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SAZETAK

Biljni svijet je prirodno skladiste bioaktivnih tvari. Jedna od najvise istrazenih skupina
svakako su flavonoidi koji imaju viSestruku funkciju u biljkama, ali i pozitivan utjecaj na
ljudsko zdravlje. Flavonoidi u biljkama mogu postojati u slobodnom obliku, ali naj¢e$¢e su
glikolizirani, metilirani, acetilirani, prenilirani ili polimerizirani, $to utjeCe i na njihovu
bioaktivnost. Flavonoidni dimeri, poznatiji pod nazivom biflavonoidi, se sastoje od dva
identi¢na ili razlic¢ita flavonoidna monomera. U odnosu na monomere zna¢ajno su manje
istrazeni iako pokazuju bolju biolosku aktivnost od njih i nedavno je prepoznat njihov
farmakoloski potencijal, ponajvise zbog antivirusne, antikancerogene i antifungalne aktivnosti.
Biflavonoidi su prisutni u biljkama koje se koriste u tradicionalnoj medicini poput ginka
(Ginkgo biloba L.). Kako bi se biflavonoidi mogli koristiti, potrebno ih je izolirati iz prirodnih
izvora. Ovaj proces obi¢no ukljuéuje koristenje raznih organskih otapala, koja mogu biti
opasna za okoli$ i ljude stoga se u zadnje vrijeme sve vise koriste eutekti¢na otapala (engl.
Deep Eutectic Solvent, DES) koja su prepoznata kao zelena i jeftina ekstrakcijska sredstva, a
dodatna prednost im je izrazena fleksibilnost. Osim toga, zbog svoje netoksicnosti i
biorazgradivosti odgovaraju svim zahtjevima i principima zelene kemije. Zbog svega

navedenog, DES se smatraju vrlo pogodnima za izolaciju biomolekula kao §to su biflavonoidi.

U sklopu ovog rada, prirodna eutekticka otapala (engl. Natural Deep Eutectic Solvent,
NADES) koristena su za ekstrakciju bioloski aktivnih molekula iz listova ginka. Pomocu
racunalnog modela COSMO-RS ispitana je topljivost ginkgetina, najces¢eg predstavnika
biflavonoida u listovima ginka, i amentoflavona, najpolarnijeg biflavonoida u ginku. Na
temelju topljivosti procijenjeno je kako bi 15 od 250 ispitanih NADES moglo biti dobro
ekstrakcijsko sredstvo. Odabrani NADES su u sljede¢em koraku sintetizirani i karakterizirani
(gustoca, viskoznosti, pH-vrijednost). U slijedu Sarznih ekstrakcija pomoc¢u odabranih 15
otapala pri istim procesnim uvjetima (temperatura, vrijeme ekstrakcije i omjer pocetne mase
usitnjenog lis¢a ginka i volumena otapala) ispitana je u¢inkovitost ekstrakcije biflavonoida,
ukupnih flavonoida, polifenola i fenolnih kiselina. Najveca uc¢inkovitost ekstrakcije ukupnih
flavonoida postignuta je pomo¢u NADES betain:etilen glikol (B:EG) 1:2 s 30 % H20 (w/w).
Dobiveni rezultati usporedeni su s ekstrakcijom provedenom pod istim uvjetima koriStenjem
80 % metanola kao otapala, pri ¢emu je koristenjem odabranog NADES postignuta veca
ucinkovitost ekstrakcije za 24 %. U sljede¢em koraku, ekstrakcija s odabranim NADES je
dodatno optimirana koristenjem eksperimentalnog Box-Behnken dizajna na tri razine s tri

faktora: vrijeme ekstrakcije, omjer poCetne mase usitnjenog lis¢a i volumena NADES-a i



temperatura. Dobiveni rezultati pokazali su da su optimalni uvjeti ekstrakcije koristenjem
odabranog NADES: vrijeme ckstrakcije 45 min, omjer poCetne mase usitnjenog lis¢a i
volumena NADES 20 mg/mL, te temperatura 20 °C. Naposljetku, koristenjem HPLC-DAD
metode u ekstraktima su odredene koncentracije 5 najzastupljenijih biflavonoida u lis¢u ginku

(amentoflavon, ginkgetin, izoginkgetin, bilobetin i sciadopitisin).

Kljucne rijeci: flavonoidi, biflavonoidi, Ginkgo biloba L., ekstrakcija, NADES



SUMMARY

The plant kingdom is a known reservoir of bioactive natural products. The best-studied
group to date is flavonoids, which perform multiple functions in plants and have positive
impact on human health. Flavonoids can occur in free form in plants, but are more commonly
glycosylated, methylated, acetylated, prenylated, or polymerized, which affects their
bioactivity. Flavonoid dimers, known as biflavonoids, are consist of two identical or different
flavonoid units. They are a less-studied subgroup of flavonoids, although they have bigger
bioactivity, and they have recently been recognized as potential pharmaceutical agents,
particularly because of their antiviral, anticancer, antifungal, and other bioactivities. They are
commonly found in plants used in traditional medicine, such as ginkgo (Ginkgo biloba L.). The
crucial step for the pharmaceutical use of any natural product is its isolation from the natural
matrix. This process usually involves the use of various organic solvents, which can be
hazardous to the environment and humans. Therefore, deep eutectic solvents (DES) have
recently been recognized as environmentally friendly and cheap extraction agents, whose
additional advantage is their pronounced flexibility. Besides that, there are non-toxic and
biodegradable, so they satisfy all the requirements and principles of green chemistry. Due to
all of the above, DES are considered very suitable for the isolation of biomolecules such as

biflavonoids.

As part of this work, natural deep eutectic solvents (NADES) were used to extract
biologically active molecules from ginkgo leaves. To select the best NADES for efficient
extraction of biflavonoids from ginkgo, COSMOtherm software was used, and solubility of
ginkgetin, as the most common biflavonoid in ginkgo leaves, and amentoflavone, as the most
polar, was calculated. Based on the obtained solubility predictions, 15 of 250 tested NADES
could be effective in extraction of biflavonoids. In the next step, those 15 NADES were
synthesized, and characterized (density, viscosity, and pH). After synthesis, the extraction of
biflavonoids, total phenols, flavonoids and phenolic acids was performed in a series of batch
experiments with the same process conditions (temperature, extraction time and ratio of initial
mass of shredded leaves and mass of NADES) where the extraction efficiency of total
flavonoids was defined as a criterion for the selection of the best NADES. The highest
extraction efficiency was obtained with Betaine:Ethylene Glycol (B:EG) 1:2 NADES with 30
% H>0 (w/w). Compared to extraction with 80 % methanol, 24 % higher extraction efficiency
was obtained using B:EG 1:2 with 30 % H.O (w/w) NADES under the same process

conditions. In addition, extraction with that solvent was optimized using the experimental Box-



Behnken design at three levels with three factors: extraction time, ratio of initial mass of
shredded leaves and mass of NADES, and temperature. It was concluded that the optimal
extraction conditions are: extraction time of 45 min, the ratio of the initial mass of shredded
leaves and mass of NADES 20 mg/mL, and temperature 20 °C. Finally, the concentrations of
the 5 most abundant biflavonoids in ginkgo (amentoflavone, ginkgetin, isoginkgetin, bilobetin

and sciadopitisin) were determined using HPLC-DAD method.

Key words: flavonoids, biflavonoids, Ginkgo biloba L., extraction, NADES
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1. UvOD

Separacijske metode, medu kojima je i ekstrakcija, poznate su od davnina. Faraonska
civilizacija, ¢ija povijest seze vise od 4000 godina u proslost, prva je pocela prakticirati
ekstrakciju kruto-tekuce te je tako iskoristila prednosti biljnog svijeta za dobivanje boja, aroma
I materijala. Danas je vaznost ekstrakcije jo§ izraZenija pa je gotovo nemoguce pronaci
proizvodni proces u farmaceutskoj, kozmeti¢koj i prehrambenoj industriji, ali 1 industriji finih
kemikalija, biogoriva, materijala itd. u kojemu se ne koristi ekstrakcija. Procesi ekstrakcije su
energetski zahtjevni, skupi, dugotrajni i Stetni za okoli§ zbog uporabe razlicitih organskih
otapala. Stoga se danas radi na poboljSanju ovih procesa koriStenjem razli¢itih tehnika poput

mikrovalova i ultrazvuka ili zamjenom organskih otapala zelenim alternativama [1].

Otapala s najve¢om potencijalom da zamijene pojedina organska otapala u procesima
ekstrakcije i sinteze, pogotovo u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji, su prirodna
eutekti¢na otapala (engl. Natural Deep Eutectic Solvent, NADES). NADES su smjesa dviju ili
viSe komponenti, krutih ili kapljevitih, koje imaju nize taliSte od svake pojedinacne
komponente zbog formiranja medumolekulskih vodikovih veza [2]. Uz NADES se Cesto veze
I pojam niskotemperaturna eutekti¢na otapala koji se odnosi za spomenuto znaéajno sniZenje
taliSta pa su ova otapala ve¢inom u kapljevitom stanju pri sobnoj temperaturi. Ono §to ih ¢ini
boljim izborom od organskih otapala su niska hlapljivost, nezapaljivost, biorazgradivost te
niska toksi¢nost. Osim navedenih prednosti, jedna od najvaznijih karakteristika NADES je
njihova fleksibilnost dizajniranja (Sirok raspon pocetnih komponenti, razli¢iti omjeri
komponenti, udio vode itd.) sto omogucuje njihovu ciljanu sintezu za specificne svrhe. Malim
promjenama koncentracije ili omjera komponenti tijekom postupka sinteze mogu se
sintetizirati otapala razli¢itih fizikalno-kemijske karakteristike koja se potom mogu koristiti u
razli¢ite svrhe. Osim u spomenutoj farmaceutskoj i prehrambenoj industriji, NADES su svoju

ulogu pronasla i u elektrokemiji, biomedicini, (bio)katalizi itd. [3].

Flavonoidi su organski spojevi koji se Siroko rasprostranjeni u jestivim i nejestivim
biljkama u razli¢itim koncentracijama. Pripadaju grupi sekundarnih metabolita u biljkama, a
dokazan je njihov pozitivan utjecaj i na ljudsko zdravlje. Neki od vaznih izvora flavonoida su
voce i povrée poput kakaa, ¢aja, soje, vina, kupine, borovnice, ginka, luka, mrkve [4]. Zbog
svoje antioksidacijske, antikancerogene, antialergijske i protuupalne aktivnosti ve¢ su dugi niz
godina predmet velikih znanstvenih istrazivanja. Osim flavonoida, paznju znanstvenika

privukli su biflavonoidi, flavonoidni dimeri koji takoder pokazuju znacajnu farmakoloSku

1



aktivnosti s posebnim naglaskom na antikancerogena svojstva. U ginku je do sada
identificirano 13 razli¢itih biflavonoida, a najzastupljeniji su: amentoflavon, ginkgetin,
izoginkgetin, bilobetin i sciadopitisin [5]. Spomenuti biflavonoidi imaju vrlo sli¢nu strukturu
pa je njihova identifikacija i izolacija iz prirodnih izvora vrlo zahtjevna. Stoga je, zbog velike
bioloske aktivnosti biflavonoida, potrebno pronaéi uéinkovitu, ali i ekoloski odrzivu metodu

za njihovu izolaciju iz prirodnih izvora kao $to je Ginkgo biloba L.

U ovom radu provedena je ekstrakcija specijaliziranih metabolita (biflavonoida,
ukupnih flavonoida, polifenola i fenolnih kiselina) iz usitnjenog lis¢a ginka pomocu 15
razli¢itih NADES koji su odabrani pomoc¢u rac¢unalnog softvera COSMOtherm na temelju
topljivosti ginkgetina i amentoflavona. U slijedu Sarznih ekstrakcija, eksperimentalno je
odredena ucinkovitost ekstrakcije ukupnih flavonoida pomo¢u odabranih NADES. Ekstrakcija
s odabranim NADES je dodatno optimirana koritenjem eksperimentalnog Box-Behnken
dizajna na tri razine s tri faktora: vrijeme ekstrakcije, omjer poéetne mase usitnjenog liséa i
volumena NADES-a i temperatura. Naposljetku, HPLC-DAD metodom u ekstraktima su
odredene koncentracije 5 najzastupljenijin biflavonoida (amentoflavon, ginkgetin,

izoginkgetin, bilobetin i sciadopitisin) u lis¢u ginka.



2. TEORIJSKIDIO

2.1 Zelena kemija
Tijekom proslog stolje¢a doslo je do ubrzanog razvoja industrije, znanosti i tehnologije koji
ljudima omogucava kvalitetniji i dulji zivot. Iako je od pocetka bilo jasno da taj razvoj sa sobom
nosi brojne negativne ucinke, ponajvise na zdravlje ljudi i okolis, tome se nije pridavala velika
paznja sve do kraja proslog stoljeca. Tada je na inicijativu americke Agencije za zastitu okoliSa
(engl. Enviromental Protection Agency, EPA) razvijen koncept ,,zelene kemije* koja se
definira kao dizajn kemijskih proizvoda i procesa za smanjenje ili uklanjanje upotrebe i
stvaranja opasnih tvari. Zelena kemija se temelji na 12 nacela koja se odnose na sve dijelove

procesa [6]:

e SprjeCavanje nastanka otpada

e Maksimiziranje iskoristivosti atoma

e Manje opasne kemijske sinteze

e KoriStenje sigurnijih kemikalija

e KoriStenje sigurnijih otapala i pomo¢nih sredstava
e Povecanje energetske ucinkovitosti

e Upotreba obnovljivih sirovina

e Smanjenje proizvodnje derivata

e KoriStenje katalizatora

e Razvoj postupaka razgradnje

e Pravovremena analiza za prevenciju oneciS¢enja

e Sigurnija kemija za prevenciju nesreca

Navedena nacela predstavljaju upute, odnosno pravila prema kojima bi znanstvenici i

inzenjeri trebali razvijati nove materijale, proizvode, procese itd.

Organska otapala su nuzna u razli¢itim dijelovima kemijskih procesa, pocevsi od
sinteze, analitickih metoda za detekciju i kvantifikaciju spojeva, procis¢avanja te naposljetku
Cis¢enje proizvodnih strojeva. Zbog svoje sposobnosti otapanja razli¢itih spojeva, lipofilnosti,
niske molarne entalpije isparavanja, niskih energetskih zahtjeva i drugih prednosti i danas su
to najcesce koristena otapala u industriji. Medutim, ta otapala ne zadovoljavaju nacela zelene
kemije jer su ve¢inom toksi¢na, lako zapaljiva i hlapljiva. Stoga je danas fokus mnogih

znanstvenika usmjeren na razvoj novih otapala kojima bi se zamijenila dosad koriStena



organska otapala. Neka od otapala koja se nastoje razviti i implementirati u razne industrijske
procese su superkriticni fluidi, voda, fluorirana otapala, polietilen glikol (PEG), glicerol, tekuci
polimeri, ionska otapala, eutekti¢na otapala itd. Otapala s najve¢im potencijalom, pogotovo u
farmaceutskoj 1 prehrambenoj industriji, su DES. Brojni znanstvenici su prepoznali njihov
potencijal te je u razdoblju izmedu 2005. do 2020. godine objavljeno preko 4500 znanstvenih

radova u kojima se isti¢u prednosti primjene DES u razli¢itim podru¢jima [3].

2.2 Eutekti¢na otapala
Jedan od klju¢nih predmeta proucavanja zelene kemije je razvoj novih zelenih otapala
koja ¢e zamijeniti Stetna organska otapala u mnogim kemijskim procesima poput ekstrakcija,
sinteza i ostalih. Posebnu paznju u tom pogledu privukla su ionska otapala (engl. ionic liquids,

IL) i DES.

IL su spojevi potpuno sastavljeni od iona s taliStem ispod 100 °C. Sastoje se od
organskog kationa i koordiniraju¢eg aniona. Posjeduju vrlo nizak tlak pare, nisu zapaljivi i
stabilni su na visokim temperaturama (oko 200 °C). Njihovi nedostatci su visoka cijena, visoka
toksicnost, vrlo niska atomska ekonomija zbog njihove sinteze, teSkoce u procis¢avanju i slaba
biorazgradivost [7]. Novija vrsta otapala, DES se u posljednje vrijeme razvijaju kao analogna
otapala ionskim. Prema nekim autorima DES su podvrsta IL, odnosno svrstavaju se u Cetvrtu
generaciju IL. lako te dvije vrste otapala imaju mnogo toga zajednickog poput fizikalnih
svojstava i primjene, s kemijske tocke gledista, ove dvije vrste otapala su zasebne grupe. DES
se mogu pripremiti i iz ionskih, ali i iz neionskih spojeva pa se ne mogu u potpunosti smatrati
IL [8].

