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1. UVOD

Kopriva (Urtica dioica L.) i industrijska konoplja (Cannabis sativa L.) istiCu se kao biljke
bogatog izvora flavonoida, koji su grupa fenolnih spojeva s izraZzenim antioksidacijskim
svojstvima. Obje biljke tradicionalno se koriste u prehrani i medicini, a njihov kemijski sastav pruza

osnovu za daljnje istrazivanje kako bi se optimizirala njihova uporaba.

Ekstrakcija bioaktivnih spojeva iz biljnih materijala kljuan je korak u istrazivanju njihovih
funkcionalnih svojstava i potencijalne primjene u prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmetiCkoj
industriji. Fenolni spojevi, kao jedna od skupina bioaktivnih tvari, poznati su po svojim snaznim
zdravstvenim ucincima, ukljuCujuéi antikancerogena, protuupalna i antimikrobna svojstva
(Lagana i sur., 2019). U posljednjem desetlijecu povecéava se interes za primjenu suvremenih
tehnika ekstrakcije poput ultrazvuénog tretmana koji omogucuje brzu i u€inkovitiju ekstrakciju uz
smanjenu potro3nju otapala i energije. Ipak, tradicionalne metode poput maceracije i dalje imaju
znacajnu primjenu zbog svoje jednostavnosti i u€inkovitosti, posebno kod termolabilnih spojeva.
Kombinacija tradicionalnih i modernih metoda predmet je brojnih istrazivanja s ciljem optimizacije

ekstrakcije u skladu s principima odrzivosti i ekoloske prihvatljivosti (Anaya-Esparza i sur., 2023).

Cilj rada je odrediti fitokemijski profil, antioksidacijsku aktivnost i fizikalno kemijske parametre
ekstrakta koprive i industrijske konoplje te ih medusobno usporediti. Takoder se i odreduje
ucinkovitost ultrazvuénog tretmana nasuprot klasi€éne maceracije u ekstrakciji fenolnih spojeva i
drugih spojeva s antioksidacijskim djelovanjem iz koprive i konoplje u razli¢itim otapalima.
Pripremljena su 32 uzoraka s razli€itim omjerima bilja te razli¢itim vrstama i udjelima otapala (ocat,
glicerol i etanol). Uzorci su prosli postupak klasi€ne maceracije ili ultrazvucni tretman.
Antioksidacijska aktivnost ekstrakta je mjerena spektrofotometrijski primjenom ABTS i FRAP
metode. Od fizikalno-kemijskih parametara odredeni su pH, ukupni suhi ekstrakt i kromatski

parametri.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KOPRIVA

Kopriva (Urtica dioica L.) pripada porodici Urticaceae koja ima dugu povijest primjene kao biljni
lijek i hranjivi dodatak ljudskoj prehrani. Tradicionalno se €aj od listova upotrebljavao kao tonik za
pro€iS¢avanje krvi (Bhusal i sur.,, 2022). Sukladno tome, ekstrakti koprive potvrduju logi¢nu
osnovu za tradicionalnu primjenu u lije€enju razliCitih zdravstvenih problema kao Sto je
reumatizam, anemija, nekih bubreznih problema te hipertenzije. Takoder je poznata po
neugodnosti koju izaziva pri dodiru, uzrokuje iritaciju koze, crvene pristice i otekline,

ubrizgavanjem peckajuce tekucine na nacin sli¢an hipodermickoj igli (Grauso i sur., 2020).

2.1.1. Botani¢ka svojstva

Urtica dioica slozena je taksonomska skupina unutar koje se prepoznaje nekoliko infraspecifiCnih
vrsti u raznim nacionalnim ili lokalnim florama, a ponekad se mogu pronadi i prijelazni oblici. Urtica
dioica L. (slika 1) je viSegodi$nja zeljasta biljka koja raste na vlaznim tlima, livadama, zapustenim
poljima i esto na mjestima s djelomi€nom sjenom te se nalazi na nadmorskim visinama do 1800
metara. Stabljike ove vrste (crvenkaste ili zu¢kaste) mogu narasti do 120 cm visine, imaju
Cetverokutni presjek i negranate su. Listovi su pri¢vr§éeni na stabljiku peteljkama kra¢ima od
polovice duljine lisne plojke, a svaki list ima dva pubescentna (dlakava) palisti¢éa. Obje strane
listova prekrivene su sitnim trihomima koji se sastoje od kracih jednostavnih dlacica izmijeSanih

s duljim krutim zarnim dlaicama i cistolitima (Grauso i sur., 2020).



Slika 1. Urtica dioica L. (Asgarpanah i Mohajerani, 2012)

2.1.2. Fitokemijski sastav koprive

Fitokemikalije su biljni metaboliti proizvedeni kao odgovor na bilo koji infektivni napad ili kao
nusproizvod bilo kojeg metaboli¢kog puta (Alamgir, 2018). Zbog svojih blagotvornih svojstava,
kemijski sastav biljke koprive dosta je istrazen. Aktivni kemijski dio koprive ukljuCuje gotovo
pedeset spojeva lipofilne i hidrofilne frakcije Cija je kemijska struktura poznata. List koprive bogat
je flavonoidima, taninima, klorofilima, karotenoidima, vitaminima (posebno C i K), masnim
kiselinama i fitosterolima. S druge strane, korijen sadrzi visok udio lignana, polisaharida, lektina i
fitosterola. Svi ti spojevi doprinose razli€itim farmakoloskim aktivnostima poput antioksidacijskih,
protuupalnih, antiulkusnih, antikolitisa, antivirusnih, antikancerogenih, antibakterijskih,
antimikrobnih, antifungalnih, antiandrogenih, insekticidnih, imunomodulatornih, hipoglikemijskih,

kardiovaskularnih, analgetickih, hipotenzivnih te hepatoprotektivnih u€inaka (Taheri i sur., 2022).



2.1.2.1. Fenoli i polifenoli u koprivi

Zbog svoje visoke bioloSke aktivnosti, fenolni i polifenolni spojevi smatraju se jednom od
najvaznijih klasa organskih spojeva. Postoji nekoliko skupina ovih spojeva pronadenih u koprivi
koji uklju€uju jednostavne fenole, fenolne kiseline, stilbene, flavonoide, kumarine, tanine i lignane.
Nalaze se isklju€ivo u konjugiranom obliku s ugljikohidratima vezanim na hidroksilnu ili aromatsku
skupinu. Provedena su brojna istraZivanja o prisutnosti i sadrzaju ovih spojeva u koprivi, ali
rezultati se razlikuju zbog nekoliko €imbenika, kao Sto su geografske, sezonske i okoliSne
varijacije te koji je dio biljke koristen za ekstrakciju (korijen, stabljika, listovi) i koja je tehnika

ekstrakcije upotrijebljena (BPurovi¢ i sur. 2024).

Burovi¢ i sur. (2023) su izvijestili da su listovi koprive najbogatiji polifenolnim spojevima te zatim
stabljika i korijen. Spojevi poput siringi¢ne kiseline, miricetina, kvercetina, kempferola, rutina,
elagine kiseline, izorhamnetina, p-kumarinske kiseline, ferulinske kiseline i naringina pronadeni

su i kvantificirani u svim uzorcima.

p-Hidroksibenzojeva kiselina (slika 2) Siroko je rasprostranjena u koprivi. Dokazano je da ima
antioksidacijsko, antimikrobno i estrogensko djelovanje. Kao i sve polifenolne kiseline, p-
hidroksibenzojeva kiselina pokazuje antioksidacijsku aktivnost te djeluje kao neutralizator ROS-a
(reaktivnih kisikovih vrsta) i slobodnih radikala. Ima antimikrobni uc¢inak na vecinu Gram-pozitivnih
i neke Gram-negativne bakterije. Takoder, iz skupine fenolnih kiselina koje su prirodno prisutni u
koprivi, a poznati su po svojim bioaktivnim svojstvima su jo$ i protokatehinska kiselina, vanilinska

kiselina, kafeinska kiselina, ferulinska kiselina i klorogenska kiselinu (Manuja i sur., 2013).
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Slika 2. Strukturna formula najzastupljenijih fenolnih i polifenolnih kiselina u koprivi (prema
Durovic i sur. 2024)

2.2. INDUSTRIJSKA KONOPLJA

Industrijska konoplja (Cannabis sativa L.) jedna je od najstarijih jednogodi$njih kultura
porijeklom iz Azije. Vrsta C. sativa prepoznata je po brojnim varijantama koji se klasificiraju prema
njihovoj uporabi. Unato¢ razliitim misljenjima, C. sativa se obi¢no dijeli u dvije podvrste na
temelju sadrzaja psihoaktivnih spojeva, {j. tetrahidrokanabinola (THC). Kategorija ,droga” obi¢no
sadrzi oko 20 % THC-a na osnovi suhe tvari, iako neke posebno uzgajane sorte mogu dosecdi i
preko 30 % THC-a. “Nehalucinogene” vrste (industrijska konoplja) u vecini europskih zemalja
moraju imati sadrzaj THC-a nizi od 0,2 %. Droga je poznata po rekreacijskoj uporabi, no terapijski
interes za kanabinoide doveo je do fleksibilizacije zakonodavstva i legalizacije proizvoda na bazi

kanabinoida u nekim zemljama (Isidore i sur., 2021).

