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1.UvOD

Konoplja (Cannabis sativa L.) je jedna od biljaka koju su ljudi koristili od davnina sa Sirokim
potencijalom u primjeni. Ima vrlo vazan agroeckoloSki u¢inak jer poslije nje tlo ostaje u
povoljnom bioloskom i fizikalnom stanju, S puno hranjivih tvari. Primjenjuje se u proizvodniji
hrane, proizvodnji papira, gradevinarstvu, ribarstvu, tekstilnoj industriji, kao hrana za zivotinje,
kao materijal za grijanje i u farmaceutskoj industriji.

Ekstrakt konoplje bogat je bioaktivnim komponentama. Najkarakteristi¢niji spojevi vezan uz
konoplju su kanabinoidi, iako sadrzi mnoge druge spojeve kao terpene i flavonoide. Glavni
predstavnici konopljinih kanabinoida su A® —tetrahidrokanabinol (THC) i kanabidiol (CBD).
Fokus danasnje industrije je na proizvodima s visokom koncentracijom CBD-a i niskom
koncentracijom THC-a (ispod 0,3 %) kako bi se zadovoljila zakonska regulativa.

Pri procesu etanolne ekstrakcije kanabinoida iz konoplje dolazi i do znacajne ekstrakcije
klorofila u kona¢nom proizvodu koji se smatra senzorski i vizualno nepozeljnim. Klorofil utic¢e
na tamnu boju ekstrakta i poveéanu gorcinu. lako se ekstrakcija klorofila moze zaobiéi ili
znacajno smanjiti primjenom superkriticnog COz2, ova tehnologija je i dalje znatno skuplja i
zahtjeva visoku razinu obrazovanja i sigurnosti na radu. Proizvodaci danas uglavnom koriste
neki oblik maceriranja/potapanja biljke u etanolu, a sve vise se primjenjuje u kombinaciji s
ultrazvukom kako bi se poboljSao 1 ubrzao cijeli proces.

Cilj ovog rada je bio istraziti utjecaj dodatka aktivnog ugljena na udio klorofila u etanolnom

ekstraktu dobivenom pomocu ultrazvuéne ekstrakcije i njegov utjecaj na kanabinoide.



2. TEORIJSKI DIO

2.1 KONOPLJA

2.1.1 Botanicka svojstva konoplje (Cannabis sativa L.)

Konoplja je jednogodisnja, dvodomna, zeljasta kritosjemenjac¢a. Na jednoj stapki se nalaze
listovi, koji su prstasto razdvojeni, te svaki pojedini prst na listu ima nazubljene rubove. Broj
tih listica na listu varira. Prvi u nizu parovi listova imaju naj¢esée samo jedan listi¢, dok sljedeci
mogu imati i do 13 njih. Najc¢esce ih imaju sedam do devet, Sto ovisi o genetici i uvjetima u
okoli$u. Penjuéi se prema vrhu izboja, broj listi¢a se ponovo smanjuje, tako da samo jedan listi¢
moze biti cijeli list. Pri donjim dijelovima biljke listovi rastu jedan nasuprot drugog, te dolaze
u paru a kasnije rastu naizmjeni¢no.

Po nekim odredenim pravilima, cvjetovi konoplje su dvodomni, no opisane su i jednodomne
biljke. Kod jednodomnih primjeraka ponekad su i muski i zenski cvjetovi na jednoj stapki, a
nekada su na odvojenim stapkama. Razlika izmedu muskih i zenskih cvjetova je ta Sto su muski
cvjetovi slozeni u obliku metlica i1 poprilicno labavi, dok su zenski cvjetovi sloZeni grozdasto

(Fathordoobady i sur., 2019)

Slika 1. Muski cvat (lijevo), zenski cvat (desno) i plod industrijske konoplje (Lukacevié,
2016)

Dosad poznate oblike konoplje oprasuje vjetar. Konoplja je diploidna biljka, $to znaci da nije

umjetno uzgojena jer su poliploidne biljke umjetno uzgojene. Sjeme konoplje karakteristi¢no


https://hr.wikipedia.org/w/index.php?title=Jednogodi%C5%A1nja_biljka&action=edit&redlink=1
https://hr.wikipedia.org/w/index.php?title=Dvodomna_biljka&action=edit&redlink=1
https://hr.wikipedia.org/wiki/Zeljasta_biljka
https://hr.wikipedia.org/wiki/Kritosjemenja%C4%8De

je jer se koristi kao hrana ve¢ dugi niz godina, te sadrzi svih 11 esencijalnih aminokiselina
(Mihel¢i¢, 2017).

Konoplja pripada porodici Cannabinaceae i rodu Cannabis. Prema nekim autorima, u rod
Cannabis se svrstavaju tri razli¢ite vrste- Cannabis sativa, Cannabis indica i Cannabis
ruderalis, ali se prihvaca i klasifikacija Cannabis sativa-e kao monotipi¢ne vrste s tri podvrste:
Cannabis sativa subsp. sativa (Industrijska konoplja), Cannabis sativa subsp. indica (Indijska
konoplja), Cannabis sativa subsp. Rudelis (Ruderalna konoplja) i 4 varijeteta: Cannabis sativa
L. subsp. sativa var. sativa, Cannabis sativa L. subsp. sativa var. spontanea, Cannabis sativa
L. subsp. indica var. indica i Cannabis sativa L. subsp. indica var. kafiristanica (Cerino i sur.,

2021). Morfolosk erazlike izmedu tri podvrste Cannabis sativa L. prikazane su na Slici 2.

indica

A 3
% Ruderalis
2.

Slika 2. Morfologke razlike podvrsta Cannabis sativa L. (Sain, 2019)
Razlikujemo viSe vrste konoplji. Vrste se svrstavaju prema njihovoj namjeni. Razlikuju se
psihoaktivne odnosno medicinske konoplje sa sadrzajem THC-a ve¢im od 0,2 % u biljci i
industrijske tj. ukrasne konoplje. Njihov sadrzaj THC-a je ispod 0,2 %. Visina do koje konoplja
moze narasti varira ovisno o podvrsti. Moze narasti od 50 cm do 8 m. Najvisa razina u Europi
koju doseze je oko 4 m, no prema nekim istrazivanjima visina Koja se smatra realnom je 2 m.
Ukoliko govorimo o korijenju konoplje ako su uvjeti tla odgovarajuéi, moze prodrijeti i do 140
cm u dubinu $to dovodi do bitne razlike ako usporedujemo sa drugim biljkama (Mihelcic¢,
2017).

2.1.2 Povijesni razvoj konoplje

Konoplja se prije sijala na iscrpljenim, nabijenim tlima kako bi pripremila i razrahlila tlo za
kasniji uzgoj zahtjevnijih biljaka, npr. zitarice. Iz istog razloga se konoplja upotrebljavala na
podrucjima stepa ugrozenih dezertifikacijom. Konoplja je zapravo bila priprema za druge biljke

nakon Sto bi ona popravila kvalitetu tla. Karakteristicno ime za konoplju u Kini je "MA. U



starim spisima pronadeno je kako su Kinezi koristili konoplju kao sredstvo protiv malarije,
reume te drugih zdravstvenih tegoba. Zanimljiva je spoznaja da se konoplja u hinduistickim
obredima koristi kao zastita od zla, te da se Buda u svom putu prema prosvjetljenju hranio samo
sjemenkama konoplje. Najstariji nalazi konoplje u Europi stari su oko 5,500 godina i poti¢u s
podruc¢ja Njemacke. Na podru¢ju danasnje Litve je pronadeno sjemenje od oko 2,500 godina
pr. Krista. Skiti su u podruc¢ju danasnje juzne Rusije uzgajali ruderalnu konoplju radi hrane, ali
i radi izrade i izvoza uzadi od nje jo$ oko 700. god. pr. Kr. Ova zanimljiva i karakteristi¢na
biljka se stolje¢ima koristila u razne svrhe. Tako je poznato da je merovinska kraljica Adelheid
bila sahranjena u odje¢i od konoplje, te da je Karlo Veliki donio prvi zakon o konoplji. Mnoga
oruzja su prije izradivana pomoc¢u konopljinih vlakana, kao $to je npr. dugacki luk. U 13.
stolje¢u u Europu stiZe jos jedan nacin primjene konoplje za proizvodnju papira. Na tom papiru
je napisana Gutenbergova Biblija, koja se ¢uva sve do danas. U pomorstvu je primjena konoplje
bila jako vazna. Uzad i jedra su se proizvodila od konoplje, jer je vlakno konoplje puno
otpornije na slanu vodu, te upija puno manje vode od pamuc¢nih tkanina. Pojavom novih vlakna
u Europi (sisal, sinteti¢ka vlakna) sredinom 20. Stoljeéa istiskuju konoplju sa samog vrha. Cak

je i njezin uzgoj nakon 2. svjetskog rata zabranjen (Edwards i Whittington, 1992).

2.2 CVJETOVI KONOPLJE

Kao $to smo ve¢ prethodno naveli, konoplja je jednogodisnja biljka poznate vrste kanabisa te
se uzgaja diljem svijeta. Stabljika konoplje je uspravna, ne razgranata, robusna te naraste do
150 cm visine. Listovi su prekriveni kratkim dlac¢icama, te su u donjem dijelu stabljike
nasuprotni a u gornjem dijelu naizmjeni¢ni. Listovi su smjeSteni na dugim peteljkama.
Razdijeljeni su na 3-9 lancastih dijelova. Na rubovima su nazubljeni i na obje strane dlakavi.
Vazno je napomenuti da je konoplja dvodomna biljka. Razlikujemo muske i Zenske biljke (Slika

3). Cvjetovi zenske biljke su jednospolni te ih karakterizira poprili¢no neugledan izgled.


https://hr.wikipedia.org/wiki/Skiti
https://hr.wikipedia.org/wiki/Rusija
https://hr.wikipedia.org/wiki/Ruderalna_konoplja
https://hr.wikipedia.org/wiki/U%C5%BEe
https://hr.wikipedia.org/w/index.php?title=700._pr._Kr.&action=edit&redlink=1

Female Flower Male Flower

Slika 3. Prikaz morfoloske razlike izmedu Zenskih i muskih cvjetova (Tisaj, 2020)

Kod muskih cvjetova je karakteristika ta da su skupljeni u metlicaste cvatove na samom vrhu
stabljike. Ocvije¢e kod muskih cvjetova je sastavljeno od svijetlozelenih listi¢a 1 imaju 5
prasnika. Antene pra$nika su na dugim pra$ni¢kim nitima te vire iz cvijeta. Zenski cvjetovi se
nalaze u pazuscima pricvjetnih listi¢a, koje ¢ine tucak s nadraslom plodnicom koja ima jedan
sjemeni zametak. Vrijeme cvata je oko 20 dana, a razdoblje rasta se odvija od srpnja do
kolovoza. Plod ove biljke je oras¢i¢, te ga mozemo prepoznati po jajastom obliku i svijetlo
smedoj boji sa mrezastim Sarama. Konoplja sadrzi oko 750 prirodnih kemijskih spojeva. Obilje
kemijskih spojeva u cvjetovima kanabisa proizilaze iz biosinteze osobito terpena i kanabinoida

u izvan stani¢noj sekretarnoj Supljini, poznatoj kao trihoma (Lukacevi¢, 2016).

2.2.1 Susenje

Najcesc¢a 1 osnovna tehnika o¢uvanja bilja 1 zadrzavanja bioaktivnih tvari je suSenje. Ovisno o
odabiru metode susenja i parametrima, postiZe se razli¢ita kemijska i bioloska aktivnost. Odabir
metode suSenja ima velik utjecaj na sadrzaj hlapljivih eteri¢nih ulja unutar bilja.

Tijekom procesa suSenja dolazi do povecanja ili smanjenja koncentracije hlapljivih tvari ili do
stvaranja novih kemijskih spojeva. U posljednje vrijeme sve je viSe fokus stavljen na upotrebu
sekundarnih  metabolita iz cvjetova konoplje, koje karakterizira nizak sadrzaj
tetragidrokanabinola (THC). Eteri¢na ulja koja su ekstrahirana iz cvjetova konoplje se koriste
u kozmetici, kao sastojci koji se koriste u proizvodnji krema, sapuna, Sampona. Takoder njihovu

primjenu mozemo pronaci u prehrambenoj industriji, kao aromu za alokoholna i bezalokoholna
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picai aditive u pe€enju. Tijekom procesa susenja mogu se dogoditi sljede¢e promjene u sastavu
etericnog ulja- povecanje ili smanjenje koncentracije hlapljivih tvari ili stvaranje novih
kemijskih spojeva. Najcesée koriStena metoda suSenja je konvekcijsko susenje (CD), postupak
s kontinuiranim protokom vruceg zraka za uklanjanje vlage iz bioloskog materijala. Razvojem
tehnologije, pojavile su se alternative za bolje performanse susenja, poput vakuumsko-
mikrovalnog suSenja (VMD) i kombinirane metode koje se sastoje od konvekcijskog
prethodnog susenja nakon ¢ega slijedi vakuumsko-mikrovalna zavrsna obrada susenja (CPD-
VMFD). Metoda VMD omogucuje brze suSenje materijala uz izbjegavanje visoke temperature.
Ovo viSestepeno SuSenje, spajanje dviju metoda CD-a i VMD-a omogucuje zadovoljavajuci
stupanj suSenja materijala jer nudi prednosti VMD metode s visokim performansama koje ima
CD (Kwasnica i sur., 2020).

2.3 KLOROFIL

Prve spoznaje i izoliranje klorofila spoznali su Joseph Bienaimé Caventou i Pierre Joseph
Pelletier 1817. godine. Tijekom svog rada, bili su upoznati sa ¢injenicom da zelene biljke
koriste ugljikov dioksid, a oslobadaju kisik. 1883. godine njemacki filozof Julius von Sachs
pokazao je da klorofil nije rasprSen po cijeloj biljnoj stanici, ve¢ da se nalazi u posebnim
strukturama, a to su kloroplasti. Pojam klorofil je zapravo ,,naziv* koji obuhvaca skup spojeva,
pigmenata koji su kompleksi tetra pirolskog porfirinskog prstena s magnezijem. Na reducirani
porfirinski kromofor esterskom vezom vezan je terpenoidni alkohol fitol koji molekulu
klorofila ¢ini lipofilnom. Molekula klorofila sadrzi porfirinsku glavu ¢ija je veli¢ina priblizno
1,5x1,5 nm, a fitilni lanac je duZine oko 2 nm. U klorofilu su prisutne konjugirane dvostruke
veze koje omogucuju uklanjanje [ elektorna u prstenovom sustavu. Za apsorpciju svjetlosne
energije najvaznije je vezivanje dvovalentnog magnezijevog atoma na duSikove atome
porfirinskog prstena. Ovisno o supstituentima, primarno vinilnim i metilnim skupinama na 3/30
polozajima 3 1 7, molekule klorofila u ve¢oj mjeri apsorbiraju suncevu svjetlost pojedinih valnih
duljina (Pangestuti i Kim, 2011).

Klorofil ili biljno zelenilo dolazi od gr¢ke rijeci chloros (zeleni) i phyllon (list) i on je zeleni
biljni pigment koji je smjesten u kloroplastima (u svim zelenim dijelovima biljke) te je nuzan
u procesu fotosinteze. Sve zelene biljke, alge i jedna skupina primitivnih fotosintetskih bakterija
imaju u sebi Klorofil.

U sredistu klorofila nalazi se magnezijev ion i bo¢na ugljikovodi¢na skupina, fitol. S obzirom

da je magnezij metalni ion, klorofil se naziva metalobiomolekulom, kao i hemoglobin. Budu¢i
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da klorofil u svojoj jezgri ima magnezij, ¢esto se naziva ,,zelenom krvlju®. To je neophodno za
rast biljaka te njihovo odrzavanje zivota na Zemlji. Takoder omugucéava biljkama da

sintetiziraju vlastitu hranu i ¢ine osnovu cijelog prehrambenog lanca (Smoljo, 2018).

2.3.1 Vrste klorofila

Razlicite boje biljaka nastaju zbog prisutnosti drugih pigmenata zajedno s klorofilom, kao §to
su karotenoidi (odgovara crvenoj, narandzastoj ili Zutoj boji). Fotosustavi nastaju u suradnji
ostalih pigmenata tzv. ,,pomoc¢ni pigmenti*“. Postoje Cetiri vrste klorofila, to su: A, B, C i D.
Klorofil A najbrojnija vrsta zastupljena u skoro svim organizmima koji vrSe fotosintezu (oko
75 % svih pronadenih zelenih pigmenata). Klorofil A i mnogi njegovi derivati, poznatiji pod
nazivom klorini, po strukturi su dihidroporfirini.

Klorofil B moze se naéi u biljkama, zelenim algama i euglenofitima (jednostani¢ne alge). Ova
vrsta klorofila povecava valne duljine svijetlosti koje biljka moze zarobiti pa je veca
koncentracija klorofila B u zasjenjenim biljkama. Klorofil B uvijek se u prirodi nalazi uz
klorofil A te je u manjim koli¢inama od klorofila A, a njihov omjer varira izmedu 1:2 i 1:5.
Klorofil C prisutan je u nekim skupinama kao §to su dijatomeje, dinoflagelati i smede alge, dok
se klorofil D nalazi se u crvenim algama (Singh i sur., 2020).

Vecina lis¢a tijekom zime mijenja boju zbog smanjena koli¢ine klorofila, a pomo¢ni pigmenti
se znacajno ne razlikuju i prema tome se vide njihove boje koje Cine listove opcenito zutim.
Ukoliko govorimo o prehrani takoder mozemo spomenuti klorofil. Nalazi se u povréu (posebno
zelenom). Sto je biljka zelenija to sadrzi vise klorofila. Tako visoku koncentraciju klorofila
imaju brokula, $pinat, kelj, blitva, perSin...Odredenim postupcima kuhanja ili dehidracije
dolazi do promjene u strukturi klorofila, $to znaci da pri povecanju temperature opada
koncentracija klorofila i istodobno se povecava koli¢ina feofitina. Klorofil je dobar izvor
antioksidativnih hranjivih tvari, kao $to su vitamin A, C i E, te je dobar izvor i magnezija koji

je neophodan za zivot (Ranall i Venturi, 2004).

2.3.2 Prisutnost klorofila

Sadrzaj klorofila nam govori zapravo o zrelosti sjemena. Visok sadrzaj klorofila nije pozeljan
u prehrambenoj industriji, jer boji ulje i ograni¢ava upotrebu ulja. Klorofil i njegovi derivati
potjecu iz sjemena konoplje 1 zadrzavaju se u ulju tijekom hladnog presanja. Kao fotoosjetljiv

pigment, klorofil je osjetljiv na foto-oksidaciju i djeluje kao prooksidans u uljima. Postupci



izbjeljivanja 1 rafiniranja jestivih ulja mogu smanjiti klorofil na nisku razinu. Ultrazvu¢no
izbjeljivanje uklanja do 99 % klorofila iz ulja konoplje (Saastamoinen i sur., 2016).

Dva glavna izomera pronadena u ulju sjemenki konoplje su klorofil a i klorofil b. Oba izomera
imaju maksimalnu apsorpciju na valne duljine izmedu 640 i 670 nm, tako da se njihova koli¢ina
u metanolu ekstrakta dietil etera moze brzo odrediti spektrofotometrijom. Za ulje sjemenki
konoplje karakteristi¢na je intenzivna tamno zelena boja sa visokim sadrzajem klorofila. Visok
sadrzaj klorofila moze imati Stetne ucinke na ulje sjemenki konoplje. S obzirom da su klorofili
osjetljivi na fotooksidaciju pri izlaganju svjetlosti, dolazi do promjene boje ulja iz tamnozelene
u zutu. Osim toga, visok sadrzaj klorofila dovodi do nestabilnosti slobodnih masnih kiselina u
ulju, ubrzavajuéi uzeglost te rezultira uzeglom aromom. Ako govorimo o CBD ulju i procesu
ekstrakcije etanolom, etanol se mijesa sa zelenim lis¢em gdje nastaje klorofil. Rezultat je tamna
tekuc¢ina gorkog i travnatog okusa. Nakon toga potrebno je dodatno filtriranje kako bi se uklonio
klorofil, ali neke dodatne metode filtracije takoder mogu ukloniti vrijedne kanabinoide iz
sastava ulja (Jingbang Liang, 2017).

Ukoliko govorimo o ulju, vazno je razlikovati CBD ulje i ulje konoplje. Glavna razlika izmedu
ulja konoplje 1 CBD ulja je upravo u tome §to se dobivaju iz razli€itih dijelova biljke konoplje
te stoga imaju razlicite spojeve i hranjive tvari. Razlika je takoder i u koli¢ini CBD-a sadrZanog
u ulju. lako je ulje sjemenki konoplje bogato omega kiselinama, CBD se moze naci tek u
tragovima, dok CBD ulje moze imati od 2 % do 99,9 % CBD-a, ovisno o proizvodu, Cistoéi i
porijeklu. U svom prirodnom stanju, biljna tvar Cannabis sativa L. sadrzi klorofil zbog kojeg
biljka izgleda zeleno. Ako je ulje filtrirano kako bi se uklonio fitokompleks, moglo bi izgledati
vise zlatne boje. Ekstrakcijom etanolom ostaje klorofil koji ulju daje zelenu boju (Qamar i sur.,
2022).

2.4 KANABIONIDI

Kanabinoidi su, najjednostavnije re¢eno, prirodni aktivni sastojci konoplje. Sve do danas iz
indusrtrijske konoplje je izolirano viSe od 80 razli¢itih kanabionida koji izravno utjecu na
endokanabionidni sustav kod covjeka. Shvacanje tog endokanabinoidnog sustava ¢e nam
zapravo pomoc¢i u shvacanju kanabionida. Najpoznatiji su kanabidiol (CBD), kanabidivarin
(CBDV), delta-9-tetrahidokanabinol (delta-9-THC) i kanabigerol (CBG). Unutar biljke
kanabionidi se sintetiziraju i akumuliraju u obliku karboksilnih (organskih ) kiselina (CBDA,
THCA, CBCA i CBGA), koje se zatim pretvaraju u neutralne oblike dekarboksilacijom.

Kanabidol je prvi izolirani fito-kanabionid otkriven u ekstraktu ulja konoplje, te 1930. godine
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dolazimo do sastava njegove kemijske strukture. Nakon toga, iste godine dolazi do izolacije
kanabidola, prirodnoga aromatskog terpenoida (-)-kanabidiola i (-)-trans-A9 -
tetrahidrokanabinola (A9 -THC) ili dronabinola (sinteticki THC). Glavni psihoaktivni sastojak
marihuane otkriven je 1940. godine. Tim otkricem se podigla velika prasina, te brojne
znanstvenoistrazivacke grupe poc¢inju sa radom i proucavanjem. Djelovanje THC-a ostaje
nepoznato sve dok Allyn Howlett i njegove kolege nisu dosli do zanimljivih spoznaja. Oni
naime otkrivaju kanabionidni CB1 receptor u mozgu. 1992 godine dr. Mechoulama u
labaratoriju u Izraleu izolira glavni ednogeni kanabinoid ananadamid i 2-arahidonoil glicerol .
Ovi spojevi su derivati arahidonske kiseline (w-6). THC je zapravo najuéinkovitiji
fitokanabionid, te je odgovoran za motoricke poremecaje, psihomotorne napetosti, uzbudenost,
arefleksiju, euforiju i neraspolozenja, tjeskobu, uspavanost, oslabljeno paméenje (Tomaci¢
Pai¢, 2012).

2.4.1 CB1 i CB2 receptori

Kanabinoidi u nasem tijelu utjecu na receptore CB1 koji se nalazi u nasem ziv€anom sustavu
te CB2 koji je smjesten unutar imunoloskog sustava. CB1 receptor se pojavljuje unutar i izvan
centralnog Zziv€anog sustava, za razliku od CB2 receptora koji je otkriven iskljuéivo u
perifernom sustavu. Medudjelovanjem endogenih liganada s kanabinoidnim receptorima,
endokanabinoidi reguliraju stani¢ne razine CAMP-a (molekula koje djeluju kao sekundarni
glasnik u vaznim bioloSkim procesima te sudjeluju u prijenosu signala) kroz G-protein
posredovane interakcije sa adenilil-ciklazom, i moduliraju funkcionalna svojstva naponski
reguliranih ionskih te ligand-reguliranih ionskih kanala poput serotoninskoga 5-HT3 receptora,
nikotinskoga acetilkolina, i glicin receptora. Smatralo se kako upravo lipofilni A9 -THC stvara
nespecificne interakcije sa stani¢nim membranama mijenjajuci njihovu fluidnost 1 strukturu te
da tako utjeGe na vecinu stani¢nih tipova No, (-)-A9 -THC se veZze na dva G-protein
kanabinoidna receptora CB1 i CB2, otkrivena u tkivu sisavaca. CB1 receptor koji je otkriven
1990. godine, razlog je mnogih bolesti kao $to su: pretilost, ovisnost o alkoholu, Parkisonova
bolest itd. Terapeutsku primjenu imaju CB2 rececptori ligandi, kao prilagodivac¢i imuniteta za
supresiju tumora i upala. CB2 receptori su smjesteni izvan srediSnjeg zivéanog sustava, te je
zanimljivo da CB2 receptori agonisti (kemijske tvari koje se veZu za receptore stanica i poticu
odgovor stanice) dovode do analgezije(uklanjanja ili odsustva boli bez gubitka svijesti)
neuropatskih bolova. 1z tog razloga su agonisti koji selektivno aktiviraju CB2 dovode do
efektivne analgezije bez nezeljenih psihoaktivnih u¢inaka na sredisnji ziv€ani sustav, a kKoji su

povezani s CB1 receptorom. Ukoliko govorimo o CB2 receptorima, njihovo izrazavanje je
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ograni¢eno na imunosna tkiva kao §to su slezena, Krajnici i na hematopoetske mati¢ne stanice.
Takoder je naden i u mikroglijanim, u malignim gliomalnim stanicama, kao i stanicama tumora
koze. Utvrdena je i neoc¢ekivano velika raspodjela CB1 receptora u mozgu, ali i u plu¢ima, jetri,
slezeni i bubrezima (Grotenhermen, 2005).

CBI1 transkript i protein pronadeni su u regijama mozga ukljuc¢enim u nekoliko vitalnih funkcija
srediSnjega zivéanog sustava. Neke od tih funkcija su uéenje i pamc¢enje, motivacija i spoznaja,
percepcija boli, neuroendokrina kontrola i mnoge druge funkcije. Endokanabinoidni sustav
ukljucen je u razliCite patofizioloske procese u centralnom i perifernom tkivu. Ti procesi
ukljucuju hormonalnu regulaciju unosa hrane, Kkardiovaskularne, gastrointestinalne,
imunoloske, bihevioralno-kognitivne, antiproliferativne i reproduktivne funkcije (Tomacié¢
Pai¢, 2012).

2.5 CBD ULJE

Ulje kanabidiola (CBD) u biti je koncentrirani ekstrakt otapala napravljen od cvjetova ili lis¢a
kanabisa koji je otopljen u jestivom ulju poput suncokreta, konoplje ili maslinovog
ulje. Koristena otapala mogu varirati od relativno bezopasnih organskih otapala (etanol,
izopropil alkohol) na viSe Stetne (petroleter, medicinski benzin itd.) ili super- kriti¢ne tekucine
(butan, CO-). Primijenjena otapala imaju utjecaj na okus, boju i viskoznost konac¢nog
proizvoda. Prilikom proizvodnje CBD ulja koristi se postupak vinterizacije. Vrlo niske
temperature mogu dodatno izvuéi terpene, klorofil i kanabinoide iz biljke, a hladenje ili
vinterizacija se koristi kada se isti postupak nije koristio prilikom stvaranja sirovog ekstrakta
(Bogale i sur., 2021).

Kanabigerol (CBG) je fitokanabinoid prisutan u biljnom rodu Cannabis i nalazi se u CBD
uljima punog 1 Sirokog spektra. CBG se kao 1 CBD veze na CB1 i CB2 receptore te nije
psihoaktivan. CBD djeluje kao snazni antioksidans tako $to putem blokiranja enzima hidrolaze
masno kiselinskih amida (FAAH 42) aktivira unutarnju molekulu endokanabinoida adandamid.
Kada je enzim potisnut, proizvodi visok nivo anandamida koji se pod utjecajem te energije
raspada na arahidonsku kiselinu i etanolamin koji svojim brojnim terapeutskim djelovanjem
utjeCu na smanjivanje boli i upalnih procesa, lije€enje mucnine i povracanje, regulaciju apetita,
poti¢e mozdanu aktivnost i oCuvanje memorije, utjee na raspolozenje i koncentraciju. U 2011.
godini objavljeno je istrazivanje u kojem se ispitivao anksioliticki ucinak. Istrazivanje je

provedeno tako Sto je jedna skupina sat ipol prije javnog nastupa konzumirala CBD te su rekli
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da su osjec¢ali manju tjeskobu i nelagodu tijekom nastupa. Takoder su imali bolju koncentraciju

od skupine koja je dobila placebo efekt (Narayanan i sur. 2020).

2.5.1 Terapeutski u¢inci CBD-a

Danas se CBD koristi za lijecenje Sirokog spektra zdravstvenih stanja. Sve je zapravo pocelo
slu¢ajnim otkricem roditelja koji su eksperimentirali lijeCenje svoje djece ozbiljnog oblika
epilepsije u djece, Dravetov sindrom. Ovaj ucinak je sada pod klinickim ispitivanjem s
farmaceutskim proizvodom Epidiolex. Ostala medicinska stanja kojima CBD pomaze kod
lije¢enja su Parkinsonova bolest, shizofrenija te anksiozni poremecaj. lako se istrazivanja CBD-
a svakodnevno vrsi, vecina trenutnih upotreba CBD-a nije (jo$) potkrijepljeno klinickim
podacima. Svima nama poznati primjer lijeCenja CBD uljem je lijeCenje raka. Odredena
istrazivanja govore da su neki kanbinoidi sposobni sprije€iti razvijanje stanica raka, s druge
strane postoje odredene naznake da se neke vrste raka mogu ¢ak 1 ubrzati ukoliko su izlozene
kanabionidima. Cesti problemi s kojim se lijeénici susreéu su odbijanje pacijenata lije¢enja raka
kemoterapijom jer ¢vrsto vjeruje u ljekovita svojstva kanabinoida. CBD ulje se sve vise
promovira i kao tretman radi sprje¢avanja odredenih bolesti. Danas je koristenje CBD ulja sve
viSe raSireno. Ukoliko su korisnici CBD ulja uglavnom odrasli, dobro informirani i razumni
potrosaci, njegova Siroka upotreba bi bila mozda prihvatljiva i ograni¢ena. Medutim, to nije
slucaj jer se aktivno prodaje kod upotrebe djece, starijih osoba, pa ¢ak i kod ljubimaca.
Neselektivno koristenje CBD-a moze dovesti do razlicitih problema medu ovim potrosacima.
Na primjer, CBD pokazuje potencijal za lijecenje epilepsije kod djece, no treba se zapitati Sto
donose dugoroc¢ni ucinci visokih doza CBD-a na moZzdane funkcije. Zbog toga se svakodnevno
vrti pitanje je li CBD lijjek ili dodatak prehrani. Glavna razlika je ta Sto se lijek smatra
nesigurnim za koriStenje dok se ne dokaze da je siguran, dok se dodatak prehrani smatra

sigurnim dok se ne dokaze da je nesiguran (Narayanan i sur. 2020).

2.6 ULTRAZVUK

Ultrazvuk je tematika o kojoj se danas sve viSe govori i istrazuje. Razlog je njegova potencijalna
primjena u prehrambenoj industriji, za analizu i modifikaciju prehrambenih proizvoda.
Mozemo razlikovati razli¢ite frekvencije koje primjenjujemo. Ukoliko je primijenjena visoka
frekvencija, govorimo o dijagnostickom ultrazvuku niske energije, a ako je frekvencija niska,
govorimo o ultrazvuku visoke energije. Dijagnosticki ultrazvuk, kojem je intenzitet manji od 1

W cm™2, djeluje u frekvencijskom rasponu od 2 MHz na vise. Karakteristi¢an je po tome $to ne
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uzrokuje fizicke ni kemijske promjene u svojstvima medija na koji se primjenjuje te se zato
smatra neinvazivnom tehnikom. Koristi se kao analitiCka tehnika za kontrolu obrade hrane,
sastava viskoznosti, mjerenja teksture, kontrolu pakiranja, koncentracije tvari u hrani.
Ultrazvuk visokog intenziteta sa rasponom frekvencija od 20 do 100 kHz te visokih intenziteta
u rasponu od 1 do 1000 Wem™ 2, moze izazvati fizicke promjene materijala te neke kemijske
reakcije u materijalima na kojima je primijenjen. Njegova je namjena visestruka. Koristi se za
¢iS¢enje, homogenizaciju tekucina, susenje, omekSavanje mesa, ekstrakciju, emulgiranje,
destilaciju, kristalizaciju, sterilizaciju... U prehrambenoj industriji bitan je potencijal za
primjenu ultrazvuka kao metode ne-toplinske obrade hrane buduc¢i da moze uzrokovati
inaktivaciju enzima i mikroorganizama, pobolj$anje emulgiranja i dispergiranja ili ubrzavanja
odredenih kemijskih reakcija. Ultrazvuk visokog intenziteta mozemo dobiti na viSe nacina-
pokretanjem tekucine, mlazom plina ili na nacin koji je najpoznatiji u prehrambenoj industriji,
a to je pomocu elektri¢ne energije. Generator pretvara napon istosmjerne struje u visoke
frekvencije od cca. 25 kHz (25000 ciklusa po sekundi) elektricne energije. Elektri¢na ili
mehanicka energija se pretvara u energiju zvuka pomocu ultrazvuénih pretvaraca (Jambrovic,

2021).

2.6.1 Kavitacija

Sirenjem zvuénog vala kroz tekué¢i medij nastaju longitudinalni valovi koji dovode do
izmjeni¢nih ciklusa kontrakcije i ekspanzije i stvaranja ekspanzivnih vrtloga. Rezultat oscilacija
tlaka do kojih dolazi u mediju je taj Sto mjehuri¢i osciliraju te uvijek u fazi ekspanzije malo
viSe narastu nego §to se smanje tijekom faze kompresije. Kada mjehuri¢ dosegne odredenu
kriti¢cnu veli¢inu, on nema moguc¢nost u¢inkovite apsorpcije energije, a bez ulazne energije
Supljina se ne moZe samo odrzavati te se mjehuri¢ uruSava sam u sebe. Veli¢ina do koje
mjehuri¢ najvise moze dosegnuti, tj. njegova kriti¢na veli¢ina ovisi 0 primijenjenoj frekvenciji
i mediju koji se testira. 1z tog razloga dolazi do stvaranja ciklusnih fluktacija tlaka, te one
dovode do stvaranja velikog broja udubljenja. Pri stvaranju kavitacije najvazniji faktor je
frekvencija ultrazvuka. Ukoliko su frekvencije vise od 1 MHz male su Sanse za kavitaciju, a
iznad 2.5 MHz nema kavitacije. Pored frekvencije i intenziteta ultrazvuka, kavitacija ovisi 0
svojstvima proizvoda kao Sto su viskoznost medija, gusto¢i, povrSinskoj napetosti medija...
Temperatura je obrnuto proporcionalna pocetku kavitacije. Intenzitet kojom se kavitacija odvija
u mediju ovisi o koligativnim svojstvima tog medija kao Sto su tlak pare, povrSinska napetost,

viskoznost i gusto¢a. Da bi se formirali mjehuri¢i kavitacije u teku¢em mediju potrebna je
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energija koja je razmjerna povrsinskoj napetosti i tlaku para. Prema tome, $to je veca povrSinska
napetost tekucine, biti ¢e veca energija koja je potrebna za stvaranje kavitacijskih mjehuriéa, a
posljediéno ¢e biti veéa energija udarnog vala koji se proizvodi kada mjehuri¢ implodira (Skof,
2020).

2.7 EKSTRAKCIJA ETANOLOM

U medicini se alkohol Kkoristi od davnina za ekstrakciju kemijskih spojeva iz biljaka. Kao
otapalo naj¢esc¢e su koristeni butan ili etanol. Ukoliko promatramo butan i etanol, butan je bolje
otapalo, no ekstrakcija etanolom se smatra ipak sigurnijom. Razlog tome je Sto tragovi otapala
nakon ekstrakcije mogu ostati prisutni u kona¢nom proizvodu. S obzirom da je etanol siguran
za konzumaciju, tragovi etanola ne¢e imati Stetne posljedice na zdravlje u gotovom CBD ulju,
Sto nije slucaj kod butana (Joki¢ 1 sur., 2011).