DES su smjese dviju ili viSe komponenti, krutih ili kapljevitih, koje imaju nize taliste
od svake pojedina¢ne komponente zbog formiranja medumolekulskih vodikovih veza [2]. Na
Slici 1. je prikazan opceniti fazni dijagram kruto-kapljevito jedne binarne eutekti¢ne smjese u
kojem se moZze vidjeti ovisnost temperature taljenja o sastavu smjese. NajniZa temperatura pri
kojoj eutekti¢na smjesa moZe postojati u kapljevitoj fazi naziva se eutekti¢na tocka i1 u njoj je
sastav kapljevite i krute faze jednak. Razlika izmedu temperature eutekti¢ne tocke i teoretske
temperature taljenja smjese ovisi o jadini interakcija izmedu komponenti. Sto su one jace, veca

je i njihova razlika [9].
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Slika 1. Fazni dijagram binarne eutekti¢ne smjese [10]

Zbog znacajnog snizenja talista DES su ¢esto kapljevine pri sobnoj temperaturi, a zbog
svojih svojstava poput niske hlapljivosti, nezapaljivosti, biorazgradivosti i niske toksi¢nosti,
ali i mogucnosti dizajniranja za specifiéne svrhe, DES su pronasla Sirok spektar primjena u

razli¢itim podruc¢jima [3].

Priprava eutekti¢nih otapala je ekonomi¢na i jednostavna, a smatra se odrzivim
procesom koji se ostvaruje sa 100 %-tnom atomskom ekonomijom pri ¢emu se ne stvara otpad.
U tom procesu ne dolazi do kemijske reakcije, nego se stvaraju vodikove veze. Postoji vise
razli¢itih na¢ina za pripravu DES, a najées¢i je postupak u kojem se to¢no odredena masa
komponenti pomijesa uz ili bez dodatka vode te se smjesa zagrijava do 60 °C uz konstantno
mijeSanje, tj. dok se ne dobije bistra kapljevina. Molarni omjer komponenti, temperatura i
vrijeme priprave najvise ovise o kemijskoj prirodi pocetnih komponenti. Osim ovog nacina,
DES se jos mogu pripraviti iz koncentrirane vodene otopine koja sadrzi sve komponente ili iz

otopine jedne komponente u kojoj je druga disocirana [8].

Kemijska struktura DES moze se prikazati opéom formulom Cat*X zY pri ¢emu je Cat*
predstavlja amonijev, sulfonijev ili fosfonijev kation, X~ Lewisovu bazu, naj¢esc¢e halogenidni
anion, Y Lewisovu ili Brgnstedovu kiselina, a z broj molekula Y. Cat"X™ zajedno predstavljaju
akceptor vodikove veze (engl. hydrogen bond acceptor, HBA), dok je Y donor vodikove veze
(engl. hydrogen bond donor, HBD). SloZene anionske vrste nastaju izmedu Lewisove baze i
Lewisove ili Brenstedove kiseline [3, 10]. DES se uglavnom Klasificiraju prema prirodi
upotrijebljenog sredstva za stvaranje kompleksa, a ta podjela je prikazana u Tablici 1.



Tablica 1. Podjela DES prema prirodi upotrijebljenog sredstva za stvaranje kompleksa [3, 10,
11]

Tip 1 Kvaterna sol i halogenid metala poput Zn, Sn, Fe, Al

Tip 2 Kvaterna sol i hidratiziran halogenid metala poput Cr, Co, Cu

Tip 3 Kvaterna sol i donor vodikove veze poput amida, karboksilnih kiselina, alkohola

Tip 4 Halogenid metala i donor vodikove veze poput amida i alkohola

Tip5 Donori i akceptori vodikove veze su neionske molekule (engl. non-ionic DESS)

Najvise DES su tipa 3 jer su komponente za njihovu sintezu jeftine i lako dostupne.
HBA su netoksi¢ni kvaterni amonijevi spojevi poput etilamonijevog klorida, kolin klorida i
betaina, dok su HBD S$eceri, polioli, amidi i organske kiseline. Kemijske strukture najéesce

koriStenih spojeva za sintezu niskotemperaturnih eutekti¢nih otapala su prikazane na Slici 2.
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Slika 2. Primjeri spojeva pogodnih za pripravu niskotemperaturnih eutekticnih spojeva [3]

Osim navedene podjele postoje i razne podskupine DES poput prirodnih eutekti¢nih

otapala (engl. natural deep eutectic solvent, NADES). NADES su otapala kod kojih su sve



sastavne komponente iz prirodnih izvora, najée$¢e primarni metaboliti. Ova vrsta otapala je,
zbog svog sastava, niske toksi¢nosti [3], a igraju i klju¢nu ulogu u stani¢cnom metabolizmu jer
imaju utjecaj na mnoge bioloske procese (klijavost, otpornost na susu, dehidracija itd.) [11].
Osim NADES, postoje jos i terapeutska eutekticka otapala (engl. Therapeutic Deep Eutectic
Solvents, THEDES) koja imaju potencijalnu primjenu u farmaceutskoj industriji,
kvazipolimerna cutekti¢na otapala (engl. Poly-Quasi Eutectic Solvents, PQES) i polimerna

eutekti¢na otapala (engl. Polymeric Deep Eutectic Solvents, PODES) [11].

Najvaznije fizikalno-kemijske karakteristike DES su svakako nisko taliste, viskoznost,
gustoca, polarnost, pH-vrijednost, povrsinska napetost, toplinska stabilnost [11]. Taliste DES
jenize od 150 °C, dok je za najéesce koristena DES ispod 50 °C. Karakteristi¢no za ova otapala
je da su im viskoznost i gusto¢a vec¢i od onih za vodu. Ove karakteristike najviSe ovise o
strukturi ishodnih komponenti pa su tako otapala na bazi Secera najgusc¢a i najviskoznija, dok
su ona na bazi alkohola zna¢ajno manje viskozna i gusta. Valja napomenuti da se ove dvije
karakteristike mogu modificirati dodatkom vode, medutim maseni udio vode mora biti manji
od 40-50 % jer ¢e previsok udio vode razbiti supramolekularni kompleks donor-akceptor
vodikove veze te bi to naposljetku bila vodena otopina ishodnih komponenti, a ne DES [3].
Prema polarnosti ova otapala mogu se podijeliti u dvije skupine; hidrofilni i hidrofobni, s tim
da je vecina ovih otapala hidrofilna. Tek su u posljednje vrijeme pocela istrazivati eutekticna
otapala hidrofobnog karaktera zbog ograni¢enja u primjeni hidrofilnih otapala samo na polarne

spojeve [11].

Zbog sirokog raspona svih navedenih fizikalno-kemijskih karakteristika ova otapala se
smatraju dizajniranim otapalima (engl. designer solvents) jer se odabirom pocetnih
komponenti, njthovim omjerom i dodatkom vode mogu dobiti specificna svojstva za odredene
primjene. Neke od najvaznijih podru¢ja primjene su elektrokemija, sintetska kemija i
(bio)kataliza, biotehnologija i prehrambena tehnologija, separacijski procesi, farmaceutsko
inzenjerstvo, biomedicina itd. [3]. U elektrokemiji su zbog svoje elektricne provodljivosti i
sposobnosti otapanja razlic¢itih metalnih soli i oksida pronasli svoju primjenu u elektropoliranju
nehrdajucih Celika, sintezi metalnih nanocestica te u elektrodepoziciji razli¢itih metala (Cr, Al,
Cu, Ni) [10]. DES su, zbog sposobnosti otapanja razli¢itih spojeva, poc¢evsi od malih molekula
poput CO> pa sve do makromolekula poput enzima, vrlo pogodni mediji za razne sinteze, ali i
njihovi katalizatori. Takoder su zbog sposobnosti otapanja i stabilizacije razli¢itih prirodnih
spojeva vrlo vazni u biotehnologiji i prehrambenoj tehnologiji. Danas se koriste za ekstrakciju

razli¢itih spojeva iz prirode, medu kojima su najzastupljeniji polifenoli.



2.3 Ginko
Ginkgo biloba L. je jedini rod i vrsta ginka koja postoji. Naziva se zivim fosilom jer je najstarija
biljka golosjemenjaca koja je prezivjela kvartarnu glacijaciju §to govori o njegovoj iznimnoj
otpornosti na bioticke i abioticke stresove [12, 13]. Potjece iz Kine i od davnina se sadi u
vrtovima kineskih i japanskih hramova jer se smatrao svetim zbog svojih terapeutskih u¢inaka.
Pripravci od ginka, najceSce lis¢a, su se koristili za lijeCenje ka$lja, bronhijalne astme,
iritabilnog mjehura, pa ¢ak i zlouporabe alkohola. Danas se njegovi ekstrakti uvelike koriste
za lijecenje kognitivnih tegoba poput poremecaja pamcenja, Alzheimerove bolesti, poremecaja

u koncentraciji, depresije, vrtoglavice, tinitusa itd. [12].

Zbog ljekovitih svojstava, koje ginko posjeduje, detaljno su istrazene njegove sastavne
komponente. To su ginkolidi, bilobalid, ginkolna kiselina, flavonoidi, triterpeni, karotenoidi,
poliprenoli, eteri¢na ulja, aromatske kiseline, askorbinska kiselina, D-glukarinska kiselina,
kininska kiselina, Sikiminska kiselina, alkil-kumarini, lipidi, dugolancani ugljikovodici,
ugljikohidrati, derivati glicerola, 1-hidroksipireni, zeatin, 6-hidroksikinurna Kkiselina,
pentadien-1,5-difenol, tanini i vrlo otrovni spoj ginkotoksin. Od navedenih sastavnica svojstva
ljekovitosti ginku daju terpenski laktoni (ginkolidi i bilobalid) i flavonoidi [12].

Neiskoristeni industrijski otpad ginka predstavlja rasipanje vrijednih resursa, ali i
ozbiljno onecis¢enje okoliSa zbog toksi¢nih komponenti, ginkotoksina i ginkolne kiseline, koje
sadrzi te jer na toj vrsti otpada mogu rasti $tetni mikroorganizmi [14]. Budu¢i da su neke od
sastavnica tog otpada spojevi Sirokog spektra bioloskih aktivnosti, poput biflavonoida,
poZeljno je pronaci nacin izolacije tih tvari iz otpada 1 posljedi¢no smanjiti njegovu koli¢inu u

okolisu.

2.4 Flavonoidi
Flavonoidi su organski spojevi koji se Siroko rasprostranjeni u jestivim i nejestivim biljkama u
razli¢itim koncentracijama. Do danas je dokumentirano preko 8000 razli¢itih flavonoida [15] .
Flavonoidi spadaju u skupinu polifenola koji su opcenito poznati kao spojevi s bioloski
aktivnim djelovanjem pa, samim tim, imaju odredene pozitivne ucinke na ljudsko zdravlje.
Pozitivan uc¢inak polifenola osobito je prepoznat kod kardiovaskularnih, neurodegenerativnih
I metabolickih bolesti [16].

Flavonoidi pripadaju grupi sekundarnih metabolita u biljkama $to znaci da nisu direktno
ukljuceni u normalan rast, razvoj, ili razmnozavanje organizma, te da njihovo odsustvo ne

rezultira trenutnom smrcu biljke, ali njihov nedostatak moze uzrokovati dugoro¢na ostecenja te



negativno utjecati na plodnost i izgled biljke. Razli¢iti napitci, voce i povrée poput kakaa, Caja,
soje, vina, kupine, borovnice, luka, mrkve su samo neki od vaznih izvora flavonoida [4]. Vrsta
i koli¢ina flavonoidnih komponenti u biljkama ovisi o vrsti biljke, stupnju njezinog rasta i
razvoja, sezoni, ali i dijelu biljke u kojem se nalazi; list, stabljika, cvijet, sjemenka [16]. Tako
se, na primjer, u luku i ¢aju nalazi najvise flavona i flavonola, dviju podvrsta flavonoida.
Flavonoidi imaju visestruku ulogu u biljkama. Prije svega, dugo je ve¢ poznato da biljkama
daju boju i miris. Nakupljanje flavonoida u cvjetovima biljke od posebne je vaznosti zbog
privlacenja kukaca oprasivac¢a [17]. Iz toga posljedi¢no proizlazi njihova uloga u reprodukciji
biljaka. Osim toga, §tite biljke od razli¢itih bioti¢kih i abiotickih stresova; djeluju kao UV filtri
te Stite biljke od razli¢itih mikroba i biljojeda. Imaju ulogu i kod otpornosti na mraz, otpornosti
na susu i mogu imati funkcionalnu ulogu u toplinskoj aklimatizaciji biljaka i otpornost na
smrzavanje [4].

Osnovna kemijska struktura flavonoida sastoji se od 15 C-atoma rasporedenih u dva
fenilna prstena A i B i jedan heterociklic¢ki piranski prsten C koji ih spaja, kao $to je prikazano
na Slici 3. Jedna ili viSe hidroksilnih skupina povezane su s aromatskim prstenovima u
slobodnom obliku, esterificirane i/ili povezane sa Secerima [4]. Dakle, flavonoidi se u prirodi
mogu javiti kao aglikoni, ali najée$ée su u prirodi prisutni kao glikozidi koji su povezani sa
Se¢erom u konjugiranom obliku kao monoglikozidni, diglikozidni i drugi derivati [17]. Njihova

bioloske karakteristike 1 uloga u biljkama uvelike ovise o tome u kojem se obliku nalaze.

Slika 3. Osnovna kemijska struktura flavonoida

Flavonoidi se dijele u razli¢ite podgrupe ovisno o tome s kojim je C-atomom prstena C
povezan prsten B te o stupnju nezasi¢enosti i oksidacije prstena C. Flavonoidi u kojima je
prsten B vezan na C-atom oznacen brojem 3 nazivaju se izoflavoni. Oni u kojima je prsten B
vezan na C-atom oznacen brojem 4 nazivaju se neoflavonoidi, dok se oni u kojima je prsten B
vezan na C-atom oznacen brojem 2 dalje dijele u nekoliko podskupina na temelju strukturnih
znacajki prstena C. Ove podskupine su: flavoni, flavonoli, flavanoni, katehini (flavanoli ili
flavanonoli), antocijanini i kalkoni [4]. Navedena podjela flavonoida, najpoznatiji predstavnici

i njihovi prirodni izvori prikazani su u Tablici 2.



Tablica 2. Podjela flavonoida, najpoznatiji predstavnici i njihovi prirodni izvori [4]
Flavonoidi Najpoznatiji predstavnici Prirodni izvor

antocijanini - cijanidin bobicasto voce, bazga...
- delfinidin
- malvidin
- pelargonidin
- peonidin
flavanoni - hesperitin citrusno voce i medicinske
- naringenin biljke
- eriodiktiol
flavoni - luteolin celer, persin, ginko...
- apigenin
- tangeritin
flavonoli - kempferol luk, bobicasto voce,
- kvercetin
- miricetin
- fisetin
izoflavoni - genistin mahunarke, soja
- genistein
- daidzein
- glicitein
kalkoni - florizin rajCica, kruska, pSenica...
- arbutin
- floretin
- kalkonaringenin
katehini - katehin ¢aj, kakao, banana...
- epikatehin
- epikatehin galat
- epigalokatehin
neoflavonoidi - kalofilolid tajlandsko ruzino drvo,
- dalbergin uljani orah...

medicinske biljke...

Flavoni su, iako ne tako uéestala podgrupa flavonoida, vrlo znacajni. Najvise su prisutni
u lis¢u, cvjetovima i plodovima kao glukozidi [4]. Prisutni su u nekim biljkama intenzivnog
okusa i u bilju poput celera i persina [16], ali se mogu u ve¢im koli¢inama pronaci i u ginku i
u menti [4].

