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Sazetak

Ekstrakti listova ginka (Ginko biloba L.) koriste se u tradicionalnoj i suvremenoj medicini za
tegobe kognitivnog sustava te poboljSavanje cirkulacije. [zmedu ostalog, bioaktivne komponente
prisutne u tim ekstraktima pripadaju skupini polifenola, posebice flavonoida. Prije svake upotrebe
valja ekstrahirati bioaktivne komponente iz listova. U ovom radu smo ispitali utjecaj ¢etiri razlicite
vrste ekstrakcijskih otapala na sadrzaj ukupnih polifenola, flavonoida i antioksidacijsku aktivnost.
Svjezi listovi suSeni su u lioflilizatoru, zatim su usitnjeni te su pripremljeni ekstrakti u 70%-tnom
etanolu, 80%-tnom metanolu, 96%-tnom etanolu i 100%-tnom metanolu te je izmjeren sadrzaj
ukupnih polifenola Folin-Ciocaltea-u metodom, flavonoida metodom s aluminijevim kloridom te
antioksidacijska aktivnost DPPH metodom. Sadrzaj ukupnih polifenola pokazao se najvisim kod
ekstrakcije u 70%-tnom etanolu (38+0.46 pg GAE/mg sm) te 80%-tnom metanolu (34.77+1.39 ug
GAE/mg sm) te su isti ekstrakti pokazali i najviSu antioksidacijsku aktivnost, dok je najvisi sadrzaj
ukupnih flavonoida izmjeren kod ekstrakcije u 96%-tnom etanolu (9.85+0.85 pg GAE/mg sm).
Nasi rezultati upucuju na potrebu odabira najpogodnijeg otapala u ovisnosti o0 komponentama koje
zelimo ekstrahirati. No takoder, za to¢nije rezultate valjalo bi napraviti kvantifikaciju pojedinih

flavonoida nekom od metoda tekuc¢inske kromatografije s odgovaraju¢im detektorima.

Kljuéne rije¢i: Ginkgo biloba L., ekstrakcija, ukupni polifenoli, ukupni flavonoidi,

antioksidacijska aktivnost

Zahvala: Ovaj rad izraden je u sklopu projekta Hrvatske zaklade za znanost: ,,Uloga biflavonoida

u biljkama: Ginkgo biloba L. kao modelni sustav UIP-2019-04-1018.



Summary

Extracts of ginkgo leaves (Ginko biloba L.) are used in traditional and modern medicine for
problems with the cognitive system and they are also improving circulation. Among other things,
the bioactive components present in these extracts belong to the group of polyphenols, especially
flavonoids. Bioactive components should be extracted from the leaves before each use. In this
paper, we examined the influence of four different types of extraction solvents on the content of
total polyphenols, flavonoids and antioxidant activity. Fresh leaves were dried in a lyophilizer,
then they were crushed and extracts were prepared in 70% ethanol, 80% methanol, 96% ethanol
and 100% methanol, and the content of total polyphenols was measured using the Folin-Ciocaltea
method. , flavonoids using the aluminum chloride method and antioxidant activity using DPPH
method. The content of total polyphenols was the highest when extracted in 70% ethanol (38+0.46
Mg GAE/mg sm) and 80% methanol (34.77+1.39 ug GAE/mg sm), and the same extracts showed
the highest antioxidant activity, while the highest content of total flavonoids was measured during
extraction in 96% ethanol (9.85+0.85 pg GAE/mg sm). Our results point to the need to choose the
most suitable solvent depending on the components we want to extract. But also, for more accurate
results, the quantification of individual flavonoids should be done using one of the liquid

chromatography methods with appropriate detectors.

Key words: Ginkgo biloba L., extraction, total polyphenols, total flavonoids, antioxidant activity
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1. Uvod

Ginko (Ginkgo biloba L.) je ljekovita, prehrambena i ornamentalna biljka prvi puta unesena u
Europu iz Japana pocetkom 18. stoljeca od strane njemackog lije¢nika i botanicara Engelberta
Kaempfera. Rasprostranjenost je prikazana na Slici 1. Prvo europsko kultivirano stablo ginka
posadeno je 1730. u Nizozemskoj. Ginko je listopadno dugovje¢no dvodomno drvo, a procjenjuje
se da su najstarije poznate jedinke stare otprilike 1000 do 3000 godina. Od 1730. godine, stabla
ginka sve su se vise sadila diljem Europe na mjesta kao $to su Geetbets (Belgija) 1730., Anduze
(Francuska) 1750., Padova (ltalija) 1750., Slavkov (Ceska) 1758., Kew (Ujedinjeno Kraljevstvo)
1762., Be¢ (Austrija) 1770., Daruvar (Hrvatska) 1777., Harbke (Njemacka) 1781., Montpellier
(Francuska) 1788. 1 tako dalje. Godine 1784. prvo stablo ginka posadeno je u Sjevernoj Americi,
u Philadelphiji. Sva stabla koja su sadili bile su muske jedinke. Prvo zabiljezeno zensko stablo
dolazilo je iz okolice Zeneve u Svicarskoj, 1814. Njegovi izdanci su cijepljeni na musko stablo u
botanickom vrtu Montpelliera, gdje je izraslo prvo sjeme. Tijekom sljedeca dva stoljeca, ginko se
kontinuirano uvozio iz Japana, a mozda 1 Kine, u Europu i Sjevernu Ameriku. Dugo se medu
zapadnim botaniCarima smatralo da je drvo ginka vjerojatno izumrlo u divljini 1 da se rod ginka

ocuvao samo ljudskim uzgojem [1].
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Slika 1: Rasprostranjenost ginka u svijetu
Izvor: Zhao Y. i sur. [1]



Ginko (Slika 2) se smatra zivim fosilom jer je jedini preostali predstavnik izolirane porodice
golosjemenjaca Ginkgoaceae. Ovo drvo ima izuzetno dug zivotni vijek, koji se procjenjuje na 2000
do 4000 godina. Dugovje€nost stabla ginka moZze se pripisati njegovoj izvanrednoj sposobnosti
prilagodbe razli¢itim okoliSnim uvjetima. Jedan od zapanjuju¢ih aspekata ginka je njegova
iznimna otpornost na insekte i gljiviéne bolesti. Ovo drvo je razvilo prirodne mehanizme obrane
koji ga Stite od Stetnika. Ta svojstva su vjerojatno doprinijela dugovjecnosti ginka. Jo$ jedna
impresivna ¢injenica o ginku je da je prezivio nuklearnu eksploziju u Hiro$imi 1945. godine. lako
je vecina okolnih struktura bila uniStena, nekoliko stabala ginka ostalo je zivo u blizini epicentra
eksplozije. Ovaj dogadaj dodatno naglasava izuzetnu izdrzljivost i otpornost ovog drva. Ginko je
duboko u proslost i sposobnoséu da prezivi u ekstremnim uvjetima. U Kini se njegov jestivi plod
smatra vrijednim orasastim plodom. Kinezi su primijetili raznolikost njegovih plodova te su opisali
i imenovali niz kultivara na temelju oblika, veli¢ine i razli¢itih znacajki plodova. Kada je u 18.
stolje¢u donesen u Europu, a potom i u Sjevernu Ameriku nije se koristio zbog plodova ve¢ kao
ukrasno drvo. Posljedi¢no tome, hortikulturisti i Sumari izdali su brojne selekcije i zabiljeZen je

veliki broj kultivara razvijenih u ukrasne svrhe [2].

Slika 2: Drvo ginka

Izvor: vlastita fotografija
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djelovanja. Osuseni listovi ginka u Kini se stolje¢ima koriste kao biljni lijekovi, a danas su
ekstrakti iz liS¢a ginka, zbog mjeSavine bioloski aktivnih tvari koje omogucavaju kompleksni
farmakoloski uc¢inak, jedni od najéesc¢e koriStenih biljnih proizvoda i dodataka prehrani u svijetu
[3,4]. Kako bi izdvojili ekstrakte ginka i iskoristili ih maksimalno, vrlo je bitno optimizirati proces
ekstrakcije. Drugim rije¢ima, parametri procesa kao Sto su omjer otapala i krutine, temperatura
same ekstrakcije, trajanje ekstrakcije, veli¢ina Cestica sirovina i brzina mijeSanja, od iznimne su
vaznosti za uspjeSnost ekstrakcije. Karakteristike koriStenih otapala takoder su krucijalne za
uspjesnost ekstrakcije. Kako lis¢e ginka sadrzi hidrofilne komponente, u prvom redu fenole i
flavonoide, za njihovu se ekstrakciju koriste polarna otapala kao $to su metanol, etanol ili etil-

acetat [5].

Slika 3: Lis¢e ginka

Izvor: vlastita fotografija



2. Teorijski dio

2.1.Upotreba ljekovitog bilja u farmaceutici i prehrambenoj industriji

Ljekovita biljka je biljka koja sadrzi bioaktivne tvari u svojim organima i moze se koristiti u
terapijske svrhe ili kao sirovina za sintezu lijekova. Razlikujemo ljekovite biljke ¢ija su ljekovitost
I sastav znanstveno dokazani od onih koje su prepoznate kao ljekovite, ali jo$ nisu podvrgnute
temeljitim znanstvenim studijama. U tradicionalnoj se medicini dugi niz godina koriste brojne
biljke [6]. Na nasoj planeti postoji oko 350 tisuc¢a biljnih vrsta, od kojih se otprilike 12 tisu¢a moze
koristiti za pripravu lijekova [7]. Tako se neke od njih Siroko upotrebljavaju, nema dovoljno
znanstvenih podataka za potvrdu njihove ucinkovitosti. Farmaceuti 1 farmakolozi koriste izraz
"sirovi lijekovi prirodnog ili bioloskog podrijetla" kako bi opisali cjelovite biljke ili njihove
dijelove koji posjeduju ljekovita svojstva. Naglasak na koriStenju ljekovitog bilja do sada je bio
stavljen na lijeenje, a ne na prevenciju bolesti. Medutim, u novije vrijeme u literaturi postoji
znacajan broj radova vezanih uz upotrebu ljekovitog bilja i njegovih sastojaka u prevenciji razvoja
bolesti [6]. Na podru¢ju Hrvatske dostupan je $irok izbor vrsta ¢ajeva, od Cak preko 65 vrsta, te
viSe od 80 farmaceutskih i kozmetickih proizvoda koji koriste ekstrakte ljekovitog bilja. U Kini, 1
dalje vise od 50% stanovnistva koristi lijekove biljnog podrijetla, a ovaj oblik lijeCenja postaje sve
popularniji i u razvijenim drzavama poput SAD-a, Europe, Kanade 1 drugih. To rezultira rastu¢im
globalnim interesom za ljekovito bilje zbog upotrebe etericnih ulja, ekstrakata, tinktura, droga i
drugih oblika [7].

U prehrambenoj, kozmetickoj i farmaceutskoj industriji postoje brojni proizvodi koji sadrze
bioloski aktivne tvari iz ljekovitog bilja [ 7]. Tako se u prehrambenoj industriji traze nove sigurne
alternative za konzerviranje hrane prirodnog podrijetla jer je povecan pritisak javnosti protiv
sintetskih aditiva u hrani. Kao rezultat toga, proizvodaci hrane razmatraju prirodne alternative
kako bi odrzali ili produzili rok trajanja proizvoda. Mnogi bioaktivni spojevi biljnog porijekla
mogu se smatrati dobrim zamjenama za sintetske dodatke hrani s antimikrobnim i antioksidativnim
svojstvima. Ovi spojevi potjecu iz biljaka 1 pokazuju obecavajuce rezultate u laboratorijskim
ispitivanjima. Odabir sigurnih biljnih izvora za ekstrakciju ovih spojeva kljucan je za njihovu
primjenu u prehrambenim aditivima. Ljekovite biljke, koje su se koristile tisu¢ama godina u
tradicionalnoj medicini, mogu predstavljati potencijalne alternative za konzerviranje hrane [8].
Primjer lovora i origana kao ljekovitog bilja koje se koristi u prehrambenoj i farmaceutskoj

industriji prikazan je u Tablici 1.



Tablica 1: Primjeri ljekovitog bilja koristenog u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji

Izvor: Mihovilovi¢ 1. [9]

Farmaceutska industrija

Prehrambena industrija

LOVOR (Laurus nobilis,
porodica Lauraceae, lovori)

Izvor: Mihovilovi¢ 1. [9]

Eteri¢no ulje dobiveno destilacijom
listova koristi se za izradu mirisnih
kompozicija u parfemima, sapunima,
deterdzentima i sli¢nim proizvodima.
Djelovanje etericnog ulja obuhvaca
razli¢ite koristi, ukljucujuci
antireumatsko, antisepticno,
baktericidno, dijaforeti¢no,
digestivno, diureti¢no, i fungicidno
djelovanje, te snizava krvni tlak i ima
sedativno djelovanje. Ovo ulje se
primjenjuje kod probavnih tegoba,
olakSavanja respiratornih problema,
posebno kod kroni¢nog bronhitisa.
Potice imunoloski sustav te se koristi
za prehlade, gripu i virusne infekcije.
Takoder, koristi se u preparatima za
ublazavanje miSi¢nih bolova te u njezi
masne koze i kod gljivicnih koznih
infekcija.

U prehrambenoj industriji,
eteri¢no ulje dobiveno
destilacijom listova koristi se
za aromatiziranje razli¢itih
proizvoda. To ukljucuje
alkoholna pic¢a, smrznute
deserte, pekarske proizvode i
mesne proizvode. Dodavanjem
ovog ulja, proizvodi dobivaju
karakteristian 1 privlacan okus
1 miris koji poboljSava njithovu
kvalitetu i ukupno iskustvo
konzumacije.

ORIGANO, MRAVINAC
(Origanum vulgare, porodica
Lamiaceae, usnace)

27 A 9 4 5
Slika 5: Cvijet i listovi origana
Izvor: Mihovilovi¢ I. [9]

Eteri¢no ulje dobiveno destilacijom
listova pokazuje mnoga ljekovita
svojstva, ukljucujuci analgeti¢no

(protiv bolova), antireumati¢no
(protiv reumatskih tegoba),
antivirusno, baktericidno, fungicidno,
karminativno (za olakSavanje
probave), ekspektorirajuce (za
poticanje iskasljavanja) i
rubefacijentno (za poticanje protoka
krvi). Primjenjuje se kod raznih
tegoba probavnog 1 diSnog sustava,
kao 1 za lije¢enje reumatskih tegoba.
Takoder, koristi se za jacanje
imunosustava i borbu protiv virusnih
infekcija.

U prehrambenoj industriji
koristi se kao sastojak
prehrambenih aroma, a

posebno mesnih proizvoda.




2.2.Biljni ekstrakti

Biljni ekstrakti su proizvodi koji se dobivaju kroz razlicite ekstrakcijske postupke iz svjezeg
ili susenog bilja, ukljucujuéi dijelove biljaka kao Sto su lis¢e, cvjetovi, sjemenke, korijen i kora.
Ti ekstrakti sadrze aktivne sastojke koji se izdvajaju zajedno s drugim materijalom prisutnim u
biljnoj masi [10]. Ekstrakcija u farmaciji podrazumijeva proces odvajanja medicinski aktivnih
dijelova biljnih ili zivotinjskih tkiva od neaktivnih ili inertnih komponenti koristenjem selektivnih
otapala u standardnim postupcima ekstrakcije. Dobiveni proizvodi iz biljaka su obi¢no relativno
neciste tekuc¢ine, polukrutine ili praskasti oblici namijenjeni za oralnu ili vanjsku primjenu. Ovo
ukljucuje razliCite klase pripravaka kao Sto su dekokcije, infuzije, tekuci ekstrakti, tinkture,
polukruti ekstrakti i ekstrakti u prahu. Ovi pripravci su popularno poznati kao galenski pripravci,
a nazvani su po Galenu, gr¢kom lije¢niku iz drugog stoljeca [11].

Biljni ekstrakti mogu sadrzavati razliite prirodne spojeve koji pozitivno utjeCu na ljudski
organizam, a jedna od najcesS¢e ekstrahiranih grupa biljnih aktivnih tvari jesu polifenoli koji su
Cesto aktivne komponente raznih pripravaka na biljnoj bazi [12]. Polifenoli su najveca i
najistrazivanija skupina biljnih metabolita, koja broji vise od 8000 razli¢itih molekula [13]. Oni su
produkti sekundarnog metabolizma biljaka 1 obavljaju vazne funkcije u reprodukciji i rastu biljaka.
Takoder, sluze kao obrambeni mehanizmi protiv patogena, parazita i grabezljivaca te pridonose
boji biljaka. Osim §to su vazni za biljke, polifenolni spojevi prisutni u nasoj prehrani mogu pruziti
zdravstvene prednosti povezane s smanjenim rizikom od kroni¢nih bolesti. Podjela polifenola

prikazana je na Slici 6 [12].

- Fenolne kiseline

= Flavonoidi

- Stilbeni

Polifenoli
|

— Lignani

Slika 6: Podjela polifenola

Izvor: Samec i sur. [14]



Flavonoidi su najviSe istrazivana skupina polifenolnih spojeva s izrazenim
antioksidativnim svojstvima. Oni se nalaze u vocu, povréu i drugim biljnim namirnicama, a
povezuju se sa smanjenjem rizika od ozbiljnih kroni¢nih bolesti. Struktura im se sastoji od dva
aromatska prstena (A i B prsten) povezana s tri ugljika koji su cesto dio oksigeniranog
heterociklickog prstena ili C prstena (Slika 7). Razlike u generickoj strukturi heterociklickog
prstena C omoguéuju klasifikaciju flavonoida u flavonole, flavone, flavanole, flavanone,

antocijanidine i izoflavonoide (Slika 8) [12].

