %); a-kurkumen
(11,4 %); geranil-acetat (10,1 %);
limonen (6,1 %); nerol (5,1 %); neril-
acetat (4,9 %); a-pinen (3,8 %)

GC-MS

Djihane i sur.,
2017.
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Otok Bra¢ (uzorak A): a-trans-
bergamoten (10,2 %); B-akoradien

Otok Brag, (10,1 %); ar-kurkumen (8,7 %);
Biokovo, ) Biokovo (uzorak B): a-humulen (7,3 ) Zeljkovi¢ i sur.,
Tijarica, Clevenger 47,3 -66,7 %); B-akoradien (6,9 %); Tijarica GC-MS 2015
Makarska; RH (uzorak C): B-akoradien (6,7 %);
Makarska (uzorak D): rozifoliol (8,5
%)
neril-acetat (28,2 %); neril-propionat
(9,1 %); y-kurkumen (17,8 %); ar- i .
Crna Gora Clevenger - 96,1 kurkumen (8,3 %); a-selinen (3,9 g(cj-lli/:g g(l)e;céar | sur.,
%); izoitalicen (3,2 %); timol (2,8 %); '
a-cedren (2,4 %)
a-pinen (5,0 %); neril-acetat (4,4 %); ) : . .
Konavle; Hrvatska Clevenger 4 - italicen (4,0 %); (E)-kariofilen (3,6 g(C;-K/:g g/lu?kszlrgglc '
%) y .
neril-acetat (5,6 — 45,9 %); a-pinen
Clearss (0,8 — 32,9 %); 1,8-cineol (do 18,2 ) .
Otok Elba; ltalija Clevenger 2 91,7-999 | %) eudezm-5-en-11-ol (1,8 — 17.2 ggﬂg égﬁgard' I sur,
%); nerol (do 12,8 %); limonen (do '
12,9 %)
a-pinen (14,4 %); limonen (12,3 %);
linalool (4,2 %); nerol (5,2 %); neril- GC-FID Bertoli i sur.,
NP -
Otok Elba Clevenger 97 acetat (253 %) y-kurkumen (8,7 GC-MS 2012.
%); neril-propionat (6,4 %)
y-kurkumen (12,4 %); B-selinen (9,9
%); trans-B-kariofilen (6,9 %); a- GC-FID Ivankovic i sur.,
NP _
Konavle, Hrvatska Clevenger 4 selinen (5,9 %); italicen (4,6 %); ar- GC-MS 2011a.
kurkumen (4,01 %)
Nacionalni park izoitalicen epoksid (16,8  %); GC Mancini i sur
Cilento i Diano Clevenger 3 90 heksadec-1-en (9,8 %); B-kostol (7,5 GC-MS 2011 v
Valley, ltalija %) '
neril-acetat (25,3 %); a-pinen (14,5 .
Elba otok NP Clevenger - - %); limonen (12,3 %); y-kurkumen gg:Mg ggﬂ;‘ tosur
(8,7 %); neril-propionat (6,4 %) '
Elba otok, ltalija y-kurkumen (2,3 - 41,0 %); B- GC-FID Morone-
Korzika; Francuska - 2,5 - selinen (0 — 38,0 %); a-selinen (0 — GC-MS Fortunatoi sur.,

26,5 %); nerol (0,4 — 18,8 %);

2010.
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karvakrol (1,6 — 14,8 %); ar-
kurkumen (1,1 — 8,3 %); B-kariofilen
(t-18,6 %); neril-acetat (0,4 - 15,1
%)

48 lokacija Korzika;
Francuska

Clevenger

67,8 -94,9

a-pinen (1,8 %); neril-acetat (30,7
%); limonen (5,9 %); nerol (4,3 %);
y-kurkumen (4,4 %)

GC
GC-MS

Bianchini i sur.,
2009.

Split, Hrvatska NP

Clevenger

98

a-pinen (12,8 %); 2-metilcikloheksil-
pentanoat (11,1 %); neril-acetat
(10,4 %); 1,7-di-epi-a-cedren (6,8
%); timol (5,4 %); eremofilen (4,3
%); limonen (4,0 %); 2,3,4,7,8,8a-
heksahidro-1H-3a,7-metanoazulen
(3,1 %); a-bergamoten (2,6 %); ar-
kurkurmen (2,3 %)

GC
GC-MS

Masteli¢ i sur.,
2008.

Split, Hrvatska NP

Clevenger

90,6

a-pinen (20,6 — 10,2 %); a-cedren
(20,5 -9,6 %); aromadendren (9,4 —
4,4 %); B-kariofilen (8,9 — 4,2 %);
limonen (8,1 — 3,8 %); 2,3,4,7,8,8a-
heksahidro-1H-3a,7-metanoazulen
(6,3-3,0 %); ar-kurkumen (4,9 — 2,3
%); neril-acetat (23,2 — 11,5 %); 2-
metilcikloheksil-pentanoat (12,9 -
8,3 %); geranil-acetat (9,7 — 4,7 %);
2-metilcikloheksil-oktanoat (7,9 -
4,8 %)

GC-MS

Mastelic i sur.,
2005.

Toskana, Italija

Clevenger

84,5-94,2

a-pinen (4,1 = 53,5 %); neril-acetat
(0,3 - 22,0 %); B-selinen (7,2 12,5
%); B-kariofilen (5,7 = 11,0 %)

GC-FID
GC-MS
3C NMR

Bianchini i sur.,
2003.

Korzika; Francuska

Clevenger

82,9 -93,6

neril-acetat (15,8 - 42,5 %); y-
kurkumen (0,8 - 13,6 %); limonen
(1,9 - 7,3 %); neril-propionat (1,5 -
6,7 %); B-diketoni (4,5 — 9,4 %)

GC-FID
GC-MS

Bianchini i sur.,
2001.

Amorgos; Grcka

Destilacija
vodenom parom

90,57

geraniol (35,6 %); geranil-acetat
(14,7 %); nerolidol (11,9 %); nerol
(1,5 %); neril-acetat (7,2 %)

GC
GC-MS

Chinou i sur.,
1997.

NP - Podvrsta H. italicum nije pozna
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Tablica 3 Kronoloski prikaz objavljenih znanstvenih radova o CO; ekstraktima H. /talicum subsp. italicum

Zemljopisno
podrucje

Tlak
MPa

Temperatura
(°C)

Vrijeme
ekstrakcije

(h)

Prinos
ekstrakcije
(%)

Glavni spojevi

Identifikacijska
metoda

Literaturna
referenca

Konavle;
Hrvatska

35

40

2,7

neril-acetat (1,5 %); ar-
kurkumen (4,1 %); B-selinen (4,6
%); ksantorizol (2,1 %), metil-
kaprilat (9,2 %), nonakosan (3,0
%); untriakontan (2,7 %); 3,4-
dihidro-4,4,5,7,8-pentametil-
kumarin-6-ol (5,9 %)

GC-FID

Maksimovic i
sur., 2018.

Korzika;
Francuska

30

39,85

7,5

neril-acetat (18,7  %); y-
kurkumen (3,9 %), gvajol (6,4
%); pB-eudezmol (4,9 %); a-
eudezmol (3,6 %)

GC-MS

Mouahid i sur.,
2017.

Konavle,
Hrvatska

15

40

1,7

5,7

kanelal (10,4 %); a-santonin (8,1
%); cembrenol (9,2 %);
oktakosan (10,2 %)

GC-FID,
GC-MS

Maksimovic i
sur., 2013.

Konavle,
Hrvatska NP

10 -
20

40-60

1,5

14— 4,1

a-pinen (0,1 - 2,6 %); neril-
acetat (0,9 - 1,0 %); ar-
kurkumen (29 - 3,5 %), o-
selinen (1,3 — 1,7 %); B-selinen
(4,2 - 4,9 %); kariofilen oksid
(0,7 - 1,4 %); eudezm-7(11)-en-
4-ol (0,6 - 2,2 %); italicen (1,3 —
1,7 %); nonakosan (7,8 — 8,2 %);
untriakontan (7,4 — 10,5 %)

GC-FID,
GC-MS

Ivanovic i sur.,
2011a.

Novi Grad; BiH

35

40

0,3-5,7

y-kurkumen (7,28 — 23,35 %), G-
selinen (3,37 — 5,04), a- selinen
(2,37 — 5,21 %), trans-kariofilen
(2,59 — 10,53 %), neril-acetat
(2,19 — 3,98)

GC-MS

Mi¢i¢ i sur.,
2009.

Rosolina,
Rovigo; ltalija
NP

26

50

39-49

Poli i sur., 2003.

NP - Podvrsta H. italicum nije poznata
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2.2.4. Potencijalna primjena ekstrakata smilja

Vrste iz roda Helichrysum tradicionalno se koriste u narodnoj medicini Europe (posebno u
Italiji, Spanjolskoj, Portugalu te BiH) i Afrike kao biljni ¢ajevi za otklanjanje tegoba kod kaslja i
respiratornih problema, probavnih poremec¢aja, upalnih procesa koze, jetre i Zu¢noga mjehura,

te za njegu rana (Redzic, 2010).

Upravo su skupine spojeva iz nadzemnih dijelova biljke: flavonoidi, a-pironi (s arzanolom kao
glavnim protuupalnim i antivirusnim spojem), kumarini, triterpeni, seskviterpeni, derivati
acetofenona i spojevi poliacetilena odgovorni za Siroki spektar primjene. Stoga je H. italicum

biljka s obecavajuc¢im farmakoloskim djelovanjem (Guinoiseau i sur., 2013).

U aromaterapijskoj praksi koristi se samo eteri¢no ulje izolirano iz vrste H. italicum. \VVoinchet i
Giraud-Robert (2007) istrazivali su terapijske ucinke i potencijalne klinicke primjene eteriénog
ulia H. italicum i maceriranog ulja moSusne ruze (Rosa rubiginosa) nakon estetskih i
rekonstruktivnih kirurskih zahvata, i pritom zakljuCili da je neril-acetat, glavni spoj eteri¢nog
ulja, doprinio ublazavanju boli. IstraZivanja su dodatno pokazala i dobre rezultate poput
smanjenja upale, edema i modrica. UoCene udinke pripisali su prisutnosti italidiona. Takoder
su poznati po regeneriraju¢im svojstvima zbog ¢ega se koriste kod kuperozne koze (crvene
vene), hematoma (€ak i kod starih hematoma), tromboze i u prevenciji modrica. Italidioni su

pokazali djelovanje i kod regeneracije kozZe i zacjeljivanja rana (Guinoiseau i sur., 2013).

Jedan od najperspektivnijih potencijala eteri€nog ulja smilja povezan je s njegovim svojstvom
regeneriranja kolagena, Sto je dovelo do upotrebe u kremama za ublaZavanje znakova

starenja (Milou i sur., 2010).

Zahvaljujuéi visokom udjelu polifenola, posebno flavonoida, ima veliku primjenu u kozmetici,
narocCito u kremama za njegu zrele i nadrazene koze (Mellou i sur., 2019; Joshi i Pawar, 2015;
Ribeiro i sur., 2015; Barbulova i sur., 2015; Guinoiseau i sur., 2013; Mastelic i sur., 2005;
Tundis i sur., 2005; Poli i sur., 2003).

Eteri€no ulje smilja vazno je u kozmeti¢koj i parfemskoj industriji zbog svoga slozenog
kemijskog sastava (Mastelic i sur., 2005). Najznacajniju uporabu u kozmetici i aromaterapiji

ima eteriCno ulje smilja bogato nerolom i njegovim esterima, linaloolom i limonenom.

Snazan i postojan miris H. italicum podsje¢a na miris kurkume (Mari i sur., 2014). Jo§ su
Tuckerisur. 1997. godine kroz istraZivanja provedena u Delaveru (Sjeverna Amerika) zakljudili
da visoke razine a-kurkumena (1,08 %) i y-kurkumena (15,98 %) doprinose mirisu slicnom
kurkumi, €ak i ako su prisutni u zna€ajno nizoj koncentraciji (a-kurkumen 0,83 % i y-kurkumen
0,02 %). Istrazivanje novijega datuma, provedeno s ciliem identifikacije klju¢nih mirisnih

spojeva bilike H. italicum s podrucja Korzike postupkom plinske kromatografije-olfaktometrije
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(engl. Gas chromatography-olfactometry — GC-0O), pokazalo je da karakteristiCan miris smilja
koji podsje¢a na kurkumu nastaje uglavnom zahvaljujuéi prisutnosti zasi¢enih diketona 7 i 8
prikazanih na Slici 4, zajedno s nekim drugim isparljivim sastojcima, koji su naj¢eséi sastojci
eteriCnhog ulja poput 1,8-cineola 3, nerola 4, eugenola 5, p-krezola 6, itd. Suprotno tome,
doprinos oksida 1 i nezasicenih diketona 9, 10 i 11 bio je mnogo manje znacajan (Uehara i
sur., 2018).

Mo B A5 N O G

Slika 4 Glavni mirisni spojevi eteri¢nog ulja H. italicum (Uehara i sur., 2018)

U nastavku prethodnog istrazivanja klju€nih mirisnih spojeva eterinog ulja smilja, Andreani i
sur. (2019) proveli su novu GC-O analizu uzorka s podru&ja Korzike dobivenog industrijskom
destilacijom. Svoje istrazivanje proSirili su koriste¢i deset ispitanika prethodno treniranih za
memoriranje Sto viSe mirisa, koji su suglasno ocijenili da je 4,6-dimetiloktan-3,5-dion spoj
eteri¢nog ulja smilja zasluzan za specifi¢ni zacinski ,,curry“ miris ove biljke. Drugi vazni mirisni
spojevi ispitivanog uzorka bili su monoterpenski, seskviterpenski i fenolni spojevi u niskim
kolicinama ili u tragovima, dok je glavni spoj, neril-acetat imao mnogo manje znacajan
doprinos. U GC-MS frakcijama otkriveni su i drugi uobi€ajeni mirisni spojevi eteri¢nog ulja koji
bi se mogli jednoznac¢no identificirati u olfaktogramu drugih referentnih uzoraka: p-krezol,
eugenol, linalool i a-pinen. Unato€ opsezZnoj analizi uzorka, mnogi mirisni spojevi i dalje su

neidentificirani $to ukazuje na moguc¢nosti daljnjih istrazivanja.

Eteri¢no ulje H. italicum djeluje kao:

¢ antispazmolitik — pomaze u uklanjanju glavobolja, migrena, astme, bronhitisa;
e antialergen — umanjuje i ublazava djelovanje alergija koje se javljaju na kozi, ali i na
plu¢ima, jetri i slezeni;

e diuretik — olakS8ava mokrenje uklanjajuci otrovne tvari iz urina.
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Takoder, eteri¢no ulje H. italicum pokazuje:

¢ antibakterijsko djelovanje — eteri¢no ulje smilja &titi od bakterijskih infekcija i upala;

e antikoagulantno djelovanje — sprjeCava stvaranje krvnih ugrusaka;

e protuupalno djelovanje — efikasno je u reduciranju raznih upala koje se javljaju tijekom
gripe;

e prirodno sredstvo za smirenje zivaca — osigurava pravilno funkcioniranje ziv€anoga
sustava, osnazuje ga i Stiti od mogucih poremecaja;

¢ fungicidno djelovanje — ucinkovito sprje¢ava gljivine infekcije;

e aromaterapijsko djelovanje — poboljSava koncentraciju, osigurava lagan san, pozitivho
djeluje na raspolozenje, djeluje umirujuce i efikasan je antidepresiv (Kozari¢, 2002;
Kremer, 2007; Grdini¢ i Kremer, 2009).

Do sada je u literaturi istrazeno antikancerogeno i antiproliferativno djelovanje vrste H. Iltalicum
(Gismondi i sur., 2020; Staver i sur., 2018). Premda je vidljiva razlika u kemijskim profilima
ovih dvaju eteri¢nih ulja koristenih za in vitro ispitivanje (npr. odsutnost/ prisutnost kurkumena),
eteri¢no ulje H. italicum pokazuje sposobnost zaustavljanja progresije karcinoma, inducirajuci
molekularne mehanizme koji mogu ovisiti o tipu stanice. Staver i sur. (2018) pokazali su da
razliCiti bioloSki procesi (npr. apoptoza, zaustavljanje stani¢nog ciklusa) mogu biti inducirani
eteriénim uljem smilja dobivenim kod nekoliko stani¢nih oblika karcinoma (npr. MCF-7; MIA
PaCa-2), dok istrazivanje autora Gismondi i sur. (2020) daje preliminarne dokaze
antiproliferativne sposobnosti eteriCnog ulja smilja protiv B16F10 stanica melanoma miSic¢a.
Oba su autora zakljucila da se ovo eteri¢no ulje mozZe smatrati obecavajuc¢im prirodnim izvorom

novih spojeva u borbi protiv karcinoma.

U Europi se ova biljka godinama koristi i za osvjeZzenje zraka i kao repelent, sredstvo za
odbijanje insekata (Guinoiseau i sur., 2013). Istrazivanje koje su proveli Drapeau i sur. (2009),
gdje su autori ispitivali odbijajuci ucinakna komarce Aedesa aegypti, pokazalo je da je etericno
ulje H. italicum nezavisno o ispitivanoj koncentraciji (0,1 — 10 %) uspjelo ukloniti oko 30 %
komaraca. Autori su zakljucili da ovo eteri€¢no ulje moZze biti sredstvo koje treba biti uklju¢eno

u pripravke za odbijanje komaraca u kombinaciji s drugim aktivnim spojevima.

Kao nusprodukt destilacije smilja vodenom parom nastaje cvjetna vodica ili hidrolat koji takoder
ima visokovrijedna terapeutska svojstva. Djelovanje hidrolata je analgeti¢no, antikoagulantno,
antihematomati¢no, regenerirajuce, antiinfektivno, protuupalno, ekspektorirajuée, lipoliticno,
mukolitiéno i sedativho. Pomaze ublaziti izrazajnost svjezih oziljaka, brze zacjeljivanje rana,
masnica i upalnih stanja koze. Hidrolat smilja djelotvoran je u tretmanu gingivitisa i

parodontoze te grlobolje. U njezi koze lica pogodan je kao tonik za Ciséenje (Gulin, 2014).
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CO; ekstrakt smilja nasao je primjenu u biljnoj kozmetici zahvaljujuéi svom kompleksnom
kemijskom sastavu i dokazanoj bioaktivnosti. U prilog toj tvrdnji ide podatak da su u
komercijalno dostupnoj bazi podataka o kozmeti¢kim sastojcima (SpecialChem) dostupna 63
proizvoda podudarna s pretrazivanjem po kljuénim rije€ima ,superkriticni*, ,ekstrakt SCOy" i
~superkriticni ekstrakt CO,*, od kojih je je vecina biljnoga podrijetla, dok su drugi alge ili
fermentirani proizvodi. Takoder, postoji nekoliko studija u kojima je CO. ekstrakt uveden u
kozmetic¢ke formulacije (Tablica 4), sugeriraju¢i da je ESCO, pouzdana tehnika za mogucu

primjenu u kozmeti¢koj industriji.

Tablica 4 Neki kozmeticki proizvodi koji sadrze CO; ekstrakte (na temelju dostupne
znanstvene literature)

Biljka Kozmeticki Djelovanje Literaturna
proizvod referenca
1. Kantarion Krema Poboljsana stabilnost | Avsar i sur.,
(Hypericum perforatum L.) proizvoda 2018.
2. Lavanda Krema PoboljSana stabilnost | Avsar i sur.,
(Lavandula officinalis L.) proizvoda 2018.
3. Origano Losion za kozu | Veci sadrzaj mirisnin | Costa i sur.,
Origanum majorana L. spojeva 2016.
4.. | PotroSena i zelena zrna kave Proizvod za Visoka UVB/A zastita | Marto i sur.,
zastitu od 2016.
sunca
5. Sjemenke jagode Gel za VlazZenje i njegujuca Sikora i sur.,
(Fragaria chiloensis (L.) Mill. tusiranje svojstva 2015.
var. ananassa Weston)
6. Sjeme crnog ribiza Gel za PoboljSanje mirisa, Vogt i sur., 2014.
(Ribes nigrum L.) tusiranje boje i reoloskih
svojstva
7. Sjemenke jagode Gel za PoboljSanje mirisa, Vogt i sur., 2014.
(Fragaria chiloensis (L.) Mill. tuSiranje boje i reoloskih
var. ananassa Weston) svojstva
8. Sigarice hmelja Gel za PoboljSanje mirisa, Vogt i sur., 2014.
(Humulus lupulus L.) tuSiranje boje i reoloskih
svojstva
9. List mente Gel za PoboljSanje mirisa, Vogt i sur., 2014.
(Mentha piperita L.) tuSiranje boje i reoloskih
svojstva
10. | Sjemenke kau&ukovca Ovlazivag za PoboljSana stabilnost | Nian-Yian i sur.,
(Hevea brasiliensis) usne proizvoda 2014.
11. | Piqui Losion za ruke | Antibakterijska i Amaral i sur.,
(Caryocar brasiliense) antioksidativna 2014.
aktivnost
12. | Piqui Tekuéi sapun Antibakterijska i Amaral i sur.,
(Caryocar brasiliense) antioksidativna 2014.
aktivnost

CO. ekstrakti dobiveni superkriticnom ekstrakcijom superiorniji su u svom bioaktivnom
djelovanju. Ovako dobiveni ekstrakti izuzetno su koncentrirani jer predstavljaju tzv. ,total*

ekstrakt koji, osim isparljivih spojeva eteriCnih ulja, sadrzi i druge neisparljive spojeve. Krajnji
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proizvod je sasvim prirodan, bogatiji i potpuno Cist ekstrakt, te u odnosu na ekstrakte dobivene
konvencionalnim metodama potpuno siguran za potencijalnu primjenu u kozmeti¢koj industriji
(Nostro i sur., 2004).

2.3. KONOPLJIKA

2.3.1. Morfoloske i fizioloSke karakteristike konopljike

Vaznost farmakolo$ki aktivnih prirodnih spojeva iz biljnih izvora posljednjih je godina postala
jednim od najaktivnijih podruéja istrazivanja (Raji¢ i sur., 2016). Popularna ljekovita biljka s
prepoznatljivim blagotvornim ucdinkom na zdravlje je konopljika, Vitex agnus castus L. Plodovi,
cvjetovi i lis¢e konopljike sadrze razliCite bioaktivne spojeve poput iridoida i iridoidnih glikozida
(aukubin i agnusid), flavonoida (kasticin, penduletin i kempferol), terpena (viteksilakton i
rotundifuran), komponenti eteri€nog ulja (npr. limonen, a- i B-pinen) i ketosteroida (Deankovic,
2018; Komu$anac, 2016; Marongiu i sur., 2010; Cossuta i sur., 2008; Hajdu i sur., 2007;
Saglam i sur., 2007; Kurulziim-Uz i sur., 2003; Saden-Krehula i sur., 1991). Stoga se ova
biljka mozZe uspjesSno koristiti kao jeftin izvor fenolnih spojeva, posebno u prehrambenoj i
farmaceutskoj industriji (Latoui i sur., 2012). Upravo su su$eni plodovi konopljike osnovna
sirovina za pripremu biljnih preparata kod predmenstrualnih poremecaja uzrokovanih
primarnom i sekundarnom insuficijencijom Zutoga tijela i mastodinijom (sindromom bolnih
dojki) te kod tegoba tijekom menopauze (Novak i sur., 2005). Spojevi odgovorni za ta

djelovanja jo$ uvijek nisu utvrdeni (Marongiu i sur., 2010).