Flavonoli su flavonoidi s ketonskom skupinom te su vrlo rasprostranjena i velika
podgrupa. Nalaze se u raznim vrstama voca i povréa poput luka, kelja, kupusa, rajcice, grejpa
1 bobicastog voca, a ¢aj 1 crno vino su takoder vazni izvori flavonola. Ve¢ su odavno prepoznati
njihovi pozitivni u€inci na ljudsko zdravlje poput antioksidativnog djelovanja i smanjenja
rizika od vaskularnih bolesti [4].

Flavanoni su ve¢inom zastupljeni u citrusnom vocu (limun, grejp i naranca), pri cemu

razli¢iti spojevi daju razliciti karakteristi¢ni okus. Na primjer, naringin se nalazi u grejpfrutu,
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dok je hesperetin prisutan u narancama [16], s tim da je za sve flavanone u citrusima
karakteristican gorak okus. Povezuje ih se s brojnim pozitivnim ucincima na ljudsko zdravlje
zbog njihove sposobnosti hvatanja slobodnih radikala [4].

Katehini su 3-hidroksi derivati flavanona, a radi se o visoko kompleksnim spojevima u
rasponu od monomera, modificiranin monomera, dimera do polimera. Velike koli¢ine
flavanola nalaze se u crnom i zelenom c¢aju, ¢okoladi, kakau, brusnicama, banani, acai
bobicama, grasku, grahu i vinu [16, 18].

Antocijanini su najcesce prisutni kao pigmenti u biljkama, cvjetovima i plodovima, a
vo¢e i povrée bogato antocijaninima lako se prepoznaje zbog karakteristicne boje od
tamnoplave do tamnocrvene [16]. Boja antocijanina ovisi o pH-vrijednosti te metilaciji ili
acilaciji na hidroksilnim skupinama A i B prstena. Antocijanini se uglavnom nalaze u vanjskim
slojevima razli¢itog voca kao §to su brusnice, crni ribiz, crn0 grozde, maline, jagode,
borovnice, borovnice i kupine [4].

Kalkone karakterizira odsustvo prstena C, odnosno prsteni A i B su povezani nekom
aciklickom strukturom. U znacajnim Se koli¢inama nalaze u raj¢icama, kruskama, jagodama i
odredenim proizvodima od pSenice. Veliku pozornost su privukli zbog svojih brojnih
nutritivnih i bioloskih dobrobiti [4].

Izoflavoni nisu rasprostranjeni u biljnom svijetu kao ostali flavonoidi te se pretezno
mogu pronac¢i u mahunarkama i soji. Zbog sli¢nosti u gradi s estrogenom, u tijelu se pretvaraju
u biljne estrogene pri ¢emu imaju metabolicke ucinke te zbog toga pokazuju ogroman
potencijal u borbi protiv niza bolesti [4, 16].

Neoflavonoidi su fenolni spojevi kojima je prsten B vezan na C-atom prstena C na
poziciji 4. Vrlo su rijetki 1 neistraZeni te se mogu pronaci u nekim posebnim biljnim vrstama
poput srilankanske endemske vrste Mesua thwaitesii ili drvetu naziva tamanu (lat. Calophyllum
inophyllum) [4].

Opisivanjem razli¢itih podgrupa flavonoida, ve¢ je nekoliko puta spomenuta njihov
pozitivan u¢inak na ljudsko zdravlje. Upravo su iz tog razloga oni ve¢ dugi niz godina predmet
velikih znanstvenih istrazivanja. Njihova antioksidacijska, antikancerogena, antialergijska i
protuupalna aktivnost potaknula je niz klinickih, pretklini¢kih i epidemioloskih istrazivanja
koja pretpostavljaju njihov veliki doprinos u prevenciji kroni¢nih bolesti kao Sto su

kardiovaskularne bolesti, dijabetes, karcinom, neurodegeneretivne bolesti itd. [16].
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2.4.1 Biflavonoidi

Flavonoidni dimeri, poznatiji pod nazivom biflavonoidi, sacinjeni su od dva
monomerna flavonoida koji su povezani direktno ili linearnom vezom. Linearna veza
podrazumijeva alkilnu C-C vezu ili alkoksidnu C-O-C vezu koje mogu biti razli¢itih duljina.
Do danas je poznato oko 600 razli¢itih biflavonoida, a ve¢ina njih je pronadena u medicinskim
biljkama [19]. Dimerizacija flavonoida u prirodi se javlja samo u nekim biljkama, a njihova
uloga jo$ nije dovoljno istrazena. Na osnovu njihove bioloske aktivnosti i polozaja u lis¢u
biljke, pretpostavlja se da imaju ulogu u zastiti biljke od Stetnika i predatora, regulaciji rasta
biljke i zastiti od UV zracenja [5]. Ovi spojevi imaju veliki potencijal za biomedicinsku

primjenu te je njihovo daljnje istrazivanje od velike vaznosti.

Strukturu biflavonoida ¢ine dva ista ili razliCita flavonoida, a moguce su razliCite
kombinacije; flavon-flavon, flavon-flavanon, flavon-flavonol itd. Osim razli¢itih kombinacija,
raznovrsnosti biflavonoida doprinose i vrsta i pozicija veze izmedu dva monomera. Dakle, u
teoriji je moguce da postoji iznimno velik broj flavonoidnih dimera $to sugerira da opseg
bioloskih aktivnosti takoder moze biti ogroman [20]. Unatoc¢ tome, naj¢esce ih se moze pronaci
u nekoliko biljnih obitelji poput Ginkgo biloba L., Selaginella sp., Garcinia sp. iz kojih se
danas najceSce ekstrahiraju [14]. Biflavonoidi su prisutni i u drugim biljnim vrstama ali u njima
nisu dominantne komponente te se one ne koriste kao njihov izvor u procesima ekstrakcije.
Kemijska struktura flavon-flavon biflavonoida iz ginka prikazana je na Slici 4., a flavon-

flavanon na Slici 5.

OH O OH O
Slika 4. Flavon-flavon [5] Slika 5. Flavon-flavanon [5]

U ginku (Ginko biloba L.) je dosad identificirano 110 razli¢itih flavonoida, a od toga je
13 biflavonoida koji su prikazani u Tablici 3. Ukupno je 11 biflavonoida flavon-flavon i 2

flavon-flavanon [5].
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Tablica 3. Biflavonoidi iz ginka, njihove kemijske formule i molarne mase [21]

Biflavonoidi iz Ginkgo biloba L.

flavon-flavon amentoflavon
seskvojaflavon
bilobetin
podokarpusflavon A
ginkgetin
izoginkgetin
5’-metoksibilobetin
sciadopitisin
7°°-0-B-D-glukozil-
ginkgetin
7°’-O-B-D- glukozil-
izoginkgetin
7-metoksiamentoflavone
flavon-flavanon 2,3-dihidroizoginkgetin

2,3-dihidrosciadopitisin

Kemijska
formula
CsoH18011
Cs1H20010
Cs1H20010
Cs1H20010
C32H22010
Cs2H22010
Cs2H22011
CasH24010
CsgH32015

CagH32015

C31H20011

C32H24010
Ca3H26010

Molarna masa,
g/mol
554,46
552,48
552,48
552,48
566,51
566,51
582,51
580,54
728,65

728,65

568,48

568,53
582,55

Najzastupljenijih pet biflavonoida u ginku su amentoflavon, ginkgetin, izoginkgetin,

bilobetin i sciadopitisin [5]. Svi oni ulaze u flavon-flavon tip biflavonoida, a njihove strukturne

formule prikazane su na Slici 6. Amentoflavon je dimer dvaju apigenina sa Sest hidroksilnih

skupina koje se lako mogu zamijeniti metoksilnom skupinom. Ostali biflavonoidi se mogu

smatrati derivatima amentoflavona. Tako je bilobetin derivat amentoflavona s jednom

metoksilnom skupinom, ginkgetin i izoginkgetin s dvije, a sciadopitisin s tri metoksilne

skupine [5].
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sciadopitisin

Slika 6. Strukturne formule najzastupljenijih biflavonoida u ginku [22]

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da biflavonoidi posjeduju znacajne farmakoloske
aktivnosti - antibakterijsku, antioksidativnu, protuupalnu, antikancerogenu te sposobnosti
zaustavljanja oslobadanja histamina (antialergijsku) [14]. Njihova bioloska aktivnost te

potencijalna farmakoloska primjena ovise o samoj kemijskoj strukturi spojeva. Zbog svega
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navedenog imaju potencijal u lije¢enju neurodegenerativnih, kardiovaskularnih i metabolickih
bolesti [5]. Najvise paznje se danas pridaje njihovoj antikancerogenoj aktivnosti. Tako je na
primjer dokazano da je ginkgetin citotoksi¢an za ljudski adenokarcinom jajnika. Takoder,
ginkgetin, izoginkgetin i 1-4'-ometilrobustaflavone, izolirani iz biljke Selaginella, su pokazali

selektivnu citotoksi¢nost protiv tri testirane stani¢ne linije ljudskog raka [17].

Zbog njihove slicne kemijske strukture njihova izolacija iz prirodnih izvora, ali i
identifikacija je vrlo zahtjevna. Medutim, zbog Sirokog spektra biomedicinske aktivnosti
potrebno pronaéi u¢inkovitu metodu za njihovu izolaciju iz prirodnih izvora kao $to je Ginkgo
biloba L. Njihov biomedicinski potencijal je vrijedan ulozenih novaca, vremena i znanja koje

je potrebno uloziti u daljnja istrazivanja.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 Materijali

Za razvoj i optimizaciju ekstrakcije specijaliziranih metabolita iz lis¢a Ginkgo biloba
L. proveden je niz Sarznih ekstrakcija pomocu razli¢itih NADES i 80 % metanola. Nakon
odabira najboljeg otapala prema Kkriteriju najveée ucinkovitosti ekstrakcije flavonoida
provedena je optimizacija ekstrakcije pomocu eksperimentalnog Box-Behnken modela na tri
razine i s tri faktora: vrijeme ekstrakcije, omjer mase usitnjenog lis¢a ginka i volumena otapala
te temperatura. Koristenjem HPLC-DAD metode, u ekstraktima su odredene i koncentracije 5
najzastupljenijih biflavonoida u li§¢u ginku (amentoflavon, ginkgetin, izoginkgetin, bilobetin i
sciadopitisin). Naposljetku, razvijena metoda ispitana je na uzorcima lis¢a ginka koji su

prikupljeni ru¢no na dvije lokacije u Zagrebu, u Dugom Selu te u Padovi.

3.1.1 Kemikalije

Za provedbu eksperimenata koriStene su sljede¢e kemikalije:

e Aluminijev klorid, Kemika, Hrvatska

e Acetonitril, VWR Chemicals BDH, Francuska

e Amentoflavon, Phytolab, Njemacka

e Betain, Alfa Aesar, SAD

e Bilobetin, Phytolab, Njemacka

e Dimetilsulfoksid (DMSO), Gram-Mol d.o0.0., Hrvatska
e Etilen-glikol, Kemika, Hrvatska

e Folin-Ciocalteauov reagens, Fluka, SAD

e Galna kiselina, Acros Organics, SAD

e Ginkgetin, Phytolab, Njemacka

e Glicerol, Lachner, Ceska

e Glukoza, Sigma-Aldrich, SAD

e |zoginkgetin, Phytolab, Njemacka

e Jabucna kiselina, Acros Organics, SAD

e Katehin, Fluka, SAD

e Kava kiselina, Fluka, SAD

e Klorovodi¢na kiselina, VWR-Chemicals, Njemacka

e Kolin klorid, Thermo Fisher Scientific, SAD
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e Maltoza, Sigma-Aldrich, SAD

e Metanol, VWR-Chemicals, Njemacka

e Mravlja kiselina, Kemika, Hrvatska

e Natrijev hidroksid, Gram-Mol d.o.0., Hrvatska
e Natrijev karbonat, Gram-Mol d.o0.0., Hrvatska
e Natrijev molibdat, CARLO ERBA Reagents, Njemacka
e Natrijev nitrit, Laphoma, Jugoslavija

e Prolin, Sigma-Aldrich, SAD

e Saharoza, Sigma-Aldrich, SAD

e Sciadopitisin, Phytolab, Njemacka

e Urea, Sigma-Aldrich, SAD

Uzorci ginka:

e Uzorak ginka iz ljekarne (NB Natural, Bjelovar)

e Uzorak Zagreb — Botanicki vrt (Trg Marka Maruli¢a 9A, Zagreb, Hrvatska)
e Uzorak Zagreb — Dom zdravlja (Runjaninova ulica 4, Zagreb, Hrvatska)

e Uzorak Dugo selo (Josipa Zori¢a 86, Dugo Selo, Hrvatska)

e Uzorak Padova — Botanicki vrt (Via Orto Botanico 15, Padova, Italija)

Uzorci ginka su prikupljeni u studenom 2022. godine, suseni 10 dana na sobnoj
temperaturi (prosjek 23°C) te usitnjeni prije daljnje upotrebe. Kemikalije koriStene u ovom
radu su analiticke Cistoe te su primjerene za provodenje HPLC analiza. Voda koristena za

pripremu DES i svih potrebnih otopina bila je ultracista.

3.1.2 Aparatura

U eksperimentima je koriStena sljede¢a oprema:

e Centrifuga, Universal 320 R, Hettich, SAD

e Digestor, Flores Valles 1200, Flores Valles, Spanjolska

e Homogenizator, RS-VA10, Phoenix Instrument, SAD

e HPLC 1260 Infinity Il, Agilent, SAD

e Inkubacijska tresilica, Innova 4330 Refrigerated Incubator Shaker, New
Brunswick Scientific, SAD

e Magnetska mijeSalica Rotamix S-10, Tehtnica, Slovenija

e Mlinac za usitnjavanje, IKA-Werke M20, Njemacka
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e pH-metar Lab 860, Schott Instruments, Njemacka

e Rotacijski viskozimetar, Anton Paar ViscoQC 300, SAD
e Spektrofotometar, Shimadzu, UV-1800, Japan

e UZV kupelj, Bandelin DT 103 H, Njemacka

3.2 Metode

3.2.1 Odabir NADES

Odabir pogodnog NADES koje bi bilo dobra zamjena za organsko otapalo (80 % metanol) pri
ekstrakciji specijaliziranih metabolita iz ginka bio je prvi korak u ovom istrazivanju. Odabir
pogodnog zamjenskog otapala najéesce se temelji na empirijskoj metodi pokusaja i pogreske,
medutim takav pristup nije dobar jer zahtjeva vrijeme, novac te velike kolic¢ine kemikalija, a
takvim pristupom nastaju i veée koli¢ine otpada. Zbog toga je, ako je moguce, bolje koristiti
matematicke modele koji skrac¢uju vrijeme analize, ne trose kemikalije te smanjuju ukupne
troSkove. Jedan od takvih modela je kontinuirani model solvatacije (engl. Continuous solvation
models, CSMs) u koji pripadaju i model polariziraju¢eg kontinuuma i COSMO-RS (engl.
Conductor-like Screening Model for Real Solvents) model, a koji se mogu upotrebljavati za
predvidanje kemijske ravnoteze. Pomocu spomenutih modela racunaju se parametri poput
energije otapanja na osnovu kojih se onda predvida topljivost komponenti u NADES. Na taj
nac¢in mogucée je vrlo brzo pretraziti veliki broj otapala, a eksperimentalno ispitati samo
nekoliko. U svrhu pronalaska pogodnog NADES za ekstrakciju aktivnih komponenti iz lis¢a
Ginkgo biloba L. koristen je racunalni softver COSMOtherm koji se temelji na COSMO-RS
teoriji medudjelovanja povrsinskih naboja [23]. Model COSMO-RS razvio je 1995. godine
njemacki znanstvenik Andreas Klamt, a S vremenom se sve viSe razvijao te se danas smatra

najboljom poveznicom izmedu kemijske kvantne mehanike i inZzenjerske termodinamike [24].