Slika 7: Struktura flavonoida
Izvor: Liu R.H. [12]
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Slika 8: Podjela i struktura flavonoida
Izvor: Liu R.H. [12]



2.3.0Optimizacija procesa ekstrakcije

Metode ekstrakcije ukljucuju koriStenje otapala, destilaciju, presSanje i sublimaciju, no najcesce
se koristi ekstrakcija otapalom. Svojstva otapala za ekstrakciju, veli¢ina Cestica sirovina, omjer
otapala i ¢vrstoce, mogu imati utjecaj na u¢inkovitost postupka kao i sama temperatura ekstrakcije
I vrijeme odnosno trajanje ekstrakcije [15].

Prinos ekstrakcije i antioksidativna aktivnost ne ovise samo o metodi ekstrakcije, ve¢ i o
otapalu koje se koristi za ekstrakciju. Dobro otapalo za pripremu ekstrakta za kasniju primjenu u
farmaceutskoj ili prehrambenoj industriji mora imati nisku toksi¢nost 1 konzervansno djelovanje
na ekstrakt. Osim toga, otapalo bi trebalo ispariti na niskoj temperaturi, imati sposobnost brze
apsorpcije u ekstrakt i ne smije uzrokovati razdvajanje smjese. Specifi¢na priroda ciljanog
bioaktivnog spoja utjeCe na odabir otapala. Bioaktivni spoj moZe se ekstrahirati iz prirodnih
proizvoda razli¢itim sustavima otapala. Pri odabiru otapala valja uzeti u obzir topljivost ciljanih
bioaktivnih spojeva, difuznost spojeva u otapalu i karakteristike uzorka. Kako bi se dobila visoka
Cistoca i selektivnost ekstrakta, odabrani spoj treba imati vecu topljivost u otapalu u usporedbi s
ostalim spojevima. Osim toga, pri izboru otapala treba uzeti u obzir i druge aspekte, kao $to su
sigurnost, ekonomicnost 1 odrzivost. Treba dati prednost neSkodljivim i manje otrovnim otapalima.
Voda, acetati, alkoholi i glikol uobicajena su otapala koja se koriste za ekstrakciju biljaka.
Ekstrakcija hidrofilnih spojeva koristi polarna otapala, kao Sto su metanol, etanol ili etil-acetat. Za
ekstrakciju lipofilnijih spojeva koristi se diklormetan ili smjesa diklormetan/metanol u omjeru 1:1.
U nekim se slu¢ajevima za uklanjanje klorofila koristi ekstrakcija heksanom [5].

Omijer otapalo-krutina je omjer otapala po sirovini koja se koristi u procesu ekstrakcije. Za
otapanje otopljene tvari i njezin prijenos na vanjski dio ¢vrste matrice vazna je odgovarajuca
koli¢ina otapala. Visi omjeri dovode do poboljSanja kinetike ekstrakcije zbog vece koncentracije
izmedu otopljenih tvari zarobljenih unutar sirovine i onih koje se nalaze na povrs§ini. Medutim, ne
preporucuje se koristenje prekomjerne koli¢ine otapala jer ¢e zahtijevati vec¢i energetski i toplinski
kapacitet [5].

Na ucinkovitost 1 selektivnost procesa ekstrakcije takoder utjeCe temperatura tijekom
ekstrakcije. Visoke temperature koje se koriste povecavaju u¢inkovitost ekstrakcije zbog prekida
interakcije analita i matrice uzorka uzrokovane vodikovim vezama, van der Waalsovim silama i
privladenjem dipola. Stovise, koriStenje povisene temperature u procesu ekstrakcije moglo bi
smanjiti povrSinske napetosti otapala, otopljenih tvari i matrice, i tako pomo¢i vlaZzenje uzorka
otapalom. Visoke temperature ekstrakcije takoder smanjuju viskoznost otapala i poboljSavaju

brzinu difuzije. Medutim, previsoke temperature mogu uzrokovati gubitak otapala zbog



isparavanja, ostetiti osjetljivu opremu, mogu izluCiti nepozeljne sastojke ili pak izazvati
degradaciju aktivninh komponenata [5].

Trajanje ekstrakcije kljuéno je za smanjenje energije i troskova procesa ekstrakcije. Stovise,
trajanje obrade utjeCe na razgradnju ciljanih spojeva. Smanjenje trajanja ekstrakcije §to je vise
moguée moglo bi smanjiti u¢inak razgradnje. Stovise, produljeno trajanje ekstrakcije poveéat ¢e
gubitak otapala isparavanjem i moze uzrokovati raspad osjetljivih bioaktivnih komponenata. Ne
preporucuje se trajanje ekstrakcije dulje od 3 sata [5].

Veli¢ina Cestica sirovina utjee na brzinu ekstrakcije 1 njenu ucinkovitost. Manje veli¢ine
Cestica sirovina povecavaju ucinkovitost ekstrakcije zbog krac¢e duljine puta unutarnje difuzije
preko ekstrahiranih otopljenih tvari i moraju putovati do tekucée faze. Stovise, veée povrsine
dostupne u manjim Cesticama mogle bi povecati brzinu prijenosa mase, posljedi¢no smanjujuci
vrijeme potrebno za pocetno namakanje matrice biljke. Veca stopa ekstrakcije takoder se moze
posti¢i u ve¢im kontaktnim podru¢jima tekucine i krutine s manjom veli¢inom cestica. Medutim,
premala veliina Cestica smanjila bi u¢inkovitost dostupne povrSine zbog aglomeracije finih

Cestica, $t0 otezava prodiranje otapala [5].



2.4.Ginko (Ginkgo biloba L.)