Konopljika je formalno klasificirana u obitelj Verbenaceae, koja raste u tropskim i suptropskim
podru¢jima (Meena i sur., 2010), no filogenetska klasifikacija smjestila ju je u porodicu
Lamiaceae (Aissaoui, 2010). Ovaj je rod vazan prirodni izvor hrane i ljekovitih tvari Sirom
svijeta. Postoji oko 270 poznatih vrsta roda Vitex distribuiranih po cijelom svijetu (Meena i sur.,
2010), od €ega je fitokemijski prou¢eno samo 28 vrsta (Ganapaty i Vidyadhar, 2005), medu
koje se pored Vitex agnus-castus ubrajaju V. limonifolia, V. altissima, V. rotundifolia, V.
peduncularis, V. negundo var. cannabifolia, V. vestita, V. Rehmannii, itd. (Yao i sur., 2016).
Ova biljka uglavnom raste na vlaznim primorskim stanistima obala i dolina, te na pjeskovitim
tlima i stjenovitim predjelima u blizini mora. MozZe se pronaci i na vapnenackim padinama te
na sun&anim i vruéim mjestima. Cinjenica je da preferira tla siromasna s CaCOj3 i kalijem, a
bogata fosforom. Rastuéi uz obale Sredozemlja, prodire prema unutrasnjosti do otprilike 250
km i izmedu visina razine mora do 750 m, osobito u podrucjima u kojima prevladava
mediteranska klima (Dogan i sur., 2011). Konopljika raste kao veliki, listopadni, viSestruki grm
s malim i uskim li&¢em, zelenim na vrhu (Hussein, 2007). Ima ljubi€aste do svijetloljubiCaste

cvjetove koji cvjetaju od srpnja do kraja rujna. Cvjetanje je praceno s pojavom Cetiri siemena
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vrlo sli¢na crnom papru (Cossuta i sur., 2008). Plod konopljike je ovalnog do gotovo kuglastog
oblika, promjera do 5 mm. Eteri¢no ulje ploda konopljike dobiveno postupkom destilacije
karakterizira blijedozuta do zuta boja. Odmah nakon destilacije eteri¢no ulje ima ugodnu,
pomalo neobi¢nu mirisnu notu, podsjecaju¢i na kanabis i eukaliptus te se nekoliko minuta
nakon pojavljuje aromati¢an cvjetni, topli, ali svjezi, pomalo papreni, slatki, zaCinski miris s

drvenim podtonovima nalik limunu (Sorensen i Katsiotis, 1999).

Konopljika pripada skupini biljaka koje se u narodnoj medicini koriste stolje¢ima, a poznata je
i kao biljka €ija je primjena posebno namijenjena Zenama zbog sposobnosti lije€enja odredenih
hormonalnih poremecéaja (Dogan i sur., 2011). U medicinske se svrhe koristi najmanje dvije
tisu¢e godina te je i Hipokrat preporucivao uporabu konopljike kod ozljeda i upala (Meier i sur.,
2008). Specifi¢ni epitet ove biljke potje€e od latinskih rijedi "castitas" (Cednost) i "agnus” (janje).

Biljka je takoder poznata pod zajednic¢kim nazivom "¢edno drvo" zbog svoje sposobnosti da
smaniji libido i promovira Cisto¢u kod Zena te celibat kod redovnika. Upravo su je redovnici
najéesce koristili kao zacin u kuhanju, pa je bilka u narodu poznata kao "fratrov papar"

(Daniele i sur., 2005).

2.3.2. Kemijski profili etericnog ulja konopljike

U vrstama roda Vitex prisutne su razliCite vrste sekundarnih metabolita poput terpena,
flavonoida, lignana, fenolnih kiselina, antrakinona itd., pri Eemu su terpeni najprisutniji spojevi

u obliku monoterpena, seskviterpena, diterpena i triterpena (Yao i sur., 2016).

Buduéi da je konopljika ljekovita biljka, vazno je kvantificirati njezine aktivnhe spojeve koji
doprinose terapijskim aktivnostima (Latoui i sur., 2012). Glavne skupine sekundarnih
metabolita pronadenih u plodu konopljike predstavljaju flavonoidi, iridoidi i diterpeni. Kasticin
se smatra glavnim flavonoidom, a od ostalih flavonoidnih derivata prisutni su krizosplenetin,
krizosplenol D, cinarozid, kvercetagetin, kempferol, izoviteksin, izoramnetin i 7-C-glikozidi
luteolina (izoorientin). Medu iridoidima isticu se agnozid, aukubin i agnukastozidi A-C.
Diterpeni labdanskoga tipa su rotundifuran, viteksilakton, viteksilaktam A, vitetrifolin B i C te
63,7B-diacetoksi-13-hidroksi-labda-8,14-dien. U ekstraktima listova, plodova i cvatova
identificirani su ketosteroidi (Deankovi¢, 2018). Literaturni pregled provedenih istrazivanja na

etericnom ulju ploda konopljike prikazan je u Tablici 5.

2.3.3. Kemijski profili CO: ekstrakata konopljike

Pregledom literature utvrdeno je da se u znanstvenim radovima nalazi relativnho malo podataka
0 ESCO: ploda konopljike (Raji¢ i sur., 2016) Sto dodatno otezava usporedbu s eteri¢nim uljem

dobivenim postupkom hidrodestilacije (Tablica 6).
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Ekstrakt dobiven ESCO; sadrzi vrijedne spojeve poput komponenti eteri€nog ulja (koje sadrzi
B-kariofilen, 1,8-cineol, itd.), diterpena (rotundifuran), triterpena (B-sitosterol, B-amirin) i
flavonoida (kasticin). Ovi se spojevi mogu ekstrahirati u znatno vec¢im koncentracijama ESCO.
u usporedbi s ekstrakcijom tradicionalnim organskim otapalima, pri ¢emu je moguce dobiti
visokovrijedne bioaktivne ekstrakte (Cossuta i sur., 2008). lako se ekstrakti i eteri€no ulje mogu
dobiti i iz lista i cvijeta konopljike, u ovom je istraZivanju koristen plod konopljike s obzirom na
mali broj objavljenih znanstvenih radova na tu temu. Stoga je svrha ovog istraZivanja upravo
nadopuna znanstvenih saznanja o kemijskom sastavu ploda konopljike dobivenog ESCO.,

ispitanog prvi put na podrucju Hercegovine.

29



2. Teorijski dio

Tablica 5 Kronoloski prikaz objavljenih znanstvenih radova o eteri€nom ulju ploda konopljike Vitex agnus castus dobivenom hidrodestilacijom

Zemljopisno Vrijeme Ukupni postotak Glavni spojevi Identifikacijska | Literaturna
podrucje destilacije identificiranih metoda referenca
(h) spojeva
(%)

C o i limonen (18,2 %); B-pinen (17,5 %); (E)-B-farnezen (10,1 %); B- ) Karalija i sur.,
Sarajevo; BiH 79,7 Kariofilen (6.7 %): a-pinen (6.9 %) (E)-B-farnezen (10.1 %) SEMS 2020.
Azerbajdzan; 25 99.9 a-pinen (19,5 %); 1-metil-4-(1-metiletenil) (13,4 %); kariofilen GC-MS Katiraee i
Iran ’ ’ (8,5 %); sabinen (6,9 %); B-seskvifelandren (6,0 %) sur., 2015.

1,8-cineol (19,6 %); sabinen (14,6 %); a-pinen (9,7 %); (- Asdadi i sur
Maroko 3 98,8 farnezen (6,0 %); B-kariofilen oksid (5,8 %); B-kariofilen (5,0 %); GC-MS 2015 v
sklareol (1,9 %); B-sitosterol (3,2 %) '

. a-pinen (9,4 %); sabinen (13,4 %); 1,8-cineol (16,3 %); limonen oo .
Igrilg’Gora 3 99,2 (6,8 %); kariofilen oksid (4,6 %), trans-B-farnezen (9,3 %); G(C);—?\:/IS itﬁjk%'% '

trans-B-kariofilen (4,1 %); a-terpenil-acetat (4,6 %) " '
(E)-B-farnezen (14,4 %); biciklogermakren (14,0 %); 1,8-cineol

T, ) ) (7,4 %); manool (4,0 %); a-terpinil-acetat (4,9 %); sabinen (4,9 ) Marongiu i
Sardinija; ltalija %); a-pinen (4,1 %); B-felandren (2,7 %); (E)-kariofilen (2,5 %): GC-MS sur., 2010.

spatulenol (1,1 %)

. 1,8-cineol (24,9 %); sabinen (13,5 %); a-pinen (10,6 %); a- . .
Manisa; o 0N (@ 07\ Rl GC Sarikurkcu i
Turska 5 94,1 gz;plml acetat (6,6 %); (2)-B-farnezen (5,4 %); B-kariofilen (4,5 GC-MS sur.. 2009.

1,8-cineol (14,0 — 30,2 %); sabinen (13,8 — 48,2 %); a-pinen
Mallorca; 1 (1,1 - 25,5 %); B-felandren (0,8 — 10,9 %); a-terpinil-acetat (3,1 Novak i sur.,
Spanjolska - 5,2 %); trans-B-farnezen (0,3 - 0,6 %); biciklogermakren (1,6 2005.

-9,9 %)
Kreta- sabinen (16,6 - 31,2 %); 1,8-cineol (4,4 — 14,5 %); (E)-G- ac Sorensen i

. 5 70-80 farnezen (4,8 - 9,9 %); a-pinen (0,4 — 10,2 %); B-kariofilen (1,4 Katsiotis,

Grcka o GC-MS

-6,0%) 1999.

. 1,8-cineol (20,6 %); B-kariofilen (9,3 %); sabinen (7,1 %); cis-L- .
Salermo; 0N o o\ A cal O . GC Senatore i
ltalija 3 95 Igrgi/zo()an (6,9 %); a-pinen (6,8 %); B-selinen (6,0 %); a-terpineol GC-MS sur., 1996.
Ssla(tsHl::r—; a-pinen (6,6; 19,7 %); sabinen (22,3; 16,1 %); 1,8-cineol (20,7; Kustrak i sur

. 3 - 23,4 %); a-terpinil-acetat (4,4; 2,5 %); B-kariofilen (0,9; 2,1 %); GC v
prva sezona; 1994.

druga sezona

(E)-B-farnezen (1,7; 4,1 %); kariofilen oksid (5,5; 4,1 %)
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Tablica 6 Kronoloski prikaz objavljenih znanstvenih radova o CO, ekstraktu ploda Vitex agnus castus dobivenom postupkom ESCO,

Zemljopisno Tlak Temperatura Vrijeme Prinos Glavni spojevi Identifikacijska Literaturna
podrucje (MPa) (°C) ekstrakcije procesa metoda referenca
(h)
Sardinia; 9 40 - 2,2 % (viIv) (E)-B-farnezen (16,9  %); GC-MS Marongiu [
Italija biciklogermakren (15,7 %); sur., 2010.
1,8-cineol (9,1 %); manool (5,9
%); a-terpinil-acetat (4,7 %);
sabinen (4,2 %); a-pinen (3,6
%); B-felandren (2,3 %); (E)-
kariofilen (2,3 %); spatulenol
(1,5 %)
Budimpesta; 10; 27,5 40, 50i 60 4-7 1,9 -65,7 rotundifuran (4,7); B-sitosterol TLC; Cossutai sur.,
Madarska i 45 g/kg (4,9); B-amirin (3,4); kasticin | TLC-denzitometrija | 2008.
(12,4) GC;
HPLC
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2.3.4. Potencijalna primjena ekstrakata konopljike

Konopljika je popularna liekovita bilika s prepoznatljivim blagotvornim uc€incima na ljudsko
zdravlje (Souto i sur., 2020). Prema podatcima iz tzv. ,ljekarusa®, starih zbirki s ru¢no pisanim
receptima i uputama za lijeCenje, plod konopljike se ve¢ nekoliko stolje¢a koristi za regulaciju
funkcije reproduktivnih organa kod zena. Istrazivanja novijeg datuma pokazala su kako su
upravo diterpeni odgovorni za normalizaciju estrogena i progesterona te toCnu razinu
prolaktina (Jarry i sur., 2006). Zahvaljuju¢i njihovom djelovanju, smatra se da su klju¢ni za
normaliziraju¢i i uravnoteZuju¢i u€inak na proizvodnju hormona, te na povecanje razine
luteiniziraju¢eg hormona (LH) bez utjecaja na folikule stimuliraju¢ega hormona (FSH) kod

Zena, no jo$ uvijek nije utvrden to¢an mehanizam djelovanja (Hussein, 2007).

Ova biljka takoder ima Siroka farmakoloska svojstva poput antibakterijskih, antihistaminskih,
protuupalnih i antioksidativnih aktivnosti (Meena i sur., 2010). Kasticin ima antioksidativno i
antikancerogeno djelovanje (Ilhan, 2020; Haidara i sur., 2006) te ekstrakt moze biti koristen za
prevenciju i/ili lije€enje ne samo benigne hiperplazije prostate, ve¢ i raka prostate (Weisskopf
i sur., 2005).

Pored uporabe plodova konopljike zabiljezene u literaturi za lije€enje predmenstrualnog
sindroma, kod poremecaja menstrualnog ciklusa, uklju€ujuéi amenoreju te hiperprolaktinemiju,
koristi se i kao laktogen, za lije€enje akni, protiv gljivica te protiv anksioznosti i ranoga poroda.
Niroumand i sur. (2018) dali su detaljan pregled farmakoloskih u€inaka konopljike baziranih na
in vivo i in vitro studijima, te na osnovi provedenih klinickih istrazivanja ucinkovitosti uporabe

konopljike kod razli¢itih oboljenja.

Europska agencija za lijekove 2010. godine izdala je izvjeS¢e o uporabi samljevenih i suhih

plodova konopljike u fitomedicini sa sljede¢im kemijskim sastavom:

e iridoidglikozidi (oko 1 %), uklju€ujuci agnozid i aukubin, te agnukastoside A-C;

o flavonoidi poput kasticina (lipofilni) sa sadrzajem 0,02 — 2,0 %, male koli€ine
penduletina, krizosplenola D, viteksina i eupatorina; hidrofilni flavonoidi vrste O- ili C-
glikozida kao orientin, luteolin-7-glikozid i izoviteksin;

e eteri¢no ulje s glavnim sastojcima (15 — 25 %) kao $to je 1,8-cineol; limonen; a- i 3-
pinen; u manjim koli¢inama (2 — 5 %) bornil-acetat; kamfen; p-cimen i sabinen;

o trigliceridi s a-linolenskom, palmitinskom, oleinskom, stearinskom i linolenskom
kiselinom;

o diterpeni poput rotundifurana (0,04 — 0,3 %), viteksilaktona (0,02 — 0,17 %), vitetrifolina
B.
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Nekoliko uspjesnih klini¢kih ispitivanja potvrdilo je upotrebu ekstrakata konopljike za lijeCenje
predmenstrualnoga sindroma (PMS-a) (Hossein-Rashidi i Nemati, 2017; Momoeda i sur.,
2014; Ambrosini i sur., 2013; Schellenberg i sur., 2012). Klini¢ka ispitivanja pokazala su
blagotvorne terapeutske ucinke nakon tri mjeseca lije€enja, ali i postupno vra¢anje simptoma
nakon prestanka lije€enja (Berger i sur., 2000; Schellenberg, 2001; Lauritzen i sur., 1997).
Provedene studije ukazuju na to da je za terapeutski u€inak potrebna dugotrajna

suplementacija.

Primjena ploda konopljike kontraindicirana je u trudnodi i tijekom dojenja zbog nepoznatih
ucinaka u ranoj trudno¢i i moguéih hormonskih ucinaka kroz majc¢ino mlijeko. Istrazivanja na
zenama kojima bi se utvrdila sigurnost uporabe ploda konopljike tijekom trudnoce i dojenja

nisu provedena (Dugoua i sur., 2008).

Nuspojave su rijetke i ukljuCuju osip, gastrointestinalni poremecaj, glavobolju i pojacano
menstrualno krvarenje (Asdadi i sur., 2015). Takoder je potrebno spomenuti i da postoji
potreba za sveobuhvatnijim kliniCkim ispitivanjem uporabe pripravaka na bazi konopljike
tijekom duzega perioda kako bi se donijeli kona&ni zaklju€ci o nalazima povezanim s uéincima

i posljedicama dugotrajne konzumacije (Souto i sur., 2020).

2.4. DESTILACIJA | SUPERKRITICNA FLUIDNA EKSTRAKCIJA

Ekstrakcija je prvi korak u istrazivanju bioaktivnih spojeva iz ljekovitoga bilja. Ovisno o izboru
otapala, procesnih parametara i u konac¢nici same metode, ekstrakcijom se moze ostvariti
visok stupanj selektivnog uklanjanja necistoca i dobivanje ekstrakata sa standardiziranim
kemijskim profilom, a shodno tomu i visokim terapijskim u€inkom. S obzirom na to da se
biolodki aktivni spojevi nalaze u malim koli¢inama u biljnom materijalu, kvalitativna i
kvantitativha istrazivanja bioaktivnih spojeva iz biljnih materijala uglavhom se oslanjaju na
odabir odgovaraju¢e ekstrakcijske metode te se izolacija bioaktivnih spojeva iz biljnoga

materijala moze provesti razliCitim ekstrakcijskim postupcima: klasi¢nim i suvremenim.

Klasi¢ni postupci koji se koriste za proizvodnju biljnih izolata su destilacija (hidrodestilacija,
parna destilacija i vodeno-parna destilacija), ekstrakcija pomocu neisparljivih otapala
(Zivotinjska mast, aktivni uglien) te ekstrakcija organskim otapalima (etanol, metanol,
petroleter, benzen, aceton, n-heksan i dr.). Za proizvodnju eteri¢nih ulja iz ljekovitih biljaka
najCesce se koriste hidrodestilacija i destilacija vodenom parom te preSanje, ukoliko se radi o

dobivanju eteri¢nih ulja iz kora citrusa (Muji¢ i Jokic, 2018).
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2.4.1. I1zolacija eteri¢nih ulja destilacijom

Destilacija je tradicionalna metoda za izolaciju eteri¢nog ulja iz biljaka. Masovna primjena
postupaka destilacije omoguéuje preradu velikih koli¢ina aromati¢nih biljaka na jednostavan i
ekonomican nacin. Postupak destilacije primjenjuje se za izoliranje, prociSc¢avanje ili
razdvajanje tvari koje se ne mijeSaju ili se neznatno mijeSaju s vodom. Temperatura vrenja
smjese koju Cine voda i bilijni materijal je temperatura na kojoj je suma parcijalnih tlakova
komponenti jednaka tlaku u sustavu, najceSée atmosferskom tlaku. Visoke temperature mogu
dovesti do degradacije odredenih isparljivih spojeva te upravo ovaj nedostatak ograni¢ava
uporabu destilacije za izolaciju termolabilnih spojeva (Azmir i sur., 2013). Postoje tri razliCita
nacina destilacije: vodena destilacija (hidrodestilacija), vodeno-parna destilacija i parna
destilacija (Slika 5). Pravilnim koriStenjem opreme za navedene vrste destilacije dobivaju se

ulja neupitne kvalitete (Jerkovi¢, 2008).
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a) Parna destilacija b) Vodeno-parna destilacija c) Vodena destilacija

Slika 5 Razli¢iti tipovi destilacije (Meyer-Warnod, 1984)

Parna destilacija

Princip rada parne destilacije temelji se na uvodenju vodene pare iz generatora pare s dna u
bilini materijal postavljen na reSetku, pri ¢emu biljni materijal nije u direkthom kontaktu s
vodom. Koristi se zasi¢ena ili pregrijana para, najéed¢e kod povidenih tlakova. Vodena para
iznosi eteriCno ulje iz biljnoga materijala u kondenzator gdje se pare kondenziraju, a potom se

ulje odjeljuje od vode u separatoru i sakuplja (Jerkovic¢, 2008).
Vodeno-parna destilacija

Destilacija vodom i vodenom parom izvodi se uz istovremeni kontakt vode i vodene pare s
usitnjenim biljnim materijalom. Biljni materijal postavlja se na perforiranu podlogu na odredenoj
udaljenosti od dna posude ispunjene vodom (biljni se materijal nalazi neposredno iznad vode).
Zasi¢ena, u ovom slucaju, vlazna para podize se kroz biljni materijal (Skala i sur., 1999). Ovu
destilaciju karakterizira vecéi prinos i kvaliteta eteriChog ulja u odnosu na ulja dobivena

vodenom destilacijom. Pretezno se koristi u industriji, a rjede u laboratoriju (Jerkovi¢, 2008;

34



2. Teorijski dio

Skala i sur., 1999). Nedostatak ove metode je povec¢ana mogucnost stvaranja artefakata-
spojeva koji nisu izvorno prisutni u biljci, a koji su nastali zbog termi¢kih degradacijskih reakcija,
npr. hidrolize (Jerkovi¢, 2008).

Vodena destilacija

Vodena destilacija je metoda Ciji se princip rada temelji na postavljanju usitnjenog biljnog
materijala u vodu uz zagrijavanje do klju€anja, naj¢eSc¢e pri atmosferskom tlaku. Pare eteri¢nog
ulja i vode kondenziraju se u hladilu i sakupljaju. Postoje razliCite izvedbe laboratorijskih
aparatura, stoga razlikujemo one koji se koriste za izolaciju eteri¢nih ulja lak&ih ili teZih od
vode. Na vrh nastavka stavlja se hladilo, a na dno aparature tikvica s biljnim materijalom i
vodom (Jerkovi¢, 2008).

2.4.2. Superkriti€na fluidna ekstrakcija

Kako bi se prevladala ograni¢enja klasi¢nih metoda ekstrakcije poput dugotrajne provedbe,
degradacije termolabilnih spojeva pod utjecajem visokih temperatura; uporabe toksi¢nih
organskih otapala te shodno tomu i negativhog utjecaja na okoli$, razvijene su nove zelene
tehnike ekstrakcije (Mujic i Joki¢, 2018; Blekic¢ i sur., 2011; Babovic i Petrovi¢, 2010). Neke od
najperspektivnijinh suvremenih metoda ekstrakcije su ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima,
ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom, ekstrakcija potpomognuta visokim tlakom, ekstrakcija
potpomognuta hladnom plazmom, ekstrakcija pomoéu enzima, ekstrakcija pomocu
pulsirajuceg elektricnog polja, te ekstrakcija superkriticnim fluidima (Muji¢ i Joki¢, 2018).
Razumijevanje svakog aspekta procesa ekstrakcije od vitalne je vaznosti jer se veéina tih
metoda temelji na razli¢itim mehanizmima, a poboljSanje ekstrakcije ovisi o0 izabranoj
ekstrakcijskoj metodi, karakteristikama biljnoga materijala te Zeljenom spoju koji se Zeli
ekstrahirati. ESCO, moze odgovoriti na navedene nedostatke te posluziti kao odli¢na
alternativa u ekstrakciji eteri¢nih ulja (Pavli¢, 2017). U ovoj doktorskoj disertaciji istrazivanja su

bila usmjerena na upravo ovu inovativnu zelenu tehniku ekstrakcije.

SFE je suvremena metoda ekstrakcije kojom se mogu ekstrahirati vrijedni bioaktivni spojevi iz
bilinih materijala. Ova operacija prijenosa tvari temeljena je na &injenici da pojedini plinovi
postaju izuzetno dobra otapala za odredene vrste prirodnih spojeva u blizini svoje kriticne
tocke ili u superkrititnom podrucju (Slika 6) (Jokic¢, 2011).

Kriti€na temperatura i kriticni tlak, te kriti€¢na gusto¢a definiraju kriticnu toCku neke Ciste tvari
koja predstavlja krajnju tocku razdvajanja plinske i tekuce faze. I1znad kriti¢ne tocke ne mogu
zasebno postojati ni tekuéa, ni plinovita faza, a superkritiCni fluidi imaju svojstva i plinova i
tekucina (Jokic, 2011; Brunner, 2005).
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Superkriti¢no
7387
Tekuce
Kruto
0517 Plinovito
0,101

-785 -56,7 31 T

Slika 6 Fazni dijagram (tlak-temperatura za CO,) (Jokic, 2011)

Tablica 7 Vrijednost pojedinih fizikalno-kemijskih svojstava za plinovito, tekuce i
superkriti¢no stanje fluida (Aladi¢, 2015)

Stanje fluida Plin Tekuéina Superkritiéni fluid
Gustoca (kg/m?3) 1 300 — 900 1000
Koezflcuent difuzije 10- 10— 104 105
(cm?/s)

Viskoznost (Pas) 105 104 103

U superkriticnom stanju gustoca fluida priblizava se gustoci tekuéine, viskozitet se priblizava
viskozitetu normalnih plinova, a difuzija je dva reda veli€ine ve¢a nego kod tipi¢nih tekucina
(Tablica 7). Difuzija i viskoznost superkritiCnih fluida sli€ne su kao kod plinova to olak3ava
njihovo prodiranje u poroznu strukturu biljnoga materijala, dovodeci do zna¢ajnog povecanja i

lakog razdvajanja faza (Jokic¢, 2011).

2.4.2.1. Mehanizam procesa superkriticne ekstrakcije

Brzina superkriticne ekstrakcije u pocetnoj fazi ovisi o ravnotezi faza (topljivost odredenih
spojeva) na odredenom tlaku i temperaturi (ekstrakcijska krivulja je linearna) (Slika 7)

(Ivanovi¢, 2011).