Kako bi se pronaslo pogodno NADES za ekstrakciju aktivnih komponenti iz ginka,
potrebno je poznavati kemijske strukture Zeljenih spojeva. Kao $to je ranije spomenuto Cilj
ovog istrazivanja bio je izolirati biflavonoide iz ginka. U ginku je do sada identificirano 13
biflavonoida, a najzastupljeniji su: amentoflavon, ginkgetin, izoginkgetin, bilobetin i
sciadopitisin. Prvi korak u primjeni modela je konstruiranje molekule za koju se provodi
prorac¢un na nac¢in da molekula bude optimalne geometrije, odnosno minimalne energije. Kako
je navedeno, biflavonoidi iz ginka imaju sli¢nu strukturu, te se smatra da te male razlike u
strukturi nece znacajno utjecati na proraCune. Stoga proracun nije proveden za svih pet
biflavonoida nego samo za dva i to: ginkgetin kao najzastupljeniji i amentoflavon kao

najpolarniji biflavonoid u ginku. Konstrukcija odabranih molekula u stanju minimalne energije
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omogucena je koriStenjem programskog softvera TMoleX. Konstruirane molekule ucitane su
u program COSMOtherm te su dobiveni o-profili molekula. ¢ profil pokazuje vjerojatnost
pronalaska povrSinskih segmenata sa ¢ polaritetom na povrSini molekule 1 sadrzi
najrelevantnije informacije potrebne za predvidanje elektrostatickih, vodikovih veza i
disperzijskih interakcija spoja [25]. Energetski i geometrijski optimirana molekule ginkgetina
i amentoflavona prikazana je na Slici 7., odnosno na Slici 8. Krajnji rezultat ovih proracuna je
prirodni logaritam koeficijenta aktivnosti, In y, koji ukazuje na topljivosti ispitanih spojeva u
pojedinom otapalu. Sto je In y negativniji i veéi za pojedini spoj, bolja je njegova topljivost u
ispitanom otapali. Za potrebe ovog istrazivanja, ispitana je topljivost odabranih biflavonoida u
ukupno 250 NADES.

Slika 8. Energetski i geometrijski optimirana molekula amentoflavona
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3.2.2 Pripremai karakterizacija NADES

Pomoc¢u programskog softvera COSMOtherm, tj. na temelju dobivenih vrijednosti
koeficijenata aktivnosti, In y, od 250 potencijalnih NADES (60 hidrofilnih NADES s 4 razli¢ita
udjela vode (10, 20, 30 i 50 % w/w) i 10 hidrofobnih NADES) odabrano je 15 hidrofilnih

NADES za nastavak istrazivanja koji su prikazani u Tablici 4.

Tablica 4. Odabrana NADES

NADES Kratica Molarni omjer Udio vode (w/w)
Betain:etilen-glikol B:EG 1:2 10 %
Betain:etilen-glikol B:EG 1:2 20 %
Betain:etilen-glikol B:EG 1:2 30 %

Betain:saharoza B:Suc 4:1 20 %
Betain:saharoza B:Suc 4:1 30 %
Betain:jabucna kiselina B:MA 1:1 10 %
Betain:jabucna kiselina B:MA 1:1 20 %
Betain:jabu¢na kiselina:prolin B:MA:Pro 1:1:1 10 %
Betain:glicerol B:Gly 1:2 10 %

Kolin Kklorid:etilen-glikol ChCIEG 1:2 10 %
Kolin klorid:etilen-glikol ChCILEG 1:2 20 %
Kolin klorid:urea ChCl:U 1:2 10 %

Kolin klorid:urea:etilen-glikol ~ ChCl:U:EG 1:2:2 10 %
Kolin klorid:maltoza ChCl:Mal 4:1 10 %
Kolin klorid:glukoza ChCI:Glc 2:1 10 %

Sinteza odabranih NADES provedena je na na¢in da su u staklene boc¢ice odvagane
izraCunate mase komponenti koje su prikazane u Tablici 5. s odredenim udjelom vode. Staklene
bocice su potom stavljene na magnetsku mijeSalicu uz zagrijavanje na temperaturi 55 °C
tijekom 2 h, tj. dok nisu nastala bezbojna, homogena i prozirna otapala spremna za daljnju

uporabu.
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Tablica 5. Sastavne komponente odabranin NADES

B:EG 1:25 10 % H.0O 9,26 8,74 / 2,00
(w/w)

B:EG 1:2 520 % H20 8,23 7,77 / 4,00
(wiw)

B:EG 1:2 530 % H20 6,80 7,20 / 6,00
(wiw)

B:Suc 4:15 20 % H.O 9,25 6,75 / 4,00
(wiw)

B:Suc 4:1 s 30 % H.O 8,09 5,91 / 6,00
(wiw)

B:MA 1:15 10 % H.O 8,39 9,61 / 2,00
(wiw)

B:MA 1:15 20 % H.O 7,46 8,54 / 4,00
(wiw)

B:MA:Pro1:1:1s10 % 5,76 6,58 5,66 2,00
H20 (w/w)

B:Gly 1:2 5 10 % H>O 7,00 11,00 / 2,00
(w/w)

ChCI:EG 1:25 10 % H20 9,53 8,47 / 2,00
(w/w)

ChCI:EG 1:2 520 % H20 8,47 7,53 / 4,00
(w/w)

ChCI:U 1:2 5 10 % H.O 9,68 8,32 / 2,00
(w/w)

ChClU:EG 1:2:2510 % 6,55 5,63 5,82 2,00
H20 (w/iw)

ChCl:Mal 4:15 10 % H20 11,16 6,84 / 2,00
(wiw)

ChCI:Glc 2:1 5 10 % H.0O 10,94 7,06 / 2,00
(wiw)
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Tako pripravljenim eutekticnim otapalima odredena je pH-vrijednost, gustoca i
viskoznost. Gustoca je odredena piknometrijskom metodom, a viskoznost pomocu rotacijskog

viskozimetra.

3.2.3 Mehanicka obrada liS¢a ginka

Prije provedbe ekstrakcije specijaliziranih metabolita, uzorke ginka bilo je potrebno osusiti te
usitniti kako bi se dobila §to veéa specificna povrSina uzorka te posljedi¢no povecala i
ucinkovitost ekstrakcije. Listovi ginka prikupljeni ruéno s razli¢itih lokacija, suseni su na zraku
10 dana. Uzorak ginka iz ljekarne nije bilo potrebno susiti. Nakon suSenja uslijedilo je
mljevenje suhog lis¢a u mlincu za usitnjavanje nakon ¢ega je dobiven usitnjen uzorak kao Sto

je prikazano na Slici 9.

Slika 9. Usitnjen uzorak ginka

3.2.4 Ekstrakcija kruto-kapljevito

Ekstrakcija specijaliziranih metabolita iz lis¢a ginka provedena je tako da se u Eppendorf tubice
odvaze 30 mg uzorka (usitnjeno lis¢e Ginkgo biloba L.) i otpipetira 1 mL odredenog otapala,
NADES ili 80 % metanola. Kako bi se smanjio utjecaj heterogenosti uzorka, ekstrakcija sa
svakim pojedinim otapalom provedena je 3 puta. Nakon toga se sadrzaj u tubici kratko
homogenizira pomo¢u homogenizatora nakon ¢ega se provodi ekstrakcija 8 min u ultrazvu¢noj
kupelji na 20 °C pri frekvenciji 35 kHz te 45 min na inkubacijskoj tresilici pri 450 rpm i 20 °C.
Nakon provedene ekstrakcije, sadrzaj se centrifugira 5 min na 13000 rpm/min. Dobiveni talog
se baca, a ekstrakt se odvaja, filtrira (nesterilni hidrofobni PTFE filtar za Sprice, Chromafil Xtra
RC-20/25 0,45 um, Macherey-Nagel, Njemacka) i cuva u hladnjaku na 4 °C do daljnje analize.
Ovako pripremljeni ekstrakti koriste se za odredivanje koncentracije specijaliziranih

metabolita: ukupnih polifenola, flavonoida, fenolnih kiselina i pojedinaénih biflavonoida.

22



3.2.5 Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije polifenola

Za odredivanje koncentracije ukupnih polifenola koriSten je protokol prema Slinkardu i
Singletonu iz 1977. godine za koji je potreban Folin- Ciocalteauov reagens. On je vecinski
smjesa heteropolifosfovolframovih molibdata i drugih reagensa, a sama metoda se temelji na
redukciji fosfomolibdatnog-fosfovolframatnog kompleksa pomocu fenola u plave reakcijske

produkte koji imaju maksimum apsorbancije pri 4 = 765 nm [26].

Za provedbu eksperimenta, osim Folin- Ciocalteauov reagensa potrebna je i zasi¢ena
otopina natrijevog karbonata (Na,CO3) koja je pripremljena otapanjem 50 g Na,CO3 u 200 mL
ultraciste vode. Otopina je potom zagrijana do vrenja (T = 100 °C) nakon ¢ega je u nju dodano
nekoliko kristalica Na,COg te je ohladena tijekom sljedeca 24 h, profiltrirana i nadopunjena

ultraé¢istom vodom do 250 mL.

Spektrofotometrijska metoda provedena je u plasticnim Kivetama od 2 mL. U kivetu je
potrebno dodati 790 pL ultraciste vode, 10 pL ekstrakta ili standarda (razrjedenje temeljne
otopine galne kiseline za bazdarni pravac) ili otapala (NADES ili 80 % metanol za slijepu
probu) i 50 pL Folin-Ciocalteauov reagensa. Kivete je potrebno dobro promijesati pomocu
homogenizatora te nakon 8 min dodati 150 uL zasi¢ene otopine NapCOz koja povisuje pH-
vrijednost medija $to ubrzava razvoj boje. Kivete je potrebno ponovno dobro promijesati te
ostaviti na 20 °C tijekom 2 h. Tijekom provedbe ovog eksperimenta pozeljno je odrzavati
izotermne uvjete jer temperatura ima utjecaj na razvoj boje, odnosno vise temperature
ubrzavaju razvoj boje [26]. Nakon 2 h odredena je apsorbancija uzoraka pri A = 765 nm. Za
izradu bazdarnog pravca, pripremljena je otopina galne kiseline koncentracije 2 mg/mL u 80
% metanolu. Tako dobivena otopina razrjedivana je na potrebne koncentracije u rasponu
koncentracija 100 — 1500 pg/mL. Nakon mjerenja apsorbancije pripremljenih razrjedenja,
izraden je bazdarni dijagram (Prilog 1) za linearno podrucje ovisnosti apsorbancije o
koncentraciji galne kiseline. Sadrzaj ukupnih polifenola izrac¢unat na temelju bazdarnog pravca
izrazen je kao mikrogram ekvivalenta galne kiseline (engl. gallic acid equivalent, GAE) po

miligramu suhe tvari (ug GAE/mg ST).

3.2.6 Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije flavonoida
Za odredivanje koncentracije ukupnih flavonoida koriSten je protokol po Zhishenu i
suradnicima iz 1999. godine. Metoda se temelji na stvaranju flavonoid-aluminij kompleksa koji

su crvene boje i imaju maksimum apsorbancije pri 4 = 510 nm [27].
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Za provedbu eksperimenta potrebna je otopina natrijevog nitrita (NaNO2) masene
koncentracije 0,05 g/mL, otopina aluminijevog klorida (AICl3) masene koncentracije 0,18
g/mL te otopina natrijeve luzine (NaOH) koncentracije 1 mol/L. Otopina NaNO> dobivena je
otapanjem 1,25 g NaNO3 u 25 mL ultraciste vode. Otopina AlCl3 dobivena je otapanjem 4,48
g NaNO:2 polaganim dodavanjem 25 mL ultraciste vode. Otopinu je potrebno pripremati u
digestoru jer je otapanje AICIs vrlo egzotermna reakcija. Otopina NaOH pripremljena je

otapanjem 2 g granula NaOH u 50 mL ultraciste vode.

U plasti¢ne kivete od 2 mL otpipetirano je 800 pL ultraciste vode, 200 pL ekstrakta ili
standarda (razrjedenje temeljne otopine katehina za bazdarni pravac) ili otapala (NADES ili 80
% metanol za slijepu probu) te 60 uL otopine NaNO.. Sadrzaj u kivetama se homogenizira
pomoc¢u homogenizira te se 5 min nakon toga u smjesu doda 60 pL otopine AICI3. Nakon 6
min u smjesu se doda 400 uL otopine NaOH za zaustavljanje reakcije i 480 pL ultraciste vode.
Kivete se dobro promijesaju te se mjeri apsorbancija uzoraka na 2 = 510 nm. Za izradu
bazdarnog pravca, pripremljena je otopina katehina koncentracije 1 mg/mL u 80 % metanolu.
Buduci da se katehin sporo otapa, odmjerna tikvica je stavljena na magnetnu mijesalicu 30 min.
Tako dobivena temeljna otopina razrjedivana je na potrebne koncentracije u rasponu
koncentracija 50-250 pg/mL. Nakon mjerenja apsorbancije pripremljenih razrjedenja, izraden
je bazdarni dijagram (Prilog 2) za linearno podruéje ovisnosti apsorbancije o koncentraciji
katehina. Sadrzaj ukupnih flavonoida izracunat je na temelju bazdarnog pravca te izrazen u
mikrogramima katehin ekvivalenta (engl. catechin equivalents, CE) po miligramu suhe tvari
uzorka (pg CE/mg ST).

3.2.7 Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije fenolnih kiselina
Koncentracija ukupnih fenolnih kiselina odredena je spektrofotometrijskom metodom

razvijenom i opisanom u European Pharmacopoeia iz 2004. godine [28].

Za provedbu eksperimenta potrebno je pripremiti Arnowljev reagens otapanjem 1 g
natrijeva nitrita (NaNO2) i 1,17 g natrijeva molibdata dihidrata (Na2MoOs - 2 H20) u 10 mL
ultraCiste vode. Osim Arnowljevog reagensa, potrebno je pripremiti otopinu klorovodi¢ne
kiseline (HCI) koncentracije 0,5 mol/L i otopinu natrijeve luzine (NaOH) koncentracije 1
mol/L. Otopina HCI pripremljena je razrjedenjem 37 %-tne HCI, a otopina NaOH pripremljena

je otapanjem 2 g granula NaOH u 50 mL ultraciste vode.

U plasti¢nu kivetu od 2 mL otpipetirano je 300 uL ultraéiste vode, 300 uL ekstrakta ili

standarda (razrjedenje temeljne otopine kava kiseline za bazdarni pravac) ili otapala (NADES
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ili 80 % metanola za slijepu probu), 100 uL otopine HCI i 100 uL. Arnowljevog reagensa.
Kivete je potrebno dobro promijesati pomocu vorteksa te dodati 100 pL otopine NaOH i 100
uL ultraciste vode. Apsorbancija uzoraka mjerena je na A =490 nm. Za odredivanje bazdarnog
pravca, pripremljena je otopina kava kiseline koncentracije 0,5 mg/mL u 80 % metanolu. Tako
dobivena temeljna otopina razrjedivana je na potrebne koncentracije u rasponu koncentracija
510-250 pg/mL. Nakon mjerenja apsorbancije pripremljenih razrjedenja, izraden je bazdarni
dijagram (Prilog 3) za linearno podrucje ovisnosti apsorbancije o koncentraciji katehina.
Sadrzaj fenolnih kiselina izracunat je na temelju jednadzbe bazdarnog pravca te izrazen kao
mikrogram ekvivalenta kava kiseline (engl. caffeic acid equivalent, CAE) po miligramu suhe
tvari uzorka (ug CAE/mg ST).

3.2.8 HPLC-DAD analiza za odredivanje koncentracije biflavonoida

Kako bi se odredile koncentracije pet najzastupljenijih biflavonoida (amentoflavon, ginkgetin,
izoginkgetin, bilobetin i sciadopitisin) koriStena je tekucinska kromatografija visoke
djelotvornosti (engl. high-performance liquid chromatography, HPLC) s DAD detektorom
(engl. diode array detector). Koristeni uredaj je Agilent 1260 Infinity 1l HPLC koji je
opremljen sa sustavom kvaterne pumpe, automatskim uzorkovanjem, dijelom za kolonu i
navedenim DAD detektorom. Prikupljanje i obrada podataka provedena je koriStenjem softvera
Agilent OpenLAB CDS. Kromatografsko odvajanje provedeno je pomoc¢u Zorbax 300Extend-
C18 kolone, dimenzija 150 % 4,6, 3,5 um na 30 °C. Mobilna faza A je 0,1 % mravlja kiselina,
a mobilna faza B je acetonitril. Tijekom 42 min trajanja analize njihov protok je konstantan i
iznosi 1,0 mL/min. ViSestupanjski linearni gradijent otapala je bio: 0 min 98 % A, 5 min 90 %
A, 15min 70 % A, 20 min 50 % A, 25 min 50 % A, 30 min 20 % A, 32 min 2 % A, 40 min 98
% A. Za analizu je uzorkovano 10 puL svakog standarda i uzorka. UV/Vis spektri su snimljeni

u rasponu od 190 - 400 nm, a kromatogrami su snimljeni na 330 nm [19].

Prije analiza bilo je potrebno izraditi standardne otopine biflavonoida cCije je
koncentracije potrebno odrediti. Standardne otopine pet biflavonoida koncentracije 1000
pug/mL pripremljene su pojedinatno u DMSO. Odgovarajuca koli¢ina svake standardne
osnovne otopine razrijedena je s 80 % metanola da se dobije sedam radnih standardnih otopina
(koncentracije 1.0, 2.0, 5.0, 10, 20, 50 i 100 g/mL) za izradu relevantnih kalibracijskih krivulja.
Standardne otopine, zajedno s radnim otopinama, skladistene su u mraku na -20 °C do

upotrebe. Kromatogram dobiven pomocu standardnih otopina nalazi se u Prilogu 4.
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3.2.9 Optimizacija ekstrakcije flavonoida

Parametri koji znacajno utje¢u na ucinkovitost ekstrakcije flavonoida su temperatura, omjer
mase usitnjenog lis¢a ginka i volumena otapala te vrijeme ekstrakcije. Kako bi se odredili
optimalni uvjeti, odnosno uvjeti pri kojima ¢e ucinkovitost ekstrakcije biti najveca, koriSten je
Box-Behnken eksperimentalni dizajn na tri razine s tri faktora koristenjem programskog paketa
Design-Expert (Stat-Ease Inc., Minneapolis, SAD). Box i Behnken su predlozili kako odabrati
tocke za eksperiment na tri razine koji omogucuju ucinkovitu procjenu koeficijenata prvog i

drugog reda matematickih modela [28]. Glavne karakteristike ovog dizajna su:

1. Jednadzba za odredivanje broja eksperimenta koja je prikazana Jednadzbom 1:
N=2k(k—-1)+Cp (1)
gdje su k broj nezavisnih varijabli, a Cp broj centralnih tocaka

2. Svi faktori moraju biti na tri ekvidistantne razine (-1, 0, +1)

Na Slici 10. prikazan je grafic¢ki prikaz Box-Behnken dizajna za tri parametra kojeg

¢ine tri medusobno povezane 22 varijable i centralna tocka.

/'x,
g

X,

Slika 10. Box-Behnken dizajn za optimizaciju tri varijable [28]

U Tablici 6. prikazane su unesene razine uvjeta ekstrakcije koje moraju biti

ekvidistantne.
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Tablica 6. Prikaz razina na kojima se provodi ekstrakcija

Temperatura, T, °C 20 30 40

Omjer mase suhe tvari i volumena 10 20 30

otapala, Msuhe tvari/Votapala, mg/mL

Vrijeme ekstrakcije, t, min 15 30 45

Na ovaj nacin dobiven je eksperimentalni plan s ukupno 17 eksperimenata koji su

prikazani u Tablici 7.

Tablica 7. Plan eksperimenta prema Box-Behnken dizajnu

1 20,0 20,0 15,0
2 40,0 20,0 15,0
3 20,0 20,0 45,0
4 40,0 20,0 45,0
5 20,0 10,0 30,0
6 40,0 10,0 30,0
7 20,0 30,0 30,0
8 40,0 30,0 30,0
9 30,0 10,0 15,0
10 30,0 10,0 45,0
11 30,0 30,0 15,0
12 30,0 30,0 45,0
13 30,0 20,0 30,0
14 30,0 20,0 30,0
15 30,0 20,0 30,0
16 30,0 20,0 30,0
17 30,0 20,0 30,0
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Nakon provedenih svih 17 eksperimenata analiziran je utjecaj odabranih veli¢ina na
ucinkovitost ekstrakcije. Kako bi se izracunale vrijednosti koeficijenata polinoma drugog reda
koji je koristen u modelu, sustav dobivenih jednadzbi rjesava se viSestrukom regresijskom

tehnikom, odnosno metodom najmanjih kvadrata (engl. Method of Least Squares, MLS).

Osnovna statisticka analiza dobivenih rezultata provedena je LevenbergMarquardtovim
algoritmom implementiranom u programskom paketu Statistica 10.0 (StatSoft Inc., Tulsa,
SAD). Promatrani su parametri modela viSestruke linearne regresije, djelomi¢ne linearne

regresije 1 nelinearne regresije kako bi se odredili njihovi medusobni odnosi 1 povezanost.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je ekstrahirati specijalizirane metabolite iz lis¢a Ginkgo biloba L. s posebnim
naglaskom na biflavonoide koriste¢i NADES. Kako bi se proces odabira najboljeg otapala
ubrzao, a sam proces minimizirao troskove istrazivanja i ustedio vrijeme, koristen je racunalni
program COSMOtherm na temelju kojeg je od ukupno 250 ispitanin NADES odabrano njih 15
koja su u daljnjem koraku ispitana kao nova zelena otapala za ucinkovitu ekstrakciju
specijaliziranih metabolita kao §to su polifenoli, flavonoidi, biflavonoidi itd. U seriji Sarznih
ekstrakcija spektrofotometrijskim metodama odredena je koncentracija ekstrahiranih
polifenola, flavonoida i fenolnih kiselina, a kao kriterij za odabir najboljeg NADES odabrana
je ucinkovitost ekstrakcije ukupnih flavonoida. Nakon odabranog najboljeg NADES,
provedena je optimizacija procesnih uvjeta ekstrakcije flavonoida; temperatura i vrijeme
ekstrakcije te omjer pocetne mase usitnjenog lis¢a i volumena NADES. Pri dobivenim
optimalnim procesnim uvjetima provedena je ekstrakcija flavonoida, polifenola i fenolnih
kiselina pomoc¢u odabranog NADES iz lis¢a ginka s 4 razli¢ite lokacije; Botanic¢ki vrt u
Zagrebu, Doma zdravlja u Zagrebu, Dugo Selo te Botanicki vrt u Padovi. Naposljetku, pomocu
HPLC-DAD metode odredena je koncentracija najzastupljenijih biflavonoida (amentoflavon,

ginkgetin, izoginkgetin, bilobetin i sciadopitisin) u lis¢u ginka..

4.1 Procjena topljivosti biflavonoida amentoflavona i ginkgetina u NADES primjenom
programa COSMOtherm
Kako bi se smanjila potreba za eksperimentalnim radom, odnosno ispitivanjem topljivosti
biflavonoida u svakom pojedinacnom NADES, koristen je racunalni program COSMOtherm.
COSMOtherm uzima u obzir interakcije vodikovih veza izmedu molekula otopljene tvari
(amentoflavona i ginkgetina) i otapala (NADES) na temelju kojih moze izracunati kemijski
potencijal, ali i procijeniti topljivosti otopljene tvari u otapalu. Pomoc¢u njega je ispitano
ukupno 250 NADES, a kao krajnji rezultat za svaki od njih dobiven je prirodni logaritam
koeficijenta aktivnosti, In y, koji je indikator topljivosti ginkgetina i amentoflavona u
pojedinom ispitanom NADES. Sto je vrijednost In y negativnija i veca, ogekivana je bolja
topljivost. U Tablici 8. prikazana je predvidena topljivost amentoflavona i ginkgetina u
ispitanim NADES, a oznakom x oznaceni su NADES odabrani za daljnje istrazivanje jer su u
njima topljiva oba biflavonoida. Dobivene vrijednosti In y za sve ispitane NADES prikazane
su u Prilogu 5. Ln y vrijednosti takoder su predvidene i za najc¢es$¢a otapala koja se koriste za

ekstrakciju te je tako predvideno da su amentoflavon i ginkgetin vrlo slabo topljivi u vodi
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(INyamentoflavon = 5,889 1 Inyginkgetin = 13,631). Od organskih otapala najbolja topljivost je
predvidena za dimetil sulfoksid (DMSO) (INyamentofiavon = -29,915 i Inyginkgetin = -16,024) nakon
¢ega slijede metanol (INyamentofiavon = -11,286 1 INyginkgetin = -1,169), etanol (INyamentofiavon = -
10,149 i Inyginkgetin = -3,133) i acetonitril (INyamentofiavon = -8,444 i INyginkgetin = -3,929). Topljivost
biflavonoida ovisi o njegovoj strukturi, ponajvise stupnju metilacije s ¢ijim se povecavanjem
poveca i hidrofobnost spoja, te o prirodi biljnog materijala iz kojeg se ekstrahira. Opcenito su
biflavonoidi topljivi u svim otapalima izuzev manje polarnih alifatskih ugljikovodika poput
heksana. Biflavonoide na koje je vezano vise hidroksilnih skupina, kao §to su amentoflavon i
ginkgetin, najbolje je ekstrahirati pomoc¢u polarnih otapala poput metanola i etanola [30].
Budu¢i da su kod ginkgetina dvije hidroksilne skupine zamijenjene metilnim skupinama, on je
manje polaran pa su navedena otapala pokazala manje negativnu vrijednost Iny u odnosu na
onu za amentoflavon. Polarno aproti¢no otapalo DMSO prema proracunima je najbolje otapalo
za amentoflavon i ginkgetin zbog svoje visoke polarnosti. Medutim, iako bi sva navedena
organska otapala bila ucinkovita za ekstrakciju biflavonoida, zbog njihove toksi¢nosti,
zapaljivosti, hlapivosti i Stetnog utjecaja na okoli$ u ovom radu su istrazene zelene alternative

[31].
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Tablica 8. Topljivost amentoflavona i ginkgetina u NADES

| | % H.O (ww)| 10]20] 30| 50|| 10 20] 30 50 | % H.O (wiw)| 1020 | 50| 50| | 10] 20| 30] 50
| PopisNADES sustava L Kratice | Molarni omjer i i ‘ Popis DES sustava Kratice |Molnmi omjer on i i
___  HIDROMLNIDES HIDROFILNI DE: A B
1|Betainlimunska kiselina B:CA i1 Kolin-llorid-urea:glicerol ChCIT:Gly 1:2:2
2|Betain;glukoza B:Gle 11 Kolin-klorid-ksiloza ChClXyl 21
3|Betain:glicerol B:Gly 12 Kolin-ldorid:ksilitol ChClXyol 32
4|Betain:oksalna kiselina:glicerol B:OxA:Gly 1:2:1 4|Limunska kiselina:fruktoza CAFm
3| Betainjabuina kiselina B:MA 11 3|Limunska kiselinafruktozaglicerol  |CAFruGly 1:1:1
6| Betainjabuina kiselina:ghukoza B:MA:Gle 1:1:1 Limunska kiselinaglukoza CA:Gle 11
7|Betainjabuéna kiselina:prolin B:MAPro 1:1:1 7|Limunska kiselinagukozaglicerel  |CA:GleGly 1:1:1
§|Betain:etilen-ghycol BEG 12 Limunska kiselina:sorboza CA:Sor 23
%|Betain:arginine BiArg Il Limunska kiselina:ssharoza CASuc
10| Betainchistidine B:His i1 Fruktoza:stilen-glikel FruEG 2
11|BetainLysine Blys 11 41| Glukozazetilen-glikol GleEG 12
12|BetainDhksiloza Byl 11 42| Glukoza:fruktoza GleFru :
13 |Betain:saharoza B:Suc 41 43| Glukoza:fruktoza:etilen-glikol GleFrEG 1:12
14|Kolin-klorid:limunska kiselina ChCLCA 21 44| Fruktoza:giukozaurea GleFruU
13 |Kolin-klorid:limunska kiselina ChCLCA 111 45| Glicerol:glukoza Gle:Gly
16|Keolin-klorid:ztilen-glikol ChCLEG 12 46| Glicerol:sorbitol Gly:Sel 21
17| Kolin-klorid-fruktoza ChClLFru 11 47| Jabuina kiselina:froktoza MAFn :
18| Kolin-klorid:glukoza ChCLGle 21 Jabuina kiselinafruktozaglicerol  [MAFruGly| L1l
16| Kolin-klorid:glukoza ChCLGle i1 Jabuéna kiselina-glukoza MA:Gle 1:1
20| Kolin-klorid glicerol ChCLGly 12 50| Jabuina kiselina glukozaglicerol MA:Gle:Gly 1:1:1
21| Kolin-klorid jabuéna kiselina ChChiMA 11 51| Jabuéna kiselina:sorboza:glicerol MASorGly 112
22| Kolin-klorid:maltoza ChCh:Mal 41 32| Jabuina kisslina:saharoza MA:Sue 21
23 | Kolin-klorid:oksalna kiselina ChCLOxA 11 33| Profin:glukoza:glicerol Pro:Gle:Gly 111
24|Kolin-Klorid:prolin;jabuéna kiselina |ChCLProMA) 1:1:1 54| Prolinjabuéna kiselina ProMA
23 |Kolin-klorid:sorbitol ChClL:Sol 111 53 | Saharozacetilen-glikel SucEG :
26|Kolin-Klorid:sorbitol ChClL:Sol 23 36 | Saharoza:ghikozafruktoza Suc:GleFru L:1:1
27|Kaolin-Klorid:sorboza ChClL:Sor Il 37| Saharozaglukozaurea Suc:GleU
28| Kolin-klorid:saharoza ChCl:Suc 21 58| Sorboza-etilen-glikol SorEG 2
28| Kolin-klorid-urea ChCLU 12 59| Sorbitolstilen-glikel SolEG 12
30| Kelin-klorid-ureazetilen-glikol ChCLUEG 122 Ksilozaetilen-glikol XylEG 12
HIDROFOENI NADES LEGENDA Iny
61|L menthol:D L camphor Me:Cam 1:1 =3 E!
62|L menthol:D L camphor Me:Cam 4:01 N
63 |L menthol:zucalyptol MeEU 101 N
64|L menthol:satyeilic acid Me:SA 4:01 1
63| L menthol-ctanoic acid MeC8 11 0
66|L menthol:decancic acid MeC10 11 71
67|L menthol-tinoleic acid Me:C18:2 11 -
48 |L menthol:thymol MeTy 32(30) _ <3
69| Thymol:octanoic acid Ty:C8 1:03
70| Thymol:decanoic acid Ty:C10 1:01
71| Thymol:Coumarin Ty:Cou 3:2(23.6C)

Rezultati analize topljivosti amentoflavona i ginkgetina predvidjeli su da je
amentoflavon topljiviji od ginkgetina te da je topljiv u vecini ispitanih hidrofilnih NADES. Za
razliku od njega, ginkgetin je topljiv u manjem broju hidrofilnih NADES i to ve¢inom u onima

na bazi betaina i kolin-klorida.

U usporedbi s organskim otapalima, odnosno metanolom koji se najceSée koristi u
ekstrakciji specijaliziranih metabolita, pojedini NADES imaju znacajno negativniji In y (Prilog
5). Na primjer, COSMOterm je izra¢unao da je In y za NADES B:EG 1:2 s 10 % vode (w/w)
za ginkgetin negativan i 381,0 % nizi u odnosu na metanol, a za amentoflavon 60,7 %.
Navedeni rezultati ukazuju da bi topljivost biflavonoida trebala biti najbolja bas u NADES tog

sastava.

Vecina dosada$njih istraZivanja povezanih s ekstrakcijama su se temeljila na
hidrofilnim NADES, dok je prvi hidrofobni DES otkriven i istrazen 2015. godine. Zbog
nedostatka jeftinih 1 lako dostupnih hidrofobnih spojeva koji tvore eutekti¢no otapalo, do danas

je zabiljezen relativno mali broj hidrofobnih NADES u odnosu na hidrofilne [11]. U programu
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COSMOtherm je ispitana i topljivost ginkgetina i amentoflavona u 10 hidrofobnih NADES od
kojih se istaknuo L-mentol:eukaliptol 1:1 ¢ije su vrijednosti INyamentofiavon = 7,932 1 INyginkgetin
= -1,679. Unato¢ ¢injenici da je model predvidio dobru topljivost oba spoja u hidrofobnim
NADES, oni nisu istrazeni u daljnjem radu zbog analitickih metoda koje za odredivanje

polifenola, flavonoida i fenolnih Kiselina zahtijevaju prisutnost vode.

4.2 Karakterizacija odabranih NADES

Nakon odabira 15 NADES na temelju predvidene topljivosti, NADES su sintetizirana i
karakterizirana, tj. odredena im je gustoca, pH-vrijednosti i viskoznosti. Dobivene
eksperimentalne vrijednosti navedenih veli¢ina prikazane su u Tablici 9. Svojstva otapala koja
su pozeljna za ekstrakciju su manja gustoca i viskoznost zbog prijenosa tvari i lakSeg rukovanja

te, u slucaju flavonoida, poZeljna je niza pH-vrijednost kako bi se osjetljivi flavonoidi zastitili

od oksidativne razgradnje.

Tablica 9. Gustoc¢a, pH-vrijednost i viskoznost pripravljenih NADES

NADES p (25°C), g/mL pH, - n (25 °C), mPas
B:EG 1:2s5 10 % H20 (w/w) 1,149 8,168 + 0,007 47,357 + 4,288
B:EG 1:2 5 20 % H>0 (w/w) 1,123 7,467 + 0,344 11,480 + 0,156
B:EG 1:2 5 30 % H20 (w/w) 1,009 6,478 + 0,003 10,037 £ 0,162
B:Suc 4:1's 20 % H20 (w/w) 1,210 / 1680,333 *
126,450
B:Suc 4:1 5 30 % H20 (w/w) 1,229 7,386 £ 0,002 83,580 + 5,778
B:MA 1:15 10 % H20 (w/w) 1,333 3,088 £ 0,001 7118,88 + 76,25
B:MA 1:1520 % H,0 (w/w) 1,288 3,080 + 0,003 520,200 *
27,577
B:MA:Pro 1:1:1 s 10 % H2O (w/w) 1,234 3,264 + 0,004 1747,000 +
22,716
B:Gly 1:25 10 % H.0 (w/w) 1,153 8,120 + 0,001 311,800 + 4,243
ChCI:EG 1:2 5 10 % H20 (w/w) 1,130 6,625 + 0,002 27,730 £ 0,481
ChCIL:EG 1:2 5 20 % H20 (w/w) 1,060 5,101 + 0,002 12,105 £+ 0,559
ChCI:U 1:2 5 10 % H20 (w/w) 1,091 9,154 + 0,003 27,923 £ 0,064
ChCI:U:EG 1:2:2 510 % H20 1,173 9,175 + 0,002 25,130 £ 0,481
(wiw)
ChCl:Mal 4:1 5 10 % H20 (w/w) 1,239 4,405 £ 0,003 1091,000 +
44,800
ChCI:Glc 2:1 5 10 % H20 (w/w) 1,265 5,324 + 0,003 >3000
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Iz prikazanih vrijednosti vidljivo je da sva eutekti¢na otapala imaju vecu gustocu i
viskoznost od vode pri 25 °C. Najmanju gustocu i viskoznost ima NADES betain:etilen glikol
(B:EG) 1:2 s 30 % H.O (w/w). Usporedujuci te vrijednosti s vrijednostima gustoce i
viskoznosti za isto otapalo s manjim udjelima vode, moze se jasno uociti kako se s pove¢anjem
udjela vode viskoznost i gusto¢a smanjuju Sto je vrlo pozeljno zbog olakSavanja prijenosa tvari.
Medutim, udio vode u NADES ne smije biti veci od procijenjenih 50 % jer je tada naruSena
struktura otapala te prevladavaju interakcije voda-voda i otapalo-voda [3]. Osim dodatka vode,
na ove veli¢ine znatno utjecu i sirovine iz kojih se NADES pripremaju, pa su tako otapala s
najve¢om gustotom i Vviskoznosti ona koja sadrze Secere, poput Kolin klorid:glukoze
(ChCI:Glc) 2:1's 10 % H20 (w/w) i kolin klorid:maltoze (ChCl:Mal) 4:1 s 10 % H20 (w/w).

Kiselost NADES takoder ovisi o prirodi komponenti koje ga sacinjavaju pa, od
ispitanih otapala, najmanju pH-vrijednost imaju otapala koja sadrze kiselinu, poput
betain:jabucna kiselina (B:MA) 1:1 s 20 % H>O (w/w) i betain:jabuc¢na kiselina:prolin
(B:MA:Pro) 1:1:1 s 10 % H20 (w/w). S druge strane, najveéu pH-vrijednost imaju ona otapala
koja sadrze amid, poput kolin klorid:urea (ChCI:U 1:2) s 10 % H2O (w/w) i kolin klorid: urea:
etilen glikol (ChCI:U:EG) 1:2:2 s 10 % H20 (w/w).

Valjda takoder napomenuti da je NADES betain:saharoza (B:Suc) 4:1 s 20 % H.O
(w/w) nakon nekoliko sati, kada se u potpunosti ohladio na 25 °C, kristalizirao te mu nije
odredena pH-vrijednost, a NADES kolin klorid:glukoza (ChCI:Glc) 2:1 s 10 % H20 (w/w) je

bio toliko viskozan da mu je bilo nemoguce izmjeriti viskoznost dostupnom aparaturom.

4.3 Ekstrakcija specijaliziranih metabolita pomo¢u NADES

4.3.1 Ekstrakcija polifenola

Za ekstrakciju polifenolnih spojeva iz prirodnih izvora najéesce se koriste organska otapala
kao §to su aceton i etil-acetat te alkilni alkoholi metanol, etanol i propanol ili njihove smjese
[31]. Iako navedena otapala vrlo ucinkovito ekstrahiraju polifenole, ona ne zadovoljavaju
Nakon provedbe ekstrakcije polifenola odabranim NADES, dobivene uc¢inkovitosti ekstrakcije
usporedene su s ucinkovitosti ekstrakcije koja se postize koristenjem 80 % metanola, jednim
od najéesce koristenih otapala za ekstrakciju polifenola. Na Slici 11. prikazane su u¢inkovitosti
ekstrakcije ukupnih polifenola pomoc¢u odabranih NADES u odnosu na 80 % metanol ¢ija

ucinkovitost predstavlja 100 %.
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Slika 11. U¢inkovitost ekstrakcije polifenola u odnosu na 80 % metanol

Iz prikazanih rezultata vidljivo je da cak pet odabranih NADES pokazuje vecu
ucinkovitost ekstrakcije polifenola od 80 % metanola i to betain:saharoza (B:SUC) 4:1 s 20 i
30 % H.0 (w/w), betain:etilen glikol (B:EG) 1:2 s 20 % i 30 % H>O (w/w) te betain:jabucna
kiselina (B:MA) 1:1 s 20 % H20 (w/w). Koncentracija polifenola ekstrahiranih iz lis¢a Ginkgo
biloba L. pomoc¢u metanola izraZena je u ekvivalentima galne kiseline po miligramu suhe tvari
i iznosi 15,399 + 1,633 ug GAE/mg ST. Za razliku od toga, pomocu otapala B:MA 1:1 s 20 %
vode ekstrahirano je 38,189 + 1,714 pg GAE/mg ST. Svojstva koja otapalo pogodno za
ekstrakciju mora zadovoljiti su svakako niska gustoc¢a 1 viskoznost zbog lakSeg prijenosa tvari
izmedu biljnog ekstrakta i samog otapala. Iz tog razloga su se od ispitanih 15 NADES, istaknula
otapala betain:etilen glikol (B:EG) 1:2 5 20 % i 30 % H>O (w/w) ¢ije su vrijednost viskoznosti
1 gusto¢e nesto vece od onih za vodu. Medutim, osim viskoznosti 1 gustoce, kad je rije¢ o
ekstrakciji polifenolnih spojeva, vrlo vaznu ulogu ima i pH vrijednost. Prema dosada$njim
istrazivanjima [32, 33] , za ekstrakciju polifenola pogoduju nize pH vrijednosti jer se pri visSim

pH vrijednostima pojedini polifenolni spojevi razgraduju. Obzirom na to, betain:jabucna
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kiselina (B:MA) 1:1 s 20 % H20 (w/w) koje ima najnizu pH vrijednost od svih 15 ispitanih

NADES, se pokazalo najboljim za ekstrakciju polifenola.

4.3.3 Ekstrakcija flavonoida

Jedan od glavnih ciljeva ovog istrazivanja bila je ekstrakcija biflavonoida iz lis¢a Ginkgo
biloba L. Kako je re¢eno na pocetku, biflavonoidi ulaze u skupinu flavonoida, pa je u ovom
dijelu istrazivanja, brzim spektrofotometrijskim testom ispitano 15 odabranih NADES s ciljem
pronalaska onog s kojim ¢e se posti¢i najveca ucinkovitost ekstrakcije. Na Slici 12. prikazani
su dobiveni rezultati te se moze uociti da Cak cetiri NADES pokazuju vecu ucinkovitost
ekstrakcije u odnosu na 80 % metanol, od kojih se posebno istice NADES betain:etilen glikol
(B:EG) 1:2 s 30 % H20 (w/w). Dobiveni rezultati su u skladu s predvidanjima COSMOtherm
koji je na temelju topljivosti pretpostavio da je najpogodniji NADES za ekstrakciju flavonoida
onaj na bazi betaina i etilen glikola molarnog omjere 1:2. Usporeduju¢i NADES betain:etilen
glikol (B:EG) 1:2 s razli¢itim udjelima vode, COSMOtherm je predvidio da ¢e najbolja
ucinkovitost ekstrakcije biti postignuta koristenjem NADES betain:etilen glikol (B:EG) 1:2 s
10 % H.O (w/w) S§to nazalost eksperimentalno nije potvrdeno. Razlog tome je vjerojatno
viskoznost i gustoca ovog NADES (Tablica 9.) koji su visoki §to otezava prijenos tvari.
Povecanjem udjela vode u spomenutom NADES, eksperimentalno je rezultiralo pove¢anjem

ucinkovitost ekstrakcije.
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Slika 12. U¢inkovitost ekstrakcije flavonoida u odnosu na 80 % metanol

Osim otapala na bazi betaina i etilen glikola (1:2), veca u¢inkovitost ekstrakcije od one
za 80 % metanol postignuta je jos koristenjem NADES kolin Klorid:etilen glikol (ChCI:EG)
1:2 520 % H20 (w/w) te kolin klorid:urea:etilen glikol (ChCl:U:EG) 1:2:2 s 10 % H20 (w/w).
Prema literaturi [34] Qi i sur. su proveli ekstrakciju flavonoida iz Equisetum palustre L.
pomocu devet razlicitih NADES na bazi betaina i kolin klorida. Uoceno je da je najveca
ucinkovitost ekstrakcije postignuta kada je kao donor vodikove veze koristen etilen glikol, §to
je slucaj i u ovom istrazivanju. Prema navedenom istrazivanju, NADES na bazi etilen glikola
i kolin Klorida su uc¢inkovitiji su za ekstrakciju polarnijih flavona, dok NADES na bazi etilen
glikola i betaina pokazuju vecu uc¢inkovitost ekstrakcije na relativno slabo polarne spojeve.
Dobiveni rezultati ukazuju koliko je zapravo vazno ispravno izabrati/dizajnirati NADES za

specifi¢nu primjenu.

Koncentracija flavonoida ekstrahiranih iz lis¢a Ginkgo biloba L. pomocu 80 %
metanola izrazena je U mikrogramima ekvivalenta katehina (catechin equivalents) po miligramu
suhe tvari uzorka (ug CE/mg ST) i iznosi 3,714 + 0,571 ug CE/mg ST. Za razliku od toga,
koriStenjem NADES betain:etilen glikol (B:EG) 1:2 s 10 % H>O (w/w) ekstrahirano je 4,866
+ 0,261 pg CE/mg ST.
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U sljede¢em koraku, korisStenjem HPLC-DAD metode u ekstraktima su odredene
koncentracije pet najzastupljenijih biflavonoida u liS¢u ginka (amentoflavon, ginkgetin,
izoginkgetin, bilobetin i sciadopitisin). Svih pet ispitanih biflavonoida smatraju se derivatima
amentoflavona, s tim da bilobetin ima jednu metoksilnu skupinu, ginkgetin i izoginkgetin imaju
po dvije, ali na razli¢itim mjestima te sciadopitisin tri. Prisutnost metoksilnih skupina utjece na
kemijska svojstva analiziranih spojeva i njihovu polarnost §to omogucava razdvajanje spojeva
pomocu silika reverzno-faznih C18 kolona [19]. lzmjereni udjeli pet najzastupljenijih

biflavonoida u odabranim uzorcima prikazane su u Tablici 10.
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Tablica 10. Udjeli biflavonoida dobivenih nakon ekstrakcije u NADES i 80 % metanolu

80 %-tni metanol 81,03+241  470,71+1339 367,64+4,12 54344503 344,18 + 26,14

B:EG (1:2) s 10 % H20 (wiw) / 107,35+8,86 110,30+10,39 146,01+1658 154,60 + 19,20
B:EG (1:2) s 20 % H0 (w/w) 60,93+853  17107+2958 10578+16,32 12454+667  77,94+131
B:EG (1:2) s 30 % H20 (w/w) 53,06+0,72  11896+1347 7432+390 94,97 %599 71,05 + 5,46
B:SUC (4:1) s 30 % H20 (w/w) / 63,33 + 0,00 / 63,13 + 1,08 54,10 + 2,05
B:GLY (1:2) s 10 % H20 (w/w) / 91,66 +13,85 7355+483  82,98+870 59,21 + 1,37
ChCI:EG (1:2) s 10 % H20 (w/w) / 64,50 + 1,55 / 62,29 + 1,43 51,48 + 1,83
ChCI:EG (1:2) s 20 % H20 (w/w) / 72,33 0,00 / 61,46 + 0,50 50,27 + 0,40
ChCI:U (1:2) s 10 % H20 (wiw) / 66,98 + 2,87 / 61,45+ 0,10 50,09 + 0,34
ChCI:U:EG (1:2:2) s 10 % H0 (wiw) / 77,25 + 3,14 / 62,60 + 1,47 50,44 + 0,69
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Kova¢ Tomas 1 sur. [19] proveli su ekstrakciju biflavonoida pomocu 80 % metanola iz
razlicitih dijelova ginka te je opazeno da je najviSe biflavonoida prisutno u lis¢u i peteljkama
listova. Autori su takoder zabiljezili da je u lis¢u biflavonoid amentoflavon prisutan u
najmanjoj koncentraciji i to 86,00 = 0,74 ng/g ST. Sli¢ni rezultati dobiveni su i u ovom
istrazivanju, tj. dobivena je koncentracija amentoflavona od 81,03 + 2,41 ug/g ST. S druge
strane, spomenuti autori su zabiljezili najvece koncentracije sciadopitisina i to 2398,59 + 6,11
ug/g ST, dok je u ovom istrazivanju 80 % metanolom ekstrahirano najvise izoginkgetina
(543,44 + 5,03 pg/g ST). Razlog ovih neslaganja je heterogenost realnih/bioloskih uzoraka te
razlika u sastavu biljnog materijala koja proizlazi iz vanjskih ¢imbenika koji utje¢u na pojedino
stablo i njegove dijelove. U radu Wang i sur. [35], prikazana je ekstrakcija biflavonoida iz lis¢a
Ginkgo biloba L. pomoc¢u 50 % vodene otopine etanola. Autori su u uzorcima detektirali Cetiri
biflavonoida (ginkgetin, izoginkgetin, bilobetin i sciadopitisin), od kojih je najvise bilo
prisutno izoginkgetina i sciadopitisina, a njihov sastav i koli¢ina su ovisili o datumu Zetve. U
radu Pandey i sur. [36] takoder je provedena ekstrakcija biflavonoida iz lis¢a ginka pomocu
etanola, ali analizirali su samo amentoflavon i sciadopitisin. Prema tim rezultatima, ovisno o
uzorku, koncentracija amentoflavona je od 250 — 465 pg/g ST, dok je koncentracija
sciadopitisina od 13200 — 71200 pg/g ST $to je znacajno vise u odnosu na amentoflavon kao
Sto je to slucaj i u ovom radu. Niske koncentracije amentoflavona su razlog zasto u nekim

drugim studijima amentoflavon nije detektiran.

Analizom dobivenih rezultata moze se uoditi da niti jedan NADES nije u¢inkovit kao
80 % metanol, tj. u svim uzorcima nakon ekstrakcije s NADES =zabiljeZene su nize
koncentracije biflavonoida u odnosi na ekstrakciju provedenu s 80 % metanolom. Od ispitanih
NADES, najvise biflavonoida ekstrahirano je pomocu otapala betain:etilen glikol (B:EG) 1:2
s 10 % H20 (w/w) kako je predvidio i COSMOtherm softver.

Na Slici 13. prikazan je kromatogram uzoraka nakon ekstrakcije pomocu 80 %
metanola, a na Slici 14. nakon ekstrakcije pomoc¢u otapala betain:etilen glikol (B:EG) 1:2 s 30
% H.O (w/w). Usporedbom kromatograma, tj. veli¢ine pikova vidi se da je 80 % metanol
ucinkovitiji za ekstrakciju biflavonoida, dok je NADES uclinkovitiji za ekstrakciju

monomernih flavonoida.

39



flavonoidi biflavonoidi

Slika 13. Dobiveni kromatogram nakon ekstrakcije pomocu metanola

flavonoidi ‘ biflavonoidi

e

Slika 14. Dobiveni kromatogram nakon ekstrakcije pomocu otapala betain:etilen glikol (1:2)
s 30 % vode (w/w)

Iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti da su NADES ucinkoviti za ekstrakciju
flavonoida medutim, proces je potrebno dodatno optimirani kako bi se pospjesila ekstrakcija

biflavonoida.

4.3.4 Ekstrakcija fenolnih kiselina

Osim ucinkovitosti ekstrakcije ukupnih polifenola i flavonoida, ispitana je u€inkovitost
ekstrakcije fenolnih kiselina pomoc¢u odabranih NADES. Na Slici 15. prikazana je u¢inkovitost
ekstrakcije fenolnih kiselina pomo¢u NADES s obzirom na 80 % metanol. Iz dobivenih
rezultata moze se vidjeti kako samo otapalo kolin klorid:etilen glikol (ChCI:EG) 1:2 s 20 %
H20 (w/w) pokazuje vecu ucinkovitost ekstrakcije u odnosu na ekstrakciju provedenu s 80 %

metanolom.
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Slika 15. U¢inkovitost ekstrakcije fenolnih kiselina s obzirom na metanol

Koncentracija fenolnih kiselina ekstrahiranih iz lis¢a Ginkgo biloba L. pomocu 80 %
metanola izrazena je u mikrogram ekvivalenta kava kiseline po miligramu suhe tvari uzorka
(ung CAE/mg ST) i iznosi 9,676 + 0,403 pg CAE/mg ST. Za razliku od toga, koristenjem
NADES kolin klorid:etilen glikol (ChCI:EG) 1:2 s 20 % H>O (w/w) ekstrahirano je 10,524 +
0,102 ug CAE/mg ST.

4.4 Optimizacija procesnih uvjeta ekstrakcije flavonoida pomoéu NADES betain:etilen
glikol (B:EG) 1:2 5 30 % H20

Na temelju dobivenih rezultata ucinkovitosti ekstrakcije flavonoida iz lis¢a Ginkgo
biloba L., kao naju¢inkovitije NADES odabrano je otapalo betain:etilen glikol (B:EG) 1:2 s 30
% H20 (w/w). Kako bi se postigla $to veca ucinkovitost ekstrakcije, provedena je optimizacija
procesa pomocu eksperimentalnog Box-Behnken dizajna na tri razine s tri faktora. Koristenjem
programskog paketa Design-Expert, izraden je eksperimentalni plan s ukupno 17 eksperimenta
(Tablica 7.), kako bi se ispitao utjecaj temperature, omjera mase usitnjenog lis¢a ginka i
volumena otapala te vremena na ucinkovitost ekstrakcije flavonoida. Dobiveni rezultati

prikazani su na Slici 16.
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Slika 16. Ucinkovitosti ekstrakcije flavonoida u tockama eksperimentalnoga plana prema

Box-Behnken dizajnu

Za analizu rezultata pokusa dobivenih prema Box-Behnken dizajnu na tri razine s tri
faktora koriSten je programski paket Design-Expert. Analizom su odredeni koeficijenti modela
koji ovise o odabranim procesnim veli¢inama (X1- temperatura, Xo-vrijeme trajanja ekstrakcije
i X3-omjer mase usitnjenog lis¢a ginka i volumena otapala) i odzivu procesa (ucinkovitost
ekstrakcije flavonoida). Za opisivanje utjecaja odabranih procesnih veli¢ina na ucinkovitost
ekstrakcije flavonoida pomocu otapala betain:etilen glikol (B:EG) 1:2 s 30 % H20 (w/w),
odabran je polinom drugog stupnja kojim su opisani linearni i kvadratni utjecaj pojedinog
procesnog uvjeta te njthova medusobna ovisnost na u€inkovitost ekstrakcije. Osim odredivanja
vrijednosti koeficijenta utjecaja, provedena je i statisticka analiza vrijednosti dobivenih
eksperimentom i vrijednosti dobivenih simulacijom modela kako bi se mogla ispitati valjanost
dobivenog modela te moze li se upotrijebiti za odredivanje optimalnih uvjeta provedbe procesa.

Kao mjerilo za odredivanje utjecaja odredenih procesnih veli¢ina 1 njihovog
medusobnog utjecaja na ucinkovitost ekstrakcije flavonoida kori$tene su P-vrijednosti. Prema
literaturi [37] P-vrijednost manje od 0,05 ukazuju na zna¢ajan utjecaj analiziranih procesnih
veli¢ina ili interakcija. Nasuprot tome, ukoliko je P-vrijednost veca od 0,05 vrijednosti
analiziranih veli¢ina ili interakcija nisu znacajne te se mogu zanemariti u daljnjem istraZivanju.
U Tablici 11. prikazana je analiza utjecaja ispitivanih procesnih veli¢ina na ucinkovitost

ekstrakcije flavonoida gdje se vrijednost X» odnosi na linearni &lan, a Xn? na kvadratni ¢lan.
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Tablica 11. Rezultati analize utjecaja pojedinih procesnih veli¢ina i P-vrijednosti

Parametri Utjecaj P-vrijednost
Odsjecak 97,8155 0,000001
X1 -1,1841 0,807812
Xa? -12,3698 0,014241
X2 2,9259 0,555775
X22 -0,8275 0,794987
X3 2,2374 0,649155
X3? 2,3465 0,475004
medudjelovanje X1-X2 -27,5203 0,010811
medudjelovanje X1-X3 -5,7277 0,401873
medudjelovanje X2-X3 -6,4688 0,349690

Znadajan utjecaj na udinkovitost ekstrakcije flavonoida ima temperatura (Xi?) te
medudjelovanje temperature i omjera mase usitnjenog liS¢a ginka i volumena otapala (X1-X2).
Oba navedena parametra imaju negativan utjecaj na ucinkovitost ekstrakcije flavonoida,
odnosno njihovim daljnjim povecanjem ucinkovitost ekstrakcije ¢e se smanjivati. Naime,
porastom temperature opada viskoznost i gustoca otapala, ali raste tlak pare koji smanjuje
ucinkovitost procesa kavitacije i dovodi do nize uéinkovitosti ekstrakcije [31]. 1z Tablice 10.
vidljivo je da najznacajniji utjecaj, i to negativan, ima medudjelovanje temperature i omjera
mase usitnjenog lis¢a ginka i volumena otapala. 1z rezultata je vidljivo kako sve analizirane
veli¢ine imaju utjecaj na ucinkovitost ekstrakcije te je one s mjerodavnom P-vrijednosti
potrebno uzeti u obzir pri definiranju matematickog modela procesa koji je prikazan

Jednadzbom 2.

%E=97,8155—-1,1841- X1 —12,3698 - X1+ 2,9259 - X2 — 0,8275 - X22 + 2,2374 - X3 —
2,3465 - X32 — 27,5203 - X1- X2 — 5,7277 - X1- X3 — 6,4688 - X2 X3 (2)

Na Slici 17. prikazana je usporedba vrijednosti uéinkovitosti ekstrakcije flavonoida
dobivenih matemati¢kim modelom i eksperimentalnih vrijednosti. Odstupanje (R?) izmedu
vrijednosti iznosi 0,94588 sto znaci da matematicki model dobro opisuje zadovoljavajuce
eksperimentalne rezultate, s obzirom na to da vrijednost R? veéa od 0,70 ukazuje na to da je

model pouzdan te ga se moze koristiti s dostatnom pouzdano$éu za simulaciju procesa

43



ckstrakcije flavonoida iz liS¢a ginka pomocu prirodnog niskotemperaturnog otapala

betain:etilen glikol (B:EG) 1:2 s 30 % H20 (w/w).
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Slika 17. Usporedba vrijednosti u¢inkovitosti ekstrakcije flavonoida dobivenih matemati¢kim

modelom i eksperimentalnih vrijednosti

Vrijednost R? nije dovoljno dobar pokazatelj pouzdanosti modela te je napravljena i
rezidualna analiza koja daje bolji uvid u vrijednosti predloZzenog matemati¢kog modela za
ispitivani sustav. Ona se temelji na usporedbi eksperimentalno dobivenih vrijednosti procesnih
veli¢ina i vrijednosti dobivenih veli¢ina simulacijom matematickog modela procesa. Na Slici
18. prikazana je provedena rezidualna analiza za ekstrakciju flavonoida iz li§¢a ginka pomocu
NADES betain:etilen glikol (B:EG) 1:2 s 30 % H.O (w/w)u cilju dobivanja $to vece vrijednosti
ucinkovitosti ekstrakcije. Na Slici 18a nalazi se histogram oblika zvona §to je potvrda dobre
raspodjele, unato€¢ odredenim nesimetrijama. Usporedbom rezidualnih 1 predvidenih
vrijednosti na Slici 18b uoceno je da se podatci ponasaju nasumic¢no, odnosno nije primijecen
uzorak, Sto je pokazatelj da model dobro odgovara podatcima. Kako bi se provjerilo moze li
redoslijed eksperimentalnih izvodenja utjecati na podatke, usporedeni su rezidualni i
eksperimentalni podaci $to je prikazano na Slici 18c. Dobiveni rezultati ukazuju na to da je
razina randomizacije bila primjerena, da redoslijed testiranja nije utjecao na podatke i da je
postavljeni model procesa ipak prihvatljiv te da se moze koristiti za daljnju optimizaciju

procesa.
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Slika 18. Rezidualna analiza za ekstrakciju flavonoida iz lis¢a Ginkgo biloba L. provedenu
pomocu prirodnog niskotemperaturnog otapala betain:etilen glikol (1:2) s 30 % H20, a)
histogram, b) odnos predvidene vrijednosti u odnosu na rezidualne vrijednosti, i C)

usporedba eksperimentalnih i rezidualnih podataka.
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Optimalni uvjeti procesa ekstrakcije flavonoida iz lis¢a ginka provedene pomocu
NADES betain:etilen glikol (B:EG) 1:2 s 30 % H.O (w/w), odredeni su temeljem simulacija

razvijenog matematickog modela procesa u programskom paketu Design-Expert. Rezultati

optimizacije prikazani su na Slici 19. i Slici 20. Kao optimalni procesni uvjeti odredeni su:

temperatura 20 °C, vrijeme ekstrakcije 45 min te omjer mase usitnjenog lis¢a ginka i volumena
otapala od 20 mg/mL.
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Slika 19. Optimalni uvjeti procesa ekstrakcije flavonoida iz lis¢a ginka provedene pomoc¢u
NADES betain:etilen glikol (B:EG) 1:2 s 30 % H20 (w/w)
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Slika 20. 3D prikaz optimalnih uvjeta procesa ekstrakcije flavonoida iz li¢a ginka provedene
pomoc¢u NADES betain:etilen glikol (B:EG) 1:2 s 30 % H,O (w/w): a) temperatura i vrijeme
ekstrakcije, b) temperatura i omjer mase uzorka ginka i volumena otapala i ¢) vrijeme

ekstrakcije i omjer mase uzorka ginka i volumena otapala
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Kako bi se ocijenila valjanost matematickog modela i1 provjerili dobiveni optimalni
procesni uvjeti, provedena je ekstrakcija specifi¢nih metabolita pri optimalnim uvjetima.
Usporedba koncentracija ukupnih flavonoida, polifenola i fenolnih kiselina ekstrahiranih pri

optimalnim uvjetima u odnosu na pocetne uvjete prikazana je u Tablici 12.

Tablica 12. Koncentracije ekstrahiranih flavonoida, polifenola i fenolnih kiselina pri po¢etnim

I optimalnim procesnim uvjetima

Otapalo Pocetni uvjeti Optimalni uvjeti

Sadrzaj ukupnih flavonoida (ug GAE/mg ST)

80 % metanol 3,714 +0,791 5,634 £ 0,076
B:EG 1:2530 % H20 4,865 + 0,361 6,473 £ 0,036
(wiw)

Sadrzaj ukupnih polifenola (ug CE/mg ST)

80 % metanol 14,629 + 1,452 14,629 * 0,855
B:EG 1:2530 % H20 23,702 £ 2,615 27,159 £ 2,275
(wiw)

Sadrzaj ukupnih fenolnih kiselina (ug CAE/mg ST)

80 % metanol 9,913+ 0,196 11,719 + 0,497
B:EG 1:2530 % H20 6,908 + 0,368 7,655 + 0,090
(wWiw)

Iz dobivenih rezultata se moze uociti da su prilikom provedbe ekstrakcije pri

optimalnim uvjetima, ekstrahirane vece koncentracije svih ispitanih specifiénih metabolita.

4.5 Odredivanje koncentracije specijaliziranih metabolita u liS¢u ginka s razliitih
lokacija
Mnoge biljke predstavljaju bogat izvor polifenolnih spojeva, ali sadrzaj polifenola, flavonoida,
fenolnih kiselina i ostalih vaznih metabolita varira od biljke do biljke, ali i izmedu istih biljaka.
Postoji mnogo ¢imbenika koji utjeCu sadrzaj 1 koncentraciju navedenih skupina spojeva u
biljkama, a neke od njih su klimatski uvjeti u kojima biljka raste, razli¢iti stresovi, starost biljke,
godiSnje doba prikupljanja uzoraka, uvjeti suSenja uzorka, uvjeti i vremenski period
skladiStenja prikupljenih uzoraka itd. Sva istraZzivanja u ovom radu provedena su na lis¢u ginka

kupljenog u ljekarni, pa je u sljede¢em koraku razvijena metoda testirana na ru¢no prikupljenim
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listovima ginka s jo$ Cetiri razli¢ite lokacije: dvije u gradu Zagrebu, Dugo Selo te ginko iz
najstarijeg botanickog vrta na svijetu u Padovi.