Metoda ekstrakcije etanolom se moze izvoditi tako da se etanol kroz kapljice propusta kroz
spremnik sa konopljom ili se konoplja namace u etanolu. Etanol tada ekstrahira CBD i druge
spojeve iz biljke. Poslije procesa ekstrakcije alkohol zagrijavanjem isparava, a ono $to preostaje
su molekule CBD-a te drugi spojevi. Etanol gotovo potpuno ispari te ova metoda omogucuje
postizanje izuzetno visoke koncentracije CBD-a u krajnjem proizvodu. Industrijskom metodom
proizvodnje etanol metodom moze se dobiti koncentrat 99 % cistog CBD-a. Ukoliko
promatramo metodu ekstrakcije etanola u usporedbi sa CO2 metodom, relativno je jeftina i
jednostavna. No, glavni problem ove metode je zapravo sigurnost. Ova metoda zahtjeva oprez
i provedene odredene sigurnosne mjere, iz razloga jer je visoko koncentrirani alkohol izuzetno
zapaljiv. Tragovi otapala Cesto zaostaju u krajnjem proizvodu, §to moze predstavljati problem
osobama s intolerancijom na alkohol. Dok se industrijska proizvodnja ¢esto obavlja u nekoliko
sloZenih koraka destilacije, u najosnovnijem obliku etanol metoda moze se izvesti pomocu
stvari koje mozete na¢i u svakoj kuhinji (vjerojatno uz iznimku 90 % alkohola). Etanol
metodom se postize mnogo koncentracije CBD-a u kona¢nom proizvodu, te kod industrijske
proizvodnje etanol metodom se moze dobiti koncentrat 99 % ¢istog CBD-a. S obzirom da CBD
nije topiv u vodi, za ovu je metodu potrebno koristiti visoko koncentrirani prehrambeni alkohol
(90 %). Ono sto je jako vazno spomenuti je da se metodom ekstrakcije etanolom mnogo vise
klorofila izvuce, dok se ekstrakcijom super kriticnim CO2 izvu¢e mnogo manje klorofila no

puno vise voskova (Sunghyun Hong i sur., 2015).
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2.8 DEKARBOKSILACIJA

Dekarboksilacija je kemijski proces koji uklanja karboksilnu skupinu i oslobada
ugljikov dioksid. Dekarboksilacija je vrlo spor proces koji se prirodno odvija u biljkama, no
ubrzanje procesa dekarboksilacije se odvija izlaganjem toplini, svjetlu i kisiku. Nakon susenja
konoplje provodi se proces dekarboksilacije pri temperaturi koja ¢e biti najbolji rezultat najveée
koli¢ine CBD-a, ali uz §to manji vremenski period. Dekarboksilacija je vazan proces jer provodi
izolaciju komponenata u konoplji iz bioloski inaktivnih oblika u aktivne, kao $to su kanabidol,
kanabigerol i dr. U konoplji se kanabinoidi u znacajnoj mjeri nalaze u formi karboksilnih
kiselina, npr. kanabidiolna kiselina (CBDA) te su u tom procesu nestabilni te ih se procesom
ne enzimske dekarboksilacije tj. zagrijavanjem pri odredenoj poviSenoj temperaturi Kroz
odredeni vremenski period mozZe lako prevesti u neutralniji stabilniji oblik npr. kanabidol
(CBD). Vazno je primijeniti stroge kontrole temperature kada dekarboksilirate konoplju,
koliko god je to moguce. Dok je toplina potrebna za dekarboksilaciju, ekstremne
temperature mogu unistiti mnoge vazne biljne komponente koji doprinose pozitivnim
zdravstvenim ishodima, poput terpena. Svaki pojedinaéni terpen moze imati svoje
terapeutske zdravstvene prednosti, ali takoder nosi vlastitu osjetljivost na toplinu
(Moreno i sur., 2020).

Cilj dekarboksilacije konoplje je zagrijavanje cvijeta na relativno niskim temperaturam
kako bi se omogucila dekarboksilacija bez unistavanja drugih korisnih biljnih tvari kao
Sto su terpeni ili flavonoidi. Sirovi cvijet konoplje sadrzi tetrahidrokanabinolnu Kiselinu
(THCA), ne opijajucu tvar koja se moze pretvoriti u opojnu tvar tetrahidrokanabinol (A9-
THC) kroz proces dekarboksilacije. Proces dekarboksilacije moze se izvesti ili na biljnom
materijalu prije ekstrakcije ili izravno na ekstrahiranoj oleorezini. Medutim, prvi proces je
opcenito pozeljniji jer nudi dvije kljuéne prednosti u kombinaciji s ekstrakcijom s CO, a to su
su: vlaga prisutna u biljci uklanja se tijekom dekarboksilacije, te su kanabinoidne Kiseline
mnogo polarnije od svojih neutralnih analoga i stoga manje topive u CO2 (Moreno i sur., 2020).

2.8.1 Povijest procesa dekarboksilacije

Proces dekarboksilacije spomenuli su jo§ 1970. Kimura i Okamoto, kada su primijenili toplinu
(110 °C) na razlicite frakcije biljke kanabisa kako bi odredili podjelu THCA kao funkciju THC-
a. Kanter je opisao proces dekarboksilacije kao neophodan korak u odredivanju THC-a pomocu

HPLC-a i odredio da su najbolji uvjeti na relativno visokoj temperaturi (200 °C) 1 kratkom
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vremenu reakcije (3 min). Prvu kineti¢ku studiju proveli su Veress i sur., koji su istrazivali
dekarboksilaciju THCA i CBDA na staklenoj povrsini kao i na razli¢itim povrSinama sorbenta
u otvorenoj peci i opisali je kao reakciju prvog reda. Perrotin-Brune proucavao dekarboksilaciju
THCA u biljnom materijalu kanabisa koriste¢i vakuumsku pecnicu. Opisana je kao reakcija
pseudo-prvog reda kataliziranu kratkolan¢anim organskim kiselinama prisutnim u cvjetovima.
Citti 1 sur. proucavali su dekarboksilaciju CBDA u ulju sjemenki konoplje u otvorenim i
zatvorenim reaktorima. Koliko je poznato, jedinu objavljenu studiju koja je potkrijepljena
dekarboksilacijom tri glavne kanabinoidne kiseline (THCA, CBDA i CBGA) proveo je Wang,
koji je istrazivao dekarboksilaciju ekstrakata kanabisa u vakuumskoj pe¢i kako bi dobio
odgovarajuce konstante brzine prvog reda. lako je rjeda pojava, proces dekarboksilacije moze
se provesti na ekstrahiranoj oleorezini umjesto na biljnom materijalu, a pracenje tijeka reakcije
u stvarnom vremenu moze se provoditi pomocu IR spektroskopije kako bi se poboljsao proces

(Moreno i sur., 2020).

2.9 AKTIVNI UGLJEN

Aktivni ugljen je odli¢an adsorbens zbog svoje velike povrsSine i mikroporoznosti, strukture i
visoke povrsinske reaktivnosti za procis¢avanje. Uklanja boje i mirise iz otopine, filtrira i
uklanja Stetne komponentne iz plinova 1 tekucina, zato ima primjenu u gotovo svim granama
industrije, od prehrambene, farmaceutske, kemijske, naftne i automobilske industrije kao i
prois¢avanje pitke vode te industrijskih i komunalnih otpadnih voda (Grubigi¢ Cabo, 2019).

2.9.1 Struktura aktivnog ugljena

Uobicajeni elementarni sastav aktivnog ugljena je: 88 % C, 0,5 % H, 0,5 % N, 1,0 % S 1 6-7 %
0. Udjel kisika je promjenjiv, a ovisi o vrsti materijala koji se aktivira i 0 uvjetima u procesu
aktivacije. Struktura aktivnog ugljena je mikrokristali¢na te se razlikuje od strukture grafita.
Klju¢na razlika je u medumolekulskoj udaljenosti koja kod grafita iznosi 0,335 nm, a kod
aktivnog ugljena je izmedu 0,34 i 0,35 nm. Aktivni ugljen sadrzi strukturu sa slobodnim
radikalima, odnosno strukturu s nesparenim elektronima. Ti ne spareni elektroni su stabilizirani
1 zaostali ured procesa karbonizacije, zbog pucanja veza na rubovima aromatskih ploca. Krajnji
atomi ugljika imaju nezasi¢ene valencije te iz tog razloga mogu medusobno djelovati s
heteroatomima kao $to su kisik, vodik, dusik i sumpor. To medudjelovanje dovodi do razli¢itih

vrsta povrSinskih skupina. Ako govorimo o veli€ini pora, temeljna razlika je praSkasti i
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granulirani aktivni ugljen (Slika 4). Aktivni ugljen u prahu ima tipi¢nu veli¢inu ¢estica manju
od 100x10° m, a najéesée vrijednosti su oko 15-25x10% m. Cak polovina proizvodnje aktivnog
ugljena je u praskastom oblik. Najcesce se primjenjuje tamo gdje otopljena tvar sporo difundira
u pore i tamo gdje bi bilo potrebno mnogo vremena da se postigne ravnoteza ukoliko bi se
upotrijebio granulirani oblik. Njegova primjena je u pro¢is¢avanju industrijskih i komunalnih
otpadnih voda, uklanjanju boje Secera, u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji te za
uklanjanje zive i dioksina iz struje dimnog plina. Pored svih gore navedenih prednosti aktivnog
ugljena, izmedu ostalog je i moguénost mijenjanja koli¢ine ovisno o procesu. No, s druge strane
javlja se problem gdje ga je teSko regenerirati jer ve¢ina industrijskih procesa vode do gubitka

ugljena te je regeneracija neisplativa (Lorena Koren, 2021.).

Slika 4. Razli¢iti oblici aktivnog ugljika (Grubisi¢ Cabo, 2019).

Ako pak govorimo o granuliranom aktivhom ugljenu, njegova prosjecna veli¢ina Cestica je
izmedu 1-5 mm. Koristi se za prociS¢avanje voda (za poboljSavanje boje, okusa i mirisa,
uklanjanje pesticida), za uklanjanje boja iz prehrambenih proizvoda, za uklanjanje aromatskih
spojeva tijekom sanacije voda 1 zemljiSta. Njegova prednost u odnosu na praSkasti aktivni
ugljen je niza cijena te Cinjenica da se moZze regenerirati te nakon toga ponovo upotrijebit.
Medutim, granulirani aktivni ugljen mora imati, uz odgovarajucu veli¢inu mikropora, i visoku
prividnu gustocu, visoku tvrdoc¢u 1 nizak indeks abrazije. Za ispunjenje ovih zahtjeva potrebno
je puno istrazivanja i razvoja (Grubisi¢ Cabo, 2019).

Struktura aktivnog ugljena je takva da je ¢vrst, porozan, ugljikov materijal koji se dobije iz
razliCitih izvora, kao $to su treset, ugljen, katran, kokos, drvo, celulozni ostatak i dr. Takoder
se dobije i iz nekih otpadnih materijala iz razli¢itih industrija. Veli¢ina i raspored pora,
specificna povrsina (koja doseze do 2500 m? /g pa 1 vise), granulacija 1 adsorpcijski kapacitet,
¢ine aktivni ugljen izvrsnim adsorbensom. Pored svih prednosti koje ima, jos uvijek ima jedan
od velikih nedostataka, a to je visoka cijena. Iz tog razloga se Cesto kao zamjena za aktivni

ugljen koriste i neki drugi prirodni materijali poput zeolita, glina, biopolimera i sl. Njihova
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adsorpcijska ucinkovitost je niza od ucinkovitosti aktivnog ugljena, ali su ekonomski

2.9.2 Uklanjanje klorofila iz konoplje aktivnim ugljenom

Ukoliko govorimo o primjeni aktivnog ugljena kod konoplje, koristi se za otklanjanje klorofila
iz konoplje tocnije za otklanjanje obojenih necistoca.

Aktivni ugljen jedna je od najpopularnijih opcija za uklanjanje klorofila i drugih neZeljenih
neaktivnih pigmenata iz etanolnih ekstrakata. Dok je aktivni ugljen vrlo u¢inkovit u uklanjanju
pigmenata, takoder je vrlo uéinkovit u uklanjanju aktivnih spojeva. Takoder rezultira mnogo
nizim prinosima zbog velike raspodjele veli¢ine pora i krhkosti ¢estica aktivnog ugljena. Drugi
problem s aktivnim ugljenom je njegovo prirodno podrijetlo 1 zagadenje koje nosi. Aktivni
ugljen se obi¢no dobiva iz kokosovih ljuski ili smole ili drveta. Pepeo ovih proizvoda sadrzi
veliki udio teskih metala. Kada se ugljik razgradi tijekom upotrebe, ti se metali rasporeduju po
ulju u vrlo malim cesticama. Postaje vrlo teSko, ako ne i nemoguce, ukloniti ih filtriranjem.
Mozda je najcesca tvrdnja o aktivnom ugljenu da, iako dobro uklanja boju, uklanja i Zeljene

kanabinoide (Mousavi i sur., 2016).

2.9.3 Adsorpcijske izoterme

Opc¢enito gledajuci adsorpcijska izoterma je bezdimenzionalna krivulja koja prikazuje fenomen
reguliranja zadrZavanja/otpuStanja ili mobilnosti tvari iz poroznog medija koji se nalazi u
tekudini ili tvari koja je otopljena u tekucini na krutu fazu pri konstantnoj temperaturi i pH-
vrijednosti. Adsorpcijska ravnoteZa (odnos adsorbata vezanog na adsorbens 1 ostatka adsorbata
u otopini) postiZe se tijekom dovoljno dugog vremena kontakta adsorbata i adsorbensa kada
viSe nema vezanja ili otpuStanja adsorbata. Opcenito, matematicka korelacija koja daje vaznu
ulogu za moguénost modeliranja 1 aplikacije dobivenih rezultata se graficki prikazuje kao odnos
adsorbensa i rezidualne koncentracije adsorbata. Takoder, fizikalno-kemijski parametri zajedno
s termodinamickim pretpostavkama pruzaju uvid u mehanizam adsorpcije, povrSinska svojstva
1 afinitet adsorbensa prema adsorbatu. Danas se koristi ¢itav niz adsorpcijskih izotermi kao $to
su na primjer Langmuirova, Freundlichova, Redlich—Petersonova, Koble—Corriganova,

Temkinova, te Brunauer, Emmett, Teller (BET), no moze se re¢i da niti jedna u potpunosti ne
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definira sve mogucée sustave adsorbent-adsorbat. Ipak, medu znanstvenicima najcesce

primjenjivane izoterme su Freundlichova i Langmuirova (Curko, 2013).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Uzorak

Prilikom izrade ovog rada koriSteni su osuSeni usitnjeni cvjetovi industrijske konoplje
(Cannabis sativa L. subsp. sativa) ubrani u okolici Virovitice 2020. godine.

3.1.2. Kemikalije

96 %-tni etanol, vodene otopine amonijevog formijata, mravlja kiselina, vodena otopina
acetonitrila, destilirana voda
3.1.3. Aparatura i pribor

Dekarboksilacija uzorka industrijske konoplje
[1 laboratorijski susionik, INKO (Zagreb, Hrvatska)

(1 plitka limena posuda
[ tehni¢ka vaga (WLC 2/A2/C/2), RADWAG (Poljska)
1 aluminijska folija

Ultrazvucna ekstrakcija uzorka konoplje, vakumska filtracija i uparavanje ekstrakta

[ analiticka vaga (Analytical plus), Ohaus (SAD)

(1 boca $trcaljka

] Biichnerov ljjevak

01 filter papir

(1 Falcon epruveta (50 mL)

1 metalna zlica

[J plasti¢na posuda

[J rashladni uloSci

[ rotacijski uparivac¢ (Hei-VAP), Heidolph (Njemacka)

(1 stakleno laboratorijsko posude- laboratorijska ¢asa (600 mL), stakleni Stapi¢, menzura (500
mL), tikvica s okruglim dnom (500 mL i 1 L), boca za odsisavanje (500 mL i 700 mL)

[ tehnicka vaga (WLC 2/A2/C/2), RADWAG (Poljska)

[] termometar

[ ultrazvuéni procesor (UP400St), Hielschler (Njemacka) koji se sastoji od sonde (@ 22, 2 mm)

[1 vakuumski koncentrator
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Analiza tekuéinskom kromatografijom visoke uéinkovitosti

- analiticka vaga

(1 HPLC posude za uzorke s ¢epovima (vials)
(1 kapaljka

(] laboratorijska ¢asa

1 mikrofilteri

1 odmjerna tikvica (10 mL)

[ plasti¢ne Sprice (2 mL)

[J Spatulica

[ tekuc¢inski kromatograf visoke djelotvornosti (1260 Infinity), Agilent Technologies (SAD)

3.2. Metode

3.2.1. Dekarboksilacija uzoraka konoplje

Proces dekarboksilacije uzorka konoplje provodi se prema radu Moreno i sur. (2020). U limenu
posudu na tehnickoj vagi izvaze se 70 g uzorka osuSenih i usitnjenih cvjetova industrijske
konoplje te se ravnomjerno rasporedi po dnu posude. Posuda se zatim prekrije aluminijskom
folijom, te ide u suSionik na temperaturi od 120 °C i u vremenskom periodu od 30 minuta.
Zatim se posuda s pokrivenim uzorkom hladi dok ne postigne sobnu temperaturu (~23 °C).
3.2.2. Uklanjanje klorofila

3.2.2.1 Aktivnim ugljenom — peleti, mljeveni peleti, granule i mljevene granule

Za provodenje ekstrakcije koristili smo aktivni ugljen u obliku peleta i kao granulirani oblik.
Oba oblika aktivnog ugljena smo dodatno 1 samljeli. Postupak smo provodili uz pomo¢
magnetske mijesalice. Koristili smo otopinu od 50 mL etanolnog ekstrakta u koju smo dodali
1,51 10 % aktivnog ugljena. Uzorak smo uzimali u razdoblju nakon 1, 2, 3, 4, i 24h. Uzorci su
profiltrirani preko filter papira i razrijedeni s etanolom (96 %) u omjeru 200 mL otopini i 2800
mL etanola. Tako razrijedeni uzorci su dalje mjereni na spktrofotometru uz 96 % etanol kao
slijepa proba.

3.2.2.2 Zemljom za bijeljenje

Prilikom ekstrakcije koristili smo 5 % zemlju za bijeljenje koju smo zagrijavali. Zagrijavanje
smo provodili na magnetskoj mijesalici na temperaturi od 70 °C. Postupak je trajao 2 sata, a

uzorak smo uzimali na svakih 30 min.
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3.2.3 Spektrofotmetrijsko odredivanje klorofila a, klorofila b 1 ukupnih karotenoida
Princip metode:

Spektrofotometrijsko odredivanje klorofila a, klorofila b i ukupnih karotenoida bazira se na
principu da svaki fotosintetski pigment ima svoj jedinstveni apsorpcijski spektar s
apsorpcijskim maksimumima pri odredenim valnim duljinama. Klorofili najbolje apsorbiraju
svjetlost u plavom i crvenom dijelu vidljivog spektra pri ¢emu je apsorpcijski maksimum za
klorofil a (Ch-a) u plavom (~430 nm) te u crvenom dijelu spektra (~660 nm), dok se
apsorpcijski maksimumi za klorofil b (Ch-b) nalaze izmedu dvaju maksimuma klorofila a (Ch-
a) i to na oko 450 i 640 nm (Abou-Arab i sur., 2010; Barba i sur., 2015).

Aparatura i pribor:

e Spektrofotometar (VWR UV-1600PC Spectrophotometer)

e Staklene kivete

e Mikropipete Eppendorf (100 mL i 1000 mL)
e Staklene epruvete i stalak za epruvete

e Staklena ¢aSa, volumena 50 mL

Reagensi:
e 96 % -tni etanol

Postupak odredivanja:

Dobivene ekstrakte cvijeta konoplje za kvantitativno odredivanje klorofila a, klorofila b i
karotenoida je potrebno prethodno razrijediti s 96 %-tnim etanolom te se potom mjeri
apsorbancija na 470 nm, 649 nm i 664 nm. Na isti na¢in pripremi se i slijepa proba, gdje se
umjesto uzorka uzima 96 %-tni etanol. Svako mjerenje provedeno je u paraleli. Apsorbanciju
slijepe probe potrebno je oduzeti od apsorbancije uzorka te se tako dobivena vrijednost koristi
za izraCunavanje kona¢nog rezultata.

Razrjedenja:

Uzorci pod brojevima 1 — 4 razrijedeni su 5 puta: na 1 mL ekstrakta dodano je 4 mL 96 %-tnog
etanola. Uzorci pod brojevima 5 — 12 razrijedeni su 10 puta: na 300 pL ekstrakta dodano je
2700 uL 96 %-tnog etanola. Uzorci pod brojevima 13 — 16 razrijedeni su 15 puta: na 200 pL
ekstrakta dodano je 2800 uL 96 %-tnog etanola.

Udjeli klorofila a i b te karotenoida racunaju se prema slijede¢im jednadzbama. Uzorke smo

filtrirali preko obi¢nog filtar papira (Sumanta i sur., 2014):

Etanol:
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Ca (ug mL™1) =13,36 Asss — 5,19 Asao [1]

Cpb (ng mL™) =27,43 Ao — 8,12 Ases [2]

Cx+e) (ug mL™1) =(1000 As70 —2,13Ca— 97,63 Cp) / 209 [3]

gdje su:

A = apsorbancija

Ca = klorofil a

Cp = Klorofil b

Cx+c) = karotenoidi (ksantofili + karoteni)

Dobivene vrijednosti masenih koncentracija (mg L) potom su preradunate i izrazene kao mg
mL™,

Langmuirov adsorpcijski model

Langmuirova adsorpcijska izoterma prvenstveno je nastala kako bi objasnila adsorpciju iz
plinovite na krutu fazu aktivnog ugljena te je tradicionalno koriStena za prikazivanje uspjesnosti
adsorpcije raznih bioloskih adsorbensa. U svome matematiCkom obliku, ova izoterma
pretpostavlja da se adsorpcija odvija u monomolekularnom sloju adsorbirane tvari na fiksnom
broju mjesta vezanja koja su jednaka i bez lateralnih interakcija adsorbiranih tvari. Osim toga,
ova izoterma pretpostavlja homogenu adsorpciju tvari koje imaju jednaku sorpcijsku energiju i
entalpiju. Graficki prikaz ove izoterme prikazan je kao plato, koji predstavlja adsorpcijsku
ravnotezu pri kojoj viSe nama vezanja ili otpuStanja tvari. Matematicki prikaz Langmuirove
adsorpcijske izoterme u eksponencijalnom obliku prikazan je jednadzbom (4) te u linearnom
obliku jednadzbom (5):

Qo*KLxye
1+KLxye (4)

qe=

1_1 1 1
o e * e ©)
ge Qo 1KL+*Qo vye

gdje je: ge masa adsorbirane tvari po jedinici mase adsorbensa (mg/g)
Qo maksimalni jednoslojni kapacitet vezanja adsorbata (mg/g)
KL konstanta povezana sa energijom sorpcije (L/mg)

ye koncentracija tvari u otopini pri ravnoteZnim uvjetima (mg/L)
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Podaci opisani Langmuirovom jednadzbom prikazuju se krivuljom ovisnosti 1/qe i 1/ye koja
ima linearan oblik sa odsjeckom 1/(K.*Qo) i nagibom 1/Q,. Utvrdivanje konstanti u
adsorpcijskim izotermama provodi se u cilju definiranja vrste adsorpcije u pojedinom sustavu
adsorbat — adsorbens, a $to je vazan podatak pri prora¢unima i projektiranju adsorpcijskih
uredaja. Adsorpcijske izoterme daju, dakle, uvid u kapacitet pojedinog adsorpcijskog materijala

za adsorpciju pojedine vrste otopljene tvari.

Osim toga, konstante dobivene izraunom Langmuirovog modela mogu se upotrijebiti kako bi
se izraCunala izvedivost adsorpcije ovisno o pocetnoj koncentraciji Co. Tako su Weber i
Chakravorti prema nelinearnom obliku Langmuirovog izraza pretpostavili da oblik izoterme
moze predstavljati ucinkovitost adsorpcije te su to prikazali izrazom (6) gdje se odreduje

bezdimenzionalni koeficijent separacije Ry:

RL== ———— (6)

1+ KL+ Co

gdje je Ki konstanta povezana sa energijom sorpcije (L/mg) i Co po¢etna koncentracija tvari
(mg/L). U ovom kontekstu nize vrijednosti R upuéuju da je adsorpcija uéinkovita (0<R.<1),

neucinkovita (R>1), linearna (R.=0) i ireverzibilna (R_=0) .
Freundlichov adsorpcijski model

Freundlichov adsorpcijski model objasnjava ne-idealnu i reverzibilnu adsorpciju. Ovaj model
moze se primijeniti na viSeslojnu adsorpciju s neuniformiranom raspodjelom energije
adsorpcije i afiniteta preko heterogene povrSine adsorbensa. Ovakav prikaz adsorpcijskog
modela govori da je koli¢ina adsorbiranog materijala suma svih tvari koje su adsorbirane, da se
prvo vezu ona mjesta koja imaju jacu energiju veze te da tijekom vremena dolazi do smanjenja
energije adsorpcije (ili brzine) do trenutka postizanja ravnoteZze. Nagib ove izoterme se krece
od 0 do 1 1 predstavlja intenzitet adsorpcije ili intenzitet heterogenosti povrsine, pa nagib blizu
0, predstavlja visoku heterogenost. Matematicki prikaz ovog modela dan je u jednadzbi (7) u

eksponencijalnom obliku i jednadzbi (8) u linearnom obliku:

ge = Kp xye Y™ (7)
log g, = log Ky +—-log y. (8)

gdje je: ge masa adsorbirane tvari po jedinici mase adsorbensa (mg g™)
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ve koncentracija tvari u otopini pri ravnoteznim uvjetima (mg L™?)
Kr Freundlichova konstanta izoterme koja predstavlja kapacitet adsorpcije (mg g%)-(L g™)"
n konstanta intenziteta adsorpcije

Parametar Kr u Freundlichovoj jednadzbi prvenstveno se odnosi na kapacitet adsorbensa za
pojedini adsorbat, a 1/n je funkcija adsorpcijske sile. Za fiksne vrijednosti ye i 1/n, porastom
vrijednosti parametra Kr raste i kapacitet ge. Osim toga, za fiksne vrijednosti Kr i ge, SManjenje
vrijednosti 1/n predstavlja ja¢u adsorpcijsku vezu. Kada parametar 1/n tezi vrlo malim
vrijednostima, adsorpcijski kapacitet ge postaje neovisan o promjeni vrijednosti ravnotezne
koncentracije otopljene tvari ye, dok za velike vrijednosti parametra 1/n adsorpcijske veze slabe
I vrijednost ge se znacajno mijenja s malim promjenama ravnotezne koncentracije ye. Graficki
se prikazuje prema jednadzbi (9) u linearnom obliku u log-log dijagramu gdje se crta pravac u

ovisnosti log g, 0 log y. sa odsjeckom y-o0si log K i nagibom 1/n.