Izravna korelacija topljivosti i gustoce superkriti¢nih fluida osnovni je princip na kojemu se
bazira ova ekstrakcijska tehnika. Svaki plin iznad svoje kriticne tocke pokazuje veliko
povecanije, ali i veliku promjenu gustoée povecéanjem tlaka (iznad kriti¢ne temperature). Upravo
se malim promjenama tlaka i temperature fluidima u superkriti€cnom stanju mijenja i sposobnost
otapanja bez promjene sastava otapala. Povecanjem tlaka ekstrakcije pri konstantnoj
temperaturi raste i topljivost, $to je direktno povezano s povecanjem gustoce superkriticnog

fluida. Povecanje gustoée osigurava i bolju selektivnost. Povecéanje temperature dovodi do
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smanjenja gustocée superkriticnog fluida Sto opet vodi ka poveéanoj topljivosti spojeva pri visSim
tlakovima. Ovaj proces moguée je objasniti €injenicom da je pri viSim tlakovima povecanje
tlaka pare komponente vec¢e u odnosu na smanjenje gustoce superkritiénog fluida (Mujic¢ i
Joki¢, 2018).

Maksimalnoiskoristenje

_______ T
[

Iskoristenje

Topljivost

Prijelazno podrucje
Difuzija

Koli€¢ina fluida (otapala)ili vrijeme ekstrakcije

Slika 7 Tipi¢na ovisnost prinosa ekstrakta o funkciji vremena ekstrakcije ili koli€ini utroSenog
otapala (lvanovi¢, 2011)

Osim topljivosti, vaznu ulogu u procesu ekstrakcije ima prijenos tvari. Dakle, prva faza
ekstrakcije uvjetovana je topljivoséu spojeva u superkriti€cnom otapalu, dok je brzina druge faze
uvjetovana brzinom difuzije te ovaj dio procesa odreduje vrijeme trajanja ekstrakcije (Muji¢ i
Joki¢, 2018).

Proces ekstrakcije superkriticnim fluidima odvija se u pet uzastopnih faza (Joki¢, 2011):

o difuzija superkriticnog fluida do povrsine Cestice kroz film fluida koji je

okruZzuje;

e prodiranje i difuzija superkriticnog fluida kroz vanjski sloj sfernog

omotaca, krutog, inertnog materijala;

o kontakt superkriti€nog fluida s otopljenom tvari na povrsini jezgre Cestice

i ekstrakcija otopljene tvari;

¢ difuzija otopljene tvari u superkriti€cnom fluidu kroz sloj vanjskoga sfernog

omotaca krutog inertnog materijala na vanjsku povrsinu Cestice;

o difuzija otopljene tvari u superkriticnom fluidu kroz film superkriticnog
fluida.

Vidljivo je kako uslijed promjene otpora prijenosu, odnosno povecanja utjecaja difuzije kroz

Cvrstu fazu mase ekstrakcijska krivulja dobiva konveksni oblik (lvanovi¢, 2011). Ukoliko je
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kontrolirajuéi stupanj procesa vanjski prijenos mase ili ravnoteza faza, brzina ekstrakcije
podesava se pravilnim izborom protoka superkriti¢nog fluida. U slu€aju kada se difuzija odvija
kroz C&vrsti sloj bilinoga materijala, stupanj usitnjenosti i bubrenje bilinog materijala imaju
kljuénu ulogu kod brzine ekstrakcije (Stamenic i sur., 2010; Zizovic i sur., 2008; Reverchon i
De Marco, 2006).

Usitnjavanjem polaznoga biljnog materijala povecava se kontaktna povrSina materijala s
otapalom, skracuje se difuzijski put kroz kruti materijal, Sto omogucuje intenzivniji prijenos tvari.
(Mujic i Jokic, 2018). Prema literaturnim podatcima (Reverchon i De Marco, 2006), veli¢ina
Cestica materijala koji se koristi u procesu ekstrakcije trebala bi se kretati u intervalu od 0,25

mm do 2 mm.

SFE se kao ekstrakcijska metoda pokazala ucinkovitom za izolaciju spojeva srednje
molekulske mase i relativno male polarnosti (terpenskih spojeva, osobito mono- i
seskviterpena). Na Slici 8 prikazane su glavne grupe spojeva na koje je moguce primijeniti

ovu tehnologiju ekstrakcije (Pavli¢, 2017).
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Slika 8 Glavne grupe spojeva za €iju je izolaciju moguée primijeniti SFE tehnologiju (Pavli¢,
2017)
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Pored toga, brojne prednosti ove ekstrakcijske metode u odnosu na klasi¢ne, te prikladnost za

upotrebu u farmaceutskoj i kozmetic¢koj industriji doveli su do niza uspjeSnih istrazivanja

provedenih na razliitim biljkama (Xu i sur., 2011; Filip, 2014).

Neke od prednosti SFE ekstrakcije:

otapala koriStena u superkriticnoj ekstrakciji jeftina su i sigurna za okolis, troSkovi
odlaganja nisu veliki, a u industrijskim procesima moguce je i recikliranje otapala;
moguce je provesti ekstrahiranje termolabilnih spojeva te se moze primijeniti na
separaciju slabo isparljivih i temperaturno osjetljivih spojeva;

ekstrahiranje spojeva visokih temperatura kljuCanja na relativno niskim
temperaturama;

superkriti¢ni fluidi imaju sposobnost otapanja kao to je imaju i organska otapala, ali s
boljom difuzijom, nizom viskoznosti i manjom povrsinskom napetosti fluida;
razdvajanje ekstrakta od otapala lako je i brzo zbog moguénosti reguliranja topljivosti
spojeva promjenom tlaka ili temperature;

podeSavanjem optimalnih procesnih parametara moguce je ostvariti izolaciju toéno
odredenih spojeva, te utjecati na poveéanje prinosa ekstrakcije;

dodavanjem kootapala (metanola, etanola, vode i dr.) u CO,, moguce je poboljSati
topljivost polarnih supstanci, €ime se postiZze veéa selektivnost prilikom separacije;
zeleni proces;

ekstrakcija superkriticnim fluidima moze se primijeniti na sustave razli¢itog kapaciteta
— od analitickih (manje od grama do nekoliko grama uzorka), preparativnih (nekoliko
stotina grama uzorka), poluindustrijskih postrojenja (kilogram uzorka) do velikih
industrijskih postrojenja (tone sirovine) (Joki¢, 2011; Norhuda i Jusoff, 2009; Sahena i
sur., 2009; Cossuta i sur., 2008; Wang i Weller, 2006; King, 2002; Skala i sur., 2002).

Pored brojnih prednosti, SFE ima i odredene nedostatke u usporedbi s drugim postupcima

ekstrakcije, a to su:

rad pri vrlo visokim tlakovima;
velik utro$ak energije za komprimiranje plinova;
slozena regeneracija koriStenih otapala koja vodi do znatnih energetskih troSkova;

veliki investicijski troSkovi za procesnu opremu (Jokic, 2011).

2.4.2.2. Superkriti¢ni fluidi i njihove osobine

Izbor odgovaraju¢eg otapala ovisi o fizikalno-kemijskim karakteristikama fluida koji se moze

koristiti za ekstrakciju u superkriticnom stanju. Bilo koji fluid moze se koristiti kao superkriti¢no
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otapalo, medutim tehniCka odrzivost (kriticna svojstva), toksi¢nost, troSkovi i sposobnost
topljivosti odreduju koje je otapalo najbolje za odredenu primjenu. CO- je najpozeljniji fluid za
superkritiénu ekstrakciju prirodnih spojeva zbog brojnih prednosti: relativno je jeftin, lako
dostupan, netoksi€an, nezapaljiv, bez okusa i mirisa te siguran za okoli§. Nadalje, s tehni¢koga
stajalista posjeduje dobre osobine postizanja superkritiénog stanja pri temperaturi od 31,06 °C
i tlaku od 7,38 MPa. Pored njega, koriste se i voda, freon, amonijak, eten, metan, etan, propan,

propen, metilamin, itd., Cija su fizikalno-kemijska svojstva prikazana u Tablici 8 (Aladi¢, 2015).

Tablica 8 Fizikalno-kemijska svojstva pojedinih superkritiCnih fluida (Aladi¢, 2015)

OTAPALO T: (K) p. (MPa) p (g/lcm3)
Metan 191 4,06 0,162
Etilen 282 5,03 0,218
DusSikov oksid 310 7,34 0,445
Ugljikov dioksid 304 7,38 0,468
Dietil-eter 467 3,64 0,265
Heksan 507 3,05 0,230
Aceton 508 4,70 0,287
Metanol 513 8,09 0,272
Amonijak 405 11,3 0,225
Voda 647 22,0 0,322

2.4.2.3. Ekstrakcija s COz2 u superkriticnom stanju (ESCO2)

Prilikom izvodenja ESCO, moguce je promjenom tlaka i temperature po zelji mijenjati
selektivnost fluida. Tako je moguce dobiti ekstrakte pozeljnoga sastava, ne mijenjajuci pritom

sastav otapala, ve¢ samo temperaturu i tlak (Politeo, 2003).
Snaga otapanja superkrititcnoga CO, moze se sazeti u nekoliko pravila:

o otapa nepolarne ili blago polarne spojeve (alkani, alkeni, terpeni);

e snaga otapanja za spojeve male molekularne mase je visoka i smanjuje se povecanjem
molekularne mase;

e organski spojevi s kisikom s niskom ili srednjom molekularnom masom (ketoni,
alkoholi, esteri) vrlo su topljivi;

e proteini, polisaharidi, Seceri i mineralne soli, voéne kiseline i glikozidi su netopljivi;

e superkriti¢ni CO2 ima sposobnost odvajanja spojeva koji su manje isparljivi, imaju vecu
molekularnu masu i/ili su viSe polarni s porastom tlaka;

e pigmenti su slabo topljivi;

e voda ima slabu topljivost na temperaturama ispod 100 °C (Aladi¢, 2015; Brunner,
2005).
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Prema dostupnim literaturnim podatcima, komponente eteri¢nih ulja dobivene ESCO- imaju
drugadiji kemijski sastav u odnosu na sastav eteri¢nih ulja dobivenih klasi¢nim nacinom
destilacije. S obzirom na to da topljivost tvari u superkriticnom CO- pada s povecanjem broja
polarnih skupina (npr. hidroksilna, karbonilna, amino ili nitro), zbog indeksa polarnosti CO; nije
prikladan za ekstrakciju polarnih spojeva (npr. fenolnih spojeva) (Bubalo i sur., 2018). Unato¢
tomu, ESCO: se smatra obecavajucom alternativom razli€itim ekstrakcijskim metodama
izolacije bioaktivnih spojeva (Zekovi¢ i sur., 2014) te je njezina primjena upravo predmet

interesa velikoga broja znanstvenika u svijetu.

Uspjeh klasiénih metoda ekstrakcije prvenstveno ovisi o iskustvu i sposobnostima izvodaca,
dok suvremene metode pocivaju na superiornoj tehnologiji i skupocjenoj opremi (Jerkovic,
2008). U skladu s tim, a s ciliem smanjenja ukupnih trodkova prilikom takvog ekstrakcijskog
procesa, potrebno je provesti proces optimizacije koridtenjem provjerenih optimizacijskih
tehnika. Uporabom ovih tehnika omoguceno je prebacivanje laboratorijskih mjerenja u

industrijsko mjerilo s ciljem postizanja veéeg prinosa procesa (Aladi¢, 2015).

2.5. METODA ODZIVNIH POVRSINA KAO ALAT ZA OPTIMIZACIJU

Optimizacija je neophodan korak u svakoj analiti¢koj tehnici ili industrijskom procesu (Pavli¢,
2017) te je pronalazenje uvjeta procesa s najpovoljnijim ishodom glavna svrha optimizacije
(Aydar, 2019). U proSlosti se optimizacija tradicionalno provodila pracenjem utjecaja jednog
parametra (varijable) na eksperimentalni odgovor, pri ¢emu se mijenjao samo jedan
parametar, dok su drugi odrzavani konstantnim. Osnovni nedostatak ove vrste optimizacije,
nazvane pojedinacna varijabla (engl. One-variable-at-a-time) bio je §to ne ukljuCuje
interaktivhost medu ispitivanim varijablama te u konacnici ne prikazuje kumulativni utjecaj na
odziv. Pored toga, bilo je potrebno provesti veci broj eksperimenata Sto znatno poskupljuje
istrazivanje. Ovaj problem prevladan je optimizacijom analitiCkih postupaka, tj. primjenom
multivarijantnih statisti¢kih tehnika (Bezerra i sur., 2008) te se problem brojnosti eksperimenata

i pouzdanosti zaklju¢aka danas rjeSava planiranjem eksperimenta.

Metoda odzivnih povrSina (engl. Response surface methodology — RSM) medu
najrelevantnijim je multivarijantnim statistickim tehnikama koridtenim u analitiCkoj optimizaciji.
Ova metoda predstavlja skup matematickih i statistiCkih tehnika utemeljenih na uklapanju
polinomske jednadzZbe u eksperimentalne podatke, a koji moraju opisati ponaSanje skupa
podataka s ciliem izrade statisti¢kih predvidanja. Primjenom RSM-a moguce je definirati utjecaj
nezavisnih varijabli na zavisne te istovremeno optimirati razine varijabli kako bi se postigla
najbolja ucinkovitost procesa (Bas i Boyaci, 2007). Glavni koraci za ispravnu provedbu ove

metode prikazani su na Slici 9.
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Identifikacija
problema

Odredivanje zavisnih
varijabli

Odredivanje
nezavisnih varijabli

Odredivanje razine
varijable

Odabir plana pokusa

Provedba
eksperimenta

Razvoj modela

Optimizacija modela

Ovjeravanje modela

Slika 9 Shematski prikaz glavnih koraka za provedbu RSM-a (Aydar, 2019)

Dakle, pocetni korak prije primjene RSM-a predstavljaju preliminarna istraZivanja kojima je
potrebno dobiti pregled odnosa nezavisnih varijabli na zavisnu varijablu (odziv) preko odzivne
funkcije., Ujedno je potrebno razlu€iti na koji nacin ¢lanovi modela (nezavisne varijable) utjecu
na promatrani odziv (izmjerenu vrijednost u eksperimentu) (Aydar, 2019). Pored preliminarnih
eksperimenata, u obzir treba uzeti i prethodne rezultate te iskustva primijenjena u slicnim
optimizacijskim sustavima (Pavlic, 2017). Sljedeci korak je odabir plana pokusa koji ¢e
definirati eksperimente koje je potrebno provesti na istrazivatkom podrucju (Bezerra i sur.,
2008).

NajceS¢i oblici plana pokusa su:

o faktorijalni plan pokusa (engl. Full factorial design — FFD) na tri razine;

e Box-Behnkenov plan pokusa (engl. Box-Behnken design — BBD);

42



2. Teorijski dio

e centralno kompozitni plan pokusa (engl. Central composite rotable design — CCRD);

o Doehlertov plan pokusa (engl. Doehlert design — DD) itd. (Bas i Boyaci, 2007).

U industriji je vrlo Cesto potrebno postaviti optimalne vrijednosti nezavisnih varijabli za
dobivanje maksimalnog, minimalnog ili ciljanog odziva odredenog podrucja interesa (Aydar,
2019). Navedeni planovi pokusa razlikuju se s obzirom na broj potrebnih pokusa, odabir
eksperimentalnih to¢aka te razinu ispitivanih varijabli. Stoga je klju¢an korak pri provedbi RSM-
a upravo odabrati odgovarajuéi plan pokusa jer ¢e taj odabir direktno utjecati na kvalitetu

predvidenoga modela (Bezerra i sur., 2008).

Provedbom pokusa u svim kombinacijama odredenim dizajnom eksperimenta (matrica plana
pokusa (1)) dobiva se kontinuirana povrsina koja spaja visine izmjerenih vrijednosti, a naziva

se odzivna povrsina (Bas i Boyaci, 2007).

Matriéni oblik modela:

_yl_ _1 X11 x12 . . xlk_ _30_ ‘51‘
Yo [T x21 X22 o o x| | B €2

= + 1
Vnd L1 X1 X2 o 0 Xpd LBy -En -

Graficki prikaz odzivnih ploha u trodimenzionalnom (3D) obliku omogucava vizualizaciju i bolje
razumijevanje utjecaja nezavisnih varijabli na izlazne veliCine. Funkcija nezavisnih varijabli
f(X1, X2) na izlaznu veli€inu y graficki je prikazana 3D dijagramom na Slici 10 (Montgomery,
2005).

Slika 10 Primjer prikaza odzivne plohe
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Nakon provedenih eksperimenata i izmjerenih vrijednosti odziva, na red dolazi prilagodba
rezultata odgovaraju¢im polinomnim modelima. Dizajn eksperimenta za modele prvoga reda
koristi se samo u slu¢ajevima kada eksperimentalni podatci ne tvore krivulje, odnosno kada se
mogu aproksimirati linearnom funkcijom. Tada je dobivena aproksimacijska funkcija modela

prvoga reda (2):

Y =Bo+ P1xy + Poxz + - Pix; + € (2)

Kod takvih modela na odzivnu funkciju utje€u samo ispitivane nezavisne varijable bez njihove
interakcije. Medutim, za aproksimaciju eksperimentalnih podataka koji se ne mogu opisati
linearnom funkcijom Kkoristi se polinomna jednadzZba drugoga reda u sljede¢em obliku

(kvadratni polinom) (3):

Y = Bo+ X521 B X + Xfoi By X + X Xics BiXiX; 3)
gdje je:
Y — prinos procesa;
Bo — konstanta jednadzbe odzivnog polinoma;
B; — koeficijent linearnog ¢lana jednadzbe odzivnog polinoma;
Bii — koeficijent kvadratnog ¢lana jednadzbe odzivnog polinoma;
Bij — koeficijent ¢lana interakcije jednadzbe odzivnog polinoma;

Xi i Xj— kodirane nezavisne varijable (tlak i temperatura) (Bas i Boyaci, 2007).

Koeficijenti odzivne funkcije (modela) odreduju se metodom najmanijih kvadrata. Definiranjem
koeficijenata odzivne funkcije izraduje se matematic¢ki model koji moze predvidjeti ponasanje
ispitivanog odziva u okviru eksperimentalnoga podru€ja. S ciliem provjere slaganja
matematiCkog modela i eksperimentalnih rezultata provode se analiza i test adekvatnosti
odzivne funkcije primjenom analize varijance (ANOVA) ili studentovog t-testa. Provedbom
ovoga posljednjeg koraka istiCu se oni faktori ili njihove interakcije koji zna¢ajno utje€u na

promatrani proces (Ferreira i sur., 2019).
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3. Eksperimentalni dio

Eksperimentalni dio ovoga rada realiziran je na Katedri za tehnoloSko projektiranje i
farmaceutsko inzenjerstvo na Prehrambeno-tehnoloSkom fakultetu u Osijeku i u laboratoriju

Zavoda za organsku kemiju Kemijsko-tehnoloskoga fakulteta u Splitu.

3.1. ZADATAK

Zadatak ove doktorske disertacije bio je:

e prikupiti uzorke biljnoga materijala: cvijet smilja te plod konopljike s podrudja
Hercegovine;

e pripremiti materijal za ekstrakciju — provesti usitnjavanje s ciliem poveéanja povrsine
uzorka (IKA A11 basic); klasiranje prosijavanjem na standardnoj seriji sita
(Labortechnik GmbH, limenau, Njemacka) te utvrdivanje raspodijele veli€ine Cestica;

e odrediti udio vlage u suhom biljinom materijalu cvijeta smilja i ploda konopljike;

e izolirati etericno ulje iz cvijeta smilja i ploda konopljike postupkom hidrodestilacije u
aparaturi po Clevengeru;

e provesti postupak ESCO: cvijeta smilja i ploda konopljike u laboratorijskom uredaju za
superkriticnu ekstrakciju;

e ispitati utjecaj najznacajnijih procesnih parametara tijekom ESCO:> na prinos
ekstrakcije i odabranih isparljivih spojeva iz cvijeta i ploda konopljike;

o identificirati i kvantificirati isparljive spojeve iz etericnog ulja cvijeta smilja i ploda
konopljike dobivene postupkom hidrodestilacije i ESCO; primjenom metode plinske
kromatografije sa spektrometrijom masa (GC-MS);

e identificirati i kvantificirati skopoletin (derivat kumarina) u CO- ekstraktima cvijeta smilja
reverzno-faznom visokodjelotvornom tekuéinskom kromatografijom (RP-HPLC);

e optimirati proces ESCO; odabranih biljnih vrsta primjenom metode odzivnih povrSina
(RSM) u odnosu na prinos ekstrakcije i koncentraciju odabranih fitokemikalija

koristenjem programa Design Expert®.
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3.2. MATERIJALI

3.2.1. Cvijet smilja

Cvjetovi smilja (Helichrysum italicum (Roth) G. Don fil. subsp. italicum) koristeni u istrazivanju
ubrani su na plantazi smilja (veli¢ine ~14 ha) tvrtke Roing d.o.o. Ljubuski (Hercegovina, BiH)
(GPS koordinate: 43° 11' 54,3" N 17° 35' 49,5" E) (Slika 11) tijekom perioda cvjetanja u srpnju

2015. godine te su prirodno osu$eni na zraku bez kontakta sa sunéevom svjetlosti.

Slika 11 Cvijet smilja (plantaza tvrtke Roing) (Izvor: autor)

2.2.2. Plod konopljike

Plodovi konopljike (Vitex agnus castus L.) (Slika 12) sakupljani su u dolini rijeke Neretve, u
okolici Mostara (Hercegovina, BiH) (GPS koordinate: 43° 14' 37,2" N 17° 50' 29,3" E) po¢etkom

listopada 2015. godine i potom osu$eni na zraku, zasti¢eni od direktne sunceve svjetlosti.

Slika 12 Plod konopljike (Izvor: autor)
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3.2.3. Kemikalije i standardi

e Za ESCO:; koristen je komercijalni CO,, Cisto¢e 99,97 % proizvodata Messer Croatia
Plin (Osijek, Hrvatska).

e Za pripremu uzoraka za GC-MS analizu eteri¢nog ulja i CO; ekstrakata smilja koristen
je dietil-eter (J. T. Baker, Milano, ltalija), dok je za analizu konopljike koridten n-heksan
(J. T. Baker, Milano, Italija).

e Za pripremu uzoraka za RP-HPLC analizu CO; ekstrakta cvijeta smilja koristen je
etanol (HPLC Ccisto¢e, BDH Prolabo, Velika Britanija). Kao moblina faza koriSteni su
metanol (J. T. Baker, Milano, Italija) i destilirana voda.

e Za odredivanje skopoletina koridten je skopoletin standard kupljen od tvrtke Dr.
Ehrenstorfer GmbH (Augsburg, Njemacka) sa standardnom Ccistoéom od 99,5 %

(prema podatcima dobavljaca).

3.3. METODE

3.3.1. Odredivanje udjela vlage u uzorku cvijeta smilja i ploda
konopljike

Udio vlage u uzorku cvijeta smilja i ploda konopljike odreden je standardnom metodom AOAC
925.40 (2000). U osuSenu, izvaganu posudicu odvagalo se 5 g usitnjenog biljnog uzorka, te
se uzorak u posudici s podignutim poklopcem susio u suSioniku na temperaturi od 103 °C do
konstantne mase, odnosno dok razlika izmedu dva uzastopna mjerenja nije bila najvise 0,005
g. Posudica s uzorkom je zatim ohladena u eksikatoru do sobne temperature. Udio vode u

cvijetu smilja i plodu konopljike izraCunat je prema sljede¢em izrazu (4):

Wep, =222 @)
gdje je:
ws.«. — udio suhe tvari (%);
mo — masa prazne posude (g);
my — masa posude s uzorkom prije susenja (g);

my — masa posudice s uzorkom nakon susenja (g).
Promjena udjela vlage u materijalu prije postupka ESCO,; moze znacajno utjecati na prinos i

kvalitetu ekstrakta te se spomenuto ispitivanje provelo i u ovom radu. Postupak povecanja

udjela vlage proveo se tako Sto su plodovi konopljike navlazeni destiliranom vodom, nakon
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¢ega je izmjeren udio vlage. Plodovi su zatim usitnjeni u mlinu za usitnjavanje 60 s te odmah

podvrgnuti procesu ESCOso.