Takoder se uzgaja za Siroku paletu krajnjih proizvoda dobivenih od kanabinoida, sjemena i
vlakana te se moZe uzgajati kao zastitni usjev. Kao usjev za proizvodnju vlakana, jedna je od

najstarijih neprehrambenih kultura na svijetu (Sorrentino, 2020).



Danas industrijska konoplja pripada skupini kultura Cija se velika biomasa moze koristiti na
razliCite naCine. Ogroman potencijal ove biljke koristi se u gotovo svakom industrijskom sektoru:

od industrije celuloze i papira do lake industrije (odjeca, tekstil) (Strzelczyk i sur., 2022).

2.2.1. Botani¢ka svojstva

Industrijska konoplja (slika 3) pripada bilkkama iznimne genetske plastiCnosti, kako u smislu
morfoloskih tako i kemijskih parametara. Zbog raznolikih geografskih i klimatskih uvjeta na koje
su bile prisiliene prilagoditi se, ove biljke mogu rasti na gotovo svakom tlu. Karakterizira ih srednje
dugo vegetacijsko razdoblje koje traje od 80 do 120 dana. Visina biljaka obi¢no prelazi 150 cm, a

u povoljnim vremenskim uvjetima moze doseci ¢ak 4 metra (Strzelczyk i sur., 2022).

Konoplja je viSestruko korisna bilika, pri Eemu se razliciti dijelovi koriste za specificne namjene.
Cvjetovi i listovi prvenstveno se koriste za dobivanje psihoaktivnih spojeva (THC) i
nepsihoaktivnih kanabinoida (CBD), dok se sjeme istiCe nutritivnom vrijedno$¢éu. Bogato je
vitaminima A, C i E, B-karotenom, te mineralima poput fosfora, kalija, magnezija i kalcija. Osim
toga, sadrzi 20-25 % proteina, 20-30 % ugljikohidrata, 25-35 % ulja i 10-15 % netopivih vlakana.
Ulje konopljina sjemena ima idealan omjer polinezasi¢enih masnih kiselina (3:1 linolna i linolenska

kiselina) i pokazuje pozitivan u€inak na zdravlje (Montserrat-de la Paz i sur., 2014).



Slika 3. Cannabis sativa L. (Schilling i sur., 2020)

2.2.2. Fitokemijski sastav industrijske konoplje

2.1.2.1. Fenoali i polifenoli u industrijskoj konoplji

Industrijska konoplja sadrzi velik broj bioloski aktivnih spojeva, medu kojima su polifenoli poput
flavonoida, fenolnih kiselina, fenolnih amida i lignanamida, koji su poznati po svojim terapijskim
svojstvima. Polifenolni profil C. sativa varira medu razli¢itim dijelovima biljke, a buduéi da cvjetovi
predstavljaju vazan reproduktivni organ o¢ekivana je visoka razina obojenih polifenola (1zzo i sur.,
2020).

Bilika C. sativa sintetizira fenolne spojeve od kojih su neki jedinstveni; identificirano je najmanje

26 flavonoida. Ti flavonoidi mogu biti glikozilirani ili u obliku aglikona. Neki uobicajeni flavonoidi



ukljucuiju viteksin, izoviteksin, apigenin, luteolin, kempferol, orientin i kvercetin, dok su drugi, poput
kanaflavina A, B i C (slika 4), jedinstveni za C. sativa. To su flavoni povezani s geranilnom
skupinom kod kanaflavina A i C ili prenilnom skupinom kod kanaflavina B. Izvanredne bioloske
aktivnosti kanaflavina su dobro dokumentirane. In vivo testovi pokazali su protuupalno djelovanije,
kao i antikancerogene aktivnosti. Ovi spojevi mogu ublaZiti bol do trideset puta u€inkovitije od

aspirina (Isidore i sur., 2021).

kanaflavin A kanaflavin B kanaflavin C

Slika 4. Specifi¢ni flavonoidi pronadeni u konoplji (Isidore i sur., 2021)

2.3. EKSTRAKCIJSKI POSTUPCI

Ekstrakcija je prvi korak u svakom istraZivanju ljekovitih biljaka i igra znacajnu ulogu u
konacnim rezultatima i ishodima. Metode ekstrakcije ponekad se nazivaju ,tehnikama pripreme
uzorka“. Ekstrakcija biljnih materijala moze se provoditi razli¢itim postupcima. Tijekom posljednijih
50 godina razvijene su nekonvencionalne metode koje su ekoloski prihvatljivije zbog smanjene
upotrebe sintetickih i organskih kemikalija, kraceg vremena rada te boljeg prinosa i kvalitete
ekstrakta U svrhu optimizacije prinosa i selektivnosti bioaktivnih spojeva iz biljnih materijala
proucavane su nekonvencionalne metode poput ultrazvuka, pulsirajuceg elektricnog polja,
enzimske digestije, ekstruzije, mikrovalnog zagrijavanja, ohmickog zagrijavanja, superkritiCnih
fluida i ubrzana ekstrakcija otapalima. Bioaktivni spojevi iz biljnih materijala takoder se mogu

izdvajati klasicnim tehnikama ekstrakcije. Vecina tih tehnika temelji se na ekstrakcijskoj snazi
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razli€itih otapala koja se koriste uz primjenu topline i/ili mijeSanja. Postojecée klasi¢ne tehnike za
dobivanje bioaktivnih spojeva iz biljaka ukljuCuju: Soxhlet ekstrakciju,, maceraciju i

hidrodestilaciju (Azmir i sur., 2013).

2.3.1. Maceracija

Maceracija je jedna od konvencionalnih metoda ekstrakcije koja je vrlo jednostavna i najjeftinija
jer zahtijeva samo jednostavnu posudu za ekstrakciju. MozZe se provoditi bilo gdje i naj¢eSce se
koristi za ekstrakciju aktivnih spojeva te se cijeli proces provodi potapanjem uzorka u odabrano
otapalo za ekstrakciju. Medutim, ovaj postupak zahtijeva dug vremenski period. Koli¢ina sirovih
materijala, izbor otapala i pravilno odredivanje vremena ekstrakcije, klju¢ni su faktori koji utjecu

na ucinkovitost ove metode ekstrakcije (Tambun i sur., 2021).

2.3.2. Tretman ultrazvukom

U novije vrijeme, primjena ultrazvuka u procesima ekstrakcije i rafiniranja privlaci sve vecu paznju.

Ultrazvuk moze znacajno unaprijediti tehnologiju ekstrakcije (Hromadkova i Ebringerova, 2003).

Primijenjeni ultrazvuk moze se svrstati u dvije podskupine: dijagnosti¢ki ultrazvuk niskog
intenziteta (5—10 MHz) i ultrazvuk visokog intenziteta (20—-100 kHz) (slika 5). Prva skupina obi¢no
se koristi kao analiti¢ki alat za nedestruktivnu inspekciju, kontrolu procesa i procjenu kvalitete, {j.
ultrazvuk niskog intenziteta primjenjuje se za odredivanje svojstava hrane poput Cvrstoce,
sadrzaja ulja i ukupnih otopljenih tvari. S druge strane, primjena ultrazvuka visokog intenziteta
relativno je nova u prehrambenoj industriji i do nedavno nije bila detaljno istrazena. Njegova
primjena ima dvije svrhe: zamjena konvencionalnih tehnologija obrade i potpora tradicionalnim
procesima u prehrambenoj industriji. Ima potencijal povecavanja ucinkovitost procesa i smanjenje
nedostataka tradicionalnih tehnologija obrade hrane. Ultrazvuk se S$iri kroz niz ciklusa kompresije
i razrjedenja koje zvuéni valovi induciraju na molekule medija kroz koji prolazi. Kada je shaga
ultrazvuka dovoljno velika, razriedenje moze premasiti privlacne sile izmedu molekula u mediju,
Sto dovodi do stvaranja kavitacijskih mjehuri¢a. Ovisno o tome pucaju li kavitacijski mjehurici,
mogu se klasificirati na stabilnu i prijelaznu kavitaciju. Kretanje kavitacijskih mjehuri¢a tijekom

stabilne kavitacije moze dovesti do mikrostrujanja. Mikrostrujanje stvara snazne vrtlozne struje u
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mediju koji okruzuje kavitacijske mjehuri¢e. Osim toga, difuzija otopljenih plinova u mjehurié¢e i iz
njih takoder stvara mikrostruje oko njih. Mikrostrujanje ima brojne vrijedne primjene, poput

uklanjanja plinova i razgradnje staniénih membrana (Cheng i sur., 2015).