3.2.4 Ultrazvucna ekstrakcija uzoraka konoplje

Na tehnickoj vagi izvazite masu uzoraka kanabisa u laboratorijsku ¢asu (600 mL). Volumen
etanola (96 %) izmjeren u asi prebacen je u laboratorijsku ¢asu zajedno s uzorkom, a dobivena
smjesa je mijeSana staklenom Sipkom radi homogenizacije. Omyjer suhe tvari i etanola prikazan
je u tablici

Svi uzorci su dekarboksilirani (opisano u odjeljku 3.2.1) prije procesa ekstrakcije. Tako
pripremljen uzorak stavlja se u vodenu kupelj koja se sastoji od plasticne posude napunjene
hladnom vodom 1 rashladnog cilindra, a ultrazvu¢na sonda, otprilike 2 cm, uronjena je u
laboratorijsku ¢asu) i pokrenite ultrazvuk (Slika 5). Ultrazvuéna ekstrakcija provedena je prema
optimiranim parametrima u Zavr$nom radu (Jambrovi¢, 2021). Ukratko, uvjeti ekstrakcije 6
min, 50 g konoplje u 375 mL etanola, 100 % amplitude. Nakon ultrazvuéne ekstrakcije
izmjerena je temperatura uzorka, zatim je ekstrakt profiltriran i filtrat je prvo uparen na
vakuumskom rotacijskom uparivac¢u. Oko 40 mL ekstrakta je kvantitativno prebaceno u Falcon
epruvetu na 60 °C i 250 mbar (Slika 6), prethodno izvagane na analitickoj vagi i dalje isparene

do suhog u vakuumskom koncentratoru.
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UP400St

Slika 6. Uparavanje ekstrakta na rotiraju¢em uparivacu (osobne fotografije)

3.2.5. Odredivanje kanabinoida primjenom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti

Do suhog upareni ekstrakt je tamnozelene smolaste konzistencije te je potrebno, prije same
provedbe kvantifikacije i1 identifikacije kanabinoida primjenom tekuc¢inske kromatografije

visoke djelotvornosti, pripremiti otopinu poznate koncentracije tako $to se na analitickoj vagi
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odvaze masa od 0,25 g u odmjernu tikvicu od 10 mL te se najprije doda mala koli¢ina etanola
(96 %) kako bi se dobiveni suhi ekstrakt otopio te se odmjerna tikvica nadopuni etanolom (96
%) do oznake. Tako pripremljena otopina ekstrakta predstavlja uzorak za analizu te se pomocu
Sprice i mikrofiltera prebaci u HPLC viale-u i podvrgava kromatografskoj analizi. U analizi je
koristena kromatografska kolona Kinetix® C18 (150x4,6 mm, 2,6 um, 100 A) (Phenomenex,
SAD). U sustav se automatskim injektorom injektira 20 uL uzorka, u dva ponavljanja. Mobilna
faza je dvokomponentna (A i B) te se sastoji od A: 20 mM amonijevog formijata u mravljoj
kiselini (pH 2,9) i B: acetonitrila. Provodi se izokratna eluacija (A:B=24:76) pri protoku od 1,5
mL min-! i temperaturi kolone 40 °C. Detekcija analita to jest kanabinoida vr$i se pomoc¢u
detektora s nizom dioda (engl. Diode array detector, DAD) snimanjem pri valnoj duljini od 228
nm. Identifikacija pikova na kromatogramima vrSila se usporedbom retencijskih vremena

poznatih Cistih standarada s retencijskim vremenima uzoraka.

3.2.6 Obrada podataka
Statisticka obrada podataka koristena je kako bi se utvrdio utjecaj vremena tretmana i

postotka aktivnog ugljena na udio pojedinih klorofila, karotenoida, CBDA, CBD i ukupnih
kanabinoida u etanolnom ekstraktu industrijske konoplje. Provedena je analiza varijance
(ANOVA), (Microsoft Inc. 2019).
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4.REZULTATI | RASPRAVA

U svijetu je sve vece zanimanje za uzgoj industrijske konoplje zbog njezine velike iskoristivosti
u razli¢itim podrucjima te iz tog razloga postaje sve prisutnija u nasim zivotima. Klorofil je
biljni pigment koji se nalazi u zelenim dijelovima biljke i smatra se vizualno i senzorski
nepozeljnim u ekstraktu industrijske konoplje te je glavni cilj naseg istrazivanja zapravo bio
ukloniti Kklorofil iz ekstrakta lista i cvijeta konoplje pomoc¢u aktivnog ugljena. Prvo su
provedena preliminarna istrazivanja u kojima se pratio udio otklanjanja klorofila i utjecaj na
karotenoide pomocu 4 oblika aktivnog ugljena (sitni ugljen, sitni ugljen mijeveni, peleti, peleti
mljeveni). Nakon preliminarnih istrazivanja, odabrani su mljeveni pelet aktivnog ugljena i
zemlja za bijeljenje, jer su se pokazali kao najucinkovitiji u procesu otklanjanja klorofila.
Uklanjanje klorofila provedeno je u etanolnom ekstraktu industrijske konoplje u razdoblju od
2 h i mjerenjima svakih 30 min uz razli¢ite postotke aktivnog ugljena (1, 51 10 %). Iz rezultata
mozemo zakljuciti da je sadrzaj klorofila smanjen proporcionalno dodanoj koli¢ini aktivnog
ugljena 1 vremenu tretmana. Nazalost, pored klorofila doslo je i do smanjenja udjela
karotenoida, kanabidiola (CBD) i1 ukupnih kanabinoida te smo takoder promatrali njihove
promjene kroz 2 sata gdje smo koristili uzorke tretirane s 1, 5 i 10 % mljevenih peleti aktivnog

ugljena.
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4.1 Preliminarna istraZivanja uklanjanja Kklorofila i utjecaja na udio karotenoida

Oblici ispitivanoq aktivnog ugljena:

e Sitni ugljen
e Sitni ugljen mljeveni
o Peleti

o Peleti mljeveni

12,00
10,00
8,00

6,00

mg mL?

4,00
2,00

0,00
Oh 1h 2h 3h 4h 24h

Vrijeme(h)

Slika 7. Utjecaj dodatka aktivnog ugljena (1 %) na koncentraciju ukupnog klorofila- sitni

ugljen

Kod preliminarnih istrazivanja, za odredivanje koncentracije klorofila provedene su analize u
laboratoriju primjenom aktivnog ugljena u vise oblika (sitni ugljen, sitni ugljen mljeveni, peleti
1 peleti mljeveni). Istrazivanje se provodilo u periodu od 24h. Najprije su pracene promjene
svakih 1h u prvih Cetiri sata te nakon toga smo uzorak ostavili 1 ponovno promotrili nakon 20h.
Prva analiza za uklanjanje klorofila bila je provedena primjenom sitnog ugljena. 1z dobivenog
grafa (slika 7.) uoavamo da dodavanjem 10 mg mL™ sitnog ugljena u otopinu etanolnog
ekstrakta pocinje opadati koncentracija klorofila. U prvih Cetiri sata, na svakih sat vremena,
mozemo primijetiti da koncentracija ravnomjerno opada. Pa tako iz prikazanog grafa vidimo
da se koncentracija klorofila nakon 4h smanjila ispod 4 mg mL™?. U daljnjem periodu
primjecujemo nagli porast koncentracije, tj otpustanje klorofila vezanog na aktivni ugljen.

Nakon 24h kada smo ponovno izvrsili o¢itavanje, koncentracija raste na skoro 8 mg mL™.
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Slika 8. Utjecaj dodatka aktivnog ugljena (1 %) na koncentraciju ukupnog klorofila - sitni
ugljen/mljeveni

Za drugu analizu koristili smo drugaciji oblik aktivnog ugljena (sitni ugljen/mljeveni) koji smo
takoder dodavali u otopinu etanolnog ekstrakta i pratili kroz period od 24h (slika 8.). Pocetna
koncentracija klorofila kroz prva cetiri sata postepeno opada. Kroz prvih sat vremena,
koncentracija pada sa 10 mg mL™ na7 mg mL™ i ostaje ista kroz sljede¢ih 1h. U periodu izmedu
2-3h ponovno pocinje opadati te je nakon tri sata iznosila +4 mg mL™. Zaklju¢ujemo da se u
ovom periodu ponovno smanjila za 3 mg mL™. Daljnjim djelovanjem sitnog ugljena/mljevenog
koncentracija minimalno raste te do 24h poraste na priblizno 6 mg mL™.
Zakljucujemo da je koncentracija nakon 24h skoro jednaka koncentraciji klorofila koja je bila
u prvih sat vremena nakon tretmana sitnim ugljenom/miljevenim.

12,00

10,00

8,00

6,00
o0 o \
2,00

0,00

mg mL?

Oh 1h 2h 3h 4h 24h
Vrijeme(h)

Slika 9. Utjecaj dodatka aktivnog ugljena (1 %) na koncentraciju ukupnog klorofila — peleti
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Za razliku od prve dvije analize, u trecoj analizi koristili smo peleti aktivnog ugljena koje smo
takoder dodavali u otopinu etanolnog ekstrakta.
Nakon poéetne koncentracije klorofila od 10 mg mL™ iz dobivenog grafa (slika9.) uo¢avamo
znatni pad koncentracije klorofila ve¢ u prvih sat vremena gdje se koncentracija duplo smanjila
te je u sljedeéih sat vremena nastavila lagano opadati i nakon 2h je iznosila 4 mg mL™. Kroz
naredna 2h, koncentracija se nije znatno mijenjala, ali nakon &etvrtog sata opada na 2 mg mL*
u periodu od 20h.
Iz ovog grafa mozemo zakljuciti da se koncentracija klorofila znatno smanjila te primje¢ujemo
da je metoda primjenom peleti mnogo efikasnija i bolja usporedujuéi sa prosle dvije metode
gdje smo primjenjivali sitni ugljen i sitni ugljen/mljeveni.

12,00

10,00

8,00

6,00

mg mL1

4,00
2,00

0,00
Oh 1h 2h 3h 4h 24h

Vrijeme(h)

Slika 10. Utjecaj dodatka aktivnog ugljena (1 %) na koncentraciju ukupnog klorofila -

peleti/mljeveni

Zadnja analiza koju smo provodili bila je primjenom peleti/mljevenog aktivnog ugljena i iz
prikazanog grafa (slika 10.) moZemo sa sigurno$¢u rec¢i da je najbolja od dosad spomenutih
metoda.

