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Sazetak

Listovi ginka (Ginko biloba L.) upotrebljavaju se u tradicionalnoj medicini za poboljSanje
kognitivnih sposobnosti te za tretiranje krvozilnih bolesti. Postoje razlicite aktivne komponente
koje doprinose ljekovitim svojstvima ginka, a neke od njih se svrstavaju u skupinu polifenola,
posebice flavonoida koji mogu imati antioksidacijsko djelovanje. Listovi ginka koji se koriste
u tradicionalnoj medicini dobivaju se susenjem svjezih listova. U ovom radu smo ispitali u¢inak
tri vrste razli¢itog susenja listova na sadrzaj ukupnih polifenola, flavonoida i antioksidacijsku
aktivnost. SvjeZi listovi suSeni su na zraku, u susioniku s cirkulacijom zraka te u liofilizatoru
nakon ¢ega su usitnjeni, pripremljeni su ekstrakti u 80% metanolu te izmjeren sadrzaj ukupnih
polifenola Folin-Ciocaltea metodom, flavonoida metodom s Al.Cl; te antioksidacijska
aktivnost DPPH metodom. Sadrzaj ukupnih polifenola nije se znacajno razlikovao u uzorcima
suSenim u liofilizatoru (44.47 + 1.45 pg GAE/mg dw) te u suSioniku (43.13 £ 0.43 ug GAE/mg
dw) dok je kod listova susenih na zraku bio nesto nizi (39.36 £ 1. 51 ug GAE/mg). Sadrzaj
ukupnih flavonoida pokazao je drugaciji trend te je najvisi sadrzaj izmjeren kod listova suSenih
u suSioniku (4.15 £ 0.31 pg CE/mg dw), nesto nizi u listovima suSenim na zraku (4.07 £ 0.34
ug CE/mg dw) te najnizi u listovima susenim u liofilizatoru (3.41 = 0.21 4.07 £ 0.34 ug CE/mg
dw). Za antioksidacijsku aktivnost takoder nisu uocene znacajne razlike. S obzirom na nase
rezultate mozemo zakljuciti da nacin susenja moze utjecati na sadrzaj polifenolnih komponenti
u listovima ginka te time potencijalno i na ljekovitost samog pripravka te svakako treba

prilikom pripreme listova za medicinsku upotrebu voditi racuna o nac¢inu susenja.

Kljuéne rijeci: ginko, Ginkgo biloba L., susenje, ukupni polifenoli, ukupni flavonoidi

Zahvala: Ovaj rad izraden je u sklopu projekta Hrvatske zaklade za znanost ,,Uloga
biflavonoida u biljkama: Gingko biloba L. kao modelni sustav UIP-2019-04-1018.



Summary

Ginkgo leaves (Ginko biloba L.) are used in traditional medicine to improve cognitive
abilities and treat vascular diseases. There are several active components that contribute to the
healing properties of ginkgo, and some of them belong to the group of polyphenols, especially
flavonoids, which may have antioxidant effects. Ginkgo leaves used in traditional medicine are
obtained by drying the fresh leaves. In this work, we studied the effects of three different types
of leaf drying on the content of total polyphenols, flavonoids and antioxidant activity. Fresh
leaves were dried in air, in a dryer with air circulation, and in a freeze dryer. They were then
crushed, extracts were prepared in 80% methanol, and the content of total polyphenols was
measured by the Folin-Ciocaltea method, flavonoids by the Al2Cls method, and antioxidant
activity by the DPPH method. The content of total polyphenols did not differ significantly
between samples dried in a freeze dryer (44.47 + 1.45 ng GAE/mg dw) and in a dryer (43.13 +
0.43 ug GAE /mg dw), while it was slightly lower in air-dried leaves (39.36 + 1. 51 ng GAE
/mg). The content of total flavonoids showed a different trend, and the highest content was
measured in dryer-dried leaves (4.15 £ 0.31 ug CE /mg dw), slightly lower in air-dried leaves
(4.07 £ 0.34 pg CE /mg dw), and the lowest in leaves dried in a freeze dryer (3.41 £0.21 4.07
+ 0.34 pg CE /mg dw). No significant differences were also found in antioxidant activity. In
view of our results, we can conclude that the drying method may influence the content of
polyphenolic constituents in ginkgo leaves and thus possibly the medicinal properties of the
preparation itself. Drying method should definitely be taken into account when preparing leaves
for medicinal purposes.