3.3.2. Priprema uzorka za ekstrakciju

Prije provodenja eksperimenta ekstrakcije, uzorci cvijeta smilja i ploda konopljike usitnjeni su
na laboratorijskom mlinu (Janke & Kunkel, IKA Labortechnik, Njemacka). Nakon usitnjavanja
uzoraka provedena je granulometrijska analiza na standardnoj seriji sita (Labortechnik GmbH,

lImenau, Njemacka) te je odreden srednji promjer Cestica uzorka izraCunat prema jednadzbi

(5):

100 m;
==2(3) ®
gdje su:
d — srednji promjer Cestica;
mi— maseni udio i-te frakcije (%);

di— srednji promjer i-te frakcije (mm).

Na seriju od devet standardnih sita preneseno je 100 g usitnjenog bilinog materijala. Sita su
posloZzena tako da gornje sito ima najveée otvore, dok je zadnje sito tzv. ,slijepo sito“.
Prosijavanje se provodilo 20 minuta te se potom ponovno vagalo svako pojedino sito.

Postupak je proveden u tri ponavljanja.
3.3.3. I1zolacija eteriénog ulja cvijeta smilja i ploda konopljike

hidrodestilacijom

Za laboratorijsko dobivanje eteri¢nog ulja cvijeta smilja i ploda konopljike koriStena je aparatura
po Clevengeru (Witeg Labortechnik GmbH, Wertheim, Njemacka) (Slika 13).

ra

Slika 13 Aparatura za hidrodestilaciju po Clevengeru: 1) grijace tijelo (kalota); 2) tikvica s

okruglim dnom; 3) aparat po Clevengeru; 4) hladilo po Allihnu
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U tikvicu s okruglim dnom dodana je usitnjena masa suhoga materijala i destilirana voda prema
kolicinama navedenim u Tablici 9. Tijekom procesa destilacije etericno je ulje skupljano u
gornjem dijelu cijevi te je nakon zavrSetka hidrodestilacije prebaceno u menzuru. Nakon
oCitavanja volumena, izdvojeno eteri¢no ulje osuseno je s bezvodnim MgSOQO. i uvano pri

temperaturi 4 — 6 °C nekoliko dana. Nakon su$enja, uzorak je analiziran pomo¢u GC-MS-a.

Tablica 9 Parametri iskazani u postupku hidrodestilacije biljnoga materijala u aparaturi po

Clevengeru
Masa biljnog Vrijeme trajanja
materijala (g) postupka (h)
Cvijet smilja 50 2
Plod konopljike 100 4

3.3.4. ESCO: cvijeta smilja i ploda konopljike

Ekstrakcija Zeljenih bioaktivnih spojeva iz cvijeta smilja i ploda konopljike provela se na uredaju

za ekstrakciju superkriticnim fluidima, ¢ija je shema dana na Slici 14.

Slika 14 Shematski prikaz uredaja za superkriti¢nu ekstrakciju (Aladi¢, 2015)

1. Kompresor; 2. CO2 spremnik; 3. Izmjenjiva¢ topline od nehrdajuéeg Celika; 4. Rashladna kupelj; 5.
Zrakom pogonjena hidrauliéna pumpa Haskel MS-71; 6. Ventili (B-HV); 7. Manometri; 8. Ekstraktor; 9.
Separator; 10. Vodena kupelj; 11. Centralizirani sistem grijaca od staklenih vlakana; 12. Mjerad

protoka

Rad osnovnih sastavnica uredaja za superkriticnu ekstrakciju od vitalnog je znacaja za
ostvarenje unaprijed definiranih procesnih parametara. Rashladna kupelj pothladuje CO: na -

5 °C, te ga tako rashladenog uvodi u pumpu. Visokotlaéna pumpa komprimira CO na Zeljeni
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tlak ekstrakcije, dovodeci ga u ekstraktor. U ekstraktoru se nalazi biljni materijal. Tako stlageni
CO; zagrijava se preko istostrujnog izmjenjivaca topline na temperaturu ekstrakcije i uvodi u
ekstraktor gdje prelazi preko uzorka obavljajuci ekstrakciju topljivih spojeva. Ekstraktor se
sastoji od tri dijela, pri ¢emu se izdvaja Cep u koji je ugraden filtracijski element bez kojega
proces ekstrakcije ne bi bio izvodljiv. Grijan centraliziranim sustavom grijaa ostvaruje zeljenu
temperaturu ekstrakcije. Superkriticni CO2 zajedno s ekstraktom odlazi do redukcijskoga
ventila kojemu se tlak snizava na tlak separacije. Ekstrakt se skuplja na dnu separatora, a
izdvojeni superkriticéni CO» dalje odvodi do kondenzatora u kojemu se vraca iz plinovitog u
tekucée stanje (Muji¢ i Jokic, 2018; Aladic, 2015).

Tablica 10 Konstantni parametri tijekom ESCO,

Masa uzorka Trajanje ekstrakcije | Brzina protoka fluida
(9) (h) (kg/h)
Cvijet smilja 40 1,5 1,94
Plod konopljike 100 1,5 1,94

Masa osuSenoga materijala cvijeta smilja i ploda konopljike tijekom provedbe svih
eksperimenata ESCO:. bila je konstantna (Tablica 10). Odabrano je vrijeme ekstrakcije od 90
min jer se upravo to vrijeme u preliminarnim istrazivanjima pokazalo kao optimalno vrijeme u
kojemu se uspije dobiti potpuni prinos ekstrakcije. Odvajanje CO: i ekstrakta provelo se u
separatoru pri tlaku od 1,5 MPa i temperaturi od 25 °C. Dobiveni ekstrakti Cuvani suna 4 — 6
°C do analize. Najznacajniji procesni parametar tijekom ESCO- zasigurno je tlak, stoga se
ispitivao njegov utjecaj na iskoriStenje i sastav dobivenih ekstrakata na primjeru cvijeta smilja,

a zatim i tlak, temperatura i njihova interakcija na primjeru ploda konopljike.

3.3.5. Procesni uvjeti za ESCO: cvijeta smilja prema CCRD-u

Postupak dobivanja CO. ekstrakata ESCO; iz cvijeta smilja proveo se prema unaprijed
isplaniranom CCRD-u (detaljno opisanom u radu autora Ferreira i sur., 2019; Bezerra i sur.,
2008 i Bas i Boyaci, 2007) prikazanom u Tablici 12, gdje su se tijjekom izvodenja pokusa
mijenjali odabrani procesni parametri (tlak i temperatura), pri ¢emu su masa materijala u
ekstraktoru, vrijeme ekstrakcije i maseni protok CO. odrzavani konstantnim (prikazani u
Tablici 10). Prema CCRD-u, kao odzivnha se varijabla ispitivao prinos ekstrakcije i udio
skopoletina u dobivenim ekstraktima. Tlak i temperatura varirali su u ispitivanju prinosa
ekstrakcije, dok se utjecaj na kemijski profil isparljivih spojeva cvijeta smilja ispitao samo pri
tlakovima 7,9 MPa, 15,0 MPa i 22,1 MPa. Pri tomu je temperatura od 50 °C bila konstantna,

kao i ostali procesni uvjeti (veliina Cestica, protok fluida i vrijeme ekstrakcije).
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Tablica 11 Kodirane i nekodirane razine nezavisnih varijabli koritenih u RSM dizajnu
procesa ESCO: cvijeta smilja

Nezavisna Oznaka Razina

varijabla -1,41 -1 0 +1 1,41
Tlak (MPa) Xi 79 | 10,0 | 15,0 | 20,0 22,1
Temperatura (°C) X2 35,8 | 40,0 | 50,0 | 60,0 64,1

Tablica 12 Eksperimentalni uvjeti ESCO- cvijeta smilja prema CCRD-u

Broj Tlak Temperatura
eksperimenta (MPa) (°C)
1 15,0 50,0
2 20,0 60,0
3 20,0 40,0
4 7,9 50,0
5 15,0 50,0
6 15,0 64,1
7 15,0 50,0
8 15,0 35,8
9 15,0 50,0
10 15,0 50,0
11 10,0 60,0
12 22,1 50,0
13 10,0 40,0

3.3.6. Procesni uvjeti za ESCO: ploda konopljike prema CCRD-u

Postupak dobivanja ekstrakata ESCO. iz ploda konopljike proveo se prema unaprijed
isplaniranom CCRD-u prikazanom u Tablici 14, gdje su se tijekom izvodenja pokusa mijenjali
odabrani procesni parametri (tlak i temperatura), pri €emu su masa materijala u ekstraktoru,

vrijeme ekstrakcije i maseni protok CO, odrzavani konstantnim.

Tablica 13 Kodirane i nekodirane razine nezavisnih varijabli koristenih u RSM dizajnu u
procesu ESCO- ploda konopljike

Nezavisna Oznaka Razina

varijabla -1,41 ] -1 0 +1 1,41
Tlak (MPa) X 84 |125|225|32,5| 36,6
Temperatura (°C) X2 36,0 | 40,0 | 50,0 | 60,0 | 64,0
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Tablica 14 Eksperimentalni uvjeti ESCO; ploda konopljike prema CCRD-u

Broj Tlak Temperatura
eksperimenta (MPa) (°C)
1 12,5 40,0
2 36,6 50,0
3 22,5 35,8
4 32,5 60,0
5 8,4 50,0
6 22,5 50,0
7 12,5 60,0
8 22,5 50,0
9 22,5 50,0
10 22,5 64,1
11 32,5 40,0
12 22,5 50,0
13 22,5 50,0

3.3.7. Identifikacija kemijskoga profila dobivenih hidrodestilata i

CO: ekstrakata cvijeta smilja i ploda konopljike primjenom

plinske kromatografije sa spektrometrijom masa (GC-MS)

Eteri¢na ulja cvijeta smilja i ploda konopljike dobivena postupkom hidrodestilacije u aparaturi

po Clevengeru te ekstrakti dobiveni ESCO: ispitani su primjenom GC-MS analize. Za analizu

izoliranih isparljivih spojeva koristen je plinski kromatograf (Agilent Technologies, SAD), model

7890A u kombinaciji s Agilent Technologies (SAD) masenim detektorom, model 5975C,

spojenim na ra¢unalo (Slika 15).

Slika 15 Vezani sustav plinske kromatografije sa spektrometrijom masa (GC-MS)
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Prilikom pripreme uzoraka, eteriCna ulja i CO, ekstrakti smilja razrijedeni su dietil-eterom, a
ekstrakti ploda konopljike n-heksanom te potom injektirani u kolonu. Separacija spojeva
provedena je na kapilarnoj koloni H5-5MS (duzine 30 m, unutarnjega promjera 0,25 mm,

debljine sloja stacionarne faze 0,25 pm, J&W, SAD).
Koristeni su sljedeéi uvjeti rada plinskoga kromatografa za HP-5MS kolonu:

e temperaturni program kolone: 2 min izotermno na 70 °C, zatim uz porast temperature
od 200 °C, brzinom 3 °C / min izotermno 18 min;

e energija ionizacije: 70 eV;

e temperatura ionskog izvora: 230 °C;

¢ interval snimanja masa: 30 — 300 masenih jedinica kod eteri¢nog ulja i ekstrakata smilja

i 45 — 450 masenih jedinica kod etericnog ulja i ekstrakata konopljike.
Za svaki analizirani uzorak, kao rezultat GC-MS analize dobiveni su sljedec¢i podatci:

e kromatogram ukupne ionske struje;

e naziv spoja ili spojeva Ciji spektar ili spektribivaju najslicniji spektru nepoznatoga spoja
pojedinog pika iz kromatograma ukupne ionske struje; sliCnosti spektara koji se
usporeduju izrazeni su vjerojatno$¢u u postotcima;

e vrijeme zadrzavanja pojedinoga spoja;

¢ relativni udio pojedinoga spoja izraZzen u postotcima.

Postotni sastav isparljivih spojeva uzoraka izracunat je iz povrSine pikova kromatograma
primjenom metode normalizacije (bez korekcijskih faktora), a postotci identificiranih

komponenti izraZeni su kao srednja vrijednost rezultata dvije GC-MS analize svih ekstrakata.

3.3.8. Ekstrakcija i kvantifikacija skopoletina u CO2 ekstraktima
cvijeta smilja reverzno-faznom visokodjelotvornom
tekuéinskom kromatografijom (RP-HPLC) uz UV detekciju

Reverzno-fazna visokodjelotvorna tekucinska kromatografija (RP-HPLC) uz UV detekciju
koriStena je za odredivanje skopoletina u dobivenim ekstraktima cvijeta smilja H. italicum.
HPLC analize provedene su na Shimadzu sustavu (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) koji
se sastojao od pumpe (LC-20AD Prominence), jedinice za uklanjanje zraka (DGU-20A5R),
uredaja za automatsko injektiranje (SIL-10AF) i detektora s nizom fotodioda (SPD-M20A
Prominence UV / VIS) (Slika 16). Sustav je bio spojen na racunalo opremljeno softverom Lab
Solution Lite Version 5.52. Kromatografsko razdvajanje postignuto je koristenjem kolone
COSMOSIL 5C18-MA-II (Nacalai Tesque, Inc., Kyoto, Japan), duljine 150 mm, s unutarnjim

promjerom od 4,6 mm.
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Slika 16 Shimadzu sustav za RP-HPLC

Gradijentno eluiranje dalo je najbolje rezultate u razdvajanju spojeva koriste¢i metanol i

destiliranu vodu. Koristeni gradijenti prikazani su u Tablici 15.

Tablica 15 KoriSteni gradijenti za eluiranje

Vrijeme Metanol Destilirana
(min) (%) voda
(%)
0,0 40,0 60,0
15,0 40,0 60,0
15,0 40,0 60,0
20,0 80,0 20,0
20,0 80,0 20,0
40,0 80,0 20,0
40,0 40,0 60,0
49,9 40,0 60,0
50,0 kraj Kraj

Brzina protoka iznosila je 1,0 mL/min, volumen injektiranja 10 pyL, UV valna duljina 254 nm, a

HPLC analiza provedena je pri temperaturi od 30 °C.

Standardna kalibracijska krivulja za skopoletin dobivena je pripremom S$est otopina u
koncentracijskom rasponu od 1,0; 2,0; 5,0; 10,0; 15,0 i 20,0 upg/L s odgovarajuéim

razrjedivanjem matiCne otopine, a vrijeme zadrzavanja analiziranoga spoja bilo je 7,29 minuta.

Linearnost kalibracijske krivulje potvrdena je s R? = 0,9996. Dodatno, granica detekcije
skopoletina (LOD) bila je 0,07 mg/L, a granica kvantifikacije (LOQ) iznosila je 0,2 mg/L. Uzorci
ekstrakata razrijedeni su do koncentracije 5 mg/mL u apsolutnom etilnom alkoholu, profiltrirani
kroz 0,45 um PTFE (politetrafluoroetilen) filtere te podvrgnuti HPLC analizi. Prinos skopoletina
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(izrazen u miligramima skopoletina na 100 g cvjetova H. ltalicum) izraCunat je iz koncentracije

skopoletina u biljnim ekstraktima (ug/mL) odredenim RP-HPLC analizom.

3.3.9. Statisticka obrada podataka

Za analizu utjecaja parametara ESCO; na ispitivane odzive te optimizaciju procesa koristena
je metoda odzivne povrsine (RSM), pri €emu je za ispitivanje utjecaja dviju nezavisnih varijabli

tijekom ESCO: (tlaka i temperature) na eksperimentalni odziv koristen CCRD.

Procjena koeficijenata modela nelinearnom regresijskom analizom, statisticka analiza
(ANOVA) znacajnosti ispitivanih parametra na promatrane procese ESCO: cvijeta smilja i
ploda konopljike, te numeri¢ka optimizacija ispitivanih procesnih parametra provedena je

primjenom softverskoga paketa Design-Expert®, v.7 (Stat Ease, Minneapolis, USA).

ANOVA je koriStena za ocjenu adekvatnosti modela. Test statistiCkih razlika temeljio se na
ukupnim kriterijima pogreske s razinom pouzdanosti od 95,0 %. Adekvatnost dobivenih modela
odredena je koeficijientom determinacije (R?) te p-vrijednostima za model i nedostatkom
modela (engl. Lack of fit). Na osnovi dobivenoga matematiCkog modela (polinoma)
konstruirane su odzivne povrSine koje omogucuju vizualni prikaz utjecaja ispitivanih

parametara na promatrane procese.

Kao zavrsni korak u metodi odzivnih povrsina provedeno je optimiranje promatranoga procesa
(Montgomery, 2005). Za optimiranje procesa primijenjena je metoda temeljena na konceptu
zeljene funkcije (engl. Desirability function — D). Optimiranje se provelo tako $to je praceni
odziv preveden u individualnu Zeljenu funkciju Cije se vrijednosti krecu 0 — 1, pri ¢emu 0
predstavlja najloSiju vrijednost individualne zeljene funkcije, a 1 najbolju vrijednost za
promatrani odziv. Ukupna Zeljena funkcija (D) jednaka je geometrijskoj sredini pojedinacnih
Zeljenih funkcija (Aladic, 2015).
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4. Rezultati

Prikaz rezultata rada podijeljen je u dvije cjeline:

e Rezultati istraZivanja provedenih na cvijetu smilja;

e Rezultati istrazivanja provedenih na plodu konopljike.

4.1. REZULTATI ISTRAZIVANJA PROVEDENIH NA CVIJETU SMILJA
4.1.1. Odredivanje veli€ine Cestica

Tablica 16 Prosjec¢na veli€ina €estica u usitnjenim uzorcima cvijeta smilja

Veli¢ina otvora 1. uzorak 2. uzorak 3. uzorak

sita (mm) (9) (9) (9)
0 3,15 2,2 1,2 2,1
1 1,40 11,7 36,9 36,9
2 0,63 2,8 1,0 2,0
3 0,50 1,8 0,4 0,4
4 0,32 6,9 10,1 9,2
5 0,20 2,7 0,8 0,7
6 0,10 1,8 1,8 1,7
7 0,009 1,3 0,3 0,1
8 0,005 0,4 0,2 0,1
9 “slijepo sito” 0,3 0,1 0,1

Srednja veli¢ina Cestica (tri ponavljanja) iznosila je 0,354 mm +/- 0,041 (izraCunata prema
jednadzbi 5).

4.1.2. Odredivanje udjela vlage u cvijetu smilja

Prosjecni udio vlage u cvijetu smilja izracunat prema jednadzbi (4) iznosio je 2,3 %.

4.1.3. Prinos eteri€nog ulja cvijeta smilja dobivenog
hidrodestilacijom

Provedenim postupkom hidrodestilacije po Clevengeru dobiveni prinos eteri€nog ulja iznosio
je 0,3 % (v/v).
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4.1.4. Kemijski profil etericnog ulja cvijeta smilja dobivenog

hidrodestilacijom

Tablica 17 Kemijski profil etericnog ulja cvijeta smilja dobivenog hidrodestilacijom po
Clevengeru odreden pomoc¢u GC-MS analize

Br. Spoj RI %
1. 4-metilheksan-3-on <900 0,1
2. nonan 900 0,1
3. a-pinen 940 13,7
4. a-fenhen 953 0,5
5. B-pinen 982 0,6
6. a-terpinen 1022 0,6
7. limonen 1034 3,1
8. isobutil-2-metilbut-2-enoat (isobutil-angelat)** 1055 0,3
9. y-terpinen 1064 0,6
10. a-terpinolen 1092 0,2
11. linalool 1105 0,7
12. isopropil-2-metilbut-2-enoat** 1158 0,8
13. terpinen-4-ol 1184 0,4
14. a-terpineol 1197 0,2
15. dekanal 1209 0,1
16. nerol 1241 0,5
17. linalil-acetat 1262 0,1
18. (Z2)-heks-3-enil-tiglat 1282 0,1
19. heksil-3-metilbut-2-enoat (heksil-angelat)** 1289 0,4
20. undekan-2-on 1297 0,1
21. neril-acetat 1369 54
22. a-ilangen 1375 0,2
23. a-kopaen 1380 2,9
24. italicen 1407 4,5
25. cis-a-bergamoten 1419 1,2
26. trans-kariofilen 1424 4,7
27. trans-a-bergamoten 1440 1,1
28. geranil-propionat 1479 1,9
29. y-selinen 1479 24
30. y-kurkumen 1485 23,2
31. B-selinen 1492 9,9
32. a-selinen 1499 6,7
33. o-cadinen 1528 1,7
34. nerolidol 1570 0,3
35. guaiol 1603 0,8
36. a-gurjunen 1640 0,7
37. a-kadinol 1650 0,2
38. 7-epi-amiteol 1665 1,3
39. a-bisabolol 1691 04
40. heksahidrofarnezil-aceton 1849 0,1
ukupno identificirano 92,8 %
RI - indeksi zadrzavanja odredeni u odnosu na n-alkane (Ce¢ - C25); % — postotci povrSine
kromatograma.
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4.1.5. Utjecaj tlaka i temperature ESCO: cvijeta smilja na prinos
ekstrakcije i udio skopoletina
Prinos skopoletina (izrazen kao mg skopoletina/100 g cvijeta H. italicum) izraCunat je iz

koncentracije skopoletina u biljnim ekstraktima (ug/mL) utvrdene RP-HPLC analizom.

Tablica 18 Rezultati utjecaja tlaka i temperature na prinos ESCO- i udio skopoletina u
ekstraktima cvijeta smilja (prema CCRD-u)

Tlak Temperatura CO: Prinos Prinos
(MPa) (°C) gustoca ekstrakcije (%) skopoletina
(kg/m3) (mg/100g)

1 15,0 50,0 659 29 0,6

2 20,0 60,0 696 4,2 0,7

3 20,0 40,0 831 2,7 1,9

4 7.9 50,0 220 0,6 0,3

5 15,0 50,0 659 29 0,9

6 15,0 64,1 527 0,8 0,0

7 15,0 50,0 659 3,5 0,6

8 15,0 35,8 784 2,9 0,2

9 15,0 50,0 659 3,2 0,8

10 15,0 50,0 659 23 0,9

11 10,0 60,0 294 1,7 0,6

12 22,1 50,0 794 4,8 1,5

13 10,0 40,0 568 2,3 0,2

4.1.6. Kemijski profili isparljivih spojeva CO: ekstrakata cvijeta
smilja

Tablica 19 Kemijski profil isparljivih spojeva u CO ekstraktima cvijeta smilja (dobivenih
primjenom razli€itih tlakova ESCO.)