Kroz prvih sat vremena primjec¢ujemo jako veliki pad i smanjenje koncentracije klorofila na
¢ak 3 mg mL. Prate¢i dalje u naredna dva sata, vidimo da je koncentracija skoro bez promjena,

ali u periodu izmedu 3-4h nastavlja opadati do 24h i skoro postiZe potpuni nestanak.
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Nakon sve Cetiri provedene analize ustvrdili smo da je najefikasnija metoda za uklanjanje
klorofila metoda primjenom peleti/mljevene jer i nakon 24h od tretiranja primjecujemo da se

koncentracija ne povecéava.
Na temelju provedenih preliminarnih istrazivanja odluceno je da nastavak istrazivanja radimo

s mljevenim peletima u razli¢itim postotcima (1, 51 10 %), u kra¢em vremenskom intervalu od

2h i mjerenjima koncentracije klorofila i karotenoida svakih 30 min.
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4.2 Mjerenje koncentracije klorofila nakon preliminarnih istrazivanja-bijeljenje

Tablica 1. Mjerenje koncentracije pigmenata u etanolnim otopinama industrijske konoplje nakon tretmana mljevenim peletima aktivnog ugljena

i zemlje za bijeljenje

BEZ DEKARBOKSILACIJE

DEKARBOKSILACIJA 30 min na 130 C

mg mL™*! Omin | 30min 60 90 120 mg mL* Oh 30min | 60 90 120
min min min min min min
Klorofil a (C,) *° 6,66 6,61 3,09 3,83 4,61 Klorofil a (C,) £° 6,79 4,29 4,69 451 2,55
1% akt ugljena u 50ml _ _ _ _
Klorofil b (Cp)? 2,70 2,61 1,53 1,38 1,76 Klorofil b (Cp)? 2,89 1,41 1,51 1,51 1,71
Karotenoidi*? 1,53 1,53 0,59 | 0,93 | 1,08 | Karotenoidi? 1,48 | 1,08 1,19 |1,12 | 0,30
Klorofil a (C,) *? 6,66 1,46 1,97 | 1,75 | 1,30 | Klorofil a (C,)*? 6,79 | 1,39 1,75 | 1,33 | 1,62
5% akt ugljena u 50ml _ _ _
Klorofil b (Cp)? 2,70 0,98 1,98 1,78 0,39 Klorofil b (Cp)? 2,89 0,48 1,29 0,88 2,39
Karotenoidi*? 1,53 0,16 nd nd 0,31 | Karotenoidit?® 1,48 | 0,32 0,14 | 0,15 | nd
Klorofil a (C5) ° 6,66 | 0,98 044 | 035 |021 | Klorofila (Ca)t® 6,79 | 0,40 049 | 083 |044
10% akt ugljena u 50ml _ _
Klorofil b (Cp)® 2,70 1,98 0,75 0,75 0,35 Klorofil b (Cp)® 2,89 0,54 0,97 1,71 0,90
Karotenoidi*? 1,53 nd nd nd nd Karotenoidi*? 1,48 | nd nd nd nd
5% zemlja za bijeljenje Klorofil a (Cy) 6,66 3,09 4,09 4,10 5,86 Klorofil a (Cy) 6,79 3,71 4,43 3,90 3,80
uz zagrijavanje na 70°C Klorofil b (Cp) 2,70 1,39 1,68 1,99 2,29 Klorofil b (Cp) 2,89 1,28 2,45 1,75 1,75
u 50ml Karotenoidi 1,53 0,64 0,91 0,79 1,34 Karotenoidi 1,48 0,92 0,74 0,81 0,77

£yrijeme tretmana ima znac¢ajan utjecaj (p<0,05)

304 aktivnog ugljena ima znacajan utjecaj (p<0,05)
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Nakon preliminarnih istrazivanja provedeno je mjerenje koncentracije klorofila bijeljenjem
kroz 120 minuta. U tablici 1. su prikazane promjene koncentracije klorofila a (Ca), klorofila b
(Cp) i karotenoida na svakih 30 minuta. Prvo istrazivanje vrsilo se s uzorcima prije procesa
dekarboksilacije, a drugo nakon dekarboksilacije u periodu od 30 minuta pri 130 °C. Analize
su provedene sa 1, 51 10 % ugljenom kao i sa 5 % zemljom za bijeljenje. Koristili smo otopinu
od 50 mL etanolnog ekstrakta u koju smo dodali 1, 5 i 10 % aktivnog ugljena.. U istrazivanju
bez procesa dekarboksilacije, sa 1 % aktivnim ugljenom, primje¢ujemo da je koncentracija
klorofila a (Ca) nakon sat vremena smanjena za 53,60 % , medutim u periodu izmedu 1-2h
ponovno primje¢ujemo porast, te nakon 2h je koncentracija klorofila smanjenja za 30,7 % u
odnosu na pocenu vrijednost. Takoder do smanjenja dolazi i kod klorofila b (Cp) gdje je
smanjenjen za 43,3 % u prvih sat vremena te smanjenje karotenoida za 86 % . Odredivanje
koncentracije klorofila primjenom 5 % aktivnog ugljena, u prvom satu provodenja procesa
koncetracija klorofila se smanjuje cak za 70,42 %, te nakon 2h ona opada za joS 34 %
Koncentracija klorofila b (Cp) je takoder u prvih sat vremena smanjena za 26,6, te nakon te
koncentracije u sljede¢ih sat vremena je opala naglo za 80 % . I Kocentracija karatonoida je
nazalost smanjenja za 79,7 %, a vidimo da su u periodu izmedu 1-2h ¢ak smanjeni i ispod 0.
Koristenjem 10 % aktivnog ugljena smanjenje klorofila je takoder prisutno. Koncentracija
klorofila a (Ca) i klorofila b (Cp) su znatno smanjene za 96,8 % (Ca) i 87 % (Cb) nakon 2 sata
u odnosu na poéetnu koncentraciju. Sto se ti¢e karotenoida zakljuéili smo da u zadanom periodu
oni nisu detektirani.

Odredivanje koncentracije klorofila primjenom zemlje za bijeljenje (5 % uz zagrijavanje na 70
°C), klorofil a (Ca), Klorofil b (Cp) kao i karotenoidi imali su veoma blago smanjenje
koncentracije ovim tretmanom. Klorofil a (Ca) se smanjio tek za 12 % , klorofil b (Cb) za 15
% 1 karotenoidi za 12 %, u odnosu na pocetne koncentracije.

Promatranjem rezultata pri provodenju procesa dekarboksilacije, primjenom 1 % aktivnog
ugljena iz rezultata uo¢avamo da koncentracija klorofila a (Ca) u prvih sat vremena pada za 30
% u odnosu na pocetnu koncentraciju te u sljedecih sat vremena jo§ za 45,6 % opada. kao i
koncentracija karotenoida koja je smanjena za 72,2 % s obzirom na pocetnu vrijednost, dok
se koncentracija klorofila b (Cp) smanjila za 47 % u prvih sat vremena te nakon 2 h provodenja
procesa narasla za 13 % u odnosu na zadnju vrijednost. Odredivanje koncentracije klorofila
primjenom 5 % aktivnog ugljena koncentracija klorofila a (Ca) opada te je nakon 2 sata opala

cak za.81 % Koncentracija klorofila b (Cp) varira gdje u prvih sat vremena dolazi do pada
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koncentracije za 55 %, gdje nakon toga vrijednost skace za 80 % 1 vraca se priblizno pocetnoj
koncentraciji. Gledajuéi rezultate dobivene za karotenoide, vidimo da je njihova koncentracija
nakon 2 sata opala ispod 0.

Odredivanje koncentracije klorofila primjenom 10 % aktivnog ugljena dolazi do znafajanog
pada koncentracije klorofila a (Ca) za 93,5 % i klorofila b za 68,8 % (Cy) nakon 2 sata. U oba
slu¢aja vidimo blagi porast koncentracije izmedu 1-2 sata nakon c¢ega slijedi ponovno
smanjenje. Pogledamo li koncentraciju karotenoida vidimo da njihova koncentracija nije
definirana.

Odredivanje koncentracije klorofila primjenom zemlje za bijeljenje (5 % uz zagrijavanje na 70
°C) primjec¢ujemo postepeno smanjenje i nakon 2 sata se koncentracija klorofilaa (Ca) smanjuje
za 44 % , a koncentracija klorofila b (Cb) tek za 23, 58 % nakon 2 sata tretmana. Vrijednost
karotenoida pri tretmanu od 2 sata opada za 42,5 %.

Na kraju promatrajuci sve rezultate dolazimo do zakljucka da je najbolji u€inak na smanjenje

klorofila ali i karotenoida imao 10 % aktivni ugljen u periodu od 2 sata.

U svom istrazivanju (Liang i sur., 2017.) su se bazirali na smanjenju klorofila u hladno
presanom ulju sjemenki konoplje pomocu ultrazvuénog izbjeljivanja. Tijekom ovog
istrazivanja koriStene su 3 razlicite gline, Sepiolite (SP), aktivirani bentonit (ABT) i industrijska
glina (IC). Sadrzaj klorofila je znacajno smanjen od 0,056 mg mL™ u neobradenom ulju na
0,014 mg mL * (IC + 20 % snage ultrazvuka), 0,009 mg mL ** (ABT +20 % snage ultrazvuka)
i 0,007 mg mL "t (SP + 20% snage ultrazvuka) u uljima tretirana sepiolitom, aktiviranim
bentonitom i industrijskom glinom. U¢inkovitost ultrazvuka izbjeljivanja u smanjenju ukupnog
sadrZaja klorofila iznosila je 86,1 % (IC + 20 % snage ultrazvuka) > 82,4% (ABT +20 % snage
ultrazvuka) > 73,7% (SP + 20% snage ultrazvuka). U nasem istrazivanju u kojem smo koristili
aktivni ugljen u vise oblika 1 zemlju za bijeljenje, moZemo sa sigurnoscu rec¢i da je najefikasnija
metoda za uklanjanje klorofila metoda primjenom peleti/mljevene. Koristili smo 1, 5, i 10 %
aktivni ugljen peleti/ mljevene. Sadrzaj klorofila nakon 2 sata znacajno je smanjen sa 9,3 mg
mL " na 5,21 mg mL (1 % aktivni ugljen), 3,53 mg mL™" (5 % aktivni ugljen), 1,1 mg mL™*
(10 % aktivni ugljen) 1 6,09 mg mL™! (zemlja za bijeljenje). Smanjenje klorofila iznosi 88,17
% > (10 % aktivni ugljen), > 62,04 % (5 % aktivni ugljen), > 43,97 % (1 % aktivni ugljen), >
34,51 % (zemlja za bijeljenje). Najbolje rezultate je imao 10 % aktivni ugljen. Prilikom
primjene te metode klorofil se skoro u potpunosti otklonio. Za razliku od istrazivanja (Liang i
sur., 2017), koji su koristili ultrazvuk pri procesu bijeljenja, mi smo u naSem istrazivanju

koristili magnetsku mijeSalicu. Usporedujuci rezultate ovih dvaju istraZivanja, mozemo reci da
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je u oba slucaja postignut cilj smanjenja klorofila. Uz smanjenje klorofila, nazalost, doslo je 1
do smanjenja karotenoida. U istrazivanju (Liang i sur., 2017) sadrzaj karotenoida se znatno
smanjio nakon ultrazvuénog izbjeljivanja. Sadrzaj karotena je smanjen sa 0,023 mg mL  u
neobradenom ulju na 0,002 mg mL %, 0,004 mg mL i 0,002 mg mL %. U nagem istraZivanju
sadrzaj karotenoida je smanjen sa 1,53 mg mL " na 0,93 mg mL " (1 % aktivni ugljen), 0,31
mg mL (5 % aktivni ugljen), nisu detektirani (10 % aktivni ugljen), 1,34 mg mL* (zemlja za
bijeljenje). Na temelju ovih rezultata jest ocito da je poboljSano brzo otklanjanje pigmenata u

oba slucaja.

4.3 Adsorpcijske izoterme
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Slika 11. Langmuirova izoterma adsorpcije klorofila a (Ca) na mljevene pelete aktivnog
ugljena u etanolnom ekstraktu kroz 2 h pri sobnoj temperaturi; ekstrakt konoplje prije

dekarboksilacije

Ukoliko promatramo koeficijent determinacije (R?) za graf (slika 11.) adsorpcije klorofila a (Ca)
na mljevene pelete aktivnog ugljena u etanolnom ekstraktu prije dekarboksilacije, vidimo da

njegova vrijednost iznosi 0,9019.

35



45
40
35
30

2 [T

g 20 e [ J
15 '
10 ®

y = 10,78x + 3,2439
R>=0,6974

1/ye

Slika 12. Langmuirova izoterma adsorpcije Klorofila b (Cb) na mljevene pelete aktivnog
ugljena u etanolnom ekstraktu kroz 2 h pri sobnoj temperaturi; ekstrakt konoplje prije

dekarboksilacije

Promatraju¢i graf (slika 12.) adsorpcije klorofila b (Cb) na mljevene pelete aktivnog ugljena u
etanolnom ekstraktu prije dekarboksilacije, uo¢avamo da koeficijent determinacije (R?) iznosi
0,6974.
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Slika 13. Langmuirova izoterma adsorpcije klorofila a (Ca) na mljevene pelete aktivnog
ugljena u etanolnom ekstraktu kroz 2 h pri sobnoj temperaturi; ekstrakt konoplje nakon

dekarboksilacije
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Promatranjem grafa (slika 13.) adsorpcije klorofila a (Ca) na mljevene pelete aktivnog ugljena
u etanolnom ekstraktu, nakon dekarboksilacije, vidimo da je vrijednost koeficijenta
determinacije (R?) 0,797.
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Slika 14. Langmuirova izoterma adsorpcije Klorofila b (Cb) na mljevene pelete aktivnog
ugljena u etanolnom ekstraktu kroz 2 h pri sobnoj temperaturi; ekstrakt konoplje nakon

dekarboksilacije

Kod grafa (slika 14.) adsorpcije klorofila b (Cp) na mljevene pelete aktivnog ugljena u

etanolnom ekstraktu, nakon dekarboksilacije, koeficijent determinacije (R?) iznosi 0,0762.