Na Slici 21. prikazana je usporedba koncentracije ekstrahiranih polifenola (Slika 21a),
flavonoida (Slika 21b) i fenolnih kiselina (Slika 21c) pomo¢u NADES betain:etilen glikol
(B:EG) 1:2 s 30 % H>O (w/w) i 80 % metanola. Moze se uociti da je i na ovim uzorcima
odabrani NADES ucinkovitiji u ekstrakciji od 80 % metanola, te da je najveci udio polifenola
(45,101 + 5,538 ug GAE/mg ST), flavonoida (16,000 + 0,276 ug CE/mg ST) i fenolnih kiselina
(31,897 £ 0,152 ug CAE/mg ST) zabiljeZen u lis¢u koje je sakupljeno sa stabla u Dugom Selu

koje je izmedu ostalog bilo 1 najmlade drvo od svih.
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Slika 21. Usporedba ekstrakcije: a) polifenola, b) flavonoida i c) fenolnih kiselina
pomocu 80 % metanola i NADES iz lis¢a Ginkgo biloba L. sakupljenih s razlicitih
lokacija
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. ZAKLJUCAK

Topljivost biflavonoida amentoflavona i ginkgetina procijenjena je uz pomoc
programskog softvera COSMOtherm te je na osnovu dobivenih prirodnih logaritama
koeficijenata aktivnosti (Iny) odabrano ukupno 15 hidrofilnin NADES za provedbu
ekstrakcije specijaliziranih metabolita iz lis¢a ginka

Odabrana NADES su sintetizirana te karakterizirana (pH-vrijednost, gustoéa i
viskoznost) pri ¢emu je zakljuceno da sastav NADES utjeCe na fizikalno-kemijska
svojstva NADES

Odabir NADES za ekstrakciju specijaliziranih metabolita iz lis¢a ginka proveden je
pokusima u Sarznom sustavu. Na temelju postignute ucinkovitosti ekstrakcije
flavonoida i rezultata karakterizacije NADES, kao najbolji NADES izabran je
betain:etilen glikol (B:EG) s 30 % H20 (w/w)

U cilju postizanja Sto vece ucinkovitosti ekstrakcije, provedena je optimizacija procesa
pomocu eksperimentalnog Box-Behnken dizajna na tri razine s tri faktora pri ¢emu su
odredeni sljedeci optimalni procesni uvjeti: temperatura 20 °C, vrijeme ekstrakcije 45
min te omjer mase usitnjenog lis¢a ginka i volumena otapala od 20 mg/mL.
Odredivanjem koncentracije ekstrahiranih biflavonoida pomo¢u HPLC-DAD metode
pokazalo se da su NADES ucinkoviti za ekstrakciju flavonoida medutim, proces je

potrebno dodatno optimirani kako bi se pospjesila ekstrakcija biflavonoida.
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7. PRILOZI

Prilog 1. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije polifenola
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Prilog 2. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije flavonoida
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Prilog 3. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije fenolnih kiselina
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Prilog 4. Kromatogram najzastupljenijih biflavonoida u li¢u ginka
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Prilog 5. Dobivene vrijednosti Iny za sve ispitane NADES

W(H20)=0%
In(gamma)_COSMO

w(H20)=10%
In(gamma)_COSMO

w(H20)=20%
In(gamma)_COSMO

w(H20)=30%
In(gamma)_COSMO

In(gamma)_COSMO

Popis DES sustava Kratice Molarni omjer | Amentoflavon _Ginkgetin IAmentoﬂavon GinknetinIAmentofIavon Ginkgetin |Ament0ﬂavon Ginkgetin IAmentoﬂavon Ginkgetin
HIDROFILNI DES
1|Betain:limunska kiselina B:CA 11 -8,9692 0,2024 -6,6922 1,8813 -4,9809 3,2824 -3,4412 4,6398 -0,4760 7,4220
2|Betain:glukoza B:Glc 11 -15,4661 -3,3103 -117143 06421 | -8,8415 15074 -5,6341 4,0191 -1,5746 7,3479
3|Betain:glicerol B:Gly 1.2 -13,6688 -2,4210 -112743  -0,6206 | -8,7038 1,3098 -6,6061 2,9695 -2,4940 6,3681
4|Betain:oksalna kiselina:glicerol B:OxA:Gly 1:2:1 -2,6656 3,1594 -2,6864 3,6689 -2,2142 4,3865 -1,3655 5,3922 0,2504 7,3646
5[Betain;jabucna kiselina B:MA 11 -15,1838 -3,5693 -116607  -1,1213 | -8,8889 0,9276 -6,6333 2,6948 -2,8346 5,8680
6|Betain;jabuna kiselina:glukoza B:MA:Glc 111 -7,5073 0,7514 -5,8294 2,2009 -4,3359 35771 -2,9788 4,8666 -0,3209 7,4586
7|Betain:jabuéna kiselina:prolin B:MA:Pro 111 -12,9357 -2,9018 -10,0076 -0,8044 -7,7846 0,9447 -6,0755 2,3797 -2,5711 55219
9|Betain:etilen-glycol B:EG 1:2 -22,0702 -8,4048 181346 -56214 | -150242  -32779 | -104862  0.1847 59751 37892
10|Betain:arginine B:Arg 11 -21,3955 -6,8305 -16,6533  -36175 | -12,7676  -08689 | -85717 2,2388 -3,9905 5,7973
11|Betain:histidine B:His 11 -22,3440 -7,5303 -173379  -41371| -13439%0  -13978 | -8,4833 2,2481 -44364 53813
12|Betain:Lysine B:Lys 11 -268660  -10,7517 | -20,8050  -6,8138 [ -159809  -35438 | -10,3469 = 04793 -50084 38571
13|Betain: Dksiloza B:Xyl 11 -16,5039 -4,0528 -12,6978  -1,3750 | -9,6075 0,9183 -5,7897 3,9055 -2,5872 6,5263
14|Betain:saharoza B:Suc 41 -25,3808 -9,9067 -200671  -6,0834 | -156387  -2,8048 | -11,6200  0,2426 -4,9100 54572
15|Kolin-Klorid:limunska kiselina ChCI:.CA 21 -8,8658 0,2103 -7,2255 1,8572 -5,7944 3,3289 -3,8884 5,0246 -0,8966 79121
16|Kolin-Klorid:limunska kiselina ChCI:CA 11 -3,6014 3,2355 -2,8321 4,2461 -1,9392 5,3270 -0,9984 6,4000 0,9113 8,4790
17|Kolin-Klorid:etilen-glikol ChCL.EG 1.2 -13,0953 -3,4100 -116777  -1,9000 | -9,7729 -0,0957 | -7,8094 1,7192 -3,8263 5,3591
19Kolin-Klorid:fruktoza ChCl:Fru 11 -9,2447 -0,3710 -1,7260 1,2925 -6,0243 2,9694 -4,0751 4,8088 -0,7680 7,8396
20|Kolin-klorid:glukoza ChCl:Glc 2:1 -11,7344 -1,8713 -9,8418 0,0813 -7,6686 2,1144 -5,7184 3,9503 -1,6500 7,4688
21|Kolin-klorid:glukoza ChCl:Gle 11 -7,6437 1,0219 -6,2602 2,5467 -4,7410 4,0632 -3,0020 5,7226 -0,0467 8,4536
22|Kolin-klorid:glicerol ChCI:Gly 1.2 -7,7256 0,8174 -6,6022 2,0614 -5,1151 34873 -3,6436 4,8848 -1,0439 7,3829
23|Kolin-klorid:jabu¢na kiselina ChCh:MA 11 -7,1343 1,0214 -5,9403 2,3292 -4,6112 3,6917 -3,2131 5,0734 -0,6205 757122
24Kolin-klorid:maltoza ChCh:Mal 41 -13,1237 -2,9521 -11,3094  -1,0054 | -8,7433 1,3613 -6,3425 3,5444 -1,7547 7,5458
25|Kolin-klorid:oksalna kiselina ChCI:0xA 11 -6,6169 18729 -5,3967 31144 -4,1348 4,3638 -2,8067 5,6507 -0,2198 8,1054
26|Kolin-klorid:prolin:jabucna kiselina | ChCl:Pro:MA 111 -7,2908 0,0738 -6,2942 1,2017 -5,0940 2,5800 -36773 4,0442 -09272 6,8297
28|Kolin-klorid:sorbitol ChCl:Sol 11 -15177 1,9083 -5,9415 3,4883 -4,2236 5,1103 -2,5760 6,6110 0,3700 9,2049
29|Kolin-klorid:sorbitol ChCl:Sol 2:3 -5,2288 3,5975 -3,9288 4,9285 -2,5324 6,2777 -1,1978 75229 1,1969 9,6888
30[Kolin-klorid:sorboza ChCl:Sor 11 -8,2429 0,2340 -6,9047 1,7605 -5,3646 33155 -3,5789 5,0347 -0,5118 7,9016
27|Kolin-klorid:saharoza ChCl:Suc 21 -9,1829 0,5979 -6,9051 2,7944 -4,8605 4,6929 -2,8776 6,4724 0,7033 9,5629
31|Kolin-klorid:urea ChCl:U 1.2 -12,8501 -1,5100 -11,1841  0,0698 -9,0626 2,0024 -7,0714 3,7683 -2,7702 74477
33|Kolin-klorid:urea:etilen-glikol ChCl:U.EG 1:2:2 -10,8076 -0,7625 -9,4052 0,5734 -7,8013 2,1094 -5,9111 3,7908 25934 67218
34/Kolin-klorid:urea:glicerol ChCl:U:Gly 1:2:2 -7,3548 1,8568 -6,4074 2,8459 -5,2066 4,0068 -3,7617 5,3127 -1,2204  7,6258
35|Kolin-klorid:ksiloza ChCl:Xyl 2:1 -12,2978 -2,3884 -105967  -0,6153 | -8,7789 1,1510 -6,8741 2,9512 -2,4960 6,8448
36/Kolin-klorid:ksilitol ChCI:Xyol 5:2 -14,6228 -4,2532 2127131 -2.2567 | -104135  -0,0703 | -8,0444 2,1053 -3.2754 6,349
37|Limunska kiselina:fruktoza CAFru 11 0,7396 2,2554 0,5334 3,2379 0,4804 4,1394 0,7138 5,1757 18170 7,4944
38|Limunska kiselina:fruktoza:glicerol CAFru.Gly 111 0,4353 2,8204 0,1933 3,5824 0,2138 4,4054 0,5241 5,4058 1,7407 7,6795
39|Limunska kiselina:glukoza CAGle 11 1,0600 2,4834 0,9547 3,5183 0,9338 44407 11514 54721 2,1656 7,7433
40|Limunska kiselina:glukoza:glicerol CA:Glc:Gly 111 0,7918 3,0749 0,5984 3,8626 0,6181 4,6859 0,8989 5,6699 2,0268 7,8897
41|Limunska kiselina:sorboza CA:Sor 2:3 0,6978 2,1510 0,4367 3,0522 0,3317 3,9924 0,5777 5,0104 1,7019 7,2532
42|Limunska kiselina:saharoza CA:Suc 11 1,9048 4,9207 19717 5,9310 2,1571 6,8982 24615 7,7561 3,5206 9,8330
43|Fruktoza:etilen-glikol FruEG 1.2 -4,2623 1,4502 -3,8159 2,3012 -3,1571 3,2730 -2,3208 4,3325 -0,1670 6,8644
45|Glukoza:etilen-glikol Glc:EG 1.2 -1,8924 3,0243 -1,6905 38341 -1,1577 4,8052 -0,0400 6,4047 1,2415 8,0533
46|Glukoza:fruktoza Gle:Fru 11 -0,5736 34613 -0,6494 4,2225 -0,3129 5,1433 0,1701 6,0162 15479 8,0487
47|Glukoza:fruktoza:etilen-glikol Gle:Fru.EG 1:1:2 -2,5418 2,5264 -2,3714 3,2870 -1,8351 4,2348 -1,0771 5,2742 0,7155 7,5567
44|Fruktoza:glukoza:urea Gle:Fru:U 1:1:2 -2,6624 3,9535 -2,0097 49577 -1,1520 6,0378 -0,2578 7,0149 1,7420 9,3452
48|Glicerol:glukoza Gle:Gly 1:2 -0,7543 37119 -0,6803 44310 -0,3588 5,2287 0,1444 6,0694 15216 8,0934
49|Glicerol:sorhitol Gly:Sol 2:1 0,5322 6,2842 0,8164 6,8604 1,1933 7,4984 15484 8,0621 2,6493 9,5706
50Jabucna kiselina: fruktoza MA:Fru 11 -0,0308 2,3913 -0,2900 3,1863 -0,2635 4,0445 0,0565 5,0146 1,3709 73747
51|Jabucna kiselina:fruktoza:glicerol MA:Fru.Gly 111 -0,3740 2,7769 -0,5589 34678 -0,4433 4,2546 -0,0805 5,1591 1,1893 7,3026
52|Jabucna kiselina:glukoza MA:Glc 11 0,5062 2,7912 0,3307 3,6252 0,3577 44817 0,6338 5,4255 1,8071 7,6972
53|Jabucna kiselina:glukoza:glicerol MA:Glc:Gly 111 0,1294 31491 -0,0284 3,8499 0,0657 46214 0,3847 5,4976 15415 7,5669
54|Jabucna kiselina:sorboza:glicerol MA:Sor:Gly 1:1:2 -0,3660 2,8800 -0,5503 35121 -0,4351 4,2882 -0,0573 5,2355 1,2346 7,3794
55|Jabucna kiselina:saharoza MA:Suc 21 1,2430 41764 1,2455 51171 14172 6,0939 1,7347 7,0042 2,8654 9,1216
56 |Prolin:glukoza:glicerol Pro:Glc:Gly 111 -2,4425 2,1782 -2,3047 2,9272 -1,8536 3,8258 -1,1804 4,8618 0,6063 72389
57|Prolin:jabuéna kiselina Pro:MA 11 -1,0969 1,0965 -1,5407 1,7225 -1,6729 2,4680 -1,4147 34315 -0,0799 5,7980
58|Saharoza:etilen-glikol Suc:EG 1.2 -1,8896 4,2372 -1,1761 5,3091 -0,3516 6,3757 0,4718 7,4304 2,1543 9,4551
59|Saharoza:glukoza:fruktoza Suc:Gle:Fru 1:1:1 0,0841 4,8605 0,3896 5,8385 0,8661 6,7798 1,5331 7,8480 2,8625 9,7154
60Saharoza:glukoza:urea Suc:Gle:U 1:1:2 -0,9256 58178 -0,1454 6,8759 0,7013 7,8639 1,5866 8,9700 31106 10,6825
61|Sorboza:etilen-glikol Sor:EG 1.2 -3,5516 1,6458 -3,2833 2,3923 -2,1714 3,2858 -2,0541 4,2893 -0,0668 6,7593
62|Sorbitol:etilen-glikol Sol:EG 1.2 -2,8936 3,5688 -2,3083 4,3988 -1,5626 53171 -0,6848 6,3346 0,9926 8,2623
63|Ksiloza:etilen-glikol Xyl:EG 1.2 -3,0482 2,1723 -2,8520 2,8614 -2,2590 3,7760 -1,6306 4,7632 0,2013 7,0801
HIDROFOBN[DES
64|L menthol:D,L camphor Me:Cam 1:1 -6,2980 -15121
65|L menthol:D, L camphor Me:Cam 4:01 -5,0583 -0,3919
66|L menthol:eucalyptol Me:EU 1:.01 -7,9328 -1,6795
68|L menthol:salycilic acid Me:SA 4:01 -2,0305 0,9003 REFERENTNA In(gamma)_COSMO
69|L menthol:octanoic acid Me:C8 1.1 -0,2195 1,5344 OTAPALA Amentoflavon  Ginkgetin
70{L menthol:decanoic acid Me:C10 11 0,3129 1,8887 H,0 5,8885 13,6309
71|L menthol:linoleic acid Me:C18:2 11 0,7806 1,9362 MeOH -11,2858 -1,1685
72| L menthol:thymol Me:Ty 3:2(30) -1,0737 0,9274 EtOH -10,1493  -3,1335
73| Thymol:octanoic acid Ty:.C8 1:03 1,3345 1,0670 AcN 84441 -39294
74| Thymol:decanoic acid Ty:.C10 1:01 2,3274 1,3039 DMSO -29,9154  -16,0245
75[Thymol: Coumarin Ty:.Cou 3:2(23.6C) -0,4544 0,0155
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ZIVOTOPIS

Matea Bajo | Osnovnoskolsko obrazovanje je stekla u

Osnovnoj Skoli ,,Nova Bila“ nakon kojeg upisuje opéu gimnaziju Katolicki skolski centar
,Petar Barbari¢® u Travniku. Tijekom pohadanja osnovne i1 srednje Skole sudjeluje na
natjecanjima iz podrucja matematike, biologije i kemije te joj je po zavrSetku i osnovne i
srednje skole dodijeljena Posebna diploma o postignutim rezultatima za odli¢an uspjeh iz svih
nastavnih predmeta i uzorno vladanje. Preddiplomski studij Kemijsko inzenjerstvo na
Sveucilistu u Zagrebu, Fakultetu kemijskog inzenjerstva i tehnologije upisuje 2018. godine, a
zavrSava ga 2021. godine obranom zavr$nog rada na temu Karakterizacija sirovog ekstrakta
enzima endo-1,4-ksilanaza proizvedenog fermentacijom Trametes versicolor na ¢vrstim
nosacima te je stekla titulu prvostupnice kemijskog inZenjerstva uz pohvalu (Cum Laude). Iste
godine upisuje diplomski studij Kemijsko inZenjerstvo, modul Kemijske tehnologije i
proizvodi te joj je dodijeljena Nagrada za najbolju studenticu prve godine diplomskog studija.
Sudjelovala je na X1V. susretu mladih kemijskih inzenjera i 28. hrvatskom susretu kemicara i
kemijskih inzenjera s posterskim priopéenjem. Na drugoj godini preddiplomskog studija
uclanjuje se u Studentsku sekciju Hrvatskog druStva kemijskih inZenjera i tehnologa te Cetiri
godine aktivno sudjeluje u organizaciji mnogih projekata koji promi¢u znanost od kojih valja

istaknuti dugogodisnji projekt Boje inZenjerstva koji je 1 vodila.
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