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Sazetak

Koristenje sjemenki ginka poznato je u azijskoj prehrani, ali i medicini. Povijesno u Kini
su koriStene prvenstveno za lijeCenje pluénih bolesti, ali nedostaje istrazivanja o njihovim
terapijskim ucincima. Cilj ovog zavrSnog rada bio je odrediti ukupni udio polifenola Folin-
Ciocalteauovom metodom, zatim udio ukupnih flavonoida koriStenjem aluminijeva klorida, i na
kraju odredivanje antioksidacijske aktivnosti metodom po Brand-Williamsu u sjemenkama
ginka. Uzorci su ekstrahirani u 4 vrste otapala; 70%-tni etanol, 80%-tni metanol, 96%-tni etanol i
100%-tni metanol. Najvisi dio ukupnih polifenola (0,042 pg GAE/mg sm) bio je u 70%-tnom
etanolu dok je najvis$i udio ukupnih flavonoida (5,482 pg CE/mg sm) ekstrahiran u 96%-tnom
metanolu. Najvec¢i postotak inhibicije slobodnog radikala bio je u 80-postotnom metanolu i
njegov je iznos 3,212%. Na temelju rezultata moze se zakljucitida ekstrakcijsko otapalo utjece na
razinu ispitanih spojeva 1 antioksidacijsku aktivnost, no opcenito gledajuci sjemenke ne pokazuju

visok sadZaj tih spojeva niti antioksidacijsku aktivnost.

Kljuéne rijeci: ginko, Ginkgo biloba L., sjemenke ginka, 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

The use of ginkgo seeds is known in traditional Chinese cuisine, but also in medicine.
Although ginkgo seeds have a long history of use, today their use has decreased. In China, they
were used primarily for the treatment of lung diseases, but there is a lack of research on their
therapeutic effects. The goal of this final work was to determine the total polyphenol content
using the Folin-Ciocalteau method, then the total flavonoid content using aluminum chloride,
and finally determining the antioxidant activity using the Brand-Williams method. The samples
were extracted in 4 types of solvents; 70% ethanol, 80% methanol, 96% ethanol and 100%
methanol. The largest part of total polyphenols (0.042 1 g GAE/mg dw) was extracted in 70%
ethanol. The highest proportion of total flavonoids (5,482 1 g CE/mg dw) was extracted in 96%
methanol. The highest percentage of free radical inhibition was in 80 percent methanol and its
amount was 3.212%. Based on the results, it can be concluded that the maximum concentration
of alcohol as a solvent is not required to obtain the maximum extraction of polyphenols. In the
case of flavonoids, a higher percentage of alcohol purity contributed to their better extraction.

Ginkgo seeds do not have a high antioxidant activity since the inhibition percentages were low.

Key words: ginkgo, Ginkgo biloba L., ginkgo seeds, total polyphenols, total flavonoids,

antioxidant activity.
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1. UVOD

Ginko (Ginkgo biloba L.) (Slika 1) je drevna ljekovita vrsta drveca koja zbog svoje
otpornosti i prilagodbe na okoliSne uvjete, postoji ve¢ tisu¢lje¢ima bez znacajnijih promjena.
Paleobotanicka povijest otkrila je Siroku rasprostranjenost diljem svijeta, ali ta je
rasprostranjenost smanjena tijekom geoloskog vremena i svedena tek na uski geografski raspon.
Zbog brojnih bioaktivnih spojeva, dijelovi stabla koriste se u suvremenoj i tradicionalnoj
kineskoj medicini. Primjerice, ekstrakt lis¢a ginka u Kini se od najstarijih vremena koristi za
lijeCenje demencije te za poboljSanje djelovanja na kognitivne funkcije. Takoder, sjemenke ginka
koriste se kao hrana diljem Azije. Spojevi povezani s bioloskim djelovanjem su triterpenski
laktoni 1 flavonoidi. Zbog toga u nekim zemljama ginko se uzgaja plantazno za upotrebu u

farmaceutskoj industriji, no u ve¢ini zemalja on je ornamentalno drvo [1, 2, 3].

Slika 1. Drvo ginka u Osijeku
Izvor: [4]

List se koristi za pripremu standardiziranog ekstrakta ginka te su listovi puno bolje istrazeni
od ostalih dijelova ginka. Stoga, u ovom zavrSnom radu zadatak je odredivanje ukupnih
polifenola, ukupnih flavonoida te antioksidativne aktivnosti u ekstraktima sjemenki ginka.
Ispitivan je ucinak upotrijebljene 4 vrste otapala (70-postotnog etanola, 80-postotnog metanola,
96-postotnog etanola i 100-postotnog metanola) na djelotvornost ekstrakcije ukupnih polifenola 1

flavonoida, kao i mjerenje antioksidacijskog potencijala uzoraka.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Ginko (Ginkgo biloba L.)

Ginko je drvo porijeklom iz Kine i jedinstvena vrsta iz porodice Ginkgoaceae, naziva se i
zivi fosil [5]. Red Ginkgoales kojem pripada stablo ginka moze se pratiti kroz fosilne ostatke do
perma, razdoblja paleozoika od prije 250 milijuna godina. Rod Ginkgo pojavio se prije otprilike
180 milijuna godina, a postojao je u Cetiri razliCite vrste. Hladno vrijeme i ledenjacka erozija
krajem razdoblja tercijara prije 2 milijuna godina, uzrokovali su izumiranje mnogih biljnih vrsta,
medu kojima i veéinu vrsta ginka. Samo je Ginkgo biloba izbjegao izumiranje kada je
napredovanje leda prema jugu zaustavljeno u podrucju isto¢ne Azije, postavsi tako jedina

prezivjela vrsta iz porodice Ginkgoaceae [5, 6].

Stablo ginka ima sivu koru, moZe prije¢i visinu od 30 metara, a kroSnja stabla moze
dose¢i opseg od 7 metara. LiS¢e se pojavljuje duz duljine dugog izdanka, te kao grozdovi na
krajevima dugih i kratkih izdanaka. LiS¢e mijenja boju iz svijetlozelene kad je mlado, u
tamnozelenu kad se u potpunosti razvije. Tijekom faze starenja u jesen, liS¢e poprima
karakteristicnu zlatnozutu boju. Listovi su kozasti i1 lepezastog oblika. Kao dvodomna biljka,
stablo ginka ima cvjetove s muskim 1 Zenskim reproduktivnim organima na razli¢itim stablima.
Reproduktivni organi pojavljuju se u proljece, u konacnici proizvodeci sjeme koje ima mesnati
vanjski sloj. Mesnati dio sjemenke, odnosno meka ljuska ginka fermentira tijekom zrenja ispusta
hlapljiv 1 neugodan miris zbog Cega se zensko stablo koje nosi sjemenke ginka ne smatra
pozeljnim ornamentalnim drvetom. Nakon uklanjanja meke ljuske, pojavljuje se vrlo tanka i

tvrda ljuska ispod koje se nalazi jezgra sjemenke [6, 7].

Slika 2. Listovi i sjemenke ginka

Izvor: vlastita fotografija



2.2. Upotreba sjemenka ginka u tradicionalnoj medicini i prehrani

Suvremena farmakoloSka istrazivanja otkrila su razli¢ite bioloske aktivnosti ekstrakata
ginka, kao S$to su protuupalna i antioksidacijska svojstva, neuroprotektivno djelovanje,
antiagregacija trombocita, antikancerogena i antiradijacijska svojstva. Medutim, njegova
upotreba seze daleko u proslost. Ginko je prvi puta spomenut kao ljekovita biljka u kineskoj
zbirci o poljoprivredi i farmakoloskim djelovanjima biljaka pod nazivom ,,Shen Nong Ben Cao
Jing” koja je sastavljena prije otprilike 2,000 godina. U njoj je zabiljezeno da se kao lijek
koristila samo sjemenka ginka. KoriStena je kao tradicionalna hrana koja se pripremala kuhanjem
ili fermentacijom, a servirala se kao prilog uz glavna jela. Primjeri jela sa sjemenkama ginka

nalaze se na Slici 3.
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Przene sjemenke ginka Juha sa sjemenkama ginka

k \’\, -
\ “~
Sjemenke ginka pripremljene na Desert sa sjemenkama ginka
rostilju

Slika 3. Hrana pripremljena sa sjemenkama ginka
Izvor:

https://www.cfs.gov.hk/english/multimedia/multimedia_pub/multimedia_pub_fsf 149 01.html

U medicinske svrhe sjemenke su se se koristile za tretiranje pluénih bolesti kao §to su
astma, kaSalj ali 1 kod problema s nekontroliranim mokrenjem. Takoder, sjeme ginka se

upotrebljavalo za zaustavljanje dijareje 1 zubobolje, kao i za lije€enje nekih koznih bolesti. [7, 8,
3



9]. Medutim zbog sadrzaja toksina, sjemenke ginka ukoliko se konzumiraju u prevelikim
koli¢inama mogu izazvati trovanje. Smatra se da su glavni toksini 4'-metoksipiridoksin (MPN) i
cijanogeni glikozidi. Oni se ne inaktiviraju u potpunosti termi¢kom obradom, no termicka obrada
smanjuje njihovu koli¢inu. Nezrele i termicki neobradene sjemenke ginka sadrze vise toksina te

su otrovnije [10].

Mnogo kasnije, u kineskoj medicini poceli su se koristiti i listovi ginka za lije¢enje
bolesti srca i pluca. Zabiljezeno je i da mogu poboljsati koncentraciju i pomo¢i u lijecenju
brojnih patoloskih stanja, uklju¢uju¢i neuroloSke poremecaje i upalne bolesti. Danas je dostupan
i standardizirani ekstrakt ginka pod nazivom EGb761% koji se koristi za pobolj$avanje

kognitivnih performansi.

2.3. Bioaktivni spojevi u ginku

Bioaktivni spojevi su sekundarni metaboliti biljaka. Za razliku od primarnih metabolita
(ugljikohidrati, proteini i lipidi) koji su namijenjeni za rast i razvoj, sekundarni metaboliti
sudjeluju u interakciji biljaka 1 okoliSa. Sekundarni biljni metaboliti izazivaju farmakoloski ili
toksikoloski uc¢inak kod ljudi i Zivotinja [11]. LiS¢e ginka opsezno je istrazeno fitokemijski.
Aktivne kemijske komponente pronadene u listovima ginka ukljucuju flavonoide i terpenoidne

trilaktone (Slika 4).

R1 R2 R3
Ginkgohde A OH H H
Ginkgolide OH OH H
Ginkgolide OH OH OH
Ginkgolide OH H OH
Gmkgolide M H OH OH

—

R, R1 R2 R3 R4

OR, Quercetin OH OH H H
Il Kaempferol OH H H H
HO P N Isorhamnetin - OH  OCH; H H
| | i Myricetin OH OH OH H
\T/ R, Apigenin H H H H
Luteolin H OH H H

Tamanixetin OH H OH  CH,

TR
ilobalide
Slika 4. Monomerni flavonoidi i terpenoidni trilaktoni prisutni u listovima ginka
Izvor: [12]
Biljni ekstrakti iz liS¢a pokazali su niz farmakoloskih wucinaka, ukljucujuéi
antibakterijska, antioksidativna, protuupalna, antialergijska i antikancerogena djelovanja. U
4



ginku su identificirani i drugi bioaktivni spojevi, ukljucujuéi bioflavonoide, organske kiseline 1
poliprenole. Ostali spojevi s poznatim farmakoloskim djelovanjem su ginkolidi i bilobalid (Slika
4). Ginkolidi se mogu podijeliti u pet tipova (A, B, C, J i M), od kojih svaki ima jedinstven skup
svojstava. Flavonoidi poput kvercetina, kemferola i izorhamnetina, nalaze se kao glikozidni
derivati [13]. Sadnice ginka stare do pet godina sadrze vise flavonoida i terpenoida od odraslih
stabala. Stoga se mladi listovi koriste za proizvodnju standardiziranog ekstrakta (EGb761).
Prema nekim istrazivanjima, starenjem stabala smanjuje se sadrzaj bioloski aktivnih sastojaka, a

time 1 kvaliteta ekstrakata proizvedenih od njih [14].

Sjemenke ginka sadrze najvise Skroba, masti i ulja, no i1 neke bioaktivne komponente kao
ve¢ spomenuti bilobalid. Masne kiseline su jedna od glavnih aktivnih komponenti u sjemenkama
ginka, a mogu imati pozitivne ucinke na sniZavanje krvnog tlaka, snizavanje lipida, kao 1

prevencije 1 lije€enja kardiovaskularnih bolesti [15].

2.4. Otapala koja se koriste za ekstrakcije

Izbor otapala vazan je korak u bilo kojoj pripremi ekstrakta. Otapalo za ekstrakciju treba
odabrati na temelju topljivosti i1 intenziteta interakcija s biljnim matriksom. Najvaznije
karakteristike otapala koje treba promatrati su polarnost, viskoznost, pH, povrSinska napetost,
taliste, vreliSte, gustoca, specificna tezina te ucinak na Cistocu i aktivnost ekstrahiranog spoja.
Takoder, vazno je razmotriti parametre ekstrakcije 1 njihovu prikladnost za otapalo, odnosno na
koji nacin koristeno otapalo moze reagirati s ciljnim spojevima u uvjetima ekstrakcije. Vrlo bitan
¢imbenik su biokemijska i fizikalno-kemijska svojstva otapala jer ona definiraju prirodu medija,
pored interakcije s tretiranim materijalom 1 ekstrahiranim spojevima. Promjene koje se mogu
dogoditi u otapalima tijekom procesa ekstrakcije mogu imati znac¢ajan ucinak na stabilnost

flavonoida i ucinkovitost provedbe [16].

Za ekstrakciju flavonoida i polifenola iz biljnih matriksa opcenito se koriste organska otapala
poput metanola, etanola, acetonitrila, petrolej etera i acetona, uz dodatak razli¢itog postotka
vode. U nekim se slucajevima ekstrakcijska otapala mogu zakiseliti kako bi se osjetljivi
flavonoidi zastitili od oksidativne razgradnje. Kiseline proizvode vodikove ione (H') koji
stabiliziraju slobodne radikale koji se mogu proizvesti tijekom ultrazvuéne obrade. U odredenoj
se myjeri istrazuju neotrovne i biorazgradive alternative, kako bi se smanjio utjecaj organskih
otapala na okoli§ uz istovremeno pruzanje sli¢nih ili ¢ak boljih performansi. Alternative

toksi¢nim otapalima su ionska ili eutekticka otapala koja sadrze limunsku i mlije¢nu kiselinu, te

5



viSefazni sustavi poput ekstrakcije tocke zamucenja. Vazno je napomenuti da je za uspjesno
provodenje ekstrakcije, osim odabira otapala, potrebno u obzir uzeti i druge ¢cimbenike kao $to su
molekularni afinitet otapala i otopljene tvari, prijenos mase u odgovaraju¢em otapalu, toksi¢nost

za ljude, financijska isplativost, i kao $to je ve¢ navedeno sigurnost okolisa [11, 17].



3. PRAKTICNI DIO

3.1. Aparatura i pribor

KoriStena aparatura i pribor u ovom zavrSnom radu su:

e Analiticka vaga (Adam Equipment SAB 514, Kina)
e Centrifuga (bioSan LMC-4200R, Latvija)

e Eppendorf mikropipete

e Epice

e Falcon kivete

e (Graduirane pipete

e Liofilizator

e Odmjerne tikvice

e Propipeta

e Rotator (bioSan Bio RS-24 Mini-Rotator, Latvija)

e Spektrofotometar (UV/Visible Spectrophotometer 195-1050 nm, Italija)
e Staklene laboratorijske bocice s ¢epom na navoj

e Ultrazvuc¢na kupelj (Argolab DU-100, Italija)

e Vortex (bioSan Vortex V-1plus, Latvija)

Na sljede¢im fotografijama prikazani su neki od koriStenih uredaja u ovom zavr$nom radu

koji su navedeni u popisu koriStene aparature i pribora.

Slika 5. Analiticka vaga Slika 6. Centrifuga Slika 7. Rotator
(Adam Equipment, Kina) (bioSan, Latvija) (bioSan, Latvija)
Izvor: vlastita fotografija Izvor: vlastita fotografija Izvor: vlastita fotografija



Slika 8. Ultrazvucna kupelj Slika 9. Vortex
(Argolab, Italija) (bioSan, Latvija)
Izvor: vlastita fotografija Izvor: vlastita fotografija

3.2. Kemikalije

KoriStene kemikalije u ovom zavr$Snom radu su:

e Aluminijev klorid (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

e Destilirana voda

e DPPH?° (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

e Etanol (GRAM-MOL, Zagreb, Hrvatska)

e Folin-Ciocalteauov reagens (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e Galna (3,4,5-trihidroksibenzojeva) kiselina (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
e Katehin (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

e Metanol (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e Natrijev hidroksid (T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

e Natrijev karbonat (T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

e Natrijev nitrit (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

3.3. Materijali i metode rada

Materijal koriSten u ovoj analizi su sjemenke ginka (Slika 10. i 11.) uzorkovane sa
zenskih stabala ginka, u parku Vatroslava Jagi¢a u Varazdinu, u studenom 2022. godine.

Sjemenke su suSene u liofilizatoru, a =zatim usitnjene u kuglicnom homogenizatoru.

8



Ultrazvu¢nom kupelji pospjesena je ekstrakcija, a sama ekstrakcija ufinjena je s otapalima,
odnosno alkoholima. Odredivanje ukupnih polifenola provedeno je Folin-Ciocalteau metodom.
Mjerenje ukupnih flavonoida izvrSeno je metodom s aluminijevim kloridom. Nakon S$to su
odredeni ukupni polifenoli i flavonoidi, provedena je determinacija antioksidacijske aktivnosti
kroz metodu po Brand-Williamsu, koja se zasniva na redukciji DPPH (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) radikala. U sva tri slu¢aja odredivanja izmjerena je apsorbancija uzoraka uz

primjenu UV-VIS spektrofotometrije.

Slika 10. 1 Slika 11. OsuSene sjemenke ginka koriStene u analizi. Izvor: vlastite

fotografije.

3.3.1. Ekstrakcija

Ekstrakcija se vrsi tako da se odvaganih 30 mg uzorka (usitnjene sjemenke ginka) otopi u
1 mL otapala. KoriStena otapala su 70%-tni etanol, 96%-tni etanol, 80%-tni metanol i 100%-tni
metanol. Svaki od uzoraka pripremljen je u triplikatu. Nakon Sto su priredeni uzorci, sadrzaj se
vorteksira u epicama 5 sekundi. Zatim uzorke stavljamo u ultrazvuénu kupelj na dva ciklusa po 5
minuta. Sljede¢e stavljamo uzorke na rotator 45 minuta. Na kraju uzorke centrifugiramo 5

minuta na 4000 r.



3.3.2. Odredivanje ukupnih polifenola u sjemenkama ginka

Polifenoli u biljnim ekstraktima reagiraju s kompleksom fosfomolibdenske-
fosfovolframske kiseline, odnosno s Folin-Ciocalteau reagensom, pri ¢emu se formira plavo
obojenje. Novonastali plavi kompleks se spektrofotometrijski kvantificira nakon $to polifenoli
izreagiraju s reagensom u vremenu od 2 sata. Ocitanje apsorbancije vr$i se na 765 nm, a
proporcionalno je jacini plavog obojenja i koncentraciji polifenola. Kao standard u primjeni ove
metode najcesée je koriStena galna kiselina. Bazdarna krivulja galne kiseline temelji se na
ovisnosti apsorbancije (A) o koncentraciji (¢, g/L), a iz nje se utvrduje ukupna koncentracija

polifenola u uzorku [18, 19].

U kivete je pomocu mikropipete otpipetirano 20 pL uzorka, a svaki od uzoraka
pripremljen je u triplikatu. Kod slijepe probe, otpipetirano je 20 uL. 70%-tnog etanola, 96%-tnog
etanola, 80%-tnog metanola 1 100%-tnog metanola. Naredno je dodano 1,58 mL destilirane vode
1 100 pL Folinovog reagensa, te promijeSano. Tako pripremljenim otopinama, nakon stajanja na
sobnoj temperaturi 2 sata, mjerena je apsorbancija u spektrofotometru na 765 nm u odnosu na
slijepe probe. Koncentracija ukupnih polifenola u uzorcima izracunata je uz pomo¢ bazdarnog

pravca galne kiseline (0-1000 mg/L).

Za izradu bazdarne krivulje galne kiseline najprije je pripremljena stock otopina galne
kiseline u koncentraciji od 5 g/L. Pripremljena je tako $to je 50 mg galne kiseline otopiljeno u 10
mL destilirane vode. Zatim su napravljena razrjedenja u koncentracijama od 50, 150, 250, 500 1
1000 mg/L, te slijepa proba za koju je koriStena destilirana voda. Navedena razrjedenja izvedena
su tako $to je u kivetu za razrjedenje od 50 mg/L otpipetirano 10 pL priredene stock otopine i
ostatak do 1000 pL cinila je destilirana voda, odnosno 990 pL. Za koncentraciju od 150 mg/L
otpipetirano je 30 pL stocka 1 970 pL destilirane vode, sljedece za koncentraciju 250 mg/L
dodano je 50 pL stock otopine 1 950 puL vode. Za narednu koncentraciju od 500 mg/L dodano je
100 puL stocka, a 900 puL vode. I za posljednju koncentraciju 1000 mg/L otpipetirano je 200 pL
stock otopine, a ostatak destilirane vode. Kad su koncentracije priredene, ponovljen je isti
postupak kao §to je opisano u prethodnom odlomku o pripremi uzoraka, samo S§to je umjesto 20
uL uzorka u ovom slu¢aju dodano 20 pL za svako od razrjedenja.

F&
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Slika 12. Razrjedenja galne kiseline i uzorci te njihove slijepe probe pripremljeni po

Folin-Ciocalteau metodi. Izvor: vlastita fotografija.

Slika 13. Bezbojni uzorci nakon $to su odreagirali sa FC reagensom. Izvor: vlastita

fotografija.

Slika 14. Nastalo plavo obojenje kod razrjedenja galne kiseline nakon §to su odreagirala

sa FC reagensom. Izvor: vlastita fotografija.

Obzirom na dobivene rezultate mjerenja apsorbancije (Abs=765 nm) u spektrofotometru,
tj. odnosu apsorbancije prema masenoj koncentraciji galne kiseline, izradena je bazdarna
krivulja. KoriSteni raCunalni program za izradu krivulje je Microsoft Excel. Prema dobivenoj

jednadzbi pravca racuna se koncentracija i udio ukupnih polifenola u uzorcima.
3.3.3. Odredivanje ukupnih flavonoida u sjemenkama ginka

U kivete je pomocu mikropipete prvo otpipetirano 800 pL destilirane vode kojoj je zatim
dodano 200 pL uzorka. Svaki od uzoraka pripremljen je u triplikatu. Kod slijepe probe,
otpipetirano je 200 puL 70%-tnog etanola, 96%-tnog etanola, 80%-tnog metanola i 100%-tnog
metanola i dodano prethodno otpipetiranoj destiliranoj vodi kao 1 u slu¢aju s uzorcima. Reakcija
je pokrenuta tako Sto je uzorcima dodano 60 pL natrijeva nitrita u omjeru 1:20. Omjer je
pripremljen otapanjem 25 g natrijeva nitrita u 25 mL destilirane vode. 5 minuta kasnije, u kivete
je dodano 60 pL aluminijeva klorida u omjeru 1:10. Omjer je pripremljen na nacin da je 5 g
aluminijeva klorida otopljeno u 25 mL destilirane vode. Za 6 minuta dodano je 400 uL. 1 M

otopine natrijeva hidroksida. Posljednje je otopini dodano jo§ 480 pL destilirane vode kako bi
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ukupni volumen iznosio 2 mL. Sadrzaj u kivetama je dobro promijeSan te je izmjerena

apsorbancija na 510 nm.

Kod izrade bazdarnog pravca koristena stock otopina katehina koncentracije 1 mg/L.
Otopina je pripremljena na nac¢in da je 10 mg katehina otopljeno u 10 mL 80%-tnog metanola.
Zatim su napravljena razrjedenja u koncentracijama od 50, 100, 150, 250 i 500 mg/L, te slijepa
proba za koju je koristen samo 80%-tni metanol. Navedena razrjedenja izvedena su tako §to je u
kivetu za razrjedenje od 50 mg/L otpipetirano 10 uL priredene stock otopine i ostatak do 1000
uL ¢inio je 80-postotni metanol, odnosno 990 pL. Za koncentraciju od 100 mg/L otpipetirano je
100 pL stocka i 900 pL metanola, sljedece za koncentraciju 150 mg/L dodano je 150 pL stock
otopine i 850 uL. metanola. Za narednu koncentraciju od 250 mg/L dodano je 250 pL stocka, a
750 puL metanola. I za posljednju koncentraciju 500 mg/L otpipetirano je 500 uL stock otopine, a
ostatak metanol. Kad su koncentracije priredene, ponovljen je isti postupak kao Sto je opisano u
prethodnom odlomku o pripremi uzoraka, samo §to je umjesto 200 pL uzorka u ovom slucaju

dodano 200 pL od svake koncentracije.

Slika 15. Razrjedenja katehina 1 uzorci pripremljeni po metodi s aluminijevim kloridom.

Izvor: vlastita fotografija.

Slika 16. Novonastalo crveno obojenje kod razrjedenja katehina na kraju reakcije, te

nedostatak obojenja kod uzoraka. Izvor: vlastita fotografija.
3.3.4. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Antioksidacijska aktivnost odnosi se na mogucnost ispitivanog uzorka da donira elektron ili

vodik te time inaktivira slobodni radikal i onemogu¢i njegovu reaktivnost u daljnjim lan¢anim
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reakcijama. Koristenjem DPPH® (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikala omogucuje se brz i

jednostavan nacin procjene antiradikalne antioksidacijske aktivnosti [20].

Metoda po Brand-Williamsu temeljena je na redukciji spomenutog DPPH° radikala
otopljenog u Cistom metanolu. Metoda je bazirana na doniranju vodika duSiku, a donira ga
antioksidans prisutan u ispitivanom uzorku. Dusik ima jedan nespareni elektron pripadajuceg
hidrazina molekule DPPH® radikala, a tijekom provodenja ove metode dolazi do prijelaza u
neradikalni oblik DPP(H). DPPH® radikal svoju stabilnost pripisuje delokalizaciji elektrona kroz
cijelu molekulu, pa on iz tog razloga ne dimerizira poput ostalih slobodnih radikala. Upravo
zbog delokalizacije elektrona dolazi do ljubiCastog obojenja pri 515 nm. U tijeku reakcije DPPH
radikala sa spojem koji donira vodikov atom, stvara se njegova stabilna forma pri cemu dolazi do
gubitka ljubiastog obojenja, odnosno promjene boje [20]. Djelotvornost antioksidansa mora biti

mjerena na sobnoj temperaturi kako bi se izbjegla njegova razgradnja (Hung 1 sur., 2005) [21].

Provedba metode zapoceta je time Sto je u epice otpipetirano 20 pL uzorka 1 980 uL. DPPH®.
Uzorci su pripremljeni u triplikatu. Za slijepu probu je u epice otpipetirano 20 pL cistog
metanola 1 980 uL. DPPH®. Reakcija je ostavljena da odstoji 25-30 minuta uz lagano mijesanje u
rotatoru. Nakon toga je spektrofotometar spektroskopski izbazdaren ¢istim metanolom. Zavr$no

su uzorci prebaceni u kivete te im je izmjerena apsorbancija na 515 nm u spektrofotometru.

13



4. ANALIZA REZULTATA I RASPRAVA

4.1. Ukupni polifenoli

Za odredivanje ukupnih polifenola u sjemenkama ginka upotrijebljena je Folin-

Ciocalteau metoda (Singleton i Rossi, 1965) [22].

Struktura Folin-Ciocalteau reagensa sastoji se od od fosfomolibdenske 1 fosfovolframske

obojenja mjeri se spektrofotometrijski na valjnoj duljini od 765 nm [23].

heteropoli kiseline, koje su Zutog obojenja. Poznato je da kod prisustva fenola u bazicnom
reakcijskom mediju stvara kompleks Mo-W, koji reakcijskoj smjesi daje plavo obojenje. To znaci

da FC reagens s reduciraju¢im spojevima fenola tvori kromogene spojeve, a njihov intenzitet

Kako bi se odredio ukupni udio polifenola, izradena je bazdarna krivulja (Slika 17.) galne

kiseline. Jednadzba krivulje je sljedeca:

y = 0,082x
y — iznos apsorbancije pri 765 nm
x — koncentracija galne kiseline (mg/L).

0,12

y = 0.082x o
R?=0.9881

01

Abas 765 nm
=] o
F ®

o
[=]
=

0,02

0 02 04 06 038 1 1,2
galna kiselina [mg/L]

Slika 17. Bazdarna krivulja galne kiseline. Izvor: autor.
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Prema bazdarnom pravcu izracunata je koli¢ina ukupnih polifenola te prikazana je u

formi grafikona na Slici 18.

Ukupni polifenoli
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0,010
]
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70% etanol 80% metanol 96% etanol 100% metanol

Slika 18. Udio ukupnih polifenola u uzorcima. Izvor: autor.

Rezultati odredivanja ukupnih polifenola uz pomoc¢ spektrofotometra prikazuju raspon
rezultata od 0,006 do 0,042 ng GAE/mg suhe mase uzorka.. Ukupni polifenolni spojevi u
najve¢em su udjelu (0,042 pg GAE/mg sm) ekstrahirani u 70-postotnom etanolu, dok je njihov
najmanji udio (0,006 ng GAE/mg sm) ekstrahiran u ¢istom metanolu. Udio ukupnih polifenola u
80-postotnom metanolu iznosi 0,037 ug GAE/mg sm, a u 96-postotnom etanolu je 0,013 pg
GAE/mg sm. Moze se zakljuciti kako se dodavanjem vode u alkohol, odnosno njihovim
razrjedenjem, povecao ukupni udio polifenola koji su se ekstrahirali u usporedbi s Cistim
otapalom 100-postotnim metanolom gdje je ekstrakcija najmanje ucinkovita. To upucuje na to da
su u sjemenkama prisutni polifenolni spojevi koji su hidrofilniji te se ekstrahiraju bolje otapalima
s odredenim postotkom vode.Odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola u jezgri ginka (sjemenka)
spektrofotometrijskom metodom u istrazivanju Liu i sur. [24] pokazalo je da 1 g suhe tvari
ekstrakta otopljen u 60-postotnom etanolu sadrzi 2,08 + 0,05 mg GAE/g sm $§to je puno vise
nego u nasem istrazivanju. Opcenito, moZzemo zakljuciti da bez obzira na otapalo sjemenke ginka
nisu bogat izvor polifenola $to i nije iznanadujuce jer se polifenoli ¢eS¢e nakupljaju u dijelovima

biljaka u direktnom doticaju s okoliSem kao §to su listovi, kora i sl. [25] .
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4.2. Ukupni flavonoidi

Za odredivanje ukupnih flavonoida u sjemenkama ginka upotrijebljena je metoda s

aluminijevim kloridom [24].

Kako bi se odredio ukupni udio flavonoida, izradena je bazdarna krivulja katehina.

Jednadzba krivulje je sljedeca:
y = 0,0023x
y — 1znos apsorbancije pri 510 nm

x — koncentracija katehina (mg/L).

14
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Slika 19. Bazdarna krivulja katehina. Izvor: autor.

I[zracun udjela ukupnih flavonoida prikazan je u formi grafikona na sljedecoj slici.
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Ukupni flavonoidi
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Slika 20. Udio ukupnih flavonoida u uzorcima. Izvor: autor.

Rezultati odredivanja ukupnih flavonoida uz pomo¢ spektrofotometra prikazuju raspon
rezultata od 0,344 do 5,482 pg CE/mg suhe mase uzorka. Ukupni flavonoidi u najveéem su
udjelu (5,482 ug GAE/mg sm) ekstrahirani u 96-postotnom etanolu, dok je njihov najmanji udio
(0,344 pg GAE/mg sm) ekstrahiran u 70-postotnom etanolu. Udio flavonoida u ostalim
otapalima iznosi: 0,448 pg GAE/mg sm u 80%-tnom metanolu, a 4,715 ng GAE/mg sm u 100%-
tnom metanolu. Primjecuje se kako je ekstrakcija flavonoida iz uzoraka znatno ucinkovitija u
alkoholnim otapalima visokog postotka cCisto¢e, dok se znaCajno smanjuje u razrijedenim
alkoholima. Razlog tome je vjerojatno veci udio hidrofobnih flavonoida prisutnih u sjemenkama.
Inace, sjemenke ginka prema literaturnim podacima imaju znacajno nize udjele flavonoida nego
drugi dijelovi, kao na primjer list [25]. Na primjer u radu Kova¢ Tomas i sur. [25] odredivan je
sadrzaj dimernih flavonoida u razli¢itim dijelovima ginka i u sjemenkama nisu detektirani
biflavonoidi. Flavonoidni spojevi ¢eS¢e se nalaze u dijelovima biljke u direktnom doticaju s
okolinom, tako da su kod sjemenke ginka prisutni u mekanom omotacu sjemenke, dok ih u

samim sjemenkama ima puno manje.

4.3. Antioksidacijska aktivnost

Za determinaciju antioksidativne aktivnosti upotrijebljena je metoda po Brand-Williamsu
[19].
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Tablica 1. Izracun postotka inhibicije slobodnog radikala u triplikatu za 4 vrste otapala i njihovu

srednju vrijednost, kao i srednje vrijednosti slijepih proba.

% inhibicije Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 A (Average)

2,967%

2,998 3,319 3,319 3,211%

0,679 0,679 0,679 0,679%

2,133%

Slijepe probe

Antioksidacijska aktivnost prikazuje se kroz postotak inhibicije slobodnih radikala.

4,5

3,5

w

2,5

o]

1,5

OJS .
0

70% etanol 80% metanol 96% etanol 100% metanol

[y

Slika 21. Grafic¢ki prikaz rezultata antioksidacijske aktivnosti uzoraka u 4 razlicita

otapala, izraZeni u % inhibicije DPPH® radikala. Izvor: autor.

Na temelju rezultata mjerenja inhibicije slobodnog radikala, vidi se kako je najveci postotak

u 80-postotnom metanolu i njegov je iznos 3,212%. U 70-postotnom etanolu i 100-postotnom
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metanolu je priblizno jednake vrijednosti, odnosno 2,967% i 2,133%. Rezultat je najmanji u 96-
postotnom etanolu, a iznos mu je tek 0,679%. Uzimajuéi u obzir niski postotak inhibicije kod sva
Cetiri uzorka, zakljucuje se kako ekstrakt sjemenki ginka ima nisko antioksidacijsko djelovanje u

usporedbi s ostalim dijelovima biljke $to je u korelaciji s nizim sadrzajem polifenolnih spojeva i

flavonoida.
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5. ZAKLJUCAK

Cilj ovog zavrSnog rada bio je odredivanje ukupnih polifenola, ukupnih flavonoida te
antioksidacijske aktivnosti u sjemenkama ginka. Na osnovi dobivenih rezultata kod mjerenja
ukupnih polifenola zakljucuje se kako dodavanje vode u alkohol, odnosno njegovo razrjedenje,
rezultira pove¢anim ukupnim udjelom polifenola koji su se ekstrahirali u usporedbi s Cistim
otapalom, 100-postotnim metanolom, gdje je ekstrakcija najmanje ucinkovita. Kod izra¢una
ukupnog udjela flavonoida primjecuje se kako je ekstrakcija flavonoida iz uzoraka znatno
ucinkovitija u alkoholnim otapalima visokog postotka ¢isto¢e, dok se znacajno smanjuje u
razrijedenim alkoholima. Tome je razlog vjerojatno prisutnost vise flavonoida koji nisu topivi u
vodi. Sto se ti¢e postotka inhibicije slobodnog radikala, odnosno antioksidacijske aktivnosti kod
uzoraka, dobiveni postoci relativno su niski u sva 4 koriStena otapala pa se moZe zakljuciti kako
uzorci imaju nisku antioksidacijsku aktivnost. Najbolja inhibicija pokazala se u 80-postotnom
metanolu. Takvi rezultati su ocekivani s obzirom na relativno nizi sadzaj ukupnih polifenola 1
flavonoida u usporedbi s drugim dijelovima biljke.

Gledaju¢i sveukupno rezultate ovog rada vidljivo je da sjemenke nisu bogate
polifenolnim spojevima i1 flavonoidima. Medutim, za ekstrakciju tih spojeva valja koristiti
pogodno otapalo koje je kod flavonoida alkohol s manjim postotkom vode, dok je udio ukupnih
polifenola visi u otapalu koje sadrzi 1 odredeni postotak vode. No za to¢nije zakljucke valjalo bi
uciniti neku od kvantifikacijskih metoda kao Sto je tekucinska kromatografija visoke

djelotvornosti (HPLC) s odgovaraju¢im detektorima.
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Popis slika i tablica

Slika 1. Drvo ginka u Osijeku. Izvor: [4]

Slika 2. Listovi i sjemenke ginka. Izvor: vlastita fotografija
Slika 3. Hrana pripremljena sa sjemenkama ginka. Izvor:
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Slika 4. Monomerni flavonoidi i terpenoidni trilaktoni prisutni u listovima ginka. Izvor: [12]
Slika 5. Analiticka vaga (Adam Equipment SAB 514). Izvor: vlastita fotografija

Slika 6. Centrifuga (bioSan LMC-4200R). Izvor: vlastita fotografija

Slika 7. Rotator (bioSan Bio RS-24 Mini-Rotator). [zvor: vlastita fotografija

Slika 8. Ultrazvu¢na kupelj (Argolab DU-100). Izvor: vlastita fotografija

Slika 9. Vortex (bioSan Vortex V-1plus). Izvor: vlastita fotografija

Slika 10. OsuSene sjemenke ginka koriSteni u analizi. Izvor: vlastita fotografija

Slika 11. OsuSene sjemenke ginka koriSteni u analizi. Izvor: vlastita fotografija

Slika 12. Razrjedenja galne kiseline 1 uzorci pripremeljeni po Folin-Ciocalteau metodi. I1zvor:
vlastita fotografija

Slika 13. Bezbojni uzorci nakon $to su odreagirali sa FC reagensom. Izvor: vlastita fotografija
Slika 14. Nastalo plavo obojenje kod razrjedenja galne kiseline nakon §to su odreagirala sa FC
reagensom. Izvor: vlastita fotografija

Slika 15. Razrjedenja katehina i1 uzorci pripremljeni po metodi s aluminijevim kloridom. Izvor:
vlastita fotografija

Slika 16. Novonastalo crveno obojenje kod razrjedenja katehina na kraju reakcije, te nedostatak
obojenja kod uzoraka. Izvor: vlastita fotografija

Slika 17. Bazdarna krivulja galne kiseline. Izvor: autor

Slika 18. Udio ukupnih polifenola u uzorcima. Izvor: autor

Slika 19. Bazdarna krivulja katehina. Izvor: autor

Slika 20. Udio ukupnih flavonoida u uzorcima. Izvor: autor

Slika 21. Graficki prikaz rezultata antioksidacijske aktivnosti uzoraka u 4 razlicita otapala,

izrazeni u % inhibicije DPPH® radikala. Izvor: autor

Tablica 1. Izracun postotka inhibicije slobodnog radikala u triplikatu za 4 vrste otapala i njihovu

srednju vrijednost, kao 1 srednje vrijednosti slijepih proba. Izvor: autor
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