Key words: ginkgo, Ginkgo biloba L., drying, total polyphenols, total flavonoids
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1. Uvod

Ginko (Ginkgo biloba L.) listopadno je drvo iz porodice Ginkgoaceae. Najstariji pronadeni
fosili stari su preko 200 milijuna godina te se jo§ naziva i ,,zivi fosil“. Nativan je za Aziju, no
prosirio se po ostalim dijelovima svijeta kao ornamentalno drvo te se danas nalazi u mnogim
europskim i ameri¢kim parkovima te botani¢kim vrtovima. Poznat je po svojim intenzivno

zutim listovima ujesen (Slika 1.) [1].

Slika 1: Drvo ginka u jesen

Izvor: vlastita fotografija

U mnogim kulturama ginko se koristi u medicini i prehrani, ali kao i religijski znak. Listovi
se koriste u tradicionalnoj medicini, sjemenke ginka koriste se kao poslastica, ujedno se od njih
radi ulje te se koriste i u medicini. Drvo sa svojim prepoznatljivim liS¢em dobilo je simbolicno
znacenje u budizmu, daoizmu i konfucijanizmu. Iz Kine i Koreje prosirio se 1 u Japan te postao
dio religije Sintoizma. Ginko je u Europi postao poznat zbog trgovackih kolonija iz Azije. Sjeme
je preneseno u Veliku Britaniju, od koje se rasprostranilo i Sjevernom Amerikom [2].

U suvremeno doba koristi se u prehrambenoj 1 farmaceutskoj industriji. Najznacajniji dio je
list koji, da bi se mogao koristiti, mora se prvo osusiti. Susenje je jedan od najstarijih postupaka

konzerviranja hrane koji je dostupan ¢ovjecanstvu jos od prapovijesti. Prvi nacini susenja koje



je Covjek koristio bili su sunce, vjetar i dim s ciljem produljenja roka trajanja namirnica. Glavni
cilj susenja jest smanjenje udjela vode kako bi se usporilo ili izbjeglo kvarenje hrane od strane
mikroorganizama. Kod susenja vrlo je vazno obratiti pozornost na izlaganje suncu, temperaturu

1 vremensko izlaganje. Pravilan nacin suSenja vazan je kako bi se ocuvale bitne bioaktivne
komponente [3].



2. Teorijski dio

2.1. SuSenje

Cilj tehnoloSkog procesa susenja jest eliminirati vlagu i sprije¢iti enzimske i kemijske
reakcije koje mogu izazvati razgradnju tvari od interesa ili pak kvarenje. Biljni materijal koji
se mora duZe Cuvati se susi do vlaznosti ispod 14%, a ako se radi o kra¢em €uvanju sirovina se
moze susiti do ispod 16%, no to naravno ovisi o vrsti biljnog materijala. Glavni cilj suSenja,
osim eliminacije vlage, jest oCuvanje organolepti¢kih svojstava i aktivnih tvari u biljkama.
Susenje moze biti u domacinstvu i industrijsko. SusSenje na zraku u domacinstvu ovisno je o
vremenskim uvjetima. Sakupljene biljke se mogu poslagati na tekstilnu ili papirnu podlogu te
susiti u Sto kra¢em vremenu u sjenti ili toplim 1 dobro prozra¢enim prostorijama. Vazno je izbjeci
bilo kakvu vlagu koja moZe utjecati na vrijeme i kvalitetu suSenja. Sto se ti¢e industrijskog
susenja, ono moze biti u diskontinuiranim, polukontinuiranim, kontinuiranim i SarZnim
susarama koje tehni¢ki mogu biti izvedene kao konvekcijske, kontaktne, vakuumske,
radijacijske, visokofrekventne te susare u kojima se suSenje provodi smrzavanjem [4].

Susenje prethodnim smrzavanjem provodi se u liofilizatoru. Koristi se za suSenje tvari koje
su osjetljive na toplinu. Na¢inom suSenja u liofilizatoru o¢uvaju se strukture bjelancevina,
bioloski aktivni spojevi te zive mikrobne stanice. Materijali se prvo ohlade na temperaturu do
—10 i —40 °C. Zatim se iz njih uklanja voda sublimacijom u visokom vakuumu. Moguca su
osStecenja bioloski aktivnih sastojaka zbog smrzavanja (kristali¢i leda u stanicama) ili kod
suSenja (denaturacija toplinom). To se sprjeCava primjenom zaStitnih sredstava kao $to su
glicerin, saharoza, laktoza. Osuseni su proizvodi vrlo trajni [4].

Laboratorijski suSionik je uredaj koji se obicno koristi za uklanjanje vlage i otapala iz
uzoraka u kontroliranom okruzenju. Mogu funkcionirati pomoc¢u metoda grijanja konvekcijom
ili zraenjem, poput infracrvenog ili mikrovalnog zracenja. Svrha toplinskog susionika je brzo
i u¢inkovito suSenje uzoraka na konzistentnu tezinu, uz smanjenje mogucnosti kontaminacije
ili oSte¢enja uzorka. Za upotrebu su dostupni razliciti tipovi toplinskih susilica, od malih stolnih
modela prikladnih za svakodnevnu upotrebu do vecih industrijskih modela namijenjenih za
ispitivanje visoke propusnosti. KoriStenje toplinskih suSilica u laboratoriju ucinilo je proces

susenja ucinkovitijim, preciznijim i ponovljivim [4].



2.2. Fitokemikalije

Fitokemikalije su bioloski aktivne komponente biljaka, a dolazi od grcke rije¢i phytos sto
znaci biljka. Ukljucuju polifenole, flavonoide, izoflavonoide, fenole, antocijane, dusSikove
spojeve, derivate klorofila, beta karoten (i druge karotenoide), alkaloide, kumarine, terpenoide
i dr. Skupina nekih fitokemikalija prikazana je na Slici 2. Oni su ¢esto koncentrirani u vanjskim
slojevima razlicitih biljaka, pa samim time daju razlicite boje biljkama. U biljkama imaju razne
uloge, da stite biljku od mikroba, insekata, oksidativnih procesa. Neke sudjeluju u stvaranju
energije, a neke su biljni hormoni. Osim uloge u biljkama, imaju i blagotvorne u¢inke i kod
ljudi nakon konzumacije biljaka bogatih fitokemikalijama. Mogu usporiti starenje stanica,
stimulirati rad enzima, sprijeciti $tetne reakcije itd. U ulozi hormona preveniraju nastanak
karcinoma, spreCavaju oksidaciju LDL cestica, Stite od sr€anog i mozdanog udara.
Sprjeavanjem nepozeljnih oksidacijskih procesa smanjuju rizik za nastanak tumora, imaju
antibakterijski u€inak, smanjuju rizik od ateroskleroze i smanjuju krvni tlak, Stite od Stetnih
posljedica duhanskog dima i od kroni¢nih pluénih bolesti (astma, bronhitis, emfizem) i sl. [4].

U prehrambenoj industriji koriste se kao dodaci prehrani i kao konzervansi. U novije doba
ljudi vrlo Cesto izbjegavaju sinteticke konzervanse zbog sigurnosnih i tehnoloskih problema,
podiZe se svijest potroSaca o koriStenju biljnih supstituta te su stekli sve vecu popularnost.
Primjenjuju se u konzerviranju hrane zbog antimikrobnih i antioksidativnih svojstava te kao

sredstva protiv posmedivanja i mogu se koristiti i kao pojacivaci okusa, boje i mirisa hrane [4].



Klasifikacija fitokemikalija

|
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p-kumarinska

N Kofeinska
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[
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Fisetin Katehin Malvidin
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anilinska galat

Slika 2: Shema klasifikacije fitokemikalija
Izvor: Alibabi¢ i Muji¢ [4]



Polifenoli se nalaze u razli¢itom vocéu i povréu posebice onom koje je obojeno. Bioloski su
aktivne komponente hrane koje nemaju nutritivni karakter, ali imaju vrlo pozitivan zdravstveni
ucinak, njihova antioksidativna, antibakterijska, antivirusna svojstvastite od nastanka
karcinoma, krvozilnih oboljenja i sli¢no. U polifenole se ubrajaju flavonoidi, fenolne kiseline,
stilbeni te lignani (Slika 4). Jednu od najvec¢ih skupina polifenola ¢ine flavonoidi. Njihov je
osnovni kostur graden od 15 C-atoma rasporedenih u dva aromatska prstena koji su medusobno
povezani mostom od tri C- atoma. Most i aromatski prsten B sintetiziraju se iz fenilalanina u
putu ikiminske kiseline. Sest C-atoma prstena A potjede od 3 acetatne jedinice iz puta jabu¢ne

kiseline [4].