7,9 15,0 221
Br. Spoj RI MPa MPa MPa

(%) (%) (%)
1. 2-metil-butananska kiselina <900 - 0,1 -
2. nonan <900 - 0,1 -
3. a-oinen 940 t 0,1 -
4. heksanska kiselina 990 - 0,1 -
5. a-terpinen 1022 t t -
6. p-cimen 1030 - 0,1 -
7. B-felandren 1035 - - -
8. limonen 1034 - t t
9. 1,8-cineol 1036 - t -
10. y-terpinen 1064 - 0,3 -
11. a-terpinolen 1092 - 0,1 -
12. linalool 1105 t 0,3 t
13. nonanal 1112 - t -
14. terpinen-4-ol 1184 - 0,1 0,2
15. a-terpineol 1197 0,1 0,1 0,2
16. dekanal 1209 - 0,1 -
17. nerol 1241 - 0,1 0,2
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18. neril-acetat 1369 0,1 04 0,2
19. a-ilangen 1375 - 0,1 0,2
20. a-kopaen 1380 0,1 0,3 0,2
21. italicen 1407 0,1 0,3 0,2
22. cis-a-bergamoten 1419 0,1
23. trans-kariofilen 1424 0,3 0,4 0,7
24. aromadendren 1443 - - -
25. a-humulen 1457 0,2 0,1 0,1
26. aloaromadendren 1464 - - -
27. y-kurkumen 1485 1,3 - -
28. Ar-kurkumen 1487 1,6 3,3 29
29. B-selinen 1492 1,3 - -
30. a-selinen 1499 0,5 0,7 0,6
31. 4-metil-2,6-bis(1,1-dimetiletil)fenol 1515 0,2 - 0,3
32. o0-kadinen 1528 0,2 0,3 0,1
33. a-kalakoren 1548 0,2 0,1 -
34. spatulenol 1584 - - -
35. dodekanska kiselina 1587 - - -
36. g;e*tiI—5—hidroksi—3,6—dimeti|piran—4— 1613 ) 0.9 0.8
37. 7-epi-amiteol* 1665 0,5 04 0,6
38. a-bisabolol 1692 - - -
39. tretradekanska kiselina 1775 - - 0,7
40. eikosan 2000 - 74 -
1-[2-(3-hidroksiprop-1-en-2-il) -2,3-
41. dihidro-1-benzofuran-5-il] etanon* 2043 12,9 6,1 23,0
(12-hidroksitremeton; bitalin A)
42. heneikosan 2100 - - -
1-[2-(3-acetilprop-1-en-2-il) -2,3-
43. dihidro-1-benzofuran-5-illetanon* 2114 12,7 3,7 12,1
(12-acetoksitremeton)
1-[2-(2-metil-2,3-dihidroksipropil) -
44. 2,3-dihidro-1-benzofuran-5-illetanon® 2121 7.2 19,7 20,4
1-[2-(3-hidroksi-2-(1-hidroksiprop-1-
45, en-2-il) -2,3-dihidro-1-benzofuran- 5 2158 2,4 2,4 2,9
illetanon* (gnafaliol)
46. dokosan 2200 3,8 4.5 10,1
47. isobutil-bitalin A* 2283 6,5 41 4,8
48. trikosan 2300 - 04 5,6
1-[2-(acetilprop-1-en-2-il) -3-hidroksi-
49| 2 3 dihidro-1-benzofuran-5-iljetanon* | 2509 10.3 6.7 71
50. di-izooktil-ftalat > 2300 - 1,4 6,3
51. skvalen > 2300 35,6 - -
ukupno identificirano: 91,8 % 95,1 % 87,8 %

- to€an izomer nije identificiran; Rl — indeksi zadrZzavanja odredeni u odnosu na n-alkane (Co - Cz2s); %
- postotci povrSine kromatograma; t — spoj prisutan u tragovima. ESCO:2 provedena pri konstantnoj
temperaturi (50 °C), protoku CO2 (1,94 kg/h), vremenu ekstrakcije (90 min) i veli€ini Cestice 0,354 mm.
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4.1.7. StatistiCka analiza parametara ESCO: cvijeta smilja

Tablica 20 StatistiCka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti promatranih prinosa ekstrakcije cvijeta smilja dobivenog ESCO.

lzvor F- p-
varijabilnosti SS df MS vrijednost vrijednost*
Model 12,81 5 2,56 4,35 0,040
X1 9,97 1 9,97 16,95 0,004
X2 0,56 1 0,56 0,95 0,362
X412 7,646 x10-3 1 7,646 x10-3 0,01 0,912
X2? 1,36 1 1,36 2,31 0,172
X1 X2 0,91 1 0,91 1,55 0,253
Ostatak 4,12 7 0,59

Nedostatak 3,36 3 1,12 5,94 0,059
modela

Pogreska 0,76 4 0,19

Ukupno 16,93 12

R? 0,856

X1 — tlak ekstrakcije; X2 — temperatura ekstrakcije; *SS - suma kvadratnih odstupanja podataka od
prosjecne vrijednosti; df — stupnjevi slobode; MS - varijanca. *Utjecaj faktora je statisticki znacajan uz
p<0,05

S ciliem odredivanja regresijskih koeficijenata u jednadzbi (3) primijenjena je metoda najmanjih
kvadrata. Polinom koji opisuje ponasanje prinosa ekstrakcije u ispitivanom eksperimentalnom

podrucju (Tablica 20) dan je jednadzZbom (6):

y, = 2,99 + 1,12X; — 0,26X, — 0,33X% — 0,44X2 + 0,48X,X, (6)

gdje su kodirane vrijednosti:
y1 — prinos ekstrakcije;
X; - tlak ekstrakcije;

X>— temperatura ekstrakcije.

Provedbom pokusa u svim kombinacijama odredenim eksperimentalnim dizajpom dobivena je
kontinuirana ploha koja spaja visine izmjerenih vrijednosti. Prinos ekstrakcije H. italicum

vizualno je prikazan na Slici 17 kao funkcija tlaka i temperature.
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Prinos ekstrakcije (%)

Temperatura (°C)

Slika 17 Trodimenzionalni dijagram odzivne povrsine prinosa cvijeta smilja tijekom ESCO, u
ovisnosti o tlaku i temperaturi

Tablica 21 Statisticka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti udjela skopoletina cvijeta smilja dobivenog ESCO-

{z:i)jrabilnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost*
Model 3,09 5 0,62 9,41 0,005
Xi 1,64 1 1,64 24,97 0,002
X2 0,10 1 0,10 1,57 0,250
X412 0,11 1 0,11 10,83 0,244
X2? 0,46 1 0,46 1,62 0,033
X1X2 0,71 1 0,71 7,02 0,013
Ostatak 0,46 7 0,06

Nedostatak modela 0,32 3 0,11 3,15 0,148
Pogreska 0,14 4 0,034

Ukupno 3,55 12

R? 0,8705

*X1 = tlak ekstrakcije; X2 — temperatura ekstrakcije; *SS - suma kvadratnih odstupanja podataka od
prosjecne vrijednosti; df — stupnjevi slobode; MS - varijanca; *Utjecaj faktora je statisti¢ki zna€ajan uz
p <0,05.

Polinom koji opisuje ponasanje prinosa ekstrakcije u ispitivanom eksperimentalnom podrucju
(Tablica 21) dan je jednadzbom (7):

y, = 0,79 + 0,45X; - 0,11X% + 0,12X2 - 0,26X2 - 0,42X, X, (7)

gdje su kodirane vrijednosti:
y1 — prinos skopoletina;
X; - tlak ekstrakcije;

X> — temperatura ekstrakcije.
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Prinos skopoletina (mg/100g)

23

Temperatura (°CY*3 10 Tlak (MPa)

Slika 18 Trodimenzionalni dijagram odzivne povrsine prinosa skopoletina u ovisnosti o
temperaturi i tlaku

4.1.8. Optimalni procesni uvjeti ESCO: cvijeta smilja

Tablica 22 Stvarne i predvidene vrijednosti za ispitivane odzive pri optimalnim uvjetima

ESCO:; cvijeta smilja

Tlak 20 MPa
Temperatura 453 °C

Prinos ekstrakcije Skopoletin
Stvarne vrijednosti 3,7 1,5
Predvidene vrijednosti 3,8 1,5

4.2. REZULTATI ISTRAZIVANJA PROVEDENIH NA PLODU
KONOPLJIKE

4.2.1. Odredivanje veli€ine €estica

ProsjeCna veliCina Cestice usitnjenoga ploda konopljike iznosila je 0,356 mm +/- 0,068,

izraCunata prema jednadzbi (5).
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Tablica 23 ProsjeCna veli€ina Cestica u usitnjenim uzorcima ploda konopljike

Veli¢ina otvora

Broj sita sita (mm) 1. uzorak (g) | 2.uzorak(g) | 3.uzorak (g)

0 3,15 0 0 0

1 1,40 1,82 1,85 1,87
2 0,63 37,47 37,52 37,45
3 0,50 12,47 12,21 13,80
4 0,32 20,31 20,21 20,08
5 0,20 12,60 12,80 13,10
6 0,10 13,31 13,69 13,21
7 0,009 6,97 7,11 6,31
8 0,005 4,39 5,93 4,37
9 “slijepo sito” 3,21 3,39 3,59

4.2.2. Odredivanje udjela viage u plodu konopljike

Pocetni udio vlage u plodu konopljike izraCunat prema jednadzbi 4 iznosio je 11,2 %. U drugom

dijelu istraZivanja koji se odnosio na ispitivanje utjecaja vlage na kemijski sastav ekstrakta

dobivenih ESCO; koristili su se uzorci navlazeni destiliranom vodom, ¢iji je udio vlage u

plodovima iznosio 14,9 %, te osuSeni uzorci s udjelom vlage 1,7 %.

4.2.3. Prinos eteriénog ulja ploda konopljike dobivenog
hidrodestilacijom

Provedenim postupkom hidrodestilacije po Clevengeru dobiveni prinos eteri€nog ulja iznosio
je 0,4 % (v/v).

4.2.4. Kemijski profil etericnog ulja ploda konopljike dobivenog

hidrodestilacijom

Tablica 24 Kemijski profil eteri€nog ulja ploda konopljike dobivenog hidrodestilacijom

Br. Spoj Udjeli spojeva u
eteri¢hom ulju

1. a-pinen 0,7

2. sabinen 0,5

3. [B-pinen 0,1

4, 1,8-cineol 49

5. B-tujon 1,9

6. a-tujon 1,0

7. kamfor 3,3

8. borneol 3,0

9. terpinen-4-ol 0,5

10. a-terpineol 0,5

11. bornil-acetat 1,8

12. a-terpinil-acetat 6,8

13. a-gurjunen 0,9

14. trans-kariofilen 10,7
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15. trans-a-bergamoten 0,1
16. a-humulen 15,6
17. trans-3-farnezen 7,6
18. aromadendren 2,8
19. a-kurkumen 0,1
20. biciklogermakren 2,4
21. o-kadinen 0,5
22. palustrol 0,3
23. spatulenol 3,3
24, kariofilen oksid 7,3
25. viridiflorol 16,7
26. a-humulen oksid 5,2
27. a-kadinol* 1,1

* = spoj uvjetno identificiran.

4.2.5. Utjecaj tlaka i temperature ESCO: ploda konopljike na prinos

ekstrakcije i udio najzna€ajnijih isparljivih spojeva

Tablica 25 Vrijednosti promatranog odziva pri ispitivanju utjecaja procesnih uvjeta ESCO-
prema CCRD-u na prinos ekstrakcije ploda konopljike

Eksp. Tlak Temperatura (°C) | Prinos ekstrakcije
(MPa) (%)

1 12,5 40,0 29

2 36,6 50,0 9,7
3 22,5 35,8 6,5
4 32,5 60,0 8,9
5 8,4 50,0 1,2
6 22,5 50,0 6,9
7 12,5 60,0 2,2
8 22,5 50,0 6,7
9 22,5 50,0 6,6
10 22,5 64,1 8,1
11 32,5 40,0 7,4
12 22,5 50,0 7,6
13 22,5 50,0 7,6

Dobiveni ekstrakti ESCO- pri razli¢itim tlakovima (8,4 MPa; 12,5 MPa; 22,5 MPa; 32,5 MPa i
36,6 MPa) i temperaturama (35,8 °C; 40,0 °C, 50,0 °C, 60,0 °C i 64,1 °C) karakterizirani su
GC-MS analizom &iji su podatci prikazani u Tablici 26. U Tablici 32 prikazani su rezultati GC-

MS analize dvaju ekstrakta dobivenih ESCO; s razli€itim udjelom viage.
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4.2.6. Kemijski profili isparljivih spojeva CO2 ekstrakata ploda konopljike

Tablica 26 Kemijski sastav isparljivih spojeva CO- ekstrakata plodova konopljike dobivenih ESCO. (izraZzen kao postotak spoja u TIC-u)

Br. | Spoj RI 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13
1. a-pinen 940 0,3 0,5 04 1,1 0,1 0,8 0,1 1,4 1,1 0,5 1,9 1 0,8
2. sabinen 978 2,2 3,2 3,1 5,1 0,4 4.2 0,3 6,5 5,2 2,6 8,1 4.9 4,3
3. B-pinen 981 0,2 0,3 0,1 0,4 0,1 0,3 0,1 0,5 0,1 0,2 0,5 0,1 0,1
4. a-terpinen 1021 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
5. p-cimen 1026 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,2 0,3 0,1 0,1
6. limonen 1038 0,4 0,1 0,9 0,8 0,2 0,9 0,2 0,7 1 0,1 1,3 0,8 0,8
7. 1,8-cineol 1033 6,8 8 7,6 9,1 4.2 8,5 2,6 10,7 11,4 7,8 12,2 10,1 9,9
8. y-terpinen 1063 0,2 0,1 0,1 0,3 0,2 0,1 0,2 0,2 0,1 0,3 0,1 0,1 0,3
9. cis-sabinen hidrat 1070 0,2 - 0,1 - - 0,6 - - - - - - -
10. | trans-sabinen hidrat 1102 0,3 0,1 0,1 0,1 0,1 0,4 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
11. | B-tujon 1105 - - - - - - - - - - - - -
12. | a-tujon 1102 - - - - - - - - - - - - -
13. | kamfor 1145 - - - - - - - - - - 0,4 - -
14. | borneol 1168 - - - - - - - - - - - - -
15. | terpinen-4-ol 1181 0,7 0,8 04 1 1,5 0,4 1,2 0,8 1,3 1,1 0,9 1,1 1
16. | a-terpineol 1193 0,5 0,6 0,7 0,6 1 0,6 0,9 0,5 0,7 0,6 0,7 0,4 0,5
17. | bornil-acetat 1286 0,1 - 0,1 - 0,1 0,1 0,1 - 0,1 - - - -
18. | a-terpinil-acetat 1354 8,6 7,6 8,9 8,2 13,5 7.1 9,5 7,9 8,5 8 7,7 8,3 8,5
19. | a-gurjunen 1409 2,1 2,1 2,3 2,2 2,7 1,9 2,2 2 2,2 2,1 2 2,2 2,2
20. | trans-kariofilen 1421 15,9 15,8 16,3 16,1 18,6 13,6 16,2 14,5 15,6 14,5 14,2 15,5 15,8
21. | trans-a-bergamoten 1438 04 0,1 0,2 0,1 0,4 04 04 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
22. | a-humulen 1456 1 1 1,1 1 1,2 1 1 0,9 0,9 0,9 1,2 1 1,1
23. | trans-B-farnezen 1460 19,3 19,8 18,4 17,5 234 15,6 20,3 16,5 17,7 16,7 14,8 17,9 17,7
24. | aromadendren 1441 4.4 4,6 4,3 4.1 4.4 3,7 4.4 3,8 3,9 3,9 3,8 4,2 4,3
25. | y-kurkumen 1480 - - - - 0,2 0,1 0,1 0,3 - - 0,5 - -
26. | a-kurkumen 1484 0,1 0,2 0,1 0,4 0,3 0,5 0,2 0,3 0,1 0,2 0,5 0,1 0,1
27. | germakren D 1481 0,4 0,5 0,3 0,4 0,3 0,4 0,4 0,4 0,1 0,4 0,4 0,1 0,3
28. | biciklogermakren 1495 9,5 11,6 9,6 9,3 8,5 8,8 9,8 8,8 9,5 9,6 8,7 10,3 10,4
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29. | o6-kadinen 1513 0,3 04 0,1 0,1 0,3 0,3 0,3 0,3 0,1 0,1 0,1 0,1 0,3
30. | palustrol 1567 0,7 0,7 0,8 0,6 0,5 0,7 0,7 0,6 0,1 0,6 0,4 0,7 0,6
31. | spatulenol 1577 2,5 2,2 2,9 2,4 2,2 2,5 2,6 2,1 2,3 6,9 24 24 2,1
32. | kariofilen oksid 1581 3,6 4.4 4,5 3,5 3,2 3,3 3,8 3,8 4 42 4,5 4,5 4,4
33. | viridiflorol 1591 3,3 3,8 3,5 3 2,1 3,3 3,8 3,3 3,1 3,9 3,4 3,3 3,3
34. | a-humulen oksid 1601 - - - - - - - - - - - - -

35. | a-kadinol* 1652 55 6,5 6,7 5,6 3,3 6,2 59 51 5 2,5 5 6,1 55
36. | cembren A* 1941 - 1,8 2,1 1 - 1,6 - 0,6 - 1,9 0,5 1 1,1

RI - indeksi zadrzavanja u odnosu na Cs — Ca2s alkane na stupcu HP-5MS; - spoj nije identificiran; * spoj uvjetno identificiran; TIC — kromatogram ukupne

ionske struje. ESCO2 provedena pri konstantnom protoku CO2 (1,94 kg/h), vremenu ekstrakcije (90 min) i veli¢ini estice 0,356 mm.
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4.2.7. StatistiCka analiza parametara ESCO: ploda konopljike

Statisticka analiza ANOVA odredenih parametara ESCO. napravlena je samo za
najzastupljenije bioaktivhe spojeve u dobivenim ekstraktima, dok za spojeve u tragovima, kao

i one u niskim koncentracijama nije radena statisticka analiza.

Tablica 27 Statisticka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti promatranoga prinosa ekstrakcije ploda konopljike dobivenog ESCO;

lzvor .. -
varijabilnosti S$ df MS F-vrijednost vrijegnost*
Model 79,21 5 15,84 32,95 0,0001
Xi 68,42 1 68,42 142,31 < 0,0001
Xo 1,06 1 1,06 2,21 0,1804
X12 8,31 1 8,31 17,28 0,0043
X22 0,17 1 0,17 0,35 0,5744
X1Xz2 1,42 1 1,42 2,95 0,1298
Ostatak 3,37 7 0,48
Nedostatak 2,54 3 0,85 412 0,1023
modela
Pogreska 0,82 4 0,21
Ukupno 82,58 12
R2 0,9592

*X1 — tlak ekstrakcije; X2 — temperatura ekstrakcije; *SS — suma kvadratnih odstupanja podataka od
prosjecne vrijednosti, df — stupnjevi slobode; MS — varijanca. *Utjecaj faktora je statisticki znacajan uz
p<0,05

Polinom koji opisuju ponaSanje prinosa ekstrakcije u ispitivanom eksperimentalnom podrucju
(Tablica 27) dan je jednadzbom (8):
yi = 7,12 + 2,92X; + 0,36X,- 1,09X? — 0,15X2 + 0,60X,X, (8)

gdje su kodirane vrijednosti:
y1 — prinos ekstrakcije;
X; — tlak ekstrakcije;

X> — temperatura ekstrakcije.
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Slika 19 Trodimenzionalni dijagram odzivne povrSine prinosa ESCO- ploda konopljike u
ovisnosti o tlaku i temperaturi

Tablica 28 StatistiCka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti udjela 1,8-cineola ploda konopljike dobivenog ESCO,

Izvc_>_r _ _ SS df MS F-vrijednost | p-vrijednost*
Varijabilnosti

Model 71,00 5 14,20 5,41 0,023
Xi 37,30 1 37,30 14,22 0,007
X2 6,16 1 6,16 2,35 0,169
Xi? 22,95 1 22,95 8,75 0,021
X2? 7,18 1 7,18 2,74 0,142
X1X2 0,30 1 0,30 0,12 0,744
Ostatak 18,36 7 2,62

Nedostatak modela 13,71 3 4,57 3,93 0,109
Pogreska 4,65 4 1,16

Ukupno 89,36 12

R? 0,795

*X1 — tlak ekstrakcije; X2 — temperatura ekstrakcije; *SS — suma kvadratnih odstupanja podataka od
prosjecne vrijednosti; df — stupnjevi slobode; MS — varijanca. *Utjecaj faktora je statisticki znacajan uz

p<0,05

Polinom koji opisuje udio 1,8-cineola ploda konopljike dobivenog ESCO; u ispitivanom
eksperimentalnom podrucju (Tablica 28) dan je jednadzbom (9):

y, = 10,12 + 2,16X, — 0,88X,- 1,82X% — 1,02X2 + 0,28X, X,

gdje su kodirane vrijednosti:
y1 — udio 1,8-cineola;
Xj — tlak ekstrakcije;

X> — temperatura ekstrakcije.

70

(9)



4. Rezultati

1,8-Cineol

43
Temperatura (°C) 3% 8

Slika 20 Trodimenzionalni dijagrami odzivne povrSine prinosa 1,8- cineola u ekstraktu ploda
konopljike u ovisnosti o temperaturi i tlaku

Tablica 29 StatistiCka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti udjela a-terpinil-acetata ploda konopljike dobivenog ESCO-

Izvor SS df MS F-vrijednost | p-vrijednost*
varijabilnosti

Model 21,07 5 4,21 3,28 0,077
Xi 13,90 1 13,90 10,80 0,013
X2 2,023 x 103 1 2,023 x 103 1,573 x 103 0,969
X12 6,89 1 6,89 5,35 0,054
X2? 0,02 1 0,02 0,02 0,902
X1Xz2 0,04 1 0,04 0,03 0,865
Ostatak 9,00 7 1,29

Nedostatak 7,61 3 2,54 7,29 0,042
modela

Pogreska 1,39 4 0,35

Ukupno 30,07 12

R? 0,701

*X1 — tlak ekstrakcije; X2 — temperatura ekstrakcije; *SS — suma kvadratnih odstupanja podataka od
prosjecne vrijednosti; df — stupnjevi slobode; MS — varijanca; *Utjecaj faktora je statisti¢ki znaCajan uz

p<0,05

Polinom koji opisuje udio a-terpinil-acetata ploda konopljike dobivenog ESCO: u ispitivanom

eksperimentalnom podrudju (Tablica 29) dan je jednadzbom (10):

y, = 8,06 — 1,32X; + 0,016X, + 0,99X2 — 0,055X2 - 0,10X, X, (10)

gdje su kodirane vrijednosti:

y1 — udio a-terpinil-acetata;

X; - tlak ekstrakcije;

X> — temperatura ekstrakcije.
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Slika 21 Trodimenzionalni dijagram odzivne povrSine prinosa a-terpinil-acetata u ekstraktu
ploda konopljike u ovisnosti o temperaturi i tlaku

Tablica 30 StatistiCka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti udjela trans-kariofilena ploda konopljike dobivenog ESCO,

Izvc.>_r _ . ss df MS F-vrijednost P .
varijabilnosti vrijednost
Model 8,42 5 1,68 2,66 0,117
Xi 4,15 1 4,15 6,54 0,037
X2 0,01 1 0,01 0,02 0,882
X1? 2,72 1 2,72 4,29 0,077
X2? 0,53 1 0,53 0,83 0,393
X1X2 0,64 1 0,64 1,01 0,348
Ostatak 4,44 7 0,63

Nedostatak 4,38 3 146 97,29 0,003
modela

Pogreska 0,06 4 0,01

Ukupno 12,86 12

R2 0,655

*X1 — tlak ekstrakcije; X2 — temperatura ekstrakcije; *SS — suma kvadratnih odstupanja podataka od
prosjecne vrijednosti; df — stupnjevi slobode; MS — varijanca; *Utjecaj faktora je statisti¢ki znaCajan uz
p <0,05.

Polinom koji opisuje udio tfrans-kariofilena u plodu konopljike dobiven ESCO; u ispitivanom

eksperimentalnom podrudju (Tablica 30) dan je jednadzbom (11):

y. = 15,60 — 0,72X; — 0,043X, + 0,62X% — 0,27X2 + 0,40X,X, (11)

gdje su kodirane vrijednosti:
y1 — udio trans-kariofilena;
X; - tlak ekstrakcije;

X> — temperatura ekstrakcije.
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Slika 22 Trodimenzionalni dijagram odzivne povrSine prinosa trans-kariofilena u ekstraktu
ploda konopljike u ovisnosti o temperaturi i tlaku

Tablica 31 Statisticka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti udjela trans-B-farnezena ploda konopljike dobivenog ESCO-

lzvor F- p-
varijabilnosti SS df MS vrijednost vrijednost*
Model 45,37 5 9,07 4,42 0,038
Xi 19,19 1 19,19 9,36 0,018
X2 0,21 1 0,21 0,10 0,758
X1? 24,07 1 24,07 11,74 0,011
X2? 0,19 1 0,19 0,09 0,770
X1Xz2 0,72 1 0,72 0,35 0,571
Ostatak 4,44 7 0,63

Nedostatak 4,38 3 146 97,29 0,003
modela

Pogreska 0,06 4 0,01

Ukupno 12,86 12

R2 0,759

*X1 — tlak ekstrakcije; X2 — temperatura ekstrakcije; *SS — suma kvadratnih odstupanja podataka od
prosjecne vrijednosti; df — stupnjevi slobode; MS — varijanca; *Utjecaj faktora je statisti¢ki znaCajan uz
p <0,05.

Polinom koji opisuje udio trans-B-farnezena ploda konopljike dobivenog ESCO: u ispitivanom

eksperimentalnom podrudju (Tablica 31) dan je jednadzbom (12):

y, = 17,08 — 1,55X; + 0,16X, + 1,86X% — 0,16X2 - 0,43X,X, (12)

gdje su kodirane vrijednosti:
y1 — udio trans-B-farnezena;
Xj — tlak ekstrakcije;

X> — temperatura ekstrakcije.
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Slika 23 Trodimenzionalni dijagram odzivne povrSine prinosa trans-f-farnezena u ekstraktu
ploda konopljike u ovisnosti o temperaturi i tlaku

4.2.8. Utjecaj promjene udjela vlage na kemijski profil CO2
ekstrakata ploda konopljike

IstraZzivanja nekoliko autora dokazala su kako vecéi udio vode utjeCe na povecéanje prinosa
ekstrakcije, stoga je postupak ekstrakcije suhog i navlaZzenog uzorka ploda konopljike
podvrgnut ESCO; pri temperaturi od 50 °C i tlaku od 22,5 MPa (ponavljanja u centralnoj tocki)

s ciljem ispitivanja utjecaja promjene udjela vlage na sastav i udio spojeva.

Tablica 32 Rezultati utjecaja promjene udjela vlage na sastav isparljivih spojeva ekstrakta
konopljike dobivenih ESCO,

Br. | Spoj Subhi Uzorak s
uzorak povec¢anom

(%) vlaznoscéu
(%)
1. a-pinen 0,5 0,5
2. sabinen 2,0 2,4
3. B-pinen 0,1 0,1
4. a-terpinen 0,1 0,1
5. p-cimen 0,1 0,1
6. limonen 0,1 0,1
7. 1,8-cineol 9,3 8,7
8. y-terpinen 0,1 0,3
9. terpinen-4-ol - 0,5
10. a-terpineol - 1,4
11. a-terpinil-acetat 6,2 9,1
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12. a-gurjunen 2,9 24
13. trans-kariofilen 20,4 17
14. trans-a- 0,1 0,1
bergamoten
15. a-humulen 1,4 1,0
16. trans-B-farnezen 8,7 19,3
17. aromadendren 5,6 4,5
18. a-kurkumen 0,1 0,1
19. germakren D - 0,5
20. biciklogermakren 11,2 11,2
21. o-kadinen 0,1 0,1
22. palustrol 0,2 0,3
23. spatulenol 3,7 1,3
24, kariofilen oksid 7,2 54
25. viridiflorol 4,2 3,5
26. a-kadinol 8,7 6,0
27. cembren A 0,4 0,5

4.2.9. Optimalni procesni uvjeti ESCO: ploda konopljike

Usporedba eksperimentalnih i predvidenih vrijednosti prikazana je u Tablici 33.

Tablica 33 Stvarne i predvidene vrijednosti za ispitivane odzive pri optimalnim uvjetima
ESCO:. ploda konopljike

Tlak 32,5 MPa
Temperatura 60 °C
Prinos 1,8-cineol a-terpinil- trans- trans-f3-
ekstrakcije (%) acetat kariofilen farnezen
(%) (%) (%) (%)
Stvarne 8,9 9.1 8,2 16,1 17,5
vrijednosti
Predvidene 9,5 9,3 7,6 15,6 17,7
vrijednosti
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4. Rasprava

5.1. HIDRODESTILACIJA I SUPERKRITICNA FLUIDNA
EKSTRAKCIJA CVIJETA SMILJA

5.1.1. Kemijski profil etericnog ulja cvijeta smilja dobivenoga
hidrodestilacijom

Etericno ulje smilja ima slozen kemijski sastav koji je teSko proizvesti sintetski (Talic i sur.,
2019). Kemijski profili etericnog ulja smilja prikazani u Tablici 2, dobiveni s razliitih podrucja
Sredozemlja, pokazuju izvanrednu raznolikost te izravno ukazuju na biokemijska i fizioloSka
svojstva svake botanitke vrste dostupne na odredenom zemljopisnom podrudju (Staver i sur.,
2015). S obzirom na to da su bilke sakupljane na razli¢itim lokalitetima, na razli€itim
nadmorskim visinama i pri nejednakoj izlozenosti suncu, moze se zakljuciti da okolisni uvjeti
utje€u na kemijsku raznolikost eteri€nog ulja smilja (Zeljkovi¢ i sur., 2015). Genetske razlike
takoder znacajno utjeCu na metabolizam biljaka $to takoder moze objasniti razlike u kemijskom

sastavu eterinih ulja (Satta i sur., 1999).

Cvjetovi smilja za potrebe ovog istraZivanja ubrani su u periodu pune cvatnje, poCetkom srpnja
i podvrgnuti procesu hidrodestilacije u aparaturi po Clevengeru. Kemijski sastav dobivenog
eteriénog ulja cvijeta smilja H. italicum subsp. italicum odreden je GC-MS analizom (Tablica
17). Prinos eteriCnog ulja dobivenog procesom hidrodestilacije iznosio je 0,3 %. Naime,
poznato je da cvijet smilja sadrzi vrlo malo eteri¢nog ulja (manje od 0,05 %). Biljke uzgojene u
kontinentalnim podrudjima u fazi cvjetanja sadrze 0,15 % ulja, a nakon cvjetanja 0,13 %
eteri¢nog ulja (Houdret, 2002). Relativno niski prinosi hidrodestilacije ove mediteranske biljne
vrste zabiljezeni su i u prethodnim sli¢nim studijama (Staver i sur., 2018; Mastelic i sur., 2005;

Blazevi¢ i sur., 1995).

Kemijski profil etericnog ulja smilja dobivenog procesom hidrodestilacije sadrzavao je
seskviterpenske spojeve kao najzastupljenije, a osobito y-kurkumen (23,2 %), B-selinen (9,9
%) i a-selinen (6,7 %), dok su medu monoterpenima najzastupljeniji bili a-pinen (13,7 %) i
limonen (3,1 %). Pored navedenih spojeva, GC-MS profil eteri¢nog ulja pokazao je i prisutnost

neril-acetata (5,4 %) te udio italicena (4,5 %).

Istrazivanje autora Zeljkovi¢ i sur., 2015, koji su dobili Cetiri uzorka eteriCnog ulja iz smilja
sakupljenog na razliCitim podrucjima Dalmacije, ukazuje na to kako nadmorska visina utjeCe
na slicnosti u kvalitativnom i razlike u kvantitativnom sastavu etericnih ulja. Navedeno su
obrazlozili Cinjenicom da su sakupljane biljke rasle na razli€itim nadmorskim visinama te imale
razli€itu razinu izloZzenosti suncu. UoCeno je kako su niza nadmorska visina i izlozenost suncu

utjecali na viSu ukupnu koli€inu spojeva koji sadrze kisik i nizak sadrzaj monoterpena u
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uzorcima. Satta i sur. (1999) zakljucili su da su eteri¢na ulja dobivena iz smilja prikupljenog na
visinama izmedu 100 i 200 m bila bogata linaloolom i y-kurkumenom, dok su ona dobivena na
visinama izmedu 500 i 900 m bila bogata nerolom, neril-acetatom, neril-propionatom i y-
kurkumenom. Plantaza s koje je prikupljen biljni materijal za potrebe ovog istrazivanja nalazi
se na 100 m nadmorske visine te je stoga i prisutnost y-kurkumena u iznosu od 23,2 % na

oshovi navedenog istraZivanja opravdano visoka.

Analize eteri€nog ulja smilja s podruc¢ja Hercegovine u razli€itim dijelovima biljke (lis¢e,
cvjetovi, stabljike) i u razliitim vegetacijskim razdobljima prethodno su prouCavane te se
pokazalo da je tijekom razdoblja cvatnje prisutan veéi sadrzaj terpenskih ugljikovodika u
odnosu na oksidirane (Talic i sur., 2019). lako se sastav eteri€nog ulja smilja razlikuje u skladu
sa sezonskim promjenama, utvrdeno je da je a-pinen glavni spoj prisutan tijekom cijele sezone
u svim kemotipovima, Sto je detaljno prikazano u Tablici 2. Uzorci prikupljeni na Korzici
(Bianchini i sur., 2009), kao i eteri€na ulja iz juzne Hrvatske (Maksimovic i sur., 2013; Masteli¢
i sur., 2008; Mastelic i sur., 2005; Blazevic¢ i sur., 1995) takoder su sadrzavala a-pinen u
najve¢em udjelu, kao i ispitana eteriéna ulja s podrucja Hercegovine (Tanovic i sur., 2020;
Odak i sur., 2019; Karalija i sur., 2020; Talic i sur., 2019). KarakteristiCan spoj prisutan u
glavnom sastavu izoliranog eteriénog ulja s podrucja Hercegovine je y-selinen (Talic i sur.,
2019).

U istrazivanju novijega datuma (Talic i sur., 2021) u uzorcima skupljenim na 10 lokaliteta na
podrucju Hercegovine glavni spojevi eteri¢nog ulja smilja dobiveni hidrodestilacijom u aparaturi
po Clevengeru bili su takoder a-pinen (4,1 = 19,3 %) i limonen (1,3 — 6,2 %), dok su neril-
acetat (3,6 - 21,1 %) i linalool (2,3 - 5,7 %) bili najzastupljeniji oksidirani monoterpeni.
Najzastupljeniji seskviterpenski ugljikovodici bili su y-kurkumen (8,4 - 18,6 %), trans-kariofilen
(3,1 - 8,5 %), B-selinen (2,8 — 6,7 %) te 4,6,9-trimetildec-8-en-3,5-dion (5,1 =14,5 %). Kemijski
profil dobivenog eteri€nog ulja smilja s podruc¢ja Hercegovine autori su iskoristili za usporedbu
sa 64 eteriCna ulja iz drugih sredozemnih regija. Njihovi rezultati potvrdili su navode kako je
kemijski profil eteri¢nih ulja smilja s podru¢ja Hercegovine sli€an onom iz jadranske regije
(Hrvatska i jugoisto€na ltalija) te da sadrzi a-pinen, neril-acetat, y-kurkumen i B-diketone.
Pored toga, eteri¢na ulja s podrucja Hercegovine odlikovala su se prisutnosS¢éu S-kurkumena,
a-bergamotena i italicena. U drugom istrazivanju eteri¢nog ulja smilja s podru¢ja Hercegovine
(Talic i sur., 2019), GC-MS kemijski profil sadrzavao je a-pinen (15,7 %) kao glavni spoj, a
slijedili su ga y-kurkumen (12,8 %), 4,6,9-trimetildec-8-en-3,5-dion (8,7 %), neril-acetat (6,9
%), limonen (6,4 %) i B-selinen (5,3 %). Ostali spojevi prisutni u primjetnim koli¢inama bili su
trans-kariofilen (3,9 %), a-selinen (3,6 %), y-selinen (3,1 %) i B-diketoni (0,4 — 8,7). Specifian

spoj u navedenom istrazivanju bio je 4,6,9-trimetildec-8-en-3,5-dion, koji se takoder nalazio
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medu glavnim spojevima u istrazivanjima autora koji su se bavili ispitivanjem smilja s podrucja

Italije i Francuske (Andreani i sur., 2019; Fraternale i sur., 2019).

U istrazivanju drugih autora (Tanovic i sur., 2020) uzorci smilja prikupljeni su na dva lokaliteta
u Hercegovini (Mostar i Capljina). Berba je obavljana u ranim jutarnjim satima, kada je
koncentracija eteriCnog ulja najvisa, nakon ¢ega je biljni materijal susen i odmah podvrgnut
procesu destilacije vodenom parom, s obzirom na to da koncentracija etericnog ulja smilja brzo
opada nakon branja (Handa i sur., 2008). Glavni cilj njihovog istrazivanja bio je pronaci
optimalnu razvojnu fazu smilja (faza butonizacije, po€etak cvjetanja, puno cvjetanje, zavrdetak
cvjetanja), pri kojoj ¢e se ostvariti najvisi prinos eteri€nog ulja. Kemijski profil dobivenih
eteriénih ulja utvrden je GC-MS analizom te je pokazao najviSi sadrzaj eteri€nog ulja u
razvojnoj fazi punog cvjetanja (22. 7. 2018.), a najnizi u razvojnoj fazi butonizacije (10. 7.
2018.). Prijelazom iz faze punog cvjetanja (0,31 %) u fazu zavrSetka cvjetanja, udio eteri€nog
ulja se smanjivao (0,17 %). Glavni spojevi analiziranog eteri€nog ulja u fazi punog cvjetanja
bili su a-pinen (21,32 %), neril-acetat (10,62 %), izoitalicen (6,25 %), B-kariofilen (4,51 %), a-
kopaen (4,19 %), limonen (3,91 %) i nerol (1,15 %). Znac¢ajan je sadrzaj neril-acetata (10,62

%) koji pokazuje kvalitetu smilja s ovih prostora (Politeo, 2003).

Istrazivanje autora Karalija i sur. (2020) prikazalo je prisutnost a-pinena (13,9 %), germakrena
D (9,0 %) i ar-kurkumena (8,7 %) u etericnom ulju smilja prikupljenom na plantazi u okolici

Sarajeva (BiH). Autor ne navodi dio biljke koristen za hidrodestilaciju.

S obzirom na zemljopisnu blizinu i veliku slicnost u kemijskom profilu eteri€nih ulja smilja s
hercegovackog podneblja i s razli€itih podru€ja Hrvatske znacajno je detaljnije prokomentirati
glavne spojeve. Eteri¢na ulja dobivena iz smilja sakupljenog duz jadranske obale (Dalmacija)
sadrze visoke koli¢ine a-pinena i seskviterpenskih ugljikovodika a- i B-kurkumena, kao i neril-
acetata. Eteri¢no ulje ispitano u istraZivanju koje su proveli Staver i sur. (2018) na smilju s
dalmatinskog podneblja bilo je bogato y-kurkumenom i a-pinenom s prisutnom zna¢ajnom
koli¢inom neril-acetata, $to podupire spomenute literaturne podatke, kao i sli¢nost s kemijskim
profilom eteri€nog ulja smilja s hercegovackog podneblja. Medutim, razlike se mogu primijetiti
u usporedbi s istraZivanjem provedenim na uzorcima prikupljenim blizu Splita, gdje su a-pinen
(12,8 %) i neril-acetat (10,4 %) bili glavni spojevi zajedno s monoterpenima koji €ine vecinu
ukupnoga kemijskog sastava, dok su seskviterpeni bili prisutni u znatno nizoj koncentraciji
(Masteli¢isur., 2008). U drugom istrazivanju provedenom na eteri¢nom ulju smilja prikupljenog
na razli¢itim mjestima u Dalmaciji (otok Bra€, Biokovo srediSte, Makarska) pokazale su se
kvalitativne i kvantitativne razlike u njihovim kemijskim profilima. Svi uzorci eteri¢nog ulja bili
su bogati seskviterpenskim ugljikovodicima, gdje je bracko etericno ulje posjedovalo a-frans-

bergamoten (10,0 %) i B-akoradien (10,1 %) kao dominantne spojeve, dok su uzorci s Biokova
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bili bogati a-humulenom. Suprotno navedenom, uzorak u blizini Makarske bio je bogat
oksidiranim seskviterpenima, te s rozifoliolom (8,5 %) kao glavnim spojem (Zeljkovic i sur.,
2015). Analiza eteri¢nog ulja s jadranske obale, pokazala je seskviterpenske ugljikovodike kao
najéescu kemijsku skupinu uz izomere kurkumena (Blazevi¢ i sur., 1995; lvanovic i sur.,
2011a).

H. italicum pokazuje zanimljive bioloske aktivnosti koje su rezultat velike raznolikosti njegovih
kemijskih profila. Utvrdeno je da metaboliti izolirani iz H. italicum, a posebno isparljiva frakcija
eteriCnog ulja pokazuju mnostvo antimikrobnih, protuupalnih, antivirusnih, antioksidativnih te
antiproliferativnih bioloSkih svojstava. Uporaba eteriCnog ulja smilia u farmaceutskoj i

kozmetickoj industriji ovisi u prvom redu o njegovom kemotipu te glavnim spojevima.

Kemijski profil eteri€nog ulja cvijeta smilja dobiven istrazivanjem u ovoj doktorskoj disertaciji
sadrZavao je y-kurkumen, B-selinen i a-selinen, dok su u nizim koncentracijama (ispod 3 %)
bili najzastupljeniji a-pinen i limonen. Pored navedenih spojeva, GC-MS profil eteri¢nog ulja

sadrZavao je i neril-acetat, italicen i nerol.

Neril-acetat pridonosi ublazavaniju boli. Pored ovoga spoja, iste su ucinke autori Guinoseau i
sur. (2013) pripisali i pojavi italidiona u eteri¢nom ulju H. ltalicum. Ova vrsta spojeva pokazuje
antihematomska svojstva pa se ovo eteri¢no ulje ¢esto naziva ,superarnicom aromaterapije”.
Zbog toga se preporuCuje za kuperoznu kozu (crvene vene), hematome (€ak i stare
hematome), trombozu i prevenciju modrica. Kada se eteri¢no ulje smilja pomijeSa s nekim
drugim specificnim eteri¢nim uljem, smatra se da su pripravljene smjese antialergijske. Dakle,
ovi recepti za aromaterapiju mogu biti korisni u slucajevima astme, peludne groznice ili
ekcema. Nerol je kao spoj skupa sa svojim derivatima pozeljan u parfemskoj industriji (Talic i
sur., 2021).

Najvedi dio znanstvenih studija na biljci H. italicum bio je usmjeren na eteri¢na ulja, istiCuci
veliku koli¢inu monoterpena poput neril-acetata, neril-propanoata i a-pinena, dok se vrlo malo
zna o kemijskom sastavu polarnih ekstrakata H. italicum. Polarni spojevi poput flavonoida iz
ekstrakata i terpena iz eteri¢nih ulja smatraju se odgovornim za pozitivhe bioloSke ucinke smilja
(Viegas i sur., 2014). Naime, smilje sadrZi i ne-flavonoide poput pirona, floroglucinola i
acetofenona, koji mogu imati antiradikalno djelovanje (Kladar i sur., 2015; Katalinic i sur.,
2006). Prema rezultatima ispitivanja utjecaja eteri¢nog ulja smilja na stanice melanoma, ono
bi se moglo smatrati perspektivnim prirodnim izvorom novih spojeva protiv raka (Gismondi i
sur., 2020).

Ova izvanredna svojstva objasnjavaju entuzijazam koji postoji oko eteri€nog ulja H. italicum.
Medutim, treba voditi raCuna o vrsti biljke i pripadajuéim spojevima, vremenu sazrijevanja,

dijelu bilike koji se koristi te primijenjenim postupcima ekstrakcije (Guinoseau i sur., 2013).
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Cinjenica je da poznavanje kemoraznolikosti eteriénog ulja ove medicinski i ekonomski vazne
bilike moze olak$ati njezinu zastitu te upravljanje njezinom odrzivoS¢u (Talic i sur., 2021).
Stoga se vrijednost rezultata prikazanih u Tablici 17 oCituje u prikazu kemijskoga profila cvijeta
smilja s plantaznog uzgoja u odnosu na kemijski profil istoimene biljke s podrucja Hercegovine

prikazan u radovima drugih autora (Tablica 2), gdje je prikupljan samonikli biljni materijal.

Eteri¢no ulje izolirano iz cvijeta smilja sa zemljopisnog podruéja Hercegovine ima specifican
kemijski sastav u kojemu je zastupljena visoka koncentracija y-kurkumena, neril-acetata i a-
pinena, $to mu daje visoku kvalitetu i zemljopisnu prepoznatljivost. Medutim, nedostatak
dodatnoga znanja o kemijskom sastavu i farmakoloskim svojstvima ove biljke s ovoga podrucja
jedna je od glavnih prijetnji njezinoj bioodrzivosti (Talic i sur., 2021) i stoga je svako novo

istrazivanje u ovom pogledu dobrodoslo.

5.1.2. Kemijski profili CO2 ekstrakata cvijeta smilja

Posljednijih je godina objavljeno nekoliko studija (Maksimovic i sur., 2017; Mouahid i sur., 2017;
Maksimovic i sur., 2013; Ivanovic i sur., 2011a; Mici¢ i sur., 2009) o SFE-u cvijeta smilja i pri
tomu je uoCeno kako je kemijski sastav dobivenih ekstrakata varirao ovisno o podrucju rasta

biljike, klimatskim uvjetima te procesnim parametrima ekstrakcije.

Naime, podatci o utjecaju procesnih parametara ESCO; na prinos ekstrakcije i udio isparljivih
spojeva iz cvijeta smilja, kao $to je ve¢ spomenuto u odlomku 2.2.3., (dostupnih u znanstvenoj
literaturi) prili€éno su oskudni. Ipak, postoji odredeni broj istrazivanja na osnovi kojih bi se mogla
povuci paralela izmedu razli€itih zemljopisnih podruc€ja, odabranih procesnih parametara te
pripadajucega kemijskog profila dobivenog ESCO.. Podatci o ekstrakciji iz H. italicum pomocu
ESCO: objavljeni u znanstvenim ¢lancima prikazani su u Tablici 3, gdje su tlak i temperatura
ekstrakcije varirali u rasponu 79,3 — 35,0 MPa i 39,8 - 64,1 °C, s ekstrakcijskim vremenom od
1,5 do 4 sata. Dobiveni prinosi ekstrakcije kretali su se u rasponu 1,4 — 5,7 %. Znacajan broj
parametara utjeCe na SFE, stoga je izuzetno vazno odrediti utjecaj onih najznacajnijih na
konacni sastav ekstrakta i njegov prinos. S ciliem pronalaska onoga parametra koji statisti¢ki
znacajno utjeCe na ekstrakciju cvijeta smilja dobivenog ESCO;, u ovoj doktorskoj disertaciji
koriStena je metoda odzivnih povrsina i CCRD-a. Upravo ova tehnika optimizacije omogucuje

pronalazenje optimalnih parametara procesa ekstrakcije (Sharif i sur., 2014).

S obzirom na pretpostavljene i literaturno dokazane c&injenice vezane uz znacCajan utjecaj
veli€ine Cestica uzorka na sam ucinak ekstrakcije (Jokic¢, 2011), pri svim se eksperimentima
koristila konstantna veliina Cestica cvijeta smilja od 0,354 mm (prethodno odredena
prosijavanjem na standardnoj seriji sita (Tablica 16). Vrijeme ekstrakcije od 90 min u

preliminarnim se istraZivanjima pokazalo kao optimalno vrijeme u kojemu se uspijeva dobiti
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potpuni prinos ekstrakcije, stoga je izabrano kao konstantni parametar tijekom svih procesa

ekstrakcije uz protok fluida od 1,94 kg/h.

Preliminarna istrazivanja objavljena u radu Jerkovic i sur. (2016) pokazala su znacajan utjecaj
tlaka i temperature na prinos ESCO.. Stoga se istraZivanje u ovoj doktorskoj disertaciji
fokusiralo na utjecaj tlaka (u rasponu 7,9 — 22,1 MPa) i temperature (u rasponu 35,8 — 64,2
°C) na prinos ekstrakcije, pri €emu je uo€eno da prinos raste u rasponu 0,6 — 4,8 %, ovisno o
utjecaju procesnih parametara. Radni uvjeti varirali su na tri razine i provedeno je 13
eksperimenata prema planu pokusa prikazanom u Tablici 12 s pet ponavljanja u sredi$njoj
tocki (15,0 MPa i 50,0 °C).

Uzimajuéi u obzir prethodno objavljena istrazivanja o SFE-u vrsta Helichrysum (Marongiu i
sur., 2006; Marongiu i sur., 2003; Poli i sur., 2003), odabrana gornja temperaturna granica
(64,1 °C) bila je dovoljno niska da se izbjegnu promjene termolabilnih spojeva. Kako bi se
izolirali ekstrakti bogati isparljivim spojevima, postupak ESCO; izveden je pri tlakovima do 22,1
MPa, uz donju granicu od 7,9 MPa (malo iznad kriticnoga tlaka CO- otapala od 7,4 MPa).

Rezultati su prikazani u Tablici 19.

StatistiCka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno dobivenih vrijednosti
promatranih prinosa ekstrakcije cvijeta smilja dobivenog ESCO; dana je u Tablici 20 u kojoj
f-vrijednost modela iznosi 4,35, §to znaci da je model bio znac¢ajan. p-vrijednost ovoga
regresijskog modela iznosila je 0,040, Sto je bio pokazatelj postojanja zna€ajne veze izmedu
nezavisnih varijabli (tlaka i temperature) i odziva, pri Eemu p-vrijednost nedostatka modela nije
bila zna¢ajna. Utjecaj tlaka (X1) pokazao je statisticku zna€ajnost na prinos ekstrakcije, pri
¢emu temperatura (X2) nije bila statistiCki znacajna. Interakcije izmedu parametara nisu
pokazale statisticki znac¢ajan utjecaj na prinos ekstrakcije. Kvadratni ¢lanovi modela Xi2, koji
se odnosi na tlak i X2?, koji se odnosi na temperaturu takoder nisu pokazali statisti¢ki znacajan
utjecaj na prinos ekstrakcije. f-vrijednost nedostatka modela iznosila je 5,94, sto je pokazatelj
toga da nedostatak modela nije statisti¢ki znacajan. Koeficijent korelacije R? iznosio je 0,856,
Sto pokazuje slaganje eksperimentalnih i modelom predvidenih podataka. Najbolji nacin
prikaza utjecaja parametara ESCO na prinos ekstrakcije cvijeta smilja unutar istrazivanoga
podrucja je pomoc¢u 3D modela odzivnih povrSina. 1z 3D grafa (Slika 17) vidljivo je kako prinos
ESCO; znacajno raste s porastom tlaka u cijelom istrazivanom podrucju (od 7,9 do 22,1 MPa).
S druge strane, temperatura nema toliko znacajan utjecaj. Ipak, s porastom temperature od
35,8 do 45,0 °C vidljiv je blagi porast prinosa ekstrakcije, dok od 45,0 do 55,0 °C nema
nikakvog utjecaja. Dalje je vidljivo da povecanjem temperature od 55,0 do 64,1 °C dolazi do
blagoga pada u prinosu.
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Podatci u Tablici 18 pokazuju zna¢ajno variranje prinosa ekstrakcije od 0,6 do 4,8 %, $to ovisi
o primijenjenim parametrima ekstrakcije (tlaku i temperaturi). Kontekst istrazivanja voden je
dalje slijedom ispitivanja utjecaja tlaka kao najznacajnijeg procesnog parametra na udio
isparljivih spojeva u dobivenim ekstraktima. Iz toga je vidljivo kako je prinos ekstrakcije rastao
s porastom tlaka, stoga su provedeni eksperimenti pri tlakovima od 7,9 MPa, 15,0 MPa i 22,1
MPa pri 50,0 °C. Time se ispitao utjecaj minimalnog, srednjeg i maksimalnoga tlaka na udio

isparljivih spojeva u ekstraktu smilja dobivenim ESCO..

Dobiveni ekstrakti cvijeta smilja primjenom ESCO: odredeni su analizom GC-MS, pri cemu je
identificiran ukupno 51 spoj (Tablica 19). Broj identificiranih spojeva u provedenim
ekstrakcijama ovisio je o utjecaju tlaka. Tako je pri tlaku od 7,9 MPa identificirano 27 spojeva,
pri 15,0 MPa 48 spojeva i pri 22,1 MPa 29 spojeva. Kao glavni spojevi u svim dobivenim
ekstraktima istaknuli su se derivati tremetona: 12-hidroksitretmeton (bitalin A; 6,1 — 23,0 %),
12-acetoksitretmeton (3,7 — 13,3 %), 1-[2-(3-hidroksi-2-(1-hidroksiprop-1-en-2-il)-2,3-dihidro-
1-benzofuran-5-ilJetanon (gnafaliol; 2,4 — 2,9 %), 1-[2-(2-metil-2,3-dihidroksipropil)-2,3-dihidro-
1-benzofuran-5-illetanon (17,2 — 20,4 %), izobutil-bitalin A (4,1 — 6,5 %) i 1-[2-(acetilprop-1-
en-2-il)-3-hidroksi-2,3-dihidro-1-benzofuran-5-iljetanon (6,7 — 10,3 %).

Pregledom dobivenih rezultata prikazanih u Tablici 19 uoCen je utjecaj razli€itih ekstrakcijskih
tlakova na udjele navedenih spojeva u dobivenim ekstraktima. Pretpostavka je da su ekstrakti

sadrzavali i visokomolekularne spojeve koje nije moguce detektirati GC-MS analizom.

Spojevi koji se u eterichom ulju smilja izoliranom hidrodestilacijom pojavljuju u najvisim
koncentracijama bili su y-kurkumen (23,2 %), a-pinen (13,7 %), B-selinen (9,9 %), a-selinen
(6,7 %), neril-acetat (5,4 %), trans-kariofilen (4,7 %), limonen (3,1 %) i a-kopaen (2,9 %),
izostali su u kemijskom profilu ekstrakata dobivenih ESCO.. Ekstrakti ESCO, sadrzavali su i
manji udio mono- i seskviterpena poput ar-kurkumena (0,4 — 5,0 %), 7-epi-amiteola (0,2 — 1,3
%), a-selinena (0,2 — 1,2 %), trans-kariofilena (0,2 — 0,8 %), neril-acetata (0,1 — 0,4 %),
italicena (0,1 — 0,3 %) ili a-kopaena (0,1 — 0,3 %). Bio je znagajan udio i drugih spojeva poput
eikosana (7,4 %), dokosana (3,8 — 10,1 %), skvalena (35,6 %), te derivata tremetona. Derivati
tremetona i ranije su pronadeni u ekstraktima H. italicum. Karakteristi€ni spoj cvijeta smilja i u
etericnom ulju (5,4 %) i CO ekstraktu (0,1 — 0,4 %) bio je neril-acetat, prisutan u razlicitim

koncentracijama.

Optimalni parametri ESCO, dobiveni koristenjem RSM-a bili su pri tlaku od 20,5 MPa i
temperaturi od 45,3 °C. Provjera i valjanost generiranoga matematickog modela izvedena je
ekstrakcijom u tim optimalnim uvjetima. Usporedba eksperimentalnih i predvidenih vrijednosti
prikazana je Tablicom 22, gdje je vidljivo blisko podudaranje dobivenih eksperimentalnih i

predvidenih podataka.
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Znacajan spoj dobiven ESCO; u visokoj koncentraciji pri niskom tlaku (7,9 MPa) bio je skvalen.
On se prirodno pojavljuje kao glavna komponenta lipida na povrSinskom sloju koze. Nanesen
putem kozmeti¢kih proizvoda pokazuje prednosti za kozu u svojstvu emolijanta i
antioksidansa, pri ¢emu se koristi i za vlazenje koze kroz razli€ite hidratore (Huang i sur.,
2009). Pored toga, skvalen se koristi i u lije€enju koznih poremecéaja poput seboroi¢nog
dermatitisa, akni, psorijaze ili atopijskog dermatitisa. Medutim, potrebno je provesti dodatna
ispitivanja proizvoda koji sadrZe skvalen kako bi se istraZila njegova znacajnost u tretmanima
lijeCenja koznih oboljenja (Wotosik i sur., 2013). S obzirom na to da se primjenom ESCO:;
dobivaju ekstrakti bez zaostatka otapala, te da se kao takvi mogu izravno primjenjivati u
kozmetiCkim proizvodima, njegova ekstrakcija ovom metodom izrazito je znacajna u

kozmetickoj industriji.

U ispitivanju autora Mic¢i¢ i sur. (2009), u kojem je ispitan utjecaj porasta tlaka na prinos
ekstrakcije, takoder je zaklju¢eno kako s porastom tlaka raste i prinos ekstrakcije (od 0,35 do
5,71 %). U ekstraktu dobivenom ESCO:. pri tlaku od 8 MPa identificirano je 20 spojeva od kojih
su najznacajniji y-kurkumen (23,35 %) i trans-kariofilen (10,53 %), dok je u CO; ekstraktu
dobivenom pri tlaku od 35 MPa identificirano 18 spojeva, medu kojima su najznacajniji
tritriakontan (27,13 %) i nonakosan (13,28 %).

Ovo istraZivanje pruza nove podatke o utjecaju tlaka na ESCO. cvjetova H. italicum
koristenjem RSM-a. Statisticka procjena rezultata pokazala je kako tlak ima znacajan utjecaj

na prinos ekstrakcije i udio znacajnih isparljivih spojeva.

5.1.4. Utjecaj procesnih uvjeta ESCO: na udio skopoletina

Skopoletin je bioaktivni spoj koji se nalazi u cvijetu smilja, a ESCO; upravo pruza novi i ekoloSki
nacin dobivanja biljnin ekstrakata sa zeljenim sadrzajem skopoletina, bez tragova
konvencionalnih organskih otapala i prema tomu izravno upotrebljivih u kozmeti¢koj industriji
(Joki¢ i sur., 2016). Ekstraktibilnost spojeva s ESCO, ovisi o prisutnosti pojedinacnih
funkcionalnih grupa u tim spojevima te njihovoj molekularnoj masi i polarnosti. Buduéi da je
CO2 nepolarno otapalo, najbolju ucinkovitost pokazuje u ekstrakciji nepolarnih spojeva ili
spojeva niZze molekularne mase (Jokic, 2011). S obzirom na Cinjenicu da je skopoletin polaran
spoj, o¢ekivano je da ¢e ga CO, ekstrakti sadrzavati u nizoj koncentraciji. Stoga je uspjeh ovog
istrazivanja postignut izolacijom spomenutoga spoja ESCO i u niskim koncentracijama.
Ekstrakti koji sadrze skopoletin imaju znacajno antibakterijsko, antifungalno (Gnonlonfin i sur.,
2012; Garcia i sur., 1995), protuupalno (Jamuna i sur., 2015), antioksidativho (Jamuna i sur.,
2015; Shaw i sur., 2003) bioaktivnho djelovanje, a skopoletin posjeduje i mogucénost

ublazavanja znakova starenja (Stiefel i sur., 2017; Nam i Kim, 2015).
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S ciliem pronalazenja optimalnih ekstrakcijskih parametara za skopoletin koristen je CCRD i
RSM. Pomoc¢u navedene metode odzivnih povrSina i odabranoga plana pokusa pronadene su
optimalne vrijednosti za dva najvaznija parametra ESCO., a to su tlak i temperatura, s ciliem
postizanja najvec¢ega prinosa ekstrakcije cvijeta smilja i najviSega sadrzaja skopoletina u

samim CO; ekstraktima (Tablica 18).

Iz rezultata prikazanih u Tablici 18 vidljivo je kako prinos skopoletina iz cvjetova smilja
dobivenih ESCO, varira od 0,024 do 1,933 mg/100 g cvijeta smilja. Najvedi prinos skopoletina
dobiven je pri tlaku od 20,0 MPa i temperaturi od 40,0 °C.

StatistiCka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno dobivenih vrijednosti
promatranoga prinosa skopoletina dobivenog ESCO:., iz cvijeta smilja dana je u Tablici 21. p-
vrijednost ovoga regresijskog modela iznosila je 0,005, $to je bio pokazatelj postojanja
znacajne veze izmedu nezavisnih varijabli (tlaka i temperature) i odziva, pri ¢emu p-vrijednost
nedostatka modela nije bila zna€ajna. f-vrijednost modela iznosi 3,15, $to znaci da je model
bio znacajan. Utjecaj tlaka (X1) pokazao je statistiCku zna€ajnost na prinos skopoletina, pri
¢emu temperatura (X2) nije bila znaCajna. Interakcija parametara pokazala je statisticku
znacajnost utjecaja na prinos skopoletina. Kvadratni ¢lan modela Xi? koji se odnosi na tlak,
nije pokazao statisticku znacajnost, dok je X2?, koji se odnosi na temperaturu, pokazao
statisticki znacajan utjecaj na prinos skopoletina. Koeficijent korelacije R? iznosio je 0,870 i
prema tomu pokazuje slaganje eksperimentalnih i modelom predvidenih podataka. Na Slici
18 prikazan je 3D dijagram odakle je vidljivo kako je tlak bio najznacajniji ekstrakcijski
parametar, pri ¢emu je koncentracija skopoletina zna€ajno rasla s porastom tlaka od 7,9 do
22,1 MPa. Temperatura je imala dvostran utjecaj na ekstrakciju skopoletina u istrazivanom
podrucju (35,8 — 64,2 °C). S porastom temperature od 35,8 °C do 50,0 °C vidljiv je blagi porast
koncentracije skopoletina, dok je daljnji porast temperature ekstrakcije do 64,2 °C negativno

utjecao na koncentraciju skopoletina.

Posljednjih godina samo se nekoliko autora bavilo izolacijom skopoletina primjenom ESCO; iz
razli¢itih biljaka. Sajfrtova i sur. (2005) ekstrahirali su skopoletin iz korijena koprive (Urtica
dioica L.), a Tzeng i sur. (2007) iz pelina (Artemisia annua L.), pri ¢emu su Koristili kootapalo
etanol za potpomognutu ESCO,. Tzeng i sur. (2007) i Sajfrtova i sur. (2005) primijetili su
znacajan utjecaj temperature i tlaka na prinos skopoletina, koji je bio 28,9 mg/100 g suhe mase
za pelin i 5,8 mg/100 g suhe mase za korijen koprive. Tatke i Rajan (2014) proveli su
usporedbu ekstrakcijskih tehnika: ekstrakcije po Soxhletu, ekstrakcije refluksom, ekstrakcije
potpomognute ultrazvukom, ESCO: i ekstrakcije potpomognute mikrovalovima koristeci etanol
kao otapalo. Unato¢ uporabi kootapala zbog nepolarnih karakteristika CO2 kao otapala, uodili

su dobivanje najnizega prinosa skopoletina ESCO,. Molnar i sur. (2017) u istrazivanju CO-
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ekstrakata iz Sest biljaka s hercegovackoga podrucja, od kojih je jedna H. italicum, nisu
identificirali kumarine. Naime, isti su autori u istrazivanju provedenom 2016. godine u
ekstraktima dobivenim iz cvijeta smilja ESCO, uspjeSno identificirali kumarine pri istim
procesnim uvjetima kao i u prethodnom radu (Joki¢ i sur., 2016). Potencijalno objasnjenje
moze biti to da je berba smilja obavljena u drugom dijelu vegetacijskoga perioda. Drugo
objasnjenje moZe biti da biljka nije bila pod stresnim utjecajima iz okoline zbog toga $to je
akumulacija skopoletina povezana s otporno$¢u na napad mikroorganizama i druge stresove
poput mehanickih ozljeda i dehidracije (Gnonlonfin i sur., 2012). S obzirom na to da je
skopoletin, derivat kumarina sa zna€ajnim bioaktivnim djelovanjem, daljnji nastavak ovog

istraZivanja u tomu bi pogledu mogao biti znacajan.

5.2 HIDRODESTILACIJA I SUPERKRITICNA FLUIDNA
EKSTRAKCIJA PLODA KONOPLJIKE

5.2.1. Kemijski profil etericnog ulja ploda konopljike dobivenog
hidrodestilacijom

Konopljika je biljka bogata bioaktivnim spojevima, no izolacija istih prvenstveno ovisi o dijelu
bilike iz kojega se provodi ekstrakcija, izboru ekstrakcijske metode i samog otapala, procesnim
parametrima ekstrakcije, kao i o njezinom zemljopisnom porijeklu. U Tablici 24 objavljeni su
podatci koji prvi put prikazuju kemijski profil eterichog ulja ploda konopljike s podrucja

Hercegovine.

Dobiveni prinos eteri¢nog ulja ploda konopljike postupkom hidrodestilacije iznosio je 0,4 %.
Prinos etericnog ulja ploda konopljike dobiven hidrodestilacijom u literaturi se krece u iznosu
0,23 - 0,72 % (Asdadi i sur., 2015; Stojkovic i sur., 2011; Sarikurkcu i sur., 2009). Postupkom
hidrodestilacije ukupno je ekstrahirano 27 spojeva, pri ¢emu su najzastupljeniji bili viridiflorol
(16,7 %), a-humulen (15,6 %), trans-kariofilen (10,7 %), trans-B-farnezen (7,6 %), kariofilen
oksid (7,3 %), a-terpinil-acetat (6,8 %), a-humulen oksid (5,2 %), 1,8-cineol (4,9 %), kamfor
(3,3 %) i spatulenol (3,3 %).

Sliéni rezultati dobiveni su i u provedenim istrazivanjima sljedecih autora: Asdadi i sur. (2015);
Stojkovi¢ i sur. (2011); Cossuta i sur. (2008); Novak i sur. (2005) i Sorensen i sur. (1999).
Glavne komponente eteri¢nog ulja ploda konopljike u spomenutim istraZivanjima bile su 1,8-
cineol, sabinen, a-pinen, trans-B-farnezen, B-kariofilen oksid, B-kariofilen, B-felandren, a-

terpinil-acetat, biciklogermakren, a-humulen i spatulenol.

U jedinom istrazivanju dostupnom u literaturnom pregledu eteri€nog ulja konopljike (Karalija i

sur., 2020) iz materijala prikupljenog na plantazi u okolici Sarajeva (BiH), glavni spojevi bili su
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limonen (18,2 %), B-pinen (17,5 %) i (E)-B-farnezen (10,1 %), pri E¢emu nije vidljiva slicnost sa
sastavom dobivenim u ovom istrazivanju. Autori ne navode dio biljke koristen za izolaciju

eteriénog ulja pa to moze biti jedan od razloga razlike u kemijskom profilu.

Prema istrazivanju koje su proveli Stojkovic i sur. (2011), etericno ulje liS¢a, nezrelih i zrelih
plodova sakupljenih na podrucju Crne Gore bilo je bogat izvor a-pinena. Analizom eteri€nog
ulja zrelog ploda konopljike otkriven je 51 spoj, pri ¢emu su glavni bili 1,8-cineol, sabinen, a-
pinen i trans-B-famezen. U etericnom ulju nezrelih plodova identificirano je 50 spojeva, medu

kojima su glavni bili sabinen i 1,8-cineol.

Eteri¢no ulje ploda konopljike s podrucja Budimpeste (Madarska) dobiveno hidrodestilacijom
sadrzavalo je sliedece glavne isparljive spojeve: a-pinen, limonen, 1,8-cineol, B-kariofilen,

trans-B-farnezen, a-humulen i spatulenol (Cossuta i sur., 2008).

Novak i sur. (2005) proveli su istrazivanje na zrelim i nezrelim plodovima konopljike te liS¢u s
podrugja Vinagrelle (Mallorca, Spanjolska). Glavni spojevi dobivenih eteriénih ulja konopljike
bili su 1,8-cineol, sabinen, a-pinen, Q-felandren, a-terpinil-acetat, trans-B-farnezen i
biciklogermakren. Zakljucili su kako su isti spojevi bili prisutni u svim biljnim organima, s tim da
je koncentracija svih spojeva u liS¢u bila razliita u odnosu na plodove, izuzevsi a-terpinil-

acetat i epi-13-manoil-oksid. Kemijski profili zrelih i nezrelih plodova bili su isti.

Prema istraZivanju kojega su proveli Sorensen i sur. (1999), glavni spojevi u istrazivanom
etericnom ulju ploda konopljike s Krete (Gr¢ka) bili su 1,8-cineol, sabinen, a-pinen, B-farnezen,
B-kariofilen oksid i B-kariofilen. Ostali spojevi bili su prisutni u nizim koncentracijama, kao npr.
B-sitosterol Cija prisutnost moze biti posljedica zemljopisnih uvjeta i klime. Utvrdeno je kako je
kvantitativni sastav eteri¢nog ulja ploda konopljike s podrucja Krete sli¢an eterichom ulju s
podrucja bivée Jugoslavije (Sorensen i sur., 1999). U usporedbi s egipatskim eteri¢nim uljem,
najzanimljivija je razlika prisutnosti a-kadinena i B-kadinena. Takoder, spojevi koji nisu otkriveni
u kretskim istrazivanjima pronadeni su u egipatskom etericnom ulju. Glavha komponenta
egipatskog eterinog ulja ploda konopljike bio je a-terpineol. Usporedbom eteriCnog ulja s
ruskog i kretskog podruc¢ja moguce je uoCiti razliku u prisutnosti sadrzaja a- i B-pinena i

limonena. Njihove koncentracije visoko su prisutne u ruskom etericnom ulju.

Fitokemijska analiza etericnog ulja ploda konopljike s podruc¢ja Amazone pokazala je nekoliko
glavnih spojeva: 1,8-cineol, (E) -B-farnezenen, sabinen, a-pinen, a-terpinil-acetat, B-kariofilen

i biciklogermakren (Zoghbi i sur., 1999).

Analiza eteri€nog ulja ploda konopljike iz Manise u Turskoj rezultirala je otkrivanjem 27
spojeva, pri ¢emu su glavni bili 1,8-cineol, sabinen, a-pinen, a-terpinil-acetat i (Z)-B-farnezen

(Sarikurkcu i sur., 2009). Iz plodova konopljike prikupljenih u Svicarskoj (Romanshorn) izoliran
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je jedan novi diterpen, 6,76-diacetoksi-13-hidroksi-labda-8,14-dien, kao i dva poznata

diterpena, rotundifuran i viteksilakton (Hoberg i sur., 1999).

Uzimajuci u obzir kemijski profil etericnog ulja dobivenog iz razli€itih dijelova konopljike, €ini se
kako su a-pinen i 1,8-cineol bili zna€ajno prisutni u svim dijelovima biljke. MoZe se pretpostaviti

kako su svi spojevi ukljueni u antioksidativnu aktivnost (Katiraee i sur., 2015).

Eteri¢no ulje ploda konopljike pokazalo je djelotvornost u borbi protiv raznih vrsta gljivica, tako
da svoju uporabu opravdano pronalazi u tradicionalnoj medicini. Zbog svoje znacajne
antimikrobne aktivnosti, primjenu bi moglo pronaci i u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji,
pri Eemu je dokazano da spojevi poput sabinena, 3-sitosterola i a-pinena djeluju antifungalno,
antimikrobno i repelentno (Katiraee i sur., 2015; Meena i sur., 2010; Arokiyaraj i sur., 2009;
Dorman i Deans, 2000).

5.2.2. Kemijski profili CO2 ekstrakata ploda konopljike

Znanstveni doprinos provedenih istraZivanja u ovom radu bio je potaknut ograniéenim brojem
dostupnih literaturnih podataka koji su se bavili SFE-om ploda konopljike (Mele i sur., 2013;
Marongiu i sur., 2010; Cossuta i sur., 2008). Stoga se istraZio utjecaj procesnih parametara
ESCO, na prinos ekstrakcije pri ¢emu su u samim ekstraktima identificirana Cetiri
najzastupljenija isparljiva spoja iz ploda konopljike: 1,8-cineol (2,6 — 12,2 %), a-terpinil-acetat
(7,1 -13,5 %), trans-kariofilen (14,2 — 16,2 %) i trans-B-farnezen (14,8 — 19,8 %). Osim glavnih
spojeva, drugi seskviterpeni prisutni u viSoj koncentraciji u dobivenim ekstraktima bili su
aromadendren (3,7 — 4,6 %), kariofilen oksid (3,2 — 4,5 %), viridiflorol (2,1 — 3,9 %), a-kadinol
(3,3 — 6,7 %) i spatulenol (2,1 — 6,9 %).

Za optimizaciju najvaznijih procesnih varijabli ESCO,, tlaka i temperature, a kako bi se
postigao najveci prinos ekstrakata ploda konopljike te dobio najviSi udio Cetiri glavna isparljiva
spoja (1,8-cineol, a-terpinil-acetat, trans-kariofilen i trans-B-farnezen), koristen je CCRD
prikazan u Tablici 25. Provedbom viSestruke polinomne regresije s ciliem pronalaska konstanti
modela i koeficijenata regresije, svaki je odgovor (y) ocijenjen funkcijom glavnih, kvadratnih i
interakcijskih u€inaka tlaka ekstrakcije (X1) i temperature ekstrakcije (X2). Rezultati u Tablici
27 pokazali su da je dobiveni model (8) za prinos ekstrakcije znacajan (p < 0,05), s visokim R?
(0,959). Sto je vrijednost R? bliza vrijednosti 1, to se empirijski model viSe prilagodava stvarnim
podatcima. f-vrijednost nedostatka modela za prinos ekstrakcije iznosila je 4,12, Sto je
pokazatelj toga da nedostatak modela nije statistiCki zna€ajan. Procijenjeni koeficijenti
polinoma jednadzbe drugoga reda na prinos ekstrakcije u Tablici 27 pokazali su da je utjecaj
tlaka (X1) bio iznimno znacajan (p < 0,0001). Kvadratni ¢lan tlaka (X:?) takoder je pokazao

statisticku znacajnost (p < 0,05), dok utjecaj temperature (X2?) nije bio znacajan. Kvadratni
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Clan temperature i interakcija izmedu tlaka i temperature (Xi1X2) takoder nisu statisticki

znacajno utjecali na prinos ekstrakcije ploda konopljike.

Usporedbom prinosa dviju ekstrakcijskih metoda vidljiva je znacajna razlika (poglavlje 4.2.3 i
4.2.5). Dobiveni prinos eteri¢nog ulja ploda konopljike postupkom hidrodestilacije iznosio je
0,4 %, dok podatci u Tablici 25 pokazuju znacajno variranje kako prinosa ekstrakcije plodova
konopljike od 1,2 do 9,7 % prema primijenjenim procesnim parametrima. Cossuta i sur. (2008)
takoder su izvijestili o viSim prinosima (do 6,57 g/100 g) ekstrakata ploda konopljike pri viSim
tlakovima, dok su najnizi prinos dobili pri tlaku od 10 MPa. Mele i sur. (2013) u svom su
istrazivanju za tri veli¢ine Cestica (< 0,3 mm, 0,3 - 0,8 mm i 3 =3,2 mm) dobili prinose
ekstrakcije od 4,9 %, 4,1 % i 2,8 %. Veli¢ina €estice u ovom radu tijekom ESCO; bila je

konstantna i iznosila je 0,356 mm (poglavlje 4.2.1).

Utjecaj tlaka bio je statistiCki znagajan za sva Cetiri glavna ekstrahirana spoja (1,8-cineol, a-
terpinil-acetat, trans-kariofilen i trans-g-farnezen), sto je prikazano u Tablicama 28, 29, 30 i
31, dok je kvadratni ¢lan tlaka (X4?) bio statisti¢ki znacajan za udio 1,8-cineola i trans-B-
farnezena. R? za glavne spojeve kretao se od 0,655 do 0,795. Izuzetno znacajan utjecaj tlaka
na iskoridtenje ESCO. konopljike vidljiv je na Slici 19. U istrazivanom podrucju, s porastom
tlaka znacajno je rastao i prinos ekstrakcije. Temperatura nije imala zna€ajnog utjecaja, ali se
iz grafova ipak moze zakljuditi kako je s porastom temperature u istrazivanom podrudju (35,8
— 64,1 °C) iskoriStenje neznatno raslo. Sli¢an utjecaj tlaka i temperature na prinos ekstrakcije
objavili su i Cossuta i sur. (2008), gdje su prikazali zna¢ajno povecéan prinos u rasponu 10,0 —
27,5 MPa.

Ekstrakti dobiveni ESCO- pod razli¢itim tlakovima (8,4 MPa, 12,5 MPa, 22,5 MPa, 32,5 MPa i
36,6 MPa) i temperaturama od 35,8 °C, 40,0 °C, 50,0 °C, 60,0 °C i 64,1 °C karakterizirani su
GC-MS analizom, a rezultati su predstavljeni u Tablici 26. KoriStena temperatura ekstrakcije
od 35,8 °C malo je iznad kriticne temperature otapala CO2 (31,1 °C). Odabrana donja granica
za tlak iznosila je 8,4 MPa (malo iznad kriti€noga tlaka otapala CO3), dok je gornja granica
temperature od 64,1 °C, kao i kod smilja, bila dovoljno niska kako bi se izbjegle promjene

termolabilnih spojeva (Jokic¢ i sur., 2016).

Razli¢iti parametri tlaka i temperature tijekom ESCO- utjecali su na izolaciju brojnih spojeva u
dobivenim ekstraktima. Relativno niski tlakovi (8,4 MPa i 12,5 MPa) bili su dovoljni za
ekstrakciju glavnih isparljivih spojeva, kao i manje vaznih monoterpena i seskviterpena iz
plodova konopljike (Tablica 26). Dobro je poznato da s porastom tlaka rastu i gusto¢a CO i
topljivost spojeva. Osim topljivosti, vaznu ulogu u ekstrakciji ima i prijenos tvari (Jokic i sur.,

2012). Usporedbom dva glavna spoja 1,8-cineola (4,2 % — 8,0 %) i biciklogermakrena (8,5 %
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— 11,6 %) u dobivenim je ekstraktima s povecanjem tlaka s 8,4 MPa na 36,6 MPa pri 50 °C
vidljivo poveéanja prinosa ekstrakcije. Isti trend primije¢en je kod nekoliko manje vaznih
spojeva kao $to su viridiflorol, kariofilen oksid, kadinol i spatulenol. Ovaj zaklju¢ak je donesen
u skladu s istrazivanjima drugih autora (Moldao-Martins i sur., 2000) o vecoj zastupljenosti
oksidiranih seskviterpena u ekstraktima dobivenim ESCO; pri povisenim tlakovima. Medutim,
udjeli ostalih glavnih spojeva poput a-terpinil-acetata, frans-kariofilena i trans-B-farnezena
varirali su u ekstraktima pri razli¢itim tlakovima uz konstantnu temperaturu od 50 °C. Utjecaj
procesnih parametara ESCO- na udio 1,8-cineola vidljiv je na Slici 20. S porastom tlaka od
8,4 do 27,5 MPa rastao je i udio 1,8-cineola, dok daljnji porast tlaka do 36,6 MPa nije znac¢ajno
utjecao na njegov udio. Porast temperature od 35,8 do 50,0 °C nije znacajno utjecao na udio
1,8-cineola, dok je daljnji porast temperature do 64,1 °C uzrokovao pad udjela 1,8-cineola.
Utjecaj procesnih parametara ESCO; na udio a-terpinil-acetata u plodu konopljike vidljiv je na
Slici 21. U slu€aju a-terpinil-acetata, tlak je imao negativan utjecaj te je vidljiv pad udjela ovoga
spoja s porastom tlaka od 8,36 do 23,0 MPa, a daljnji porast tlaka nije zna€ajno utjecao na
njegov udio. Porast temperature takoder nije utjecao na njegov udio u istrazivanom podrucju
(35,8 — 64,1 °C). Sli¢ni su zakljucci dobiveni kod Moldao-Martins i sur. (2000) koji su opisali

smanjenje sadrzaja monoterpena pri povecaniju tlaka.

Utjecaj temperature na ekstrakciju ESCO: teZe je predvidjeti s obzirom na ¢injenicu da
povecanjem temperature pri vi§im tlakovima dolazi do smanjenja gustoce CO,, a to dalje
posljedi¢no dovodi do smanjenja snage otapala za ekstrakciju ciljane tvari. No s druge strane,
porast temperature povecava tlak pare spoja. To je posljedica toga &to je na viSim tlakovima
povecanje tlaka pare spoja veée u odnosu na smanjenje gustocCe superkriti¢nog fluida pri
povecanju temperature. 1z toga se moze zakljuCiti da poveéanje temperature pri viSim
tlakovima ima povoljan utjecaj na proces ekstrakcije, odnosno povecéanje topljivosti spojeva
(Jokic¢ i sur., 2012). Kao posljedica toga fenomena, topljivost otopljene tvari vjerojatno ce se
smanjivati, odrzavati konstantnom ili povecavati s povisenjem temperature pri konstantnom
tlaku, a ovisit ¢e o tomu je li gustoCa otapala ili tlak pare otopljene tvari previadavajuci.
Pona$anje dvaju glavnih seskviterpena trans-kariofilena (Slika 22) i trans-B-farnezena (Slika
23) bilo je prilicno sliéno. Utjecaj procesnih parametara ESCO, na udio trans-kariofilena
prikazan je 3D dijagramom (Slika 22), iz kojega je vidljiv negativan utjecaj tlaka u podrucju od
8,4 MPa do 23,0 MPa, nakon Cega daljnji porast tlaka nije zna€ajno utjecao na njegov udio.
Takoder, porast temperature nije znacajno utjecao na udio trans-kariofilena u cijelom
istraZzivanom podrudju (35,8 — 64,1 °C). Sli¢an trend primijecen je i kod trans-B-farnezena gdje
je utjecaj procesnih parametara ESCO2 na njegov udio u plodu konopljike vidljiv na Slici 23.
Tlak je i u ovom slu€aju imao negativan utjecaj te je vidljiv pad udjela ovoga spoja s porastom

tlaka od 8,4 do 23,0 MPa, dok daljnji porast tlaka do 36,6 MPa nije znagajno utjecao na njegov
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udio. Porast temperature, kao i u slu€aju frans-kariofilena, nije utjecao na udio trans-(-

farnezena na cijelom istrazivanom podrudju (35,8 — 64,1 °C).

Optimalni parametri ESCO, dobiveni su pri 32,5 MPa i 60,0 °C. Provjera i valjanost
generiranog matemati¢kog modela provedena je ekstrakcijom u tim optimalnim uvjetima.
Usporedba eksperimentalnih i predvidenih vrijednosti prikazana je u Tablici 33, odakle je
vidljivo blisko podudaranje dobivenih eksperimentalnih i predvidenih podataka prinosa
ekstrakcije i udjela &etiri najzastupljenija spoja (1,8-cineol, a-terpinil-acetat, trans-kariofilen i

trans-B-farnezen).

Marongiu i sur. (2010) istrazivali su izolaciju isparljivih spojeva konopljike koriste¢i ESCO- s
podrucja Sardinije (ltalija), ali samo pri tlaku od 9 MPa i temperaturi od 40 °C. Istrazivanje
autora Cossuta i sur. (2008) bilo je usmjereno na odredivanje optimalnih uvjeta za ekstrakciju
ESCO; ploda konopljike s madarskoga podneblja. Procesni parametri takoder su definirani s
ciliem postizanja maksimalnoga prinosa ekstrakcije (10 — 45 MPa i 40 — 60 °C), medutim
izolirali su razliCite vrste spojeva u odnosu na istrazivanje provedeno u ovom radu: diterpen
rotundifuran, B-amirin i B-sitosterol (TLC-om i denzitometrijom), te flavonoidni kasticin (HPLC-
om). Dobiveni prinosi mijenjali su se izmedu 1,91 65,7 g/kg, a sve to prema snhazi superkritiénog
otapala. Prinos navedenih spojeva bio je 0,06 — 1,06 rotundifurana, 0,02 — 1,08 sitosterola,
0,04 — 0,63 amirina, 0,87 — 2,71 kasticina (g/kg suhoga materijala). Eksperimenti provedeni pri
45 MPa i 45 °C odabrani su kao najbolji uvjeti rada. Mele i sur. (2013) ispitali su moguénost
ekstrakcije rotundifurana iz ploda konopljike s teku¢im CO; u aparaturi po Jennyngsu. Zakljugili
kako je ova vrsta ekstrakcije vrlo selektivna prema ovom spoju, jednom od diterpena

odgovornih za dopaminergi¢nu aktivnost.

U rezultatima ovog istrazivanja prikazanim u poglavlju 4.2.4. i 4.2.6. utvrdene su znacajne
razlike u sastavu etericnog ulja dobivenog hidrodestilacijom i isparljivih spojeva ekstrakata
dobivenih primjenom ESCO,, &to je bilo i o¢ekivano. Viridiflorol je pronaden kao glavni spoj
eteri¢nog ulja (17,9 %), dok je u CO; ekstraktima bio prisutan u zna&ajno nizoj koncentraciji

(2,1 = 4,2 %). a-humulen oksid bio je prisutan samo u eterichnom ulju (5,2 %).

Ovi rezultati ukazuju na to da se a-humulen oksid i viridiflorol mogu smatrati artefaktima
nastalim tijekom hidrodestilacije iz odgovarajucih seskviterpenskih ugljikovodika (a-humulena
i biciklogermakrena), takoder pronadenih medu glavnim spojevima CO- ekstrakata, ali u nizoj
koncentraciji u etericnom ulju. a-humulen dominirao je u eteri€¢nom ulju (15,6 %), pri Cemu je
vjerojatno nastao od trans-kariofilena ili trans-B-farnezena Ciji su udjeli bili niZi u eteriCnom ulju
(10,7 %; 7,6 %) u usporedbi s ekstraktima. Udjeli oksidiranih seskviterpena kariofilen oksida i

spatulenola takoder su bili poviSeni u etericnom ulju, kao i udjeli bornil-acetata. B-tujon (1,9
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%), a-tujon (1,0 %), kamfor (3,3 %) i borneol (3,0 %) pronadeni su samo u etericnom ulju.
Bududi da je postotak monoterpena 1,8-cineola bio nizi (4,9 %) u usporedbi s ekstraktima (7,6
—12,2 %) na tlakovima od 22,5 MPa i viSe moguce je kako su svi ti monoterpeni nastali tijekom
hidrodestilacije. Zaklju&no, eksperimentalni dokazi potvrduju kako se primjenom ESCO, moZze

prevenirati razgradnja termolabilnih spojeva.

Primjenom RSM-a u ovom radu dobiveni su optimalni uvjeti za ESCO; ploda konopljike te su
glavni isparljivi spojevi ekstrakata karakterizirani GC-MS analizom bili seskviterpenski
ugljikovodici: trans-B-farnezen (15,6 — 23,4 %), trans-kariofilen (13,6 — 18,6 %) i
biciklogermakren (8,5 — 11,6 %), zajedno s oksigeniranim monoterpenima a-terpinil-acetatom
(7,6 — 13,5 %) i 1,8-cineolom (2,6 — 12,2 %). Takav poseban sastav bioaktivnih spojeva u svim
dobivenim ekstraktima ESCO, plodova konopljike mogao bi biti atraktivan farmaceutskoj i

kozmetickoj industriji.

trans-B-farnezen posjeduje Sirok spektar vaznih bioloSkih aktivnosti poput antibakterijskog,
antifungalnog, antiradikalnog te antikancerogenog djelovanja (Marongiu i sur., 2010;
Sarikurkcu i sur., 2009). Insekticidno, antibakterijsko, anestetsko, antikancerogeno i
protuupalno bioaktivno djelovanja pripisuje se trans-kariofilenu (Leandro i sur., 2012). 1,8-
cineol posjeduje umjerena antioksidativna i citotoksiCna svojstva te je vazan analgetik. Pored
toga, posjeduje i antitumorsku aktivnost (Asdadi i sur., 2003), dok je a-terpinil-acetat pokazao

jaku repelentnu aktivnost (Liu i sur., 2013).

Navedena bioaktivna djelovanja ekstrahiranih spojeva iz ploda konopljike izazivaju posebno
zanimanje farmaceutske industrije s obzirom na to da imaju potencijal zamijeniti dosad
primjenjivanu farmakoloSku terapiju, posebno za pojedince koji ne ispunjavaju uvjete za
klasi¢nu farmakoterapiju (Souto i sur., 2020). Potrebno je napomenuti kako postoji potreba za
sveobuhvatnijim kliniCkim ispitivanjem tijekom duZega perioda kako bi se donijeli konacni
zaklju€ci o raznim ucincima i posliedicama dugotrajne konzumacije ekstrakata ploda

konopljike.

Prethodno navedeni radovi drugih autora fokusirali su se na izolaciju samo odredenih spojeva
ili na ispitivanje utjecaja to€no definiranoga tlaka i temperature za ESCO.. Literaturnim
pregledom uoc€eno je da nigdje u literaturi nije prikazan kompletan kemijski profil isparljivih
spojeva ploda konopljike s podru€ja Hercegovine dobiven ESCO. §to rezultati ovog

istrazivanja upravo prikazuju.
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5.2.3. Utjecaj povecéanja udjela vlage na prinos i kemijski profil CO2
ekstrakata ploda konopljike

Povecanje prinosa ekstrakcije iz bilinoga materijala raste s povec¢anjem vlaznosti u biljnom
materijalu i mozZe biti povezano sa sljede¢im fenomenima: a) topljivost vode u superkriticnoj
fazi pojacava topljivost otopljene tvari i/ili b) bubrenje biljnoga tkiva vodom utjeCe na unutarnji
otpor ili prijenos ¢vrste mase i kretanje otopljene tvari na povrSinu €estica (Balachandran i sur.,
2006). S obzirom na to da do sada nema znanstvenih podataka o utjecaju tlaka, temperature
i vlazenja na prinos ESCO; ploda konopljike, odredeni su kemijski profili ekstrakata ploda

konopljike primjenom GC-MS-a.

Pocetni udio vlage u uzorku ploda konopljike u ovom radu iznosio je 11,2 % (poglavlje 4.2.2.).
S ciliem ispitivanja utjecaja udjela vlaznosti na ekstrakciju ESCO,, jedan uzorak ploda
konopljike navlazen je vodom nakon Cega je izmjereni udio vlage iznosio 14,9 % te je proveden
proces ESCO; na 50,0 °C i 22,5 MPa (srediSnja to¢ka CCRD-a). Zatim je s ciliem dobivanja
uzorka sa snizenim udjelom vlage uzorak osuSen na udio vlage od 1,7 % i ekstrahiran pri istim
uvjetima. Prinos plodova konopljike nakon 90 minuta izloZzenosti ESCO;, kod osu$enog je
uzorka iznosio 5,3 %, a kod uzorka s poveéanim udjelom viage 8,8 %. Eksperimentalni rezultati
pokazali su da je biljni materijal s poveéanim udjelom vlage imao veci prinos ekstrakcije pri

istom tlaku i temperaturi, 5to je bilo za oCekivati.

U Tablici 32 dani su rezultati GC-MS analiza dvaju ekstrakata ploda konopljike — suSenog i
ploda konopljike prethodno navlazenog vodom. Vidljivo je da je u ekstraktu iz prethodno
navlazenog uzorka ploda konopljike dominirao trans-f-farnezen u odnosu na suhi uzorak. Udio
a-terpinil-acetata i a-terpineola bio je takoder viSi u ekstraktu iz prethodno navlazenoga ploda.
S druge strane, udjeli oksidiranih seskviterpena spatulenola, kariofilen oksida, viridiflorola i a-

kadinola bili su nizi u odnosu na osusSeni ekstrakt.

Ivanovic i sur. (2011a) takoder su pokazali da veci udio vode utjeCe na povecanje prinosa
ekstrakcije, Sto su autori objasnili kao rezultat veée pogonske sile. Daljnji primjeri utjecaja
vlazenja materijala prije ESCO- opisani su u istrazivanju autora Nguyen i sur. (1991) i Mehr i
sur. (1996), gdje je uoCeno povecanja prinosa CO; ekstrakta vanilije iz zrna vanilije, odnosno

kofeina iz sjemenki guarane.
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Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih na cvijetu smilja u ovom radu, mogu se izvesti

sljededi zakljucci:

1. GC-MS analizom okarakteriziran je kemijski sastav eteri¢nog ulja smilja H. italicum subsp.
Italicum, prikupljenog iz plantaznog uzgoja na podrucju Hercegovine. Profil eterichog ulja
smilja dobiven procesom hidrodestilacije u aparaturi po Clevengeru sadrZzavao je
najzastupljenije seskviterpenske spojeve: y-kurkumen (23,2 %), B-selinen (9,9 %) i a-selinen
(6,7 %), dok su medu monoterpenima najzastupljeniji bili a-pinen (13,7 %) i limonen (3,1 %).
Pored navedenih spojeva, GC-MS profil etericnog ulja sadrzavao je i ve¢e udjele neril-acetata

(5,4 %) i italicena (4,5 %), $to mu daje visoku kvalitetu i zemljopisnu prepoznatljivost.

2. Prinos eteri¢nog ulja procesom hidrodestilacije iznosio je 0,3 %, dok je ESCO- dala zna¢ajno
viSe prinose ekstrakata u rasponu od 0,6 do 4,8 % (u ovisnosti o primijenjenom tlaku i
temperaturi). Optimalni uvjeti za najvisi prinos ekstrakcije postignuti su pri tlaku od 22,1 MPa i

temperaturi od 50,0 °C. Tlak je pokazao statistiCki najznacajniji utjecaj na prinos (p = 0,004).

3. Dobiveni CO; ekstrakti cvijeta smilja karakterizirani su GC-MS-om pri éemu je identificiran
ukupno 51 spoj. Broj identificiranih spojeva u provedenim ekstrakcijama ovisio je o
primijenjenom tlaku (pri 7,9 MPa identificirano je 27 spojeva, pri 15,0 MPa 48 spojeva i pri
22,07 MPa 29 spojeva). Kao glavni spojevi u svim dobivenim ekstraktima istaknuli su se
derivati tremetona: 12-hidroksitretmeton (bitalin A; 6,1 — 23,0 %), 12-acetoksitretmeton (3,7 —
13,3 %), 1-[2-(3-hidroksi-2-(1-hidroksiprop-1-en-2-il)-2,3-dihidro-1-benzofuran-5-illetanon
(gnafaliol; 2,4 — 2,9 %), 1-[2-(2-metil-2,3-dihidroksipropil)-2,3-dihidro-1-benzofuran-5-iljetanon
(17,2 — 20,4 %), izobutil-bitalin A (4,1 — 6,5 %) i 1-[2-(acetilprop-1-en-2-il)-3-hidroksi-2,3-
dihidro-1-benzofuran-5-ilJetanon (6,7 — 10,3 %). Dobiveni ekstrakti sadrzavali su i manji udio
mono- i seskviterpena poput ar-kurkumena (0,4 — 5,0 %), 7-epi-amiteola (0,2 — 1,3 %), a-
selinena (0,2 — 1,2 %), trans-kariofilena (0,2 — 0,8 %), neril-acetata (0,1 — 0,4 %), italicena (0,1

- 0,3 %) ili a-kopaena (0,1 — 0,3 %).

4. Optimizacijom dva najznacajnija procesna parametra tijekom ESCO,, tlaka i temperature,
dokazano je da je iz cvijeta smilja moguce dobiti i znaajan udio skopoletina. Skopoletin je
spoj sa znaCajnim bioaktivnim djelovanjem i upravo ESCO, pruza novi i ekolodki nacin
dobivanja biljnih ekstrakata sa zeljenim sadrzajem skopoletina, Sto ih €ini superiornijim u
odnosu na ekstrakte dobivene klasicnim ekstrakcijskim metodama koriStenjem organskih

otapala.

Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih na plodu konopljike u ovom radu, mogu se izvesti

sljedeci zakljucci:
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1. Kemijski sastav eterithog ulja ploda konopljike sadrzavao je 27 spojeva, pri cemu su
najzastupljeniji bili viridiflorol (16,7 %); a-humulen (15,6 %); trans-kariofilen (10,7 %); trans-f3-
farnezen (7,6 %); kariofilen oksid (7,3 %); a-terpinil-acetat (6,8 %); a-humulen oksid (5,2 %);

1,8-cineol (4,9 %); kamfor (3,3 %) i spatulenol (3,3 %).

2. Prinos eteri€¢nog ulja procesom hidrodestilacije iznosio je 0,4 %, dok je ESCO; ostvaren visi
prinos u rasponu od 1,2 do 9,7 % (u ovisnosti o primijenjenom tlaku i temperaturi). Optimalni
uvjeti ESCO- za najviSi prinos ekstrakcije ploda konopljike te najveéi udio Cetiri glavna spoja
bili su tlak od 32,5 MPa i temperatura od 60,0 °C. Tlak je pokazao izniman statisticki znac¢aj na

prinos ekstrakcije (p = 0,0001).

3. Utjecaj tlaka na prinos Cetiri glavna spoja bio je dvostran. PrimijeCen je znacCajan utjecaj na
prinos 1,8-cineola (4,2 — 8,0 %). Isti trend vidljiv je i kod nekoliko manje zastupljenih spojeva
kao Sto su viridiflorol, kariofilen oksid, kadinol i spatulenol. U slu¢aju a-terpinil-acetata, trans-
kariofilena i trans-B-farnezena tlak je imao negativan utjecaj te je vidljiv pad udjela ovih spojeva

porastom tlaka.

4. Dobiveni CO; ekstrakti ploda konopljike sadrzavali su dominantno seskviterpenske
ugljikovodike: trans-B-farnezen (15,6 — 23,4 %), ftrans-kariofilen (13,6 — 18,6%) i
biciklogermakren (8,5 — 11,6 %), zajedno s oksidiranim monoterpenima a-terpinil-acetatom
(7,6 — 13,5 %) i 1,8-cineolom (2,6 — 12,2 %). Takav poseban sastav bioaktivnih spojeva u
svim dobivenim ekstraktima ESCO; plodova konopljike mogao bi biti atraktivan farmaceutskoj

i kozmetickoj industriji.

5. Eksperimentalni rezultati pokazali su da je vlazenje ploda konopljike prije ESCO- imalo
utjecaj na poviSenje prinosa ekstrakcije pri istom tlaku i temperaturi. U dobivenom CO-
ekstraktu dominirao je trans-B-farnezen u odnosu na suhi uzorak. Udio a-terpinil-acetata bio
je takoder viSi u ekstraktu iz prethodno navlazenoga ploda. S druge strane, udjeli oksidiranih
seskviterpena spatulenola, kariofilen oksida, viridiflorola i a-kadinola bili su nizi u odnosu na

osuseni ekstrakt.

6. Premda CO; ekstrakti nisu novost, razvoj tehnologije u XXI. stolje€u te rezultati ispitivanja
kemijskoga profila ekstrakata dobivenih ESCO: iz cvijeta smilja i ploda konopljike mogli bi

potaknuti njihovu uspjeSnu primjenu u kozmetickoj i farmaceutskoj industriji.
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