Ukoliko govorimo o koeficijentu determinacije, poznato je da Sto su vrijednosti blize 1 to je
model reprezentativniji. Promatraju¢i ova cetiri grafa, dolazimo do zakljucka da je
najreprezentativniji model za klorofil a (Ca) prije dekarboksilacije, s obzirom da njegova
vrijednost iznosi 0,9019. Model koji je najmanje reprezentativan je za klorofil b (Cb) nakon

dekarboksilacije i njegova vrijednost iznosi R?>=0,076.
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Tablica 2. Langmuirove konstante za adsorpciju klorofila a (Ca) i b (Cb) na mljevene pelete

aktivnog ugljena u etanolnom ekstraktu

Adsorbens Klorofil | Q, (mg/g) K.
(L/mg)

Mljeveni peleti Ca 0,167 2,93
Prije dekarboksilacije

Mljeveni peleti Co 0,308 0,3

Miljeveni peleti Ca 0,347 0,49
Nakon dekarboksilacije

Miljeveni peleti Co 0,013 -2,22

Promatrajuci tablicu 2. vidimo da je vrijednost KL oba slucaja obrade ekstrakta veca za
klorofil a (Ca). No, iako je Qo za klorofil b (Cb) bio visi, §to samim tim upucuje na vecu
koli¢inu vezanja za aktivni ugljen, s obzirom da ima manju konsntantu KL tada je ipak snaga
vezanja znatno loSija u odnosu na klorofil a (Ca).
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Slika 15. Freundlichova izoterma adsorpcije klorofila a (Ca) na mljevene pelete aktivnog
ugljena u etanolnom ekstraktu kroz 2 h pri sobnoj temperaturi; ekstrakt konoplje prije

dekarboksilacije

Promatranjem Freundlichovu izotermu (slika 15.) adsorpcije klorofila a (Ca) na mljevene pelete
aktivnog ugljena u etanolnom ekstraktu prije dekarboksilacije, vidimo da je koeficijent
determinacije (R?) 0,9701. S obzirom da je rezultat priblizno 1, mozemo reéi da je ovaj model

reprezentativan.
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Slika 16. Freundlichova izoterma adsorpcije klorofila b (Cb) na mljevene pelete aktivnog
ugljena u etanolnom ekstraktu kroz 2 h pri sobnoj temperaturi; ekstrakt konoplje prije

dekarboksilacije

Koeficijent determinacije (R?), za Freundlichovu izotermu (slika 16.) adsorpcije klorofila b
(Cb) na mljevene pelete aktivnog ugljena u etanolnom ekstraktu prije dekarboksilacije, iznosi
0,8121.
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Slika 17. Freundlichova izoterma adsorpcije klorofila a (Ca) na mljevene pelete aktivnog
ugljena u etanolnom ekstraktu kroz 2 h pri sobnoj temperaturi; ekstrakt konoplje nakon

dekarboksilacije

Promatranjem grafa (slika 17.) za Freundlichovu izotermu adsorpcije klorofila a (Ca) na
mljevene pelete aktivnog ugljena u etanolnom ekstraktu nakon dekarboksilacije mozemo

primjetiti da Koeficijent determinacije (R?) iznosi 0,7303
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Slika 18. Freundlichova izoterma adsorpcije klorofila b (Cb) na mljevene pelete aktivnog
ugljena u etanolnom ekstraktu kroz 2 h pri sobnoj temperaturi; ekstrakt konoplje nakon
dekarboksilacije

Koeficijent determinacije (R?) za posljednji graf (slika 18.) Freundlichove izoterme adsorpcije
klorofila b (Cb) na mljevene pelete aktivnhog ugljena u etanolnom ekstraktu nakon

dekarboksilacije, vidimo da njegova vrijednost iznosi 0,0084.

Promatraju¢i sva cetiri grafa dolazimo do zakljucka da je najreprezentativniji graf za
Freundlichovu izotermu adsorpcije klorofila a (Ca) na mljevene pelete aktivnog ugljena u
etanolnom ekstraktu prije dekarboksilacije, tj. koeficijent determinacije (R?) za taj graf je
priblizno 1. Najmanje reprezentativan graf je posljednji graf, Freundlichove izoterme
adsorpcije klorofila b (Cb) na mljevene pelete aktivnog ugljena u etanolnom ekstraktu nakon
dekarboksilacije. Vrijednost koeficijenta determinacije (R?) za taj graf je prili¢no niska i iznosi
tek 0,0084.

Tablica 3. Freundlichove konstante za adsorpciju klorofila a (Ca) i b (Cb) na mljevene pelete

aktivnog ugljena u etanolnom ekstraktu

Adsorbens | Klorofil Ke 1/n R2
(mg/g)(L/g)"
Prije Mljeveni Ca 0,11 0,368 | 0,9701

dekarboksilacije | peleti

Mljeveni Cb 0,01 0,692 | 0,8121
peleti
Nakon Mljeveni Ca 0,12 0,932 | 0,7303
dekarboksilacije | peleti
Mljeveni Cb 0,03 1,499 | 0,0084
peleti
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Promatrajuci tablicu 3. primjecujemo da je Kf za klorofil a (Ca) u oba slucaja obrade ekstrakta
ima najvecu vrijednost, dok za klorofil b (Cb) takoder u oba slucaja obrade ekstrakta pak ima
najmanju vrijednost. I/n je zapravo najbolji pokazatelj u kojem se intenzitetu klorofil vezao na
aktivni ugljen. U ovom slucaju je to klorofil a (Ca) bez dekarboksilacije. S obzirom da klorofil
b (Cb) u oba slucaja ima loSe vrijednosti, dolazimo do zakljucka da klorofil a (Ca) ima znatno

bolju uspjesnost vezanja na aktivni ugljen nego klorofil b (Cb).
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4.3 Mjerenje koncentracije CBD, CBDA i ukupnih kanabinoida

Za odredivanje promjene koncentracije CBD, CBDA i ukupnih kanabinoida kroz 2 sata koristili
smo uzorke tretirane s 1, 51 10 % mljevenih peleti aktivnog ugljena. Rezultate su prikazani

kroz sljedece grafove.
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Slika 19. Mjerenje koncentracije CBD, CBDA i ukupnih kanabinoida - 1 % mljevenih peleti

Prvo istrazivanje provedeno je sa 1 % mljevenom peleti aktivnog ugljena. 1z prikazanog grafa
(slika 19.) vidimo da koncentracija CBD-a i ukupnih kanabinoida postepeno opada u prvih sat
vremena. Koli¢ina ukupnih kanabinoida nakon 30 minuta iznosi 12 mg g?, a u sljede¢ih 30
minuta nastavlja padati i iznosi 9 mg g . Sto se ti¢e CBD-a, u prvih 30 minuta iznosio je < 6
mg g, a veé nakon 1h je paona <4 mg g .

Koncentracija CBDA-a takoder postepeno opada, ali vidimo da je od pocetka u znatno manjoj
koncentraciji u odnosu na ostale komponente.

Daljnjim promatranjem procesa vidimo nagli pad koncentracije svih komponenti. Nakon 1 sat

i 30 minuta ukupnih kanabinoidi su prisutni u minimalnim koli¢inama ali ubrzo nestaju kao i

CBDA i CBD do kraja procesa.
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Slika 20. Mjerenje koncentracije CBD, CBDA i ukupnih kanabinoida- 5 % mljevenih peleta

Drugo istraZivanje provedeno je sa 5 % mljevenim peletima aktivnog ugljena. Promatrajuci
prikazani graf (slika 20.) na pocetku procesa ukupni kanabinoidi iznose < 14 mg g *. U prvih
pola sata koncentracije ukupnih kanabinoida opada te iznosi 12 mg g™. Sljedecih pola sata tek
neprimjetno opadne.

Ukoliko promatramo CBD vidimo da koncentracija minimalno opada. Na pocéetku samog
procesa koncentracija CBD-a je iznosila < 10 mg g, nakon pola sata je koncentracija opala za
samo 0,2 mg g u rasponu od 1h iznosila <9 mg g*. Sto se tice CBDA-a, njegova koncentracija
na podetku samog procesa iznosi < 1 mg g . Nakon 30 min koncentracija se penje na < 3 mg
g ! te u sljedeéih pola sata padne na < 2,5 mg g .

Nakon sat i pol koncentracija CBD-a znatno pada i iznosi 2 mg g™, a koncentracija ukupnih
kanabinoida je jedva prisutna. Poslije 2 sata provodenja procesa samo je mala koli¢ina CBD-a

i ukupnih kanabinoida prisutna.
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Slika 21. Mjerenje koncentracije CBD, CBDA i ukupnih kanabinoida- 10 % mljevenih peleta.

Trece istrazivanje provedeno je sa 10 % mljevenom peleti aktivnog ugljena. Ukupni kanabonidi
i CBD (slika 21.) postepeno opadaju u prvih sat i pol. Koncentracija ukupnih kanabionida u
prvih 30 min je sa < 14 mg g * opala na 10 mg g, zatim nakon 1h na 5 mg g * i nakon sat i
pol na priblizno 4 mg gt .

Koncentracija CBD-a se u prvih 30 min s 10 mg g * spustila na 6 mg g %, a nakon 1 sat na
priblizno 1 mg g*. Nakon sat i pol iznosi 0,22 mgg™.

Nakon 2 sata koncentracija CBD-a i ukupnih kanabionida je vidljiva u minimalnim koli¢inama.
Za razliku od navedenih komponenti, kod CBDA-a uo¢avamo da je u prvih 30 minuta u maloj
koli¢ini narasla koncentracija ali nakon toga do 2 sata u potpunosti nestaju.

Promatrajuéi rad (Culbert i sur, 2021), ¢ije se istrazivanje temeljilo na promjeni sastava u soku
od grozda zahvacenog dimom kao posljedica tretmana aktivnim ugljikom i utjecaj na fenolne
spojeve 1 okus dima u vinu. Aktivni ugljen je koriSten kako bi otklonio sve nepotrebne
komponente, kao 1 u naSem istraZivanju. Prilikom provodenja naSeg istrazivanja koristili smo
I, 5110 % mljevene peleti. Dva komercijalno dostupna aktivna ugljena su koristena u radu
(Culbert i sur, 2021), (PS1300 i CASPF) i procijenjenasunal, 2 i 4 g/L sa sokom od dimom
zahvacenog grozda Pinot Noir i Chardonnay. Tretmani PS1300 i CASPF uklonili su 92 %
fenolnih glikozida u soku crnog pinota zahva¢enog dimom, a oba ugljena uklonila su gotovo
sve (tj. 98-99%) fenolne glikozide u Chardonnayju zahva¢enom dimom, pri najveéoj brzini
doze (4 g/L). Koncentracija slobodnih hlapljivih fenola u vinima bila je sli¢no niza nakon
obrade. Senzorna analiza potvrdila je da su vina tretirana s aktivnim ugljikom imala smanjenu
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aromu i okus dima u usporedbi s onima iz neobradenih kontrola. Glavni problem Kkoji
usporedujemo sa nasSim istrazivanjem jeste taj Sto aktivni ugljen pored toga Sto otkloni
negativne komponentne, otkloni i one komponentne koje su potrebne. Kao §to je u nasem
istrazivanju pored otklanjanja pigmenata (koje je bilo potrebno otkloniti) otklonio i kanabionide
koji su pozeljni. Kanabionidi su nakon dva sata provodenja tretmana bili vidljivi tek u
minimalnim koli¢inama. U ovom istrazivanju (Culbert i sur, 2021) tretman je negativno utjecao
na pozeljna osjetilna svojstva kao §to su boja i vocni atributi. Tretmani sa ugljikom uspjeli su
smanjti ,, ozbiljnost ,, dimnih aroma i okusa u vinu, uz smanjenje mnogih ugodnih

"voéno/cvjetnih" atributa.
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5.

ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata moguce je zakljuciti sljedece:

1.

Svi oblici ispitivanog aktivnog ugljena imaju utjecaj na smanjenje koncentracije
klorofila u etanolnim ekstraktima industrijske konoplje dok mljeveni peleti pokazuju
najbolja svojstva

Dodatak aktivnog ugljena u obliku mljevenih peleta ima negativan utjecaj na
koncentracije pozeljnih sastojaka ekstrakta — smanjenje koncentracije karotenoida,
kanabidiola (CBD) (p<0,05) i ukupnih kanabinoida (p<0,05).

Kod uzoraka prije i nakon dekarboksilacije - vrijeme tretmana (min) i udio aktivnog
ugljena (%) imaju znacajan utjecaj na koncentraciju klorofila a (Ca) i karotenoida dok
udio ugljena ima znac¢ajan utjecaj na koncentraciju klorofila b (Cp); (p<0,05)

Klorofil se bolje uklanja iz etanolnih otopina uzoraka koji nisu prosli proces
dekarboksilacije prije ultrazvuéne ekstrakcije

Primjena Langumierovih i Freundlichovih matemati¢kih modela adsorpcijskih
izotermi pokazala se primjerena kod uzoraka dobivenih prije dekarboksilacije i to samo
za klorofil a (Ca)

Potrebna su daljnja istrazivanja za optimiranje 0vog procesa
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