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STRUCNI RADOVI

Danica Kustrak (Zagreb) i Anita Sever (Varazdin)
Ginkgo biloba i fitopreparati Ginkga*

UVOD

Suvremena medicina posljednjih je godina otkrila vazno djelovanje sa-
stavnica listova biljne vrste Ginkgo biloba L. Ove komponente u sastavu
brojnih preparata djeluju u terapiji kod smetnji cerebralne i periferne arte-
rijske cirkulacije.

U Japanu i Kini, domovini ove biljke, poznaju ljekovitost Ginkga veé oko
5000 godina. Na farmaceutskom trZi§tu postoji veliki broj preparata izra-
denih s ekstraktom listova Ginkga namijenjenih za lijeCenje insuficijencije
cirkulacije i nervnih oboljenja. Smetnje se olituju glavoboljama, Sumom u
usima, vrtoglavicama, a u kasnijem stadiju i slabljenjem intelektualnih spo-
sobnosti, te gubitkom memorije. Smetnje arterijske cirkulacije ucestala su
bolest naseg vremena. S rastuéim brojem starijih osoba sve je viSe pacijenata
s ovakvim tegobama.

Klinicka su ispitivanja medutim pokazala da se preparati Ginkga mogu
s uspjehom primijeniti i u terapiji oboljenja uha. Ispitivanje je provedeno na
112 pacijenata na klinici za uho, grlo, nos, medicinskog sveucilista u Liibecku
od 1988. do 1991. godine.

Najnovija istraZivanja pokazuju da bi se komponenta ginkgolid B mogao
primijeniti i pri sepsi.

BOTANICKI PODACI

Ginkgo, Ginkgo biloba L. pripada porodici ginkovke, Ginkgoaceae iz ra-
zreda golosjemenjaca, Gymnospermae. Hegnauer (1) spominje postojanje 17
rodova iz porodice Ginkgoaceae s mnogobrojnim vrstama, $to je utvrdeno na

*Rad je nagraden Nagradom rektora za 1993. godinu.
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osnovi fosilnih ostataka. Izumrli su svi osim roda Ginkgo. Stoga je Ginkgo
biloba L. reliktna vrsta.

1. Etimologija naziva i strana imena

Uz naziv Ginkgo biloba L. susreéemo u literaturi sinonime: Salisburia
adiantifolia Smith i Pterophyllus alosburiensis Nelson. Hegi (2) tvrdi da ime
Ginkgo biloba L. potjece od kineskih narodnih imena: Gin-ko, §to znadi »sre-
brni plod«, Gin-kyo ili Hin-ko $to znaéi »bademasti plod«.

Ime »biloba« dobila je biljka zbog karakteristi¢nog dvokrpastog izgleda
listova.

U Engleskoj Ginkgo nazivaju Maidenhair Tree (2). Ovaj se naziv temelji
na sli¢nosti izgleda listova Ginkga i Maidenhair Fern koji ima latinsko ime
Adiantum capillis ~veneris. Od ovog latinskog naziva potjece i sinonim Gin-
kgova imena Salisburia adiantifolic Smith (4).

Japanska imena su Icho-no-ki ili Ginnan-no-ki, a francuska za Ginkgo
su: Noyer du Japon, I'arbre aux quarante écus (2).

2. Povijesni podaci

Okamenjeni ostaci Ginkga pronadeni su u Kini. Potje¢u iz mezozoika,
dakle, biljka je postojala prije 150 milijuna godina. U razdobljima jure i kre-
de Ginkgo dozivljava svoj najveéi razvoj i Siroku rasprostranjenost zahvalju-
juéi vijerojatno otpornosti sjemenki na mocenje morskom vodom (3,4). Od
tada progresivno propada i nestaje. Vrsta je prezivjela zahvaljujuéi dugotraj-
nom uzgoju i brizi redovnika budisti¢kih hramova. U Kini i Japanu Ginkgo
smatraju svetim drvetom, stoga se uvijek sadi uz budisticke hramove.