Infrazvuk Zvuk Ultrazvuk
- e - >
0 10 102 10° 104 10° 106 107
Y| RN (PR N | S D (S e 1 I
=7 N *i
/ N\
e ¥ v . -
Pcela Srednji C  Komarac Skakavac Sigmis
150 Hz 256 Hz 1500 Hz 7 kHz 70 kHz
= (] 1 =
Ljudski sluh Ultrazvuk visoke Veci Visoka frekvencija

snage

16 Hz-16 kHz 20-100 kHz

100 kHz - 2 MHz

raspon

2 MHz - 10 MHz

ciscenje sonokemija medicinska dijagnostika
zavarivanje plastike kemijske analize
sonokemija

Slika 5. Podrucja podjele zvuka prema frekvencijama (Rezek Jambrak, 2008)

2.4. GLICEROL

Glicerol je organski spoj kemijske formule C3HsOs. Sinonimi za glicerol ukljuuju propan-
1,2,3-triol, 1,2,3-propanetriol, 1,2,3-trihidroksipropan, gliceritol i glicil alkohol. Glicerol je alkohol
niske toksi¢nosti koji se sastoji od tri ugljikova atoma, pri ¢emu je na svaki atom vezana
hidroksilna skupina. Cistoéa dobivenog glicerola &esto je niska zbog prisutnosti neéistoéa poput
ostataka katalizatora, vode, sapuna, soli i estera nastalih tijekom reakcije. ProCiS¢avanje glicerola
i njegova konverzija u vrijedne proizvode posljednjih godina privlae sve vecu pozornost zbog

dramati¢nog rasta industrije biodizela (Tan i sur., 2013).
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Glicerol ima brojne primjene u farmaceutskoj, kozmeti¢koj i prehrambenoj industriji. MozZe se
dobiti kao nusproizvod reakcijama saponifikacije i hidrolize u oleokemijskim postrojenjima te
transesterifikacijom u pogonima za proizvodnju biodizela. Sirovi glicerol, nusproizvod ovih
procesa, sadrzi brojne necistoce ovisno o tehnolodkom postupku i sirovinama koje se obraduju.
Na primjer, sirovi glicerol iz biodizelskih postrojenja sastoji se od glicerola, vode, organskih i
anorganskih soli, sapuna, alkohola, tragova glicerida i biljnih pigmenata. U slu€aju hidrolize
obuhvacéa glicerol, vodu, slobodne masne kiseline, nereagirane trigliceride, soli te ostale organske
tvari koje nisu glicerol, $to ga €ini sirovim materijalom koji zahtijeva daljnju obradu kako bi postao

prikladan za industrijsku upotrebu. (Tan i sur., 2013).

2.5. OCAT

Ocat je tekudi proizvodi dobiven alkoholnom i naknadnom octenom fermentacijom izvora
ugljikohidrata. Kroz povijest su se Kkoristili kao lijekovi u mnogim kulturama, a redovita
konzumacija povezuje se s korisnim ucincima na zdravlje. Takve koristi pripisuju se razli¢itim
vrstama polifenola, mikronutrijenata i drugih bioaktivnih spojeva prisutnih u octu, koji doprinose
njegovim farmakoloSkim ucincima, uklju€ujuéi antimikrobne, antidijabeti¢ke, antioksidacijske,
antiadipozne i antihipertenzivne ucinke. Postoje tri glavne vrste octa: voc¢ni, vinski i alkoholni ocat
(Ho i sur., 2017).

Jabuéni ocat jedan je od najCeSée koriStenih zacina zbog svojih zdravstvenih dobrobiti.
Istrazivanja su otkrila njegova antioksidacijska, antibakterijska, protugljivicna, kardiovaskularna,

anti-karcinogena i anti-Alzheimerova svojstva (Tripathi i Mazumder, 2020).

Predlozeni su razli€iti mehanizmi kako bi se objasnili pretpostavljeni ucinci jabu¢nog octa na
zdravlje. Antiglikemijska svojstva mogla bi se pripisati sporijem praznjenju Zeluca, inhibiciji
aktivnosti disaharidaza, poboljSanoj osjetljivosti na inzulin ili poticanju proizvodnje glikogena. Ova
svojstva su KliniCki zanimljiva jer bi potencijalno mogla smanijiti kardiometabolicke Cimbenike
rizika. Medutim, dokazi koji podupiru te u€inke su ogranieni. lako vecina studija koje pokazuju
odredene pozitivhe rezultate, Cesto imaju metodoloSka ograni€enja poput kratkog trajanja

intervencije, malog broja sudionika ili rizika od pristranosti (Launholt i sur., 2020).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Biljni materijali

Biljni materijali koji su se koristili u ovom radu su osu$eni te usitnjeni listovi i gran€ice industrijske
konoplje (Cannabis sativa L.) i obi¢ne koprive (Urtica dioica L.) proizvodaga ,Suban“ (Strmec
Samoborski, Hrvatska) (slika 6).

Slika 6. Osus$eni i usitnjeni listovi i grancice industrijske konoplje (Cannabis sativa L.) i obi¢ne
koprive (Urtica dioica L.)
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3.1.2. Kemikalije

Za provedbu eksperimentalnog dijela rada koriStene se slijedece kemikalije:

destilirana voda

jabuéni ocat

glicerol (Gram-mol d.o.o., Hrvatska)

PBS pufer

etanol 96 % (Kefo, Slovenija)

Folin-Ciocalteu reagens (Kemika, Hrvatska)

natrijev karbonat bezvodni, Na-CO3 (Gram-mol, Hrvatska)

aluminij klorid heksahidrat, AICI; x 6H20 (Sigma-Aldrich, Njemacka)

natrijev acetat bezvodni, NaC;HsO, (Gram-mol, Hrvatska)

Zeljezo(lll) klorid, FeCls (Gram-mol, Hrvatska)

octena kiselina, ledena, C2H4O, (Kemika, Hrvatska)

diamnoijeva sol 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) (ABTS) (Sigma-
Aldrich, Njemacka)

6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina (Trolox), CiH1s04 (Sigma-
Aldrich, Njemacka)

2,4 ,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ) (Sigma-Aldrich, Njemacka)

rutin, analitiCki standard (Sigma-Aldrich, Njemacka)

kalijev persulfat, K2.S20s, p.a. (Sigma-Aldrich, Njemacka)

galna kiselina, analitiCki standard (Sigma-Aldrich, Njemacka)

3.1.3. Laboratorijska oprema i uredaiji

Za provedbu eksperimentalnog dijela rada koriStena je oprema i uredaiji:

analiticka vaga BP 210 S (Sartorius, Njemacka)

ultrazvuéni uredaj s ultrazvu¢nom sondom promjera 14 mm, snaga 100 W, amplituda
100% (Hielscher Ultrasonics GmbH, Njemacka)

eksikator

laboratorijski suSionik ST-01/02 (Instrumentaria, Hrvatska)

laboratorijsko stakleno i plasti¢no posude

pH metar CG 842 (Schott, Njemacka)
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o potrosni laboratorijski pribor (tipsevi, filter papir, kivete)

o tehniCka vaga KB1200-2N (Kern, Njemacka)

o spektrofotometar Specord 50 Plus (Analytik Jena, Jena, Njemacka)

o vodena kupelj s tresilicom WNE 10 (Memmert GmbH+COKG, Njemacka)

o vortex Reax top (Heidolph, Njemacka)

3.2. METODE

3.2.1. Priprema ekstrakta industrijske konoplje i obiéne koprive

3..2.1.1. Maceracija

Ekstrakt dobiven maceracijom biljnog materijala (industrijske konoplje i koprive) bio je pripremljen
u kombinaciji jabu€nog octa i glicerola ili s etanolom. Otopina je sadrzavala ili 20 % glicerola (80
% jabuénog octa - 40 mL glicerola + 160 ml octa) ili 30 % glicerola (70 % jabu€nog octa - 60 mL
glicerola + 140 mL jabuénog octa) ili 50 % glicerola (50 % jabuénog octa - 100 mL glicerola + 100
mL jabuénog octa). Takoder, uzorci koji su sadrzavali etanol su bili priredeni s 30 % etanola (uzorci
koprive) i 96 % etanola (uzorci konoplje). Ova koncentracija etanola za koprivu odabrana je na
temelju preliminarnih rezultata i dostupne literature koja isti¢e u€inkovitost ove koncentracije za
ekstrakciju fenolnih spojeva (Elez Garofuli¢ i sur., 2021; Cegledi i sur., 2022). S druge strane, 96
% etanol za konoplju koriSten je prema literaturnim podacima, gdje se navodi kao standardno
otapalo za ekstrakciju lipofilnih spojeva poput CBD ulja (Jambrovi¢, 2021). Omijeri biljnog
materijala i otopine su bili 1:20 (10 g biljinog materijala na 200 mL otopine) i 1:50 (4g biljnog
materijala na 200 mL otopine). Uzorci su oznaceni na sljedeéi nacin: K - kopriva, IK - industrijska
konoplja; 20/50 - omjer bilinog materijala i otapala; G20/G30/G50 - koncentracija glicerola;

E30/E96 - koncentracija etanola.

e Uzorak 1 (K_20_G20) — Kopriva (Urtica dioica L.), omjer biljnog materijala i otapala 1:20,
otapalo je glicerol i ocat u koncentraciji 20 % glicerola
e Uzorak 2 (K_20_G30) — Kopriva (Urtica dioica L.), omjer biljnog materijala i otapala 1:20,

otapalo je glicerol i ocat u koncentraciji 30 % glicerola
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Uzorak 3 (K_20_G50) — Kopriva (Urtica dioica L.), omjer biljinog materijala i otapala 1:20,
otapalo je glicerol i ocat u koncentraciji 50 % glicerola

Uzorak 4 (K_50_G20) — Kopriva (Urtica dioica L.), omjer biljinog materijala i otapala 1:50,
otapalo je glicerol i ocat u koncentraciji 20 % glicerola

Uzorak 5 (K_50_G30) — Kopriva (Urtica dioica L.), omjer biljinog materijala i otapala 1:50,
otapalo je glicerol i ocat u koncentraciji 30 % glicerola

Uzorak 6 (K_50_G50) — Kopriva (Urtica dioica L.), omjer biljinog materijala i otapala 1:50,
otapalo je glicerol i ocat u koncentraciji 50 % glicerola

Uzorak 7 (K_20_E30) — Kopriva (Urtica dioica L.), omjer biljinog materijala i otapala 1:20,
otapalo je etanol u koncentraciji 30 %

Uzorak 8 (K_50_E30) — Kopriva (Urtica dioica L.), omjer biljinog materijala i otapala 1:50,
otapalo je etanol u koncentraciji 30 %

Uzorak 9 (IK_20_G20) — Konoplja (Cannabis sativa L.), omjer biljnog materijala i otapala
1:20, otapalo je glicerol i ocat u koncentraciji 20 % glicerola

Uzorak 10 (IK_20_G30) — Konoplja (Cannabis sativa L.), omjer biljnog materijala i
otapala 1:20, otapalo je glicerol i ocat u koncentraciji 30 % glicerola

Uzorak 11 (IK_20_G50) — Konoplja (Cannabis sativa L.), omjer biljnog materijala i otapala
1:20, otapalo je glicerol i ocat u koncentraciji 50 % glicerola

Uzorak 12 (IK_50_G20) — Konoplja (Cannabis sativa L.), omjer bilinog materijala i
otapala 1:50, otapalo je glicerol i ocat u koncentraciji 20 % glicerola

Uzorak 13 (IK_50_G30) — Konoplja (Cannabis sativa L.), omjer biljinog materijala i
otapala 1:50, otapalo je glicerol i ocat u koncentraciji 30 % glicerola

Uzorak 14 (IK_50_G50) — Konoplja (Cannabis sativa L.), omjer bilinog materijala i
otapala 1:50, otapalo je glicerol i ocat u koncentraciji 50 % glicerola

Uzorak 15 (IK_20_E96) — Konoplja (Cannabis sativa L.), omjer biljinog materijala i otapala
1:20, otapalo je etanol u koncentraciji 96 %

Uzorak 16 (IK_50_E96) — Konoplja (Cannabis sativa L.), omjer biljinog materijala i otapala

1:50, otapalo je etanol u koncentraciji 96 %

Odvagana masa biljnog materijala je stavljena u staklene boce s poklopcem te je u svaki

uzorak dodano odgovarajuce otapalo (prema gore navedenim omjerima) (slika 7). Boce su

hermetiCki zatvorene i Cuvane na tamnom mjestu pri sobnoj temperature (20-25°C). Nakon

odredenog vremenskog perioda (24 sata, 1 tjedan, 2 tjedna i 3 tjedna) otopine su filtrirane
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pomocu filter papira kako bi se uklonio ¢vrsti materijal, pri ¢emu je filtrat sakupljen u plasti¢ne
Falcon epruvete. Dobiveni filtrati su bili Suvani na hladnom i suhom mjestu do daljnje kemijske

analize.

Slika 7. Macerati industrijske konoplje (lijevo) i obi¢ne koprive (desno)

3.2.1.2. Ultrazvucni tretman

Pored standardne maceracije u istraZivanju je koristen i ultrazvuéni tretman. Tretman je proveden
ultrazvukom pomocu ultrazvuéne sonde promjera 14 mm kroz 3 minute, pri amplitudi od 100 %
te snazi 100 W (slika 8). Uzorci na kojima je proveden ultrazvuéni tretman pripremljeni su na nacin
koji je ranije spomenut (potpoglavlje ,Maceracija®). Zbog povecéanja temperature tijekom
tretmana, ekstrakcija je provedena tako da je ¢aSa s uzorkom bila uronjena u ¢asu s hladnom
vodom kako bi se temperatura snizila. Ostatak procesa (filtracija i pohrana ekstrakata) proveden
je kao §to je prethodno opisano u klasi€énoj maceraciji.
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Slika 8. Ultrazvuéni tretman
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3.2.1. Metode odredivanja bioloski aktivnih spojeva

3.2.1.1. Odredivanje sadrZaja ukupnih flavonoida (TFC)

Sadrzaj ukupnih flavonoida u uzorcima odreden je kolorimetrijskom metodom s aluminijevim
kloridom. U prisutnosti aluminijevog klorida dolazi do stvaranja kompleksa s C-4 keto skupinom

ili C-3 ili C-5 hidroksilnom skupinom flavona i flavonola (Pekal i Pyrzynska, 2014).

Postupak rada

Uzorci su bili razrijedeni 10 puta. U odmjernu tikvicu od 5 mL odpipetirano je 500 pL razrijedenog
uzorka, 100 uL 10 % aluminijevog klorida, 100 uL natrijevog acetate koncentracije 1 Mi 1,5 mL
80 % etanola. Otopina je ostavljena 30 minuta na tamnom i suhom mjestu nakog Cega je
izmjerena apsorbancija pri 415 nm na spektrofotometru. Slijepa proba je pripremljena na isti nacin

kao i uzorak, ali umjesto uzorka dodaje se 500 uL 80 % etanola.

Za izradu bazdarnog pravca (slika 9) kao standard upotrebljen je rutin u rasponu masenih
koncentracija od 5 do 250 mg/L. Na temelju podataka o apsorbanciji i koncentraciji rutina izraden

je bazdarni pravac, a jednadzba pravca dana je formulom [1]:
y = 0,0059x + 0,003 (R? = 0,999) [1]

gdje je y apsorbancija izmjerena pri 415 nm, x je koncentracija rutina (mg/L), a R? koeficijent
determinacije je 0,999 Sto ukazuje na visoku preciznost pravca. Koncentracija ukupnih flavonoida
u uzorku izraCunava se pomocu jednadzbe (1) i izrazava se kao mg ekvivalenata rutina (RE) po
litri macerata (mg RE/L). Buduci da su uzorci bili razrijedeni 10 puta, rezultat je potrebno pomnoziti

s faktorom 10. Svaki uzorak mjeren je u 2 paralele.
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—— y = 0.0059%x + 0.003
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Slika 9. Bazdarni pravac za odredivanje ukupnih flavonoida

3.2.1.2. Odredivanje ukupnih fenolnih spojeva (TPC)

Sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva (TPC) odreduje se prema modificiranoj metodi po Singletonni
Rossi (1965) uz pomo¢ Folin-Ciocalteu reagensa koji je smjesa fosfovolframove i fosfomolibdene
kiseline koja se prilikom reakcije s fenolnim spojevima reducira u plavo obojene okside volframa
i molibdena. Metoda se temelji na redoks reakciji u kojoj svi fenolni spojevi koji su u uzorku
reagiraju s Folin-Ciocalteu reagensom tako da nastane plavo obojenje. Nakon toga intenzitet
plave boje mjeri se spektrofotometrijski na 760 nm. Intenzitet boje povezan je s koli¢inom fenolnih

spojeva u uzorku.
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Postupak rada

Uzorci su razrijedeni 5 puta. U odmjernu tikvicu od 10 mL odpipetirano je 300 uL razrijedenog
uzorka, 500 yL Folin-Ciocalteu reagensa i 6 mL destilirane vode. Sastojci se pomije3aju i nakon
5 minuta se u tikvicu doda 1,5 mL natrijevog karbonata. Zatim se tikvica nadopuni destiliranom
vodom do oznake (10 mL). Uzorak se ostavi na tamnom mjestu te se nakon 2 sata mijeri
apsorbancija na 760 nm pomoc¢u spektrofotometra Specord 50 Plus (Analytik Jena, Jena,

Njemacka). Svaki uzorak mjeren je u dvije paralele.

Slijepa proba pripremljena je na isti nacin osim $to je umjesto uzorka dodano 300 L destilirane
vode. Za izradu bazdarnog pravca (slika 10) koriStena je galna kiselina u rasponu koncentracija
od 50 do 300 mg/L. Koncentracija ukupnih fenola (TPC) izraCunata je prema sljedecoj jednadzbi

pravca [2]:
y =0,0041x + 0,0204 (R2 = 0,998) [2]

gdje je apsorbancija pri 760 nm oznacena s y, dok x predstavlja koncentraciju galne kiseline u
mg/L. Koeficijent determinacije iznosi 0,998, Sto ukazuje na visoku linearnost metode. Rezultati
analize izrazeni su kao mg ekvivalenata galne kiseline po litri uzorka (mg GAE/L). Pri konaénom

izraCunu koncentracije fenola, uzeto je u obzir da su uzorci bili razrijedeni 5 puta.
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—— y = 0.0041x + 0.0204
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Slika 10. Bazdarni pravac za odredivanje ukupnih fenolnih spojeva

3.2.2. Ispitivanje antioksidacijske aktivnosti

3.2.2.1. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti uzoraka ABTS metodom

ABTS metoda temelji se na smanjenju intenziteta plavo-zelene boje ABTS radikal-kationa (3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline), koji nastaje oksidacijom ABTS-a kemijskom reakcijom s
kalijevim persulfatom. Antioksidansi prisutni u uzorku reduciraju ABTS radikal, ¢ime se smanjuje
boja otopine. Stupanj promjene boje izravno je proporcionalan koncentraciji antioksidansa i

vremenu reakcije te se usporeduje sa standardom, obi¢no Troloxom (Re i sur., 1999).

Postupak rada

Pripremi se 7 mM otopina ABTS-a otapanjem 0,0384 g ABTS-a u 10 mL destilirane vode. Takoder
se otopi 0,37846 g kalijevog persulfata u 10 mL destilirane vode kako bi se dobila 140 mM otopina

kalijevog persulfate. Zatim se pomijeSa 89 pL kalijevog persulfata s 5 mL ABTS otopine te se
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smjesa ¢uva u mraku 12-16 sati. Sljedeci dan pripremi se 1 %-tna otopina ABTS-a otapanjem 1
mL ABTS radikala u 96 %-tnom etanolu, do ukupnog volumena od 100 mL. Apsorbancija otopine

se prilagodava na 0,700 % 0,02 pri 734 nm dodavanjem ABTS-a ili etanola.

U uzorak se dodaje 20 uL razrijedenog uzorka (prethodno razrijeden 10 puta) u 2 mL ABTS
otopine. Reakcija traje 6 minuta u mraku, nakon &ega se mjeri apsorbancija pri 734 nm. Za izradu
bazdarnog pravca (slika 11) koridten je standard Trolox u rasponu koncentracija 0,25-2,0 mM.

Antioksidacijski kapacitet uzoraka izratunava se pomocu jednadzbe [3]:
y = 0,3506x — 0,0019 (R?=0,992) [3]

gdje je y apsorbancija pri 734 nm, x koncentracija Troloxa (mM), a R? koeficijent determinacije.
Konacni rezultat se mnozi s faktorom razriedenja 10 kako bi se dobila stvarna koncentracija

antioksidansa u uzorku. Svaki uzorak mjeren je u 2 paralele.

0.7 —— y = 0.3506x - 0.0019

o o o o
w B wu [o)]
T T T T

Apsorbancija pri 734 nm

o
N
.

0.1

0.25 0.50 0.75 1.b0 1.|25 1.|50 1.|7'5 2.60
Koncentracija Troloxa (mM)

Slika 11. Bazdarni pravac za odredivanje antioksidacijske aktivnosti uzoraka ABTS metodom
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3.2.2.2. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti uzoraka FRAP metodom

FRAP metoda se temelji na sposobnosti antioksidansa da reduciraju Fe(lll)-TPTZ kompleks
(2,4,6-tripiridil-s-triazin) u Fe(ll)-TPTZ fero-kompleks, koji je intenzivno plave boje, s apsorpcijskim
maksimumom na 593 nm. Ova reakcija odvija se u kiselom mediju (pH 3,6) $to omogucuje
zadrzavanje dobre topljivosti Zeljeza i povecava redoks potencijal koji olakSava prijenos elektrona.
Pri niskim pH vrijednostima smanjuje se ionizacijski potencijal, ¢ime se omogucuje prijenos
elektrona, dok redoks potencijal sustava Fe(lll)/Fe(ll) iznosi 0,77 V, $to znacli da svi spojevi s
nizim redoks potencijalom mogu reducirati Fe(lll) u Fe(ll). Ovaj proces direktno odrazava
sposobnost antioksidansa da djeluju kao redukcijska sredstva u sustavu. Rezultat reakcije mjeri
se spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 593 nm. Metoda je osmiSliena za procjenu
antioksidacijskog kapaciteta tvari koje mogu reducirati Fe(lll) u Fe(ll) te se koristi u analizi hrane,
bilinih ekstrakata i drugih bioloskih uzoraka. FRAP metoda omoguéuje mjerenje antioksidacijske
aktivnosti tvari u vodenim otopinama, a intenzitet plave boje proporcionalan je koncentraciji

antioksidansa u uzorku (Moharram i Youssef, 2014).
Postupak rada

Ispitivanje antioksidacijske aktivnosti uzoraka pomoéu FRAP metode provedeno je prema
postupku koji su razvili Benzie i Strain 1999. godine. Postupak ukljuuje mijeSanje tri komponente:
50 mL 0,3 M acetatnog pufera (priprema otapanjem 0,93 g natrijevog acetata u 8 mL ledene
octene kiseline, nadopunjeno vodom do 500 mL); 5 mL 10 mM TPTZ otopine (0,0312 g TPTZ-a
otoplienog u 10 mL 40 mM HCI) i 5 mL 20 mM otopine zeljezovog(lll)-klorida (0,0541 g FeCl;

otoplienog u 10 mL destilirane vode).

Zatim se u odmjernu tikvicu od 10 mL dodaje 240 uL destilirane vode, 80 uL razrijedenog uzorka
(razrijedenog 10 puta) i 2080 uL FRAP reagensa. Smjesa se inkubira 5 minuta na 37 °C, nakon
¢ega se mjeri apsorbancija pri 593 nm. Slijepa proba je pripremljena na isti nacin kao i uzorak, ali
umjesto uzorka dodaje se 80 L etanola. Trolox se koristi za izradu bazdarnog pravca (slika 12)
u koncentracijama od 0,1 do 2,0 mM. Antioksidacijski kapacitet uzorka izraunava se pomocu
jednadzbe [4]:

y = 1,0038x + 0,0051 (R?= 0,998) [4]
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gdje je y apsorbancija pri 593 nm, a x koncentracija Troloxa (mM). Konacni rezultat se pomnoZi
s faktorom razrjedenja (10) kako bi se dobila stvarna koncentracija antioksidansa u uzorku.

Svaki uzorak mjeren je u 2 paralele.

2.00

—— y = 1.0038x + 0.0051

1.75¢
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o N )]

o wul o
T T T
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wu
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Apsorbancija pri 593 nm

2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5
Koncentracija Troloxa (mM)

Slika 12. Bazdarni pravac za odredivanje antioksidacijske aktivnosti uzoraka FRAP metodom

3.2.3. Fizikalno-kemijski parametri

3.2.3.1. Odredivanje pH vrijednosti

pH vrijednosti uzoraka macerata koprive i konoplje izmjerene su pomo¢u pH metra Schott CG
842 (Mainz, Njemacka). Kalibracija uredaja izvrSena je uranjanjem pH-elektrode u pufer otopinu
pH=7.
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3.3.3.2. Odredivanje ukupnog ekstrakta

Ekstrakt macerata koprive i konoplje u glicerolu i jabuénom octu podrazumijeva sve neisparljive
sastojke koji ostaju nakon isparavanja vode i otapala. Ukupni ekstrakt odreduje se
gravimetrijskom metodom. U prethodno izvaganu porculansku posudicu doda se 5 mL tekuceg
ekstrakta, te se posudica s uzorkom stavlja u vodenu kupelj na 100 °C dok vecina tekucine ne

ispari. Zatim se posudica stavlja u suSionik na 105 °C tijekom jednog sata (Da Silva i sur., 2019).

Nakon su$enja, posudica s ostatkom uzorka prenosi se u eksikator da se ohladi na sobnoj
temperaturi, nakon ¢ega se ponovno vaze. Ukupni sadrzaj ekstrakta izrazava se kao g L™ te

izraCunava prema formuli [5]:
Ukupni ekstrakt (g/L ) = (m1- m2) x 1000/mL uzorka [5]

gdje je my masa posudice s ekstraktom nakon suSenja (g), a mz masa prazne posudice (g).

3.2.3.3. Odredivanje kromatskih parametara

Kromatske karakteristike macerata koprive i konoplie u glicerolu i octu odredene su
spektrofotometrijski prema CIElab sustavu koristeci spektrofotometar Specord 50 Plus (Analytik
Jena, Jena, Njemacka) s izvorom svjetlosti D65. Transmisija uzoraka mjerena je skeniranjem
valnih duljina od 380 do 780 nm svakih 10 nm. Na temelju dobivenih vrijednosti propusnosti
izraCunati su kromatski parametri. Svjetlina (L) opisuje raspon od 0 (apsolutno crno) do 100
(apsolutno bijelo), pri Eemu vece vrijednosti L oznacavaju svjetlije boje, a nize tamnije. Kromatske
koordinate a i b oznaCavaju boje na sljedeci nacin: pozitivna a vrijednost oznaCava crvenu, a
negativna zelenu boju, dok pozitivna b vrijednost oznaCava Zutu, a negativha plavu boju.
Zasicenost (C) definira intenzitet boje, pri Eemu visoka zasi¢enost ukazuje na Cistu, jarku boju,
dok niza zasicenost sugerira pastelne tonove i veci udio sive. Ton boje (h) odreduje tonalitet boje,

odnosno vizualni dozivljaj izazvan razli¢itim dijelovima spektra pri jednakoj svjetlini (OIV, 2014).
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3.2.4. Obrada podataka

Za izradu grafi¢kih prikaza eksperimentalnih podataka koristen je Microsoft Office Excel 2024.
Rezultati mjerenja izraZeni su kao srednja vrijednost sa standardnom devijacijom. Za usporedbu

uzoraka koriStena je analiza varijance (ANOVA).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu istrazen je utjecaj razliitih metoda ekstrakcije na fitokemijski profil,
antioksidacijsku aktivnost te fizikalno-kemijska svojstva ekstrakata koprive i industrijske konoplje.
Pripremljena su ukupno 32 uzoraka, od kojih je 16 dobiveno klasi€nom maceracijom, a 16
ultrazvuénim tretmanom. Uzorci su se medusobno razlikovali na temelju parametara ekstrakcije:
omjer biljnog materijala i otapala (1:20 i 1:50) te sastav otapala (20, 30 i 50 % v/v glicerola u
jabuénom octu, etanol) . U svakom uzorku analizirani su sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva i
flavonoida te antioksidacijska aktivnost primjenom ABTS i FRAP metoda, dok su dodatno

procijenjeni fizikalno-kemijski parametri: pH, ukupni suhi ekstrakt i kromatske karakteristike.

4.1. Odredivanje ukupnih fenolnih spojeva

Na slikama 13 i 14 prikazuje se distribucija koncentracije fenolnih spojeva tijekom Cetiri
vremenske toCke (24 sata, 7 dana, 14 dana i 21 dan) za razliCite uzorke. Analizirani uzorci
uklju€uju bilini materijal koprive (Urtica dioica L.) i konoplje (Cannabis sativa L.), uz razliCite
omjere otapala (glicerol/ocat i etanol) i bilinog materijala. Cilj je bio istraziti utjecaj trajanja

maceracije na sadrzaj fenolnih spojeva u razli¢itim kombinacijama biljnog materijala i otapala.
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Slika 13. Prikaz distribucije prosje¢nih vrijednosti fenolnih spojeva (mg GAE/L) u ekstraktima

koprive tijekom razli¢itog vremena trajanja maceracije (24 sata, 7, 14 i 21 dan)
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Slika 14. Prikaz distribucije prosjec¢nih vrijednosti fenolnih spojeva (mg GAE/L) u ekstraktima

industrijske konoplje tijekom razliitog vremena trajanja maceracije (24 sata, 7, 14 i 21 dan)
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Prikazani podaci sugeriraju da je koncentracija fenolnih spojeva najve¢a nakon 24 sata
maceracije, s medijanom od 706,46 i 740,98 mg GAE/L. S vremenom dolazi do postupnog
smanjenja koncentracije fenolnih spojeva, to je najizraZenije nakon 21 dana maceracije kada je
medijan 393,48 i 587,32 mg GAE/L. Smanjenje sadrzaja fenolnih spojeva tijekom vremena moze
se pripisati procesima razgradnije ili polimerizacije fenolnih spojeva u otopini (Lochab i sur., 2014).

Zbog toga su se za daljnje analize uzimali uzorci koji su macerirani 24 sata.

Rezultati pokazuju (slika 14 i slika 15) da je metoda maceracije opéenito ucinkovitija u postizanju
viSih koncentracija fenolnih spojeva u usporedbi s ultrazvukom, $to je posebno izrazeno kod visih
koncentracija glicerola (50%). Znaci da iako ultrazvuk ubrzava proces ekstrakcije, nije bio
dovoljan za potpunu ekstrakciju fenolnih spojeva u kratkom vremenskom periodu. Moguci razlog
je da u klasi€noj maceraciji jabuéni ocat i glicerol omogucéuju stabilnije otapanje fenolnih spojeva
jer Ce se ekstrakcija odvijati sporije i time ¢e biti manije fizi¢kih osteéenja biljnih stanica. Takoder,
uzorci s glicerolom i jabu¢nim octom pokazali su vece razlike izmedu ultrazvuénog tretmana i
maceracije, dok su uzorci s etanolom kao otapalom imali manju razliku. Time se dolazi do
zaklju€ka da je etanol bolje otapalo za brzu ekstrakciju fenolnih spojeva ultrazvuénim tretmanom.
Takoder, glicerol je viskoznije otapalo u usporedbi s etanolom te je ucinkovitost ultrazvucnih

valova smanjena jer kavitacija nije toliko intenzivna (Jambrak i Drmi¢, 2008).
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Slika 15. Prikaz koncentracije fenolnih spojeva (mg GAE/L) u ekstraktima koprive nakon
maceracije (plavi stupci) i tretmana ultrazvukom (zeleni stupci) (uzorci 1-8)
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Slika 16. Prikaz koncentracije fenolnih spojeva (mg GAE/L) u ekstraktima industrijske konoplje
nakon maceracije (plavi stupci) i tretmana ultrazvukom (zeleni stupci) (uzorci 9-16)
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Razlike u vrijednostima izmedu uzoraka pripremljenih koristenjem glicerola i octa te etanola kao
otapala, jasno ukazuju na razli¢ita ekstrakcijska svojstva tih otapala. Glicerol i ocat pokazali su
se ucinkovitijima u stabilizaciji fenolnih spojeva i postizanju viSih koncentracija tih spojeva zbog
svojih razliCitih ekstrakcijskih svojstava u odnosu na etanol, koji uzrokuje brzu degradaciju
fenolnih spojeva (Nawaz i sur., 2019). Kada se usporeduju biljni materijali konoplja je generalno

pokazivala veée koncentracije fenolnih spojeva u usporedbi s koprivom.

4.2. Odredivanje ukupnih flavonoida

Analizom rezultata ekstrakcije flavonoida iz koprive i konoplje uo¢ene su znacajne razlike
ovisno o kori§tenoj metodi, omjeru biljnog materijala, vrsti biljke i sastavu otapala. Rezultati (slika
16 i slika 17) pokazuju da je tretman ultrazvukom opcenito ucinkovitiji za ekstrakciju flavonoida,
posebno kod uzoraka koprive s manjim udjelom biljnog materijala (1:50). Ovaj efekt je osobito

izrazen kada su glicerol i ocat koriSteni kao otapala pri koncentracijama glicerola od 20 %.

Pri veéim koncentracijama glicerola (50 %) metoda maceracije pokazuje bolje rezultate u odnosu
na ultrazvuk, $to ukazuje na smanjenu ucinkovitost ultrazvucéne ekstrakcije u ovim uvjetima (isto

je zabiljezeno kod fenolnih spojeva).
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Slika 17. Prikaz koncentracije flavonoida (mg RE/L) u ekstraktima koprive nakon maceracije
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Slika 18. Prikaz koncentracije flavonoida (mg RE/L) u ekstraktima konoplje nakon maceracije

(plavi stupci) i tretmana ultrazvukom (zeleni stupci) (uzorci 9-16)
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Opcéenito, uzorci s manjim udjelom bilinog materijala (1:50) pokazali su bolju ekstrakciju, iako je
veci omjer biljnog materijala (1:20) rezultirao vi§im koncentracijama flavonoida bez obzira na
metodu ekstrakcije. Ovaj trend potvrduje da manji omjer biljinog materijala moze olak3ati
oslobadanje bioaktivnih spojeva iz stanica biljke. Takoder, potvrduje vaznost optimizacije omjera
biljnog materijala i otapala za specificne uvjete i cilieve ekstrakcije, jer razli€iti omjeri mogu utjecati
na kinetiku ekstrakcije i stupanj zasi¢enja otapala bioaktivnim spojevima. Usporedba izmedu
koprive i konoplje pokazuje da je efekt omjera biljnog materijala izraZeniji kod konoplje, koja sadrZi

viSe lako dostupnih flavonoida poput kanaflavina Ai B (Isidore i sur., 2021).

Rezultati pokazuju da visi postotak glicerola (50 %) u uzorcima s ve¢im udjelom biljnog materijala
(1:20) poboljsava ekstrakciju flavonoida kod maceracije, $to bi se moglo pripisati polarnosti

glicerola jer moze bolje otapati flavonoide koji su takoder polarni spojevi (Xu i sur., 2019).

lako je ultrazvuéna ekstrakcija u prosjeku rezultirala viSom koncentracijom flavonoida, kod nekih
uzoraka taj trend nije uo€en (npr. IK_1_20_G50). To je zato Sto je glicerol viskozno otapalo te je
uCinkovitost ultrazvuénih valova smanjena jer kavitacija nije toliko intenzivna (Jambrak i Drmi¢,
2008).

4.3. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Ispitivana je antioksidacijska aktivnost razliitih ekstrakata koprive (Urtica dioica L.) i
konoplje (Cannabis sativa L.) koristenjem ABTS i FRAP metoda, nakon primjene razlicitih
tretmana ekstrakcije. Podaci pokazuju (tablica 1) da su uzorci pripremljeni maceracijom opéenito
imali viSu antioksidacijsku aktivnost u usporedbi s onima tretiranim ultrazvukom. Srednja
vrijednost za ABTS metodu nakon ultrazvuénog tretmana iznosila je 4,95 mM Troloxa, dok je za
maceraciju bila nesto visa 5,36 mM Troloxa. Za FRAP metodu, prosje¢ne vrijednosti iznosile su
4,90 mM Troloxa za ultrazvuk, dok su uzorci maceracije imali prosje¢nu vrijednost od 5,22 mM
Troloxa. Ovi rezultati sugeriraju da dulja ekstrakcija omogucava bolju izolaciju spojeva koji

pokazuju antioksidacijsku aktivnost.
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Tablica 1. Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti ekstrakata koprive i industrijske konoplje
odredene ABTS i FRAP metodama nakon 24-satne maceracije i tretmana ultrazvukom.
Rezultati su izrazeni kao mM Trolox ekvivalenti s pripadaju¢im standardnim devijacijama ().

Uzorak ABTS (mM Trolox) FRAP (mM Trolox)

~ Maceracija  Ultrazvuk  Maceracija Ultrazvuk
K_20_G20 7,83 £ 0,03 6,48 + 0,02 7,92 +0,22 6,12 £ 0,02
K_20_G30 6,01 £ 0,09 6,18 + 0,02 7,15 £ 0,06 5,97 £ 0,02
K_20_G50 8,20 + 0,04 3,50 + 0,04 8,35+ 0,40 4,95 + 0,002
K_50_G20 3,65 0,05 3,74 £ 0,05 3,78 £0,13 4,37 £ 0,02
K_50_G30 3,37 £ 0,04 2,63 + 0,06 3,34 £ 0,06 3,90 £ 0,010
K_50_G50 2,51 £ 0,04 2,73 £ 0,05 3,14 £ 0,21 3,60 £ 0,01
K_20_E30 8,05 + 0,01 2,77 £ 0,003 3,49 £ 0,35 4,11 £ 0,005
K_50_E30 4,66 +0,13 1,96 + 0,04 1,21 +£0,15 1,93 £ 0,02
IK_20_G20 5,31 £ 0,01 8,60 * 0,06 7,84 £ 0,00 8,62 + 0,02
IK_20_G30 3,38 £ 0,07 8,75 + 0,06 9,04 + 0,03 7,82 £ 0,02
IK_20_G50 3,568 £ 0,07 6,85 + 0,03 10,39+ 0,18 7,01 £ 0,02
IK_50_G20 2,27 £ 0,03 3,88 £ 0,03 5,07 £ 0,23 5,25 + 0,003
IK_50_G30 5,41 £ 0,01 5,15+ 0,02 5,25 + 0,50 5,39 + 0,005
IK_50_G50 8,50 * 0,05 4,47 + 0,09 5,51+0,18 4,15 + 0,008
IK_20_E96 8,77 £ 0,02 7,27 £ 0,05 1,22 + 0,06 2,75+ 0,09
IK_50_E96 4,25 + 0,009 4,25 + 0,01 0,83 + 0,09 2,43 +0,44

Usporedba antioksidacijske aktivnosti ekstrakata koprive i konoplje pokazala je da konoplja ima
viSi antioksidacijski kapacitet u obje koristene metode, osim kada je za analizu primijenjena FRAP
metoda, pri éemu je kao otapalo koristen 96 % etanol. Prosje¢na vrijednost za ABTS kod koprive
iznosila je 4,64 mM Troloxa, dok je kod konoplje bila vi§a, iznoseci 5,67 mM Troloxa. Sli¢an trend
zabiljezen je i kod FRAP metode, gdje je kopriva pokazivala prosje¢nu vrijednost od 4,58 mM

Troloxa, dok je konoplja imala prosjek od 5,54 mM Troloxa.

Dodatna analiza pokazuje da tretman maceracijom daje nesto vece vrijednosti antioksidacijske
aktivnosti u usporedbi s ultrazvuénim tretmanom. To je posebno izrazeno kod ekstrakata
pripremljenih u glicerolu i octu gdje su vrijednosti za maceraciju bile konzistentno vece. Ultrazvuk
se pokazao manje ucinkovitim u postizanju vecih vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta; to bi

mogla biti posljedica kraéeg vremena kontakta izmedu otapala i biljnog materijala. Ovaj
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nedostatak u€inkovitosti dodatno se moze objasniti generiranjem slobodnih radikala potaknutih
ultrazvuénim djelovanjem, Sto je znacCajno pod utjecajem operativnih parametara, poput
temperature. Naime, temperatura znacajno utjeCe na opseg reakcija posredovanih radikalima jer
mijenja fizikalna svojstva medija te ponaSanje kavitacijskih mjehurica. Promjene u tim
parametrima mogu dovesti do nepozeljnog oksidativhog ostecenja nekih antioksidativnih spojeva,

Sto ograniava ucinkovitost ultrazvuka u maksimalnoj ekstrakciji ovih spojeva (Akti i Yildiz, 2020).

Rezultati pokazuju da je etanol kao otapalo ucinkovitiji u ekstrakciji spojeva s antioksidacijskom
aktivnoS¢u iz koprive nego glicerol i ocat u slu€aju maceracije i ABTS metode. Takoder, uzorci
konoplje pripremljeni s 96 % etanola pokazali su najviSu antioksidacijsku aktivnost prema ABTS

metodi.

Medutim, kod FRAP metode moze se uoditi da su uzorci konoplje pripremljeni s 96 % etanolom
imali znatno niZzu antioksidacijsku aktivnost. S obzirom na to da je FRAP metoda specifitna za
spojeve koji su sposobni reducirati Zeljezo, ovi rezultati ukazuju na nisku koncentraciju takvih
spojeva u ekstraktima konoplje kada se koristi visoka koncentracija etanola. S druge strane,
uzorci pripremljeni u glicerolu i octu pokazali su konzistentnije vrijednosti antioksidacijske
aktivnosti prema FRAP metodi. Zaklju¢no, to pokazuje na bolju sposobnost tih otapala da

ekstrahiraju spojeve odgovorne za redukciju zeljeza (Gasior i sur., 2020).

4.4. Odredivanje fizikalno-kemijskih parametara

4.4.1. pH vrijednost

Provedena je analiza pH vrijednosti uzoraka (tablica 2) dobivenih maceracijom i ultrazvukom kako
bi se procijenio utjecaj razli€itih metoda ekstrakcije na kiselost dobivenih ekstrakata. Mjerenja pH
vrijednosti provedena su na uzorcima dobivenim 24-sathom maceracijom i ultrazvuénim
tretmanom. pH vrijednosti odredene su koristenjem pH metra Schott CG 842 (Mainz, Njemacka).

Dobiveni rezultati mjerenja pH-vrijednosti uzoraka prikazani su u tablici 2.
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Tablica 2. Rezultati pH vrijednosti ekstrakata koprive i konoplje dobivenih maceracijom i
ultrazvukom

Uzorak pH vrijednost pH vrijednost

K_20_G20 4,08 4,05
K_20_G30 4,22 4,14
K_20_G50 4,35 4,19
K_50_G20 3,84 3,78
K_50_G30 3,89 3,89
K_50_G50 3,98 4,11
K_20_E30 8,07 7,07
K_50_E30 8,46 7,14
IK_20_G20 4,05 4,05
IK_20_G30 4,16 4,12
IK_20_G50 4,38 4,17
IK_50_G20 3,86 3,85
IK_50_G30 3,91 3,89
IK_50_G50 4,05 3,99
IK_20_E96 6,41 6,53
IK_50_E96 6,59 6,63

Vecina uzoraka kojima je otapalo glicerol i ocat pokazivala je blago kisele pH-vrijednosti izmedu
3,78 14,19 za ultrazvuk te 3,84 - 4,38 za uzorke pripremljene maceracijom. Uzorci pripremljeni s
etanolom pokazivali su zna¢ajno viSi pH (7,07 i 7,14 za 96 % etanol) to je i oCekivano jer je etanol

manije kiselo otapalo u usporedbi s glicerolom i octom.

Uzorci koprive opéenito su pokazivali nesto nize pH vrijednosti u usporedbi s konopljom, a to je

povezano s veéim sadrzajem kiselih spojeva u koprivi (Garofuli¢ i sur., 2021).

Omijer biljnog materijala (1:20 i 1:50) nije pokazao znacajan utjecaj na pH vrijednosti te se time

zakljuCuje da koli¢ina biljnog materijala ne utjeCe znacajno na pH-vrijednost dobivenih ekstrakata.
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4.4.2. Ukupni suhi ektrakt

U istrazivanju su usporedivane koncentracije ukupnog ekstrakta uzoraka dobivenih maceracijom
i ultrazvuénim tretmanom te primjenom razli¢itih otapala. Rezultati pokazuju razlike u u€inkovitosti
ovih metoda za ekstrakciju suhe tvari iz biljnih materijala ovisno o vrsti uzorka i koristenom

postupku (tablica 3).

Tablica 3. Rezultati ukupnog ekstrakta izraZeni kao sadrzaj suhe tvari (g/L) ekstrakata koprive i
industrijske konoplje dobivenih ultrazvukom i maceracijom

Uzorak Suha tvar (g/L) Suha tvar (g/L)
K_20_G20 13,88 11,17
K_20_G30 35,08 36,01
K_20_G50 48,62 40,26
K_50_G20 9,52 8,29
K_50_G30 29,74 23,9
K_50_G50 39,8 37,12
K_20_E30 35,96 28,53
K_50_E30 34,2 30,36
IK_20_G20 18,98 20,82

IK_20_G30 40,46 30,77
IK_20_G50 58,12 33,24
IK_50_G20 10,26 8,62
IK_50_G30 30,38 23,33
IK_50_G50 39,02 36,83
IK_20_E96 44,96 36,27
IK_50_E96 44,12 38,34

Rezultati pokazuju da je maceracija u vecini slu€ajeva dovela do vecih koncentracija ukupnog
ekstrakta u usporedbi s ultrazvuénim tretmanom. Kod uzoraka K 20 G50 i IK 20 G50,
koncentracije suhe tvari kod maceracije bile su znatno vecée (48,62 g/L i 58,12 g/L) u usporedbi s

ultrazvukom (40,26 g/L i 33,24 g/L). Ovi rezultati ukazuju da je dulje vrijeme kontakta izmedu
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biljnog materijala i otapala omogucilo bolju ekstrakciju, no treba uzeti u obzir da visoka viskoznost
glicerola (50 %) moZe smanijiti u€inkovitost ultrazvuénog tretmana, $to takoder doprinosi nizim
rezultatima ultrazvuka. S druge strane kod uzorka K_1_20_G30 (36,01 g/L ultrazvuk, 35,08 g/L
maceracija), ultrazvucni tretman je bio nesto ucinkovitiji. Isto je i vidljivo kod uzorka K_1_50_G50
(37,12 g/L ultrazvuk, 39,8 g/L maceracija).

Glicerol kao otapalo, zbog svoje viskoznosti i topljivosti polarnih spojeva, doprinio je veéim
vrijednostima suhe tvari, no moguce je da dio mase dolazi od zaostalog otapala. Pri manjim
koncentracijama glicerola (20 % i 30 %), razlike izmedu tretmana su bile manje izraZene te s

povremenom prednosScu ultrazvuka.

U usporedbi biljaka, konoplja je opcenito imala veée koncentracije suhe tvari u odnosu na koprivu.
Na primjer kod uzorka IK_20_G30 koncentracija suhe tvari iznosi 40,46 g/L (maceracija), dok kod
koprive pod istim uvjetima iznosi 35,08 g/L. Ova razlika sugerira da je konoplja bogatija

ekstraktivnim tvarima u usporedbi s koprivom.

4.4.3. Kromatski parametri

Kromatski parametri dobivenih ekstrakta odredeni su spektrofotometrijski prema CIElab sustavu
(OIV, 2014). Svi dobiveni ekstrakti su obojeni.
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Uzorak
K_20_G20

K_20_G30
K_20_G50
K_50_G20
K_50_G30
K_50_G50
K_20_E30
K_50_E30
IK_20_G20
IK_20_G30
IK_20_G50
IK_50_G20
IK_50_G30
IK_50_G50
IK_20_E96
IK_50_E96

a
18,9805

16,9466
25,1504
5,9634
4,9794
4,7331
-0,2474
-0,4892
4,7262
-0,8722
0,1783
-0,1128
-0,0775
-0,0817
-11,1589
-15,3274

b
74,3509

72,5822
77,3887
51,3892
48,9212
49,7877
0,3608
1,4031
58,5308
-6,2363
2,3856
1,9957
1,9095
2,0586
52,2890
69,4570

L
61,5265

64,5648
51,3794
78,6114
81,4388
82,4450
14,1686
9,9259
80,0442
59,0751
14,2365
12,9911
5,7161
13,5647
35,0082
56,4143

Cab
66,7354

64,5343
61,3729
51,7341
49,1739
50,0122
0,4375
1,4860
58,7213
6,2970
2,3923
1,9989
1,911
2,0602
52,6690
71,1280

Tablica 4. Kromatski parametri (a, b, L, Cab i hab) za ekstrakte dobivene maceracijom

hab
1,3209

1,3414
1,2566
1,4553
1,4694
1,4760
1,9718
1,6063
1,4902
4,5734
1,4962
1,6273
1,6114
1,6105
1,7442
1,7880
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Tablica 5. Kromatski parametri (a, b, L, Cab i hab) za ekstrakte dobivene ultrazvuénim
tretmanom

Uzorak a b L Cab 1F:1 )
K_20_G20 14,8874 52,8781 42 9553 54,9339 1,2964

K_20_G30 14,4521 58,8474 53,6506 60,5960 1,3300
K_20_G50 7,9330 55,9976 52,8369 49,5408 1,3480
K_50_G20 10,9486 48,3158 52,8369 49,5408 1,3480

K_50_G30 8,5685 50,2727 66,4186 50,9977 1,4020
K_50_G50 6,8343 49,5783 67,2364 49,5783 1,4325
K_20_E30 7,9929 49,4906 45,5443 50,1319 1,4107
K_50_E30 3,5088 46,9620 61,3708 47,0929 1,4962

IK_20_G20 15,7866 40,4531 24,2185 40,4531 1,1699
IK_20_G30 14,7540 49,6505 34,6375 49,6505 1,2691
IK_20_G50 12,6939 51,3373 46,4755 52,8834 1,3284

IK_50_G20 7,8441 43,0536 54,5146 43,7623 1,3906
IK_50_G30 6,6062 43,5866 62,8794 44,0844 1,4204
IK_50_G50 7,7337 42,5951 53,9989 43,2915 1,3912
IK_20_E96 -9,6325 56,4948 60,1120 57,3101 1,7397

IK_50_E96 -13,1536 75,9494 83,9570 77,0800 1,7423

Usporedba rezultata za tretmane maceracije i ultrazvuka (tablica 4 i tablica 5) pokazuju znacajne
razlike u kromatskim parametrima ekstrakata. Vrijednosti svjetline (L) kod uzoraka tretiranih
ultrazvukom bile su u vecini sluajeva nize u usporedbi s maceriranim uzorcima. To sugerira da
ultrazvuk omogucuje bolju ekstrakciju tamnijih pigmenata i ¢ime se dobiva tamniji ekstrakt. Ovaj
efekt se moze pripisati intenzivnim mehani¢kim silama koje ultrazvuk stvara u otapalu, ¢ime se
povecCava oslobadanje biljnih pigmenata (Linares i Rojas, 2022). Kod usporedbe biljnog
materijala, ultrazvucni tretman rezultirao je intenzivnijim bojama i bolju stabilnost svjetline uzoraka
kod konoplje, osobito u kombinaciji s visokim udjelom etanola. Medutim, maceracija je osigurala

vecu stabilnost i svjetlinu uzoraka kod koprive.
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Kromatski intenzitet (Cab) pokazao je da su uzorci ekstrahirani etanolom pokazali znacajno vece
vrijednosti od uzoraka koji su sadrzavali glicerol i jabu€ni ocat kao otapalo. Kod koncentracije od
96 % etanola, uzorci su imali zna€ajno prosjecno vece vrijednosti kromatskog intenziteta u
usporedbi s 30 % etanolom, Cime prikazuje da veca koncentracija etanola olakSava otapanje
pigmenta. Ova promjena intenziteta boje moze biti korisna pri razvoju proizvoda gdje je potrebna

visoka zasi¢enost boje (Casassa i sur., 2013).

Nijansa boje (hab) pokazala je razliCite obrasce ovisno o tretmanu i vrsti otapala. Kod tretmana
maceracijom nijansa je bila konzistentnija, znaci da je proces ekstrakcije stabilniji. Kod uzoraka
tretiranih nizim koncentracijama glicerola (20 %) nijanse su bile toplije, a s povecanjem
koncentracije glicerola prelazile su prema hladnijim tonovima.. Etanol se pokazao kao vrlo
efikasno otapalo za ekstrakciju pigmenata (najbolje 96 % koncentracija) $to je dovelo do tamnijih
i zasicenijih ekstrakta. To je posebno izraZzeno kod konoplje jer sadrzZi vece koncentracije lipofilnih

pigmenata koji se lakSe otapaju u visokom postotku etanola (Stasitowicz-Krzemien i sur., 2023).
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5. ZAKLJUCCI

1. Rezultati su pokazali da je koncentracija fenolnih spojeva najveéa nakon 24 sata
maceracije, dok produljenje trajanja maceracije dovodi do postupnog smanjenja njihove
koncentracije. Ovaj pad moze se pripisati procesima razgradnije ili polimerizacije fenolnih

spojeva u otopini.

2. lstrazivanje je pokazalo da maceracija omogucuje bolju ekstrakciju fenolnih spojeva u
usporedbi s ultrazvuénim tretmanom. Ova metoda bila je posebno ucinkovita pri uporabi

otapala s ve¢om koncentracijom glicerola (50%).

3. Ultrazvuéni tretman pokazao se ucinkovitijim za ekstrakciju flavonoida, osobito uz maniji
omjer bilinog materijala (1:50) i otapala. Medutim, viskoznost glicerola smanijila je
uCinkovitost ultrazvuénih valova zbog slabije kavitacije, Sto je rezultiralo nizom
koncentracijom flavonoida pri veéim koncentracijama glicerola (50 %). Konoplja je bila

bogatiji izvor flavonoida u odnosu na koprivu, $to odgovara njezinom kemijskom sastavu.

4. Ekstrakti dobiveni maceracijom pokazali su bolju antioksidacijsku aktivnost u usporedbi s
ultrazvukom, posebno pri viSim koncentracijama glicerola. Pri tim koncentracijama,
kopriva je pokazala bolju antioksidacijsku aktivnost od konoplje. Glicerol i ocat su se
opcenito pokazali u€inkovitijim otapalima od etanola za ekstrakciju antioksidacijskih

spojeva.

5. Kod analize kromatskih svojstava, ultrazvuéni tretman rezultirao je intenzivnijim bojama i
bolju stabilnost svjetline uzoraka (L) kod konoplje, osobito u kombinaciji s visokim udjelom
etanola. Medutim, maceracija je osigurala vecu stabilnost i svjetlinu uzoraka kod koprive.
Sto se tite pH vrijednosti i sadrzaja ukupnog ekstrakta, s poveéanjem koncentracije
glicerola u otapalu te s porastom koncentracije bilja kod obje metode ekstrakcije, dolazi

do povecanja pH vrijednosti i sadrZaja ukupnog ekstrakta.
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