Ginko je listopadno drvo, visoko do 30 i viSe metara, spada u porodicu Ginkgoaceae 1 danas je
jedini zivuci predstavnik razreda Ginkgoopsida. Kora debla je sive boje, dok smolnih kanala nema.
Listovi imaju do 10 cm dugu peteljku te plojku lepezasta oblika, podijeljenu na dvije simetricne
polovice s paralelnom nervaturom. Na odvojenim jedinkama nalaze se jednospolni cvjetovi. Muski
cvjetovi sadrze 2-7 peludnica te su smjesteni pojedinac¢no na vrhu produljene osi, dok se zenski
cvjetovi nalaze pojedina¢no na stapci i imaju 1-2 sjemena zametka obavijena kupulom. Sjemenka
ginka sadrzi dvije supke, velika je i okrugla te obavijena mesnatim, srebrno-naran¢asto obojenim
ovojem, neugodna mirisa [16].

Dijelovi ginka koji su ljekoviti jesu svjezi ili osuseni listovi i odvojene sjemenke odnosno
njihov mesnati, vanjski sloj [17]. Ginko je biljka koja se koristi u tradicionalnoj medicini veé
tisu¢ama godina. Koristi se za pomoc¢ u lijeenju problema koji su tipi¢no povezani sa starenjem,
kao $to su loSa cirkulacija, mentalna zbunjenost 1 gubitak pamcenja. NajvaZniji sastojci
standardiziranih ekstrakata suhog lis¢a ginka su flavonoidi (kvercetin, kampferol, izorhamnetin)
1 terpenski trilaktoni (ginkgolidi 1 bilobalid). Ti spojevi imaju razli¢ite farmakoloSke ucinke 1
smatra se da doprinose ljekovitim svojstvima ginka. Brojna istrazivanja su pokazala da
standardizirani ekstrakt ginka ima znacajan utjecaj na neurotransmiterske receptore srediSnjeg
ziv€anog sustava 1 moze sprijeciti ostecenje pamcéenja povezano sa starenjem. Takoder, pokazano
je da moze poboljSati budnost 1 pomo¢i u rjeSavanju problema s pamcenjem i kognitivnim
funkcijama povezanim sa starenjem i senilnoS¢u. Vazno je napomenuti da se rezultati istrazivanja
mogu razlikovati 1 da se neki strucnjaci i dalje raspravljaju o ucinkovitosti ginka u lijeCenju

odredenih stanja [18].
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3. Prakti¢ni dio

3.1.Aparatura i pribor

Lis¢e ginka vagano je na analitickoj vagi (Adam Equipment, Ujedinjeno Kraljevstvo). Za
hladenje lis¢a koristen je laboratorijski hladnjak (POL-EKO aparatura, Poljska), dok je za susenje
lis¢a koristen liofilizator proizvodaca ,,Kambic¢* (LIO-5PLT, Kambi¢, Slovenija). Kako bi usitnili
i homogenizirali uzorke lis¢a koristen je Bead Ruptor 12, homogenizator mlina s kuglicama (Bead
Ruptor 12, Omni International, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave). Uzorci su vorteksirani na vorteksu
tvrtke ,,Biosan® (V1-plus, Latvija). Za razaranje biljnog materijala uzorka koristena je ultrazvuc¢na
laboratorijska kupelj DU-100 proizvodaca ,,Argo lab* (Kina). Mini-rotator Bio RS-24 proizvodaca
,Biosan“ (Latvija), omogucio je vertikalnu rotaciju platforme kako bi ekstrahirali bioloske
komponente u samome uzorku. LMC-4200R ,,Biosan* (Latvija), laboratorijska je rashladena
centrifuga koriStena u svrhu centrifugiranja, odnosno odvajanja Cestica na temelju njihove gustoce
1 veliCine, u ovom slucaju uz kontrolu temperature tijekom samog centrifugiranja. Kako bi ocitali
apsorbanciju uzoraka koristen je Spektrofotometar ONDA UV-21 (Kina). KoriSteni uredaji
prikazani su na Slici 9.

Analiticka vaga Skrinja Liofilizator
Adam Equipment POL-EKO aparatura LIO-5PLT, Kambi¢
Ujedinjeno Kraljevstvo Poljska Slovenija
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Kugli¢ni mlin

Bead Ruptor 12, Omni Vortex UV vodena kupelj
International V1-plus, Biosan Argo lab
Latvija Kina

Sjedinjene Americ¢ke Drzave

Biosan mini rotator Centrifuga Spektrofotometar
Bio RS-24, Biosan LMC-4200I3, Biosan ONDA UV-21
Latvija Latvija Kina

biofan

Slika 9: Koristena aparatura

Izvor: vlastita fotografija

3.2.Kemikalije

Koristene kemikalije:
e metanol (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
e etanol (GRAM-MOL, Zagreb, Hrvatska)
e natrij karbonat (T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska)
e natrijev hidroksid (T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska)
e Folin-Ciocalteau reagens (Sigma-Aldrich, Svicarska)
e natrijev nitrit (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
e aluminij klorid (Sigma-Aldrich, St.Louis, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave)
e DPPH (2,2-difenil-1-pikrihidrazil) (Sigma-Aldrich, St.Louis, Sjedinjene Americke

Drzave)
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3.3.Metode rada

3.3.1. Uzorkovanje i homogenizacija

Lis¢e ginka skupljeno je sa stabala ginka u Koprivnici (ulica Ivana Mazuranica), tijekom
listopada 2022. godine. Odmah nakon branja lis¢e je prebaceno u laboratorij, izvagano, smrznuto
na -80°C i stavljeno u liofilizator na susenje na temperaturu od - 101,5°C i tlak od cca. 600 Pa.
Nakon 48 sati i 30 minuta liS¢e je izvadeno iz liofilizatora te cuvano u zatvorenim posudicama do
analize.

Prije ekstrakcije lis¢e je samljeveno u sitni prah upotrebom kuglicnog homogenizatora (Bead

Ruptor 12, Omni International, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave).

3.3.2. Ekstrakcija

Za pripremu ekstrakta biljnog uzorka, u plasti¢ne epice od 2 mL odvagano je 60 mg usitnjenog
i osuSenog lis¢a ginka. Kako bismo pratili utjecaj razli¢itih otapala na ekstrakciju, ekstrakti su
pripremljeni s Cetiri razli¢ite vrste otapala (Slika 10) kako bi se ispitao utjecaj razli¢itih otapala na

sadrzaj aktivnih komponenata.

Slika 10: Cetiri koristene razlicite vrste otapala

Izvor: vlastita fotografija

Sve ekstrakcije su radene u triplikatima. U svaku epicu u kojoj je bilo po 60 mg usitnjenog
uzorka ginka dodano je posebno po 2 mL 80%-tnog metanola (1), 70%-tnog etanola (2), 96%-tnog
etanola (3) ili 100%-tnog metanola (4) (Slika 10). Uzorci su zatim promijeSani na vorteksu. Nakon
toga uzorci su stavljeni u ultrazvuénu kupelj na 10 min te na mini rotator 45 minuta. Zavrsno,
uzorci su centrifugirani 5 minuta na 4000 g. Supernatant je pazljivo odvojen od taloga u nove epice

i pohranjen u hladnjak do daljnje uporabe.
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3.3.3. Odredivanje ukupnih polifenola

Za odredivanje ukupnih polifenola koristena je Folin-Ciocalteauova metoda [19] koja se koristi
za mjerenje ukupnog sadrzaja fenola u uzorku. Polifenoli u biljnim ekstraktima reagiraju sa
specificnim redoks reagensima (Folin-Ciocalteu reagens) [20]. Nakon $to Folin-Ciocalteauov
reagens reagira s fenolnim spojem, dolazi do plavog obojenja te je potrebno spektrofotometrijski
odrediti apsorbancu na 765 nm [19].

U svaku kivetu dodan je uzorak u koli¢ini od 20 uL, a svaki uzorak je pripremljen u triplikatu.
Nakon dodavanja uzorka, u svaku kivetu otpipetirano je 1.58 mL demineralizirane vode i 100 pL
Folin-Ciocalteau reagensa. Sve je temeljito promijeSano. Nakon mijeSanja, u svaku kivetu dodano
je 300 uL zasi¢ene otopine natrijeva karbonata prethodno dobivene otapanjem 20 g Na.COs u 80
ml destilirane vode, zagrijavane do vrenja te je nakon njezina hladenja dodano par sitnih kristali¢a
natrijevog karbonata. Otopina je nakon 24 sata filtrirana kroz filter papir te je preostali volumen
do 100 ml dopunjen destiliranom vodom. Nakon dodane otopine natrijeva karbonata potrebno je
ponovno dobro promijesati. Otopine su ostavljene na sobnoj temperaturi dva sata. Dolazi do
plavog obojenja nakon ¢ega je spektrofotometrijski odredena apsorbancija svake otopine na 765

nm. Slijepa proba pripremljena je na isti nac¢in, no mjesto uzoraka dodan je 80% metanol [19].

Slika 11: Mjerenje ukupnih polifenola u uzorku lisé¢a

Izvor: vlastita fotografija

Kako bi se odredila bazdarna krivulja, prvo je pripremljena stock otopina galne kiseline
koncentracije 5 mg/ml. (Za njenu pripremu koristeno je 50 grama galne kiseline otopljene u 1 ml
96%-tnog etanola u odmjernoj tikvici od 10 ml te je ostatak nadopunjen destiliranom vodom. Od
stock otopine galne kiseline pripremljena su razrjedenja potrebna za izradu bazdarnog pravca
prikazana u Tablici 2. Sadrzaj ukupnih polifenola izracunat je prema dobivenoj jednadzbi pravca:

y=0,0013x.
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Tablica 2: Razrjedenja potrebna za izradu bazdarnog pravca i izvacun sadrzaja ukupnih polifenola

¢ [mg/l] Stock otopina Demineralizirana H20

0 0wl 2000 pl

50 10 pl 1990 pl

150 30 wl 1970 ul

250 50 pl 1950 pl

500 100 pl 1900 pl
1000 200 pl 1800 pl
1500 300 pl 1700 pl
2000 400 pl 1600 pl

3.3.4. Odredivanje ukupnih flavonoida

Metoda s aluminijevim kloridom, poznata i kao metoda po Zhishen i sur. (1999) [21], koristi
se za odredivanje ukupnih flavonoida u uzorcima. Temelji se na sposobnosti flavonoida da tvore
komplekse s aluminijevim kloridom (AICI3), pri ¢emu je intenzitet obojenja proporcionalan
koli€ini prisutnih flavonoida.

Za provedbu metode potrebno je pripremiti 5%-tnu otopinu natrijeva nitrita, 10%-tnu otopinu
aluminijeva klorida i 1 M otopinu natrijevog hidroksida. Otopina natrijevog nitrita dobivena je
otapanjem 1.25 g natrijevog nitrita u 25 ml destilirane vode. Otapanjem 2.5 g aluminijeva klorida
u 25 ml destilirane vode, dobivena je otopina aluminijeva klorida. Pri otapanju aluminijeva Klorida
u vodi potrebno je biti oprezan jer dolazi do egzotermne reakcije odnosno oslobadanja topline Sto
rezultira porastom temperature okoline, te ovaj proces obi¢no prati oslobadanje plamenova, iskre,
svjetlosti ili dima. Otopina natrijevog hidroksida pripremljena je otapanjem 4 g NaOH u 100 ml
destilirane vode. KoriStene su plasti¢ne kivete od 2 ml te su uzorci radeni u triplikatu. U kivete je
otpipetirano 800 pl destilirane vode 1 200 pl uzorka (70E, 80M, 96E, 100M). Reakcija je zapoceta
dodavanjem 60 pl natrijeva nitrita, a 5 minuta kasnije smjesi je dodano 60 pl aluminijeva klorida.
Nakon 6 minuta dodano je 400 ul prethodno pripremljene otopine 1M natrijevog hidroksida. Na
kraju je otopini dodano jo§ 480 pl destilirane vode kako bi sveukupan volumen iznosio 2 ml.
Dobivene su otopine crvenog obojenja, dobro promijeSane stavljene u spektrofotometar kako bi se
odredila apsorbancija na 510 nm. Slijepa proba pripremljena je na isti nacin, no mjesto uzoraka
dodan je 80% metanol [21].
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Slika 12: Ukupni flavonoidi u ekstraktima lis¢a ginka i u standardnoj otopini katehina
Izvor: vlastita fotografija

Pripremljena je otopina katehina koncentracije 1 mg/mL otapanjem 10 mg katehina u metanolu
unutar tikvice od 10 mL. Tikvica je stavljena na mijeSalicu na pola sata kako bi se katehin brze
otopio. Ta otopina je koriStena za dobivanje razrjedenja od 50 - 500 pg/mL. Razrjedenja potrebna
za izradu baZzdarnog pravca prikazana su u Tablici 3. Na temelju vrijednosti apsorbancije
razrjedenja izvedena je jednadZzba bazdarnog pravca y = 0,0027x. Dobivenom jednadZbom pravca

izraCunat je sadrZaj ukupnih flavonoida.

Tablica 3: Razrjedenja potrebna za izradu bazdarnog pravca i izracun sadrzaja ukupnih flavonoida

¢ [mg/l] Stock otopina 80% metanol
0 0l 100 pl
50 50 l 950 ul
100 100 pl 900 ul
150 150 pl 850 pl
250 250 pl 750 ul
500 500 pl 500 pl
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3.3.5. Odredivanje antioksidativne aktivnosti

Metoda prema Brand-Williamsu [22] koristi se za procjenu antioksidacijske vrijednosti putem
smanjenja radikala DPPH® (2,2.difenil-1-pikrihidrazil). Koristi se spektrofotometrija za pracenje
smanjenja apsorpcije privalnoj duljini od 515 nm, jer DPPH radikal apsorbira pri toj valnoj duljini.
U epice je pripremljeno 20 ul uzorka i 980 pul DPPH, dok je za slijepu probu pripremljeno 20 pl
Cistog metanola i 980 pul DPPH. Reakcija je ostavljena da odstoji 25-30 minuta uz lagano
mijesanje. Uzorci su zatim prebaceni u kivete te se mjeri apsorbancija na 515 nm na

spektrofotometru [22].

Postotak inhibicije slobodnog radikala izracunava se prema formuli:

%=(w)x 100

Asp
pri cemu je:
Asp — ocitana vrijednost slijepe probe

Au — ocitana vrijednost uzorka

Slika 13: Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Izvor: vlastita fotografija
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4. Analiza rezultata

4.1.Ukupni polifenoli

Tablica 4 prikazuje izmjerene vrijednosti apsorbancije spektrofotometrijski pri 765 nm. Sli¢ne

vrijednosti u triplikatu ukazuju na dobru reproducibilnost rezultata.

Tablica 4: Rezultati spektrofotometrijskog mjerenja ukupnih polifenola

UZORAK OCITANA APSORBANCIJA PRI 765 nm
1 2 3
70% etanol 1,498 1,483 1,477
80% metanol 1,313 1,393 1,405
96% etanol 0,562 0,632 0,670
100% metanol 0,840 0,995 0,877

Na Slici 15 prikazane su vrijednosti udjela ukupnih polifenola izracunate prema jednadzbi

bazdarnog pravca galne kiseline (Slika 14). Udio je izraZzen u mikrogramima galne kiseline po

miligramu suhe mase uzorka (ug GAE/mg dw).
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Abs 765 nm

1.000

0.500

0.000

y =0,0013x —®
R?=0,9907 )
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..
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mg/l galne kiseline

Slika 14: Bazdarni pravac za galnu kiselinu
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Ukupni polifenoli
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Slika 15: Utjecaj ekstrakcijskog otapala na sadrzaj ukupnih polifenola listova ginka

Sadrzaj ukupnih polifenola pokazivao je malo vise vrijednosti kod ekstrakcije u 70%-tnom
etanolu (38+0.46 ug GAE/mg dw) od onog u 80%-tnom metanolu (34.77+1.39 ug GAE/mg dw).
Kod 100%-tnog metanola vidljiv je smanjen sadrzaj ukupnih polifenola (23.01+1,87 ug GAE/mg
dw) u usporedbi sa 70%-tnim etanolom i 80%-tnim metanolom, dok je kod listova otopljenih u
96%-tnom etanolu najnizi sadrzaj ukupnih polifenola (15.86+1.36 ng GAE/mg dw) u usporedbi
sa svim ostalim koriStenim otapalima. Rezultati upucuju na to da je koristenje 70%-tnog etanola i
80%-tnog metanola najbolji izbor otapala za ekstrakciju ukupnih polifenola kod liS¢a ginka
ukoliko iste zelimo koristiti kao izvor polifenola.

Dobivene vrijednosti ukupnih polifenola mogu se usporediti s rezultatima dobivenima u radu
koji se temeljio na utjecaju razli¢itih ekstrakcijskih otapala na ukupni sadrzaj fenola, flavonoida i
bioloske aktivnosti ekstrakata iz sudanskih ljekovitih biljaka gdje je utvrdeno kako je 70%-tni

etanol najbolje otapalo izbora za pripremu ekstrakata bogatih fenolnim spojevima [23].
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4.2 . Ukupni flavonoidi

Tablica 5 prikazuje izmjerene apsorbancije pri 510 nm za mjerenje ukupnih flavonoida.
Jednako kao i za ukupne polifenole sli¢ne vrijednosti izmjerene u triplikatima upucuju na dobru
reproducibilnost.

Tablica 5: Rezultati spektrofotometrijskog mjerenja ukupnih flavonoida

UZORAK OCITANA APSORBANCIJA PRI 510 nm
1 2 3
70% etanol 0,256 0,279 0,270
80% metanol 0,301 0,270 0,276
96% etanol 0,721 0,831 0,852
100% metanol 0,484 0,498 0,437

Na Slici 17 prikazane su vrijednosti koli¢ine ukupnih flavonoida, prera¢unate prema dobivenoj
jednadzbi bazdarnog pravca za katehin (Slika 16). Koli¢ina je izraZzena u suhoj tvari kao ekvivalent

katehina (ug CE/mg dw).
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Slika 16: Bazdarni pravac za katehin
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Slika 17: Utjecaj ekstrakcijskog otapala na sadrzaj ukupnih flavonoida listova ginka

Usporedno sa rezultatima sadrzaja ukupnih polifenola, sadrzaj ukupnih flavonoida pokazao je
razli¢ite vrijednosti s obzirom na razlicita otapala. Najvisi sadrzaj ukupnih flavonoida izmjeren je
kod ekstrakcije u 96%-tnom etanolu (9.85+0.85 pg GAE/mg dw), slijedi ekstrakt pripremljen u
100% metanolu 100%-tnom metanolu (5.80+0.41 pg GAE/mg dw) te oni u 80% metanolu
(3.45+0.19 pg GAE/mg dw) te 70% etanolu (3.30+£0.15 pg GAE/mg dw). Ovi rezultati slijede
malo drugaciji trend od ukupnih polifenola.

Rezultati dobiveni u istrazivanju temeljenom na ucinku ekstrakcijskog otapala na ukupni
sadrzaj fenola, ukupni sadrzaj flavonoida i antioksidativno djelovanje Limnophila aromatica [24],
ukazuju na sli¢ne rezultate, to¢nije utvrdeno je kako 100%-tni etanol daje najveci prinos ukupnih
flavonoida u usporedbi s drugim koriStenim ekstrakcijskim otapalima. Odabir otapala ovisi o
biljnoj matrici, ali i o bioaktivnim spojevima koje zelimo ekstrahirati te je uvijek potrebno

napraviti optimizaciju ekstrakcije i odabrati najbolje otapalo [5].

21



4.3.Antioksidacijska aktivnost

Mjerenja apsorbancije na 515 nm su prikazane su u Tablici 6.

Tablica 6: Rezultati spektrofotometrijskog mjerenja i postotak inhibicije DPPH

SP 1 2 3
70E 0,928 0,047 0,049 0,047
80 M 0,930 0,051 0,04 0,042
96 E 0,931 0,366 0,352 0,327
100 M 0,929 0,072 0,047 0,063

Na Slici 18 prikazana je antioksidacijska aktivnost izraZena u postotku inhibicije slobodnih

radikala.
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Slika 18: Postotak inhibicije DPPH radikala

Kao $to je vidljivo iz grafickog prikaza rezultata, kod gotovo svih uzoraka je doslo do priblizno
istog postotka inhibicije slobodnih radikala osim u slucaju koriStenja 96%-tnog etanola. Kod
koristenja 96%-tnog etanola dobiveni postotak inhibicije slobodnih radikala iznosi priblizno 63%
dok kod koristenja ostalih ekstrakcijskih otapala vidljivih na grafu, postotak inhibicije se kre¢e od
93 do 95 %. Ti rezultati upucuju na Cinjenicu da je kod 96% etanola doslo do ekstrakcije manje
koli¢ine bioaktivnih komponenata koje imaju antioksidacijsku aktivnost. Takvi rezultati nisu
oc¢ekivani jer je upravo ekstrakt u 96% etanolu pokazao najvisi udio ukupnih flavonoida koji su
poznati antioksidansi. No za to¢no objasnjenje rezultata valja napraviti analizu i kvantifikaciju

pojedinih flavonoida.
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Sli¢ni rezultati dobiveni su u radu u kojem je istrazivan utjecaj razlicitih ekstrakcijskih otapala
na antioksidativni potencijal ekstrakta kore japanskog crvenog bora [25]. Utvrdeno je kako 100%-
tni etanol daje najmanju antioksidacijsku aktivnost, kao Sto i u ovom slucaju 96%-tni etanol daje
najslabije rezultate. No svakako za svaki biljni materijal valja ispitati razli¢ita otapala te prema

eksperimentalnim rezultatima odabrati najpogodnije.
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5. Zakljucak

Biljni ekstrakti dobiveni iz razli¢itih biljnih organa nasli su Siroku primjenu u razli¢itim
industrijama, posebice farmaceutskoj i prehrambenoj. Kod pripreme ekstrakta za daljnju upotrebu
valja voditi racuna o tome da se koristi ekstrakcijsko sredstvo koje je $to manje toksi¢no, te se
mora voditi raCuna o isplativosti ekstrakcije. Jedan od vaznih faktora je odabir najpovoljnijeg
otapala [5]. U ovom radu ispitan je utjecaj otapala na sadrzaj ukupnih polifenola, flavonoida i
antioksidacijsku aktivnost listova ginka. Listovi ginka upotrebljavaju se u farmaceutskoj industriji
za tretiranje razliCitih stanja povezanih sa starenjem kao Sto su neurodegenerativne bolesti 1
usporena cirkulacija.

U ovom radu ispitana su Cetiri razli¢ita otapala: 100% metanol, 80% metanol, 96% etanol te
70% etanol. Proces ekstrakcije za sva otapala bio je identiCan kako bi se pratio samo utjecaj
razli¢itog otapala. Sadrzaj ukupnih polifenola bio je najvisi kod primjene 70% etanola te 80%
metanola dok je sadrzaj ukupnih flavonoida bio najvisi kod upotrebe 96% etanola.
Antioksidacijska aktivnost mjerena DPPH metodom pokazala je gotovo 100% inhibiciju u svim
otapalima osim kod 96% etanola.

Nasi rezultati ukazuju na ¢injenicu da je kod pripreme ekstrakta vazno odabrati najbolje otapalo
koje ¢e dati najvisi prinos. Spektrofotometrijski podaci daju orijentacijske rezultate, no mane
ovakvih metoda su niska specifi¢nost te moze do¢i do oprecnih rezultata kod razli¢itih metoda kao
Sto je slu¢aj u ovom radu. Za najbolje rezultate potrebno bi bilo napraviti 1 kvantifikaciju
pojedina¢nih aktivnih komponenata upotrebom neke od metoda tekucinske kromatografije sa

odgovaraju¢im detektorima.
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