FENOLNE
| KISELINE

— FLAVONOIDI

| STILBENI

POLIFENOLI
|

— LIGNANI

Slika 3: Podjela polifenola

Izvor: Samec i sur. [4]

Flavonoidi su najviSe proucavana skupina polifenola te ih ima vise od 6000. Prema strukturi
oni se mogu podijeliti u Sest skupina: flavoni, flavonoli, flavan-3-oli, flavanonoli, flavanoni,
izoflavoni i antocijani (Slika 5). Razlikuju se po sredisnjem heterociklickom piranskom prstenu.
Atomi ugljika u molekulama flavonoida tvore dva prstena te su oni povezani s tri atoma ugljika
1 jednim atomom kisika tvore¢i sredisnji piranski prsten. Najcesce je kod flavonoida istrazivana

njihova antioksidacijska aktivnost [5].
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Slika 4: Podjela flavonoida

Izvor: Samec i sur. [5]

2.3. Ginko (Gingo biloba L.)

2.3.1 Botanicke karakteristike i rasprostranjenost

Ginko (Ginkgo biloba L.) je listopadno drvo te vrsta u porodici Ginkgoaceae. Najveca visina
koju stablo ginka moze dose¢i je oko 35 metara, promjer debla moze biti i preko dva metra.
Kora je sive do tamnosmede boje, pupovi su Siroko piramidalni, zaobljenog vrha, listovi su
lepezastog oblika podijeljeni na simetriéne polovice. U proljece i ljeto su zeleni a u jesen prije
nego otpadnu poprime Zutu boju. Dvodomna je biljka razlikuju se muske 1 Zenske jedinke po
obliku stabla, muska stabla su vise vitka, dok Zenska imaju $iru krosnju. Razlika je i u
cvjetovima, muski cvjetovi nalaze se u vise¢im cvatovima duzine 2-3 centimetra, dok su Zenski
cvjetovi na drSci te nastaju unutar ljuskastih zalistaka. Samo Zenske jedinke imaju okrugle

plodove veli¢ine kao plod §ljive, a unutar mesnatog ovoja nalazi se sjemenka. Ubraja se medu



najstarije biljne vrste na svijetu te se ¢esto naziva i ,,zivim fosilom*. Najstariji pronadeni fosili
stariji su vise od 200 milijuna godina [1].

Vrlo vaZzano znacenje ginka postalo je u 20. stoljecu kada se viSe pocela promatrati evolucija
biljaka. Ginko omogucéuje znanstvenicima da prate njegovo podrijetlo unatrag milijunima
godina. Smatra se da je on Ziva poveznica s dalekom proslosti. Zanimljiva je ¢injenica da je
nastanjivao Zemlju zajedno s mnogim vrstama biljaka i Zivotinja koje su davno izumrle te je
prezivio razliite epohe klimatskih promjena. Do danas je prezivio zahvaljujuéi izrazitoj
mogucnosti prilagodbe razliCitim klimatskim uvjetima a rasprostranjen je po razli¢itim

dijelovima svijeta.

2.3.2. Upotreba u tradicionalnoj i suvremenoj medicini

Kroz povijest ginko se ¢esto koristio kao lijek za razlicite bolesti. Najcesce se koristi list
koji se ve¢ 4000 godina upotrebljava za lijeCenje zaboravljivosti kod starijih osoba. Kroz
povijest radena su istrazivanja vezana uz blagotvorne ucinke listova ginka. Ekstrakt lista ginka
pokazao je dobre rezultate u lijecenju bolesti kao Sto su Alzheimerova bolest, bolesti krvozilnog
sustava, gubitak pamcenja, vrtoglavice i ostalih. Temeljni princip iza terapijskog djelovanja
ekstrakta lista ginka na bolesti je njegov antioksidacijski uc¢inak [6]. Takoder poboljsava
cirkulaciju pa se koristi i za bolju prokrvljenost mozga, kod slabe cirkulacije u udovima.
Poboljsava protok krvi na nacin da smanjuje tendenciju zgrusavanja trombocita.

U nasoj kulturi konzumacija jezgre kostice nije uobicajena pojava, dok je u zemljama dalekog
Istoka tradicionalni specijalitet. Plodovi se uberu i odmah se ocCiste od vanjske ovojnice koja
ima neugodan miris. Mogu se kuhati ili prziti, a na kraju se razbiju da se oslobodi jestiva kostica
koja je orasastog okusa [7]. Sjemenke ginka te listovi prikazani su na Slici 5.

U nasSoj se kulturi ginko ne konzumira kao hrana ve¢ se osuseni listovi ginka, osuseni ekstrakt
lis¢a ginka, prah ginka, zamuceni napici s ginkom i standardizirani osuseni ekstrakt lis¢a ginka

upotrebljavaju kao biljni lijekovi i dodaci prehrani [8].



Slika 5: Sjemenke i listovi ginka

Izvor: vlastita fotografija



3. Praktiéni dio

U eksperimentalnom dijelu rada istrazivano je kako nacin susenja listova ginka utjece na

sadrzaj ukupnih polifenola, flavonoida i antioksidacijsku aktivnost

3.2. Materijali i metode

Uredaji koji su koristeni u radu prikazani su na Slici 6. Koristeni uredaji su: analiticka vaga
(Adam Equipment), Skrinja (POL-EKO), liofilizator LIO-5PLT (Kambic), vortex V1-plus
(Biosan), susionik VENTI-Line, kugli¢éni mlin Bead Ruptor 12 (Omni International),
spektrofotometar ONDA UV-21, UV vodena kupelj (Argolab), mini rotator Bio RS-24 (Biosan)
i centrifuga LMC-4200R (Biosan)

Analiticka vaga Skrinja Liofilizator Vortex
Adam Equipment POL-EKO aparatura LIO-5PLT, KAMBIC, V1-plus, Biosan
Ujedinjeno Kraljevstvo Poljska Slovenija Latvija

=
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Susionik Kugli¢ni mlin Spektrofotometar
VENTI-Line 180 Prime Bead Ruptor 12, Omni International ONDA UV-21
Poljska Sjedinjene Americke Drzave Kina

UV vodena kupelj Biosan mini rotator Centrifuga
Argo lab Bio RS-24, Biosan LMC-4200R, Biosan
Kina Latvija Latvija

Slika 6. Koristena aparatura

Izvor: vlastita fotografija

Koristene kemikalije:

¢ metanol (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e natrij hidroksid (T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska)
e natrij karbonat (T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska)
e Folin-Ciocalteu reagens

e natrijev nitrat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
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e aluminij klorid (Sigma-Aldrich, St.Louis, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave)
e DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) (Sigma-Aldrich, St.Louis, Sjedinjene Americke

Drzave)
3.2.1. Uzorkovanje liséa ginka
Lis¢e ginka uzrokovano je s drveca ginka u Koprivnici tijekom listopada u plasti¢ne vrecice

te brzo transportirano u laboratorij. Nakon transporta lis¢e je izvagano te stavljeno na susenje.

3.2.2. SuSenje

U svrhu ovog istrazivanja liS¢e se suSilo na tri nacina:
1. Liofilizator: u liofilizator je stavljeno lis¢e mase 10.00817 grama. Lisc¢e se prvo stavilo
na brzo zamrzavanje te je zatim ukljuceno suSenje.

2. Susionik s cirkulacijom zraka: lis¢e koje je stavljeno u susionik takoder se susilo 48 sati.

Susilo se na 60 stupnjeva.

3. SuSenje na zraku: NajduZe suSenje bilo je na zraku. Na zraku je 1i§¢u bilo potrebno

tjedan dana da se osusi do kraja.

3.2.3. Ekstrakcija

Nakon susenja preparati se usitnjavaju u kugliénom mlinu (odvagalo se 9 puta po 60 miligrama
uzorka, sama ekstrakcija se provodila pomocu 80%-tnog metanola. U 60 miligrama uzorka
dodalo se 2 mililitra 80%-tnog metanola te se vorteksiralo 5 minuta. Nakon vorteksiranja uzorci
su stavljeni u ultrazvu¢nu vodenu kupelj, dva ciklusa po 5 minuta. U ultrazvuénoj kupelji dolazi
do razaranja biljnog materijala i oslobadanja spojeva. Nakon toga uzorci se stavljaju u rotator
gdje se mijesaju 45 min. Radi lakSeg uklanjanja taloga uzorci su stavljeni u centrifugu 5 minuta
na 4000g. Nakon centrifugiranja uzorci se dekantiraju, a zaostali talog odbaci, dok se

supernatant koristi se za daljnje analize. Proces ekstrakcije prikazan je na Slici 7
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Usitnjavanje u Vorteksiranje uzoraka  MijeSanje uzorkana  Uzorci u ultrazvuénoj  Centrifugiranje uzoraka
rotatoru

kugli¢énom mlinu kupelji

Slika 7: Ekstrakcija uzoraka

Izvor: vlastita fotografija

3.2.4. Odredivanje ukupnih polifenola

Ukupni polifenoli odredivani su Folin-Ciocalteau metodom [9]. U svaku se Kkivetu
otpipetiralo po 20 uL uzorka, nakon uzorka dodano je 1.58 mL demineralizirane vode i 100 uLL
Folin-Ciocalteau reagensa. Sve zajedno dobro se promijesa na Vortexu. Nakon mijesanja
otpipetiralo se 300 pL zasi¢ene otopine natrijeva karbonata i ponovo se dobro promijesalo.
Nastala otopina je plave boje (Slika 8). Za slijepu probu koristen je 80%-tni metanol umjesto
uzorka u istom volumenu. Svi uzorci priredivani su u triplikatu te je odredena apsorbancija
svake otopine na 765 nm u spektrofotometru [9].

Slika 8: Mjerenje ukupnih polifenola u ekstraktima lista ginka

Izvor: vlastita fotografija
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3.2.5.0dredivanje ukupnih flavonoida

Ukupni flavonoidi odredeni su metodom s aluminijevim kloridom [10]. Otpipetralo se 200
puL uzorka u kivete u koje je prethodno dodano 800 pL destilirane vode. Reakcija zapo€inje
dodavanjem 60 pL natrijeva nitrata u omjeru (1:20), nakon 5 minuta otopini je dodano 60 pL
aluminijeva klorida (1:10), a nakon 6 minuta dodano je 400 pL natrijeva hidroksida (1 M).
Ukupni reakcijski volumen mora biti 2 mL, te se otopini doda jo§ 480 pL destilirane vode
nastala otopina je tamnocrvene boje (Slika 9). Svi su uzorci radeni su u triplikatu, Slijepa proba

radila se na isti nacin, samo je umjesto uzorka koristen isti volumen 80%-tnog metanola [10].

Slika 9: Prikaz mjerenja ukupnih flavonoida u ekstraktima lista ginka te u standardnoj otopini
katehina

Izvor: vlastita fotografija

3.2.6.0dredivanje antioksidativne aktivnosti

Antioksidativna aktivnost odredivana je metodom po Brand-Williamsu [11]. Metoda se
zasniva na redukciji DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikala. Smanjenje apsorbancije mjeri
se spektrofotometrijski na 515 nm. U epruvete se pripremilo 20 pL uzorka i 980 uLL DPPH.
Ostavlja se da reakcija odstoji 25-30 minuta uz lagano mijesanje (Slika 12). Za slijepu probu

14



koristi se 20 puL cCistog metanola umjesto uzorka. Uzorci se prebacuju u Kivete i mjeri se

apsorbancija na navedenoj valnoj duljini [11].

Postotak inhibicije slobodnog radikala izracunava se prema formuli:
__ (Asp—Au
0% = (—Asp ) * 100 Q)
gdje je:
Asp- ocitana vrijednost slijepe probe

Au- ocitana vrijednost uzorka

Slika 10: Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Izvor: vlastita fotografija

15



4, Analiza rezultata

4.1. Ukupni polifenoli

Na slici 11 nalazi se bazdarni pravac za ukupne flavonoide.

3,000

y =0,0013x
R?=0,9964

2,500

2,000

1,500

Abs765nm

1,000

0,500

0,000
0 500 1000 1500 2000 2500

galna kiselina [mg/L]

Slika 11: Bazdarni pravac za galnu kiselinu

Bazdarni pravac izraden je za koncentracije 0-2000 mg/L. 1z dobivenog pravca koli¢ina
ukupnih flavonoida ra¢una se prema sljedec¢oj formuli:
y=0,0013x @)
Izmjerena vrijednost apsorbancija spektrofotometrijski na 765 nm prikazana je u Tablici 1.

Sli¢ne vrijednosti triplikata upucuju na dobru reproducibilnost rezultata.

Tablica 1: Rezultati spektrofotometrijskog mjerenja ukupnih polifenola

1 2 3 Prosjek St.dev

Liofilizator 44,215 43,165 46,039 44,473 1,454
Susionik 42,724 43,581 43,089 43,131 0,430
Zrak 38,542 41,103 39,355 39,355 1,515
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Prema bazdarnom pravcu izracunat je udio ukupnih polifenola te izraZzen u mikrogramima
galne kiseline po miligramu suhe mase uzorka (ug GAE/mg dw), vrijednosti su prikazane na
Slici 12.

UKUPNI POLIFENOLI

50

45 1 .

40 I

35

w
o

MG EGK / MG SM
[ (oo
o (o]

15

10

liofilizacija susara susenje na zraku

Slika 12: Utjecaj nacina susenja listova ginka na ukupne polifenole

Sadrzaj ukupnih polifenola nije se znaCajno razlikovao u uzorcima suSenim u
liofilizatoru (44.47 £ 1.45 ng GAE/mg dw) te u suSioniku (43.13 £ 0.43 ng GAE/mg dw) dok
je kod listova susenih na zraku bio nesto nizi (39.36 + 1. 51 pg GAE/mg dw). Nasi rezultati
ukazuju da susenje na zraku i u susionika su dobra i jeftinija metoda za dobivanje listova ginka
koje zelimo koristiti kao izvor polifenola. Boateng i Yang [12] istrazivali su kako utjecaj na¢ina
suSenja utje¢e na ukupne polifenole u sjemenkama ginka. U tom radu autori su koristili
liofilizaciju, infracrveno susenje, suSenje vruéim zrakom i suSenje pulsirajuéim vakuumom:.
Prema njihovim rezultatima susenje je imalo znac¢ajan utjecaj na sadrzaj ukupnih polifenola koji

je najvisi bio kod suSenja infracrvenim zrakama.
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Dobivene vrijednosti ukupnih polifenola mogu se usporediti s vrijednostima dobivenim u
radu jordanskih znanstvenika [13] koji su u metanolnim ekstraktima listova ginka izmjerili
koli¢inu od 35.3 + 1.0 ug GAE/mg.

4.2.  Ukupni flavonoidi

Bazdarni pravac za ukupne flavonoide prikazan je na slici 13

1 Wy
1,00

y =0,0018x

0,90 :
R*=0,9967

0,60

0,50

A 510 nm

0 100 200 300 400 500 60

koncentracija (mg/L)

Slika 13: Bazdarni pravac za ukupne flavonoide
Za izradu bazdarnog pravca koristena je otopina katehina u koncentracijama 0-500 mg/L.
Iz dobivenog pravca koli¢ina ukupnih flavonoida racuna se prema sljede¢oj formuli:

y=0,0018x 3)

Izmjerene apsorbancije na 510 nm za mjerenje ukupnih flavonoida prikazane su u Tablici 2.
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Tablica 2: Rezultati spektrofotometrijskog mjerenja ukupnih flavonoida

1 2 3 Prosjek st.dev.

Liofilizator 3,644 3,474 3,459 3,526 0,084
Sugionik 4,186 3,993 4,172 4,117 0,088
Zrak 3,842 3,998 3,835 3,892 0,075

Koli¢ina ukupnih flavonoida preracunata je preko dobivenog bazdarnog pravca za katehin
te izraZzena u mikrogramima katehin ekvivalenta kroz miligram suhe tvari (ug CE/mg dw), a

rezultati su prikazani na Slici 14.

UKUPNI FLAVONOIDI
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Slika 14: Utjecaj nacina susenja listova ginka na ukupne flavonoide

Sadrzaj ukupnih flavonoida pokazao je drugaciji trend te je najvisi sadrzaj izmjeren kod
listova suSenih u susioniku (4.15 £ 0.31 ug CE/mg dw), nesto nizi u listovima suSenim na zraku
(4.07 £ 0.34 ug CE/mg dw) te najnizi u listovima suSenim u liofilizatoru (3.41 + 0.21 CE/mg

dw). Li i sur. [14] u svom radu usporedivali su ukupne flavonoide u listovima ginka susenim u

19



liofilizatoru 1 na zraku te su dobili slicne rezultate, 2083.58 + 41.34 pg/g u listovima susenim

na zraku odnosno 2133.93 + 1.77 pg/g u listovima suSenim u liofilizatoru.

4.3. Antioksidacijska aktivnost

Mijerenja apsorbancije na 510 nm prikazane su u Tablici 4.

Tablica 3: Rezultati spektrofotometrijskog mjerenja i postotak inhibicije DPPH

1 2 3
Sijepa proba 0,934 0,915 0,934
Liofilizator 0,040 0,039 0,038
Zrak 0,041 0,041 0,040
Susionik 0,038 0,038 0,042

Antioksidacijska aktivnost izrazena je u % inhibicije slobodnih radikala, a rezultati su

prikazani na Slici 15.

ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST

susenje na zraku ]

susara 1

liofilizacija

0,000 10,000 20,000 30,000 40,000 50,000 60,000 70,000 80,000 0,000 100,000
% INHIBICIJE DPPH RADIKALA

Slika 15: Postotak inhibicije DPPH radikala
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Kao §to je vidljivo iz slike, kod svih je uzoraka doslo do gotovo 100% inhibicije slobodnog
radikala upotrebom uobicajene metode koja se koristi u laboratoriju $to upucuje na ¢injenicu
da je listovi ginka imaju vecu antioksidacijsku aktivnost od drugih biljaka koji su mjereni
prethodno u laboratoriju. Za to¢nije rezultate vjerojatno trebalo bi ekstrakte razrijediti, no s
obzirom na koli¢inu ukupnih polifenola i flavonoida rezultati bi vjerojatno bili usporedivi.
Sli¢no je i u radu Li. i sur. [14] Koji nisu dobili znacajne razlike u antioksidacijskoj aktivnosti

mjerenoj DPPH metodom izmedu uzoraka susSenih na zraku 1 u liofilizatoru.
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Zakljucak

Susenje je vazan proces kod dobivanja biljnih materijala za upotrebu kao izvor
fitokemikalija u tradicionalnoj medicini, prehrambenoj industriji i sl. Posebice kod pripreme
biljnog materijala za upotrebu u medicini u obliku suhih listova biljaka, odabir odgovarajuceg
nacina suSenje je veoma vazno zbog oCuvanja bioloSki aktivnih spojeva, ali 1 da s etijekom
prerade Koristi §to manje energije. Odabirom pravilnog nacina susenja moze se ustediti znacajna
koli¢ina energije te pojeftiniti ukupan proces proizvodnje, a samim time i sniziti cijena
konacnog proizvoda. Npr. liofilizacija koja ukljuuje zamrzavanje te susenje u vakuumu koristi
vise energije nego susenje za zraku ili u susioniku.

lako su nasi rezultati pokazali razlike u sadrzaju ukupnih polifenola i flavonoida u listovima
suSenim na razli¢ite nacine, te razlike nisu velike §to je u skladu s literaturnim podacima [12,
14]. Stoga, na osnovi nasih rezultata mozemo zakljuciti da se bilo koji od istrazivanja tri nacina
suSenja moze koristiti za dobivanje listova ginka za daljnju upotrebu u farmaceutskoj ili
prehrambenoj industriji $to se ti¢e sadrzaja ukupnih polifenola, flavonoide i antioksidacijske

aktivnosti.
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