Ginkgo biloba L. zauzima jedinstveno, gotovo izolirano mjesto u sistema-
tici i vrlo je teSko sa sigurno$éu utvrditi njegovo porijeklo. Blizak srodnik
mu je fosilni rod Baiera (postojao je od razdoblja permiana do razdoblja jure).
Sve ono $to se smatra abnormalnim karakteristikama Ginkga, normalne su
osobineroda Baiera: viSereZnjevito li§ée, brojni viseéi sjemeni zameci na Zen-
skim cvjetovima i brojni mikrosporangiji na svakom sporofilu.

Rod Trichopitys iz razdoblja permiana takoder je u srodstvu s Ginkgom.

Anatomske i morfoloske osobine Ginkga pokazuju da se Ginkgo odvojio
od razreda papratnjaca prije Cycada, a svoje jedinstvene osobine zadrzao je
jo$ od vremena paleozoika do danas (3).

3. Morfoloska obiljeZja porodice Ginkgoaceae

Ginkgo biloba L. jedina je preZzivjela vrsta iz porodice Ginkgoaceae. Zato
pod morfolo§kim obiljezjima porodice podrazumijevamo morfolosko obiljezje
same reliktne vrste.
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4. Morfoloska i anatomska obiljeZja vrste Ginkgo biloba L.
4.1. Morfoloska obiljezja

U svojoj domovini stablo Ginkga moze doseéi i do 40 metara visine, i vise
od dva metra debljine. U nasim prilikama i opéenito umjerenog pojasa Eu-
rope, naraste 25-30 metara. U mladosti ima piramidalan rast. Starija stabla
razvijaju Siroku krosnju porastom grana (3). Stablu je potrebno oko 30 godi-
na da naraste 10 metara (6). Sli¢no kao i kod ¢etinjada, postoje dugi i kratki
izbojci na kojima zavojitoizrastaju listovi. Velike grane rastu ravno, ponekad
strmo, a duz osi imaju kratke postrane izbojke, duzine 2-3 cm i 57 mm
promjera. Na kratkim izbojcima listovi se razvijaju najéesée u skupini tzv.
gronji. Svaka gronja ima 3-5 listova na vrlo savitljivoj peteljci (3).

Listovi su najizrazitije obiljezje Ginkga. Listovi istog nodija ¢esto su ani-
zofilni i heterofilni. Promjera su 4-7 ¢cm, imaju valoviti rub i na vrhu urez
koji ponekad gotovo potpuno podijeli list (dvokrpasti list). [znimno moze biti
nekoliko ureza na listu pa list ima tzv. dlanastokrpasti oblik. Takav podsjeéa
na strukturu lista srodnog fosila roda Baiera. Takav se dlanastokrpasti list
moze smatrati reliktom, posljednjim ostatkom sastavljenog lista. Plojka lista
suZava se prema dolje u savitljivu peteljku, koja je ¢esto duza od same plojke.
Listovi rastu izmjeniéno u zavojitom poretku. Na kratkim izbojcima interno-
diji su zbijeni pa izgleda kao da svi listovi izrastaju iz istog nodija. Ovi su
listovi obi¢no nepodijeljeni. Donji je rub lista zadebljan. Zadebljanje se
poveéava prema peteljci, tako da je list oblikovan kao orijentalna otvorena
ili pak kao naborana lepeza. Listovi imaju paralelno razgranate Zzile (3). U
proljeée su listovi svijetlozeleni, ljeti tamnozeleni, a u jesen su prekrasne
Zute boje (6).

Ginkgo je dvodoman. Muski cvjetovi razvijaju se na kratkim izbojcima u
pazuscu listova. Obiéno ih je Sest u skupini i resasta su oblika; dugi priblizno
2,5 cm. Zenski cvjetovi, koje McLean i Ivmey-Cook (3) nazivaju ovularnim
izdancima (engleski ovuliferous axis), Alehin i surad. (56) makrosporofilima,
a Kusan (7) i Domac (8) plodnim listovima, razvijaju se na kratkim izbojcima,
u pazusScima listova Zenskog stabla. Jednostavna drska plodnog lista, oko 2,5
cm dugacka, na vrhu se grana u dva dijela od kojih svaki na kraju nosi sje-
meni zametak. Baza sjemenih zametaka okruzena je mesnatim ovojem, kojeg
McLean i Ivmey-Cook (3) nazivaju ring ili collar. Od dva sjemena zametka
u plodnom listu jedan se obiéno razvija u plod.

Plod ima debeli Zuti mesnati ovoj, neugodnog mirisa, a obavija sjemenku.
Sjemenka ima oblik male ovalne koS$tunice, duge do 3 cm. DuZi promjer
oznacen je s dva hrpta na tvrdoj stijenci. Ponekad se razvijaju sjemenke sa
3 hrpta, vrlo sliéne fosilnim sjemenkama Trigonocarpus vrsta. Jezgra sje-
menke je jestiva (3). Slika 1.
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Slika 1. Morfologka obiljezja
vrste Ginkgo biloba L.

a - izbojak s muskim
cvjetovima;

b — muski cvijet

¢ — izbojak sa Zenskim
cvjetovima

d — Zenski cvijet

e — zrelo sjeme;

f — presjek sjemena

4.2. Anatomska obiljezja

A) Anatomija debla

Anatomski deblo je slicno deblima Pinus vrsta. Kora je svijetlosiva, a u
starosti ispucala. Vanjsku koru tvori debeli sloj periderme izgraden od plu-
tenog kambija ili felogena koji prema unutrasnjosti razvija debeli sloj felo-
derme. Floem je izgraden od sitastih cijevi bez stanica pratilica. U floemu
postoje diskontinuirana podrudja s vlaknastim stanicama i mala koli¢ina pa-
renhima. Floem je od ksilema odvojen fascikularnim kambijem, dakle sre-
di$nji cilindar ¢ini otvorena kolateralna Zzila. Ksilem je izgraden od uskih i
Sirokih traheida poredanih u nepravilne, radijalne nizove. Traheide koje na-
staju u proljeée imaju $iri lumen, nesto tanje stijenke i brojnije jazice, nego
traheide kasnog drveta koje nastaje ljeti; prve sluze prije svega za provodenje
vode, druge u prvom redu za uévrscenje (3,6). Ima malo ksilemskog paren-
hima s kristalima kalcij-oksalata.

B) Anatomija listova

Iako su listovi bjelogori¢nog tipa i otpadaju u jesen, imaju prili¢no ¢vrstu
tkivnu strukturu te debelu kutikulu i uleknut stomatalni aparat na donjoj
strani lista. Zbog ovih su osobina listovi kseromorfni kao oni u Pinusa. Oko
udubljenih puéi na vrlo karakteristiéan naéin od povrsine lista prema unu-
trasnjosti, smjesStene su stanice susjednice.
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Peteljke listova sadrze dvostruki krug koji potjeée od dviju kolateralnih
zila. Na ulazu u list te se dvije Zile razgranjuju u lijevu i desnu pa ponovo
granaju. Na taj nafin svaka polovica lista ima neovisnu nervaturu. Buduéi
da su Zile prema van zavinuti nastavci Zila stabljike, njihov je ksilemski dio
okrenut prema gornjoj strani lista, a floemski prema donjoj.

Listovi smjeSteni na duZim izbojcima imaju mezofil graden od palisada
i spuzvastog parenhima. Na kratkim su izbojcima listovi ¢iji je mezofil jed-
noliéan. Nezbijene, slobodne stanice sredi$njeg parenhima lista razvuéene su
i smjeStene paralelno s povr§inom lista.

Iako su odrasli dijelovi Ginkga gotovo potpuno liSeni dlaka, peteljke mla-
dih listova i ovojnice pupoljaka gusto su dlakave, a neke dlaéice ostaju na
bazi peteljke éak i u odraslih listova.

5. Geografska rasprestranjenost vrste Ginkgo biloba L.

Samonikla stabla Ginkga nalaze se u zapadnim dijelovima Kine i u po-
jedinim dijelovima Japana (3). U nekim krajevima Kine Ginkgo je naden do
3000 m nad morem. Inade se ondje uzgaja na podrudjima s umjerenom kli-
mom, obiéno do 1800 m nadmorske visine (6).

Ginkgo je vrlo dekorativna vrsta pa se u posljednjih 300 godina kultivira
u cijelom svijetu. Nalazimo ga u parkovima, drvoredima i posebno u bota-
niékim vrtovima. Uglavnom se uzgajaju muski primjerci. Zenska stabla raz-
vijaju plodove vrlo neugodnog mirisa pa se izbjegava njihova sadnja.

MoZe se razmnoZavati i reznicama, no stabla koja porastu iz sjemena
pravilnijeg su i ljepSeg habitusa.

Stablu Ginkga najbolje odgovaraju sunéani poloZaji i svjeza, dublja, ali
ne i prevlazna tla. Dosta je otporan na visoke i niske temperature te na uv-
jete gradske sredine (6).

U Sumarskoj enciklopediji, spominju se varijeteti Ginkga, koji se
medusobno morfoloski razlikuju (6).

Ginkgo biloba var. pendula Carr. —ima viSe grane

Ginkgo biloba var. fastigiata Henry —ima usko éunjastu kro$nju

Ginkgo biloba var. lanciniata Carr.—ima krupnije, dublje dijeljeno lisée
Ginkgo biloba var. variegata Carr. —ima liS¢e sa Zutim prugama

6. Farmakognoski podaci

Ginkgo biloba nije jos oficinalna droga u europskim farmakopejama. Tek
je u prijedlogu ESCOP-a (European Scientific Cooperative on Phytotherapy).
18 lipnja 1992. godine predloZena je izrada monografije Ginkgo biloba, od-
nosno Ginkgo folium.

Buduéi da je domovina biljne vrste Ginkgo biloba L. Kina i Japan, slu-
Zbena kineska farmakopeja objavljuje monografiju »Ginkgo semen«. McLean
i Ivimey-Cook (3) otkrivaju da je jezgra sjemenke jestiva.
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Wagner (9) u skupini »Droge s flavonoidima« donosi monografiju Ginkgo
folium, koja obuhvaéa, uz botanicke podatke i geografsku rasprostranjenost,
kemizam listova Ginkga i terapijsku primjenu ove biljne droge.

7. Kemijski podaci

7.1. Kemijska obiljezja porodice Ginkgoaceae

Buduéi da je danas porodica Ginkgoaceae svedena samo na vrstu Ginkgo
biloba L., pod kemijskim obiljezjem porodice podrazumijevamo kemijsko obi-
ljezje ove vrste.

7.2. Kemizam vrste Ginkgo biloba

Kemizam vrste Ginkgo biloba dosta je istrazen, ali se istrazivanja jos
nastavljaju.
Dosad su izolirani i identificirani ovi spojevi:

1.

54

Manan i pentozan
U drvnom dijelu vrste Ginkgo biloba nadeno je 3,4 % manana i 5,5 %
pentozana

. Rafinoza

Muski cvjetovi Ginkga sadrze do 4 % rafinoze.

. Skrob, bjelanéevine, lipoidi

Suhe sjemenke sadrze 13,1 % bjelancevina, 67,9 % skroba, 2,9 % lipoi-
da, 3,4 % pepela, 1 % sirovih vlakana, 1,6 % pentozana.

. Kiseline

Svjezi mesnati ovoj oko sjemenke (sarkotesta) sadrzi mravlju, octenu,
propionsku, puno maslaéne, valerijansku, te puno kapronske kiseline.

. Ginkgolna kiselina i bilobol

Iz osusenih sarkotesta izolirani su ginkgolna kiselina i bilobol. Oba
spoja jako iritiraju kozu. Grijanjem ginkgolna kiselina prelazi uz gu-
bitak COg2, u ginkgol. Alkalne soli ginkgolne kiseline djeluju jako he-
molizirajuée., Slika 2.

OH i — OH
zagrijavanje .
coon D

R R
ginkgolna kiselina Cy,Hs, Oy ginkgol C21H3:0
R=li5Has
HO OH o
Q/ _md#jzeal&L. hidrobilobol
R
bilobol (5,H;.0, Slika 2.
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6.

10.

Ginol

Iz osu$enih sarkotesta izoliran je jo$ jedan sekundarno-parafinski al-
kohol nazvan ginol.

Ginol je sinonim za nanozan - 10-ol

. Pinit (5-metil eter a-inozit)

Pinit je naden u koli¢ini od 0,05 % u listovima. Slika 3a.

. Sikimi kiselina je takoder prisutna u listovima. Njezin sadrzaj je

promjenljiv i ovisi o razvojnom stadiju listova: listovi u lipnju sadrze
0,2 %, u rujnu 0,6 %, a u studenom 0,4 % Sikimi kiseline. Slika 3b.

OH OH CO0H

/\
HO -OH
WD " e
H OH
Slika 3.

a b

. Neestolidni vosak

Iz suhih listova dobiveno je 0,7-1 % neestelidnog voska ¢iji je esterski
broj 58,2. Vosak sadrzi 10 % slobodnih kiselina, 15 % estera, 75 % pa-
rafina i voskastih alkohola. Glavni sastavni dio voska je ginol (nona-
kozan -10-0l), nonakozan, nonakozan -10-on i oktakozanol.
Najvaznija skupina tvari u kemizmu Ginkga su flavonoidi.
Izolirani su iz listova.

Prema kemijskoj su strukturi ovi spojevi podijeljeni u 3 skupine
(tablica 1.) (12).

Tablica 1.

Komponenta Skupina
Sikimi kiselina
6-hidroksikinurenska kiselina

kiseline

. flavonolski glikozidi
. flavonolski glikozid
. kcercetin-3-0-rutinozid flavonolski
. kvercetin-3-0-glukozid glikozidi

. kemferol-3-0-glukozid
. flavonolski glikozid

. kemfero}-3-0-kumaroil glukoramnozid aciflavonol
. kvercetin-3-kumaroil glukoramnozid glikozidi

DO WON =

. ginkgetin / izoginkgetin
. bilobetin

. amentoflavon biflavoni
. sciadopitizin

. 5' — metoksibilobetin

AHWON=IN =
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Slika 4. Struktura acifla-
vonolskih glikozida izoli-
ranih iz listova Ginkgo

biloba

OR,

biflavon R R 7 n2 R3
sinkgetin CH3 CH3 H H
isoginkgetin H ciy T CHy ' )
‘ Slika 5. Struktura bifla-
Sl LR ] Cii CHa Ih CHly vona: ginkgetina, isogin-

kgetina i sciadopitizina

11. Kemijski zanimljivu skupinu tvari ¢ine i terpenske strukture. Slika
6.17..

Samo iz Ginkgo biloba izolirani su diterpentrilaktoni: ginkgolid A, B,
C i J. Farmakologki je upravo ginkgolid B najznacajniji (11).

12. Bilobalid je strukturno seskviterpen (11).

13. Iz listova su izolirani i leukoantocijani koji nakon hidrolize tvore agli-
kon cijanidin.

14. Novija istraZivanja potvrdila su i prisutnost steroida, karotinoida kao
i B-lecitina.
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ginkgolid | R1 R2 R3
Slika 6. Struktura A OH H H
ginkgolida A, B, CiJ s o oM H
izoliranih iz listova c OH o oH
Ginkgo bilobe i oll n OH

Slika 7. Struktura 0
bilobalida

8. Analitika ekstrakata listova Ginkga

Buduéi da jo$ ne postoji monografija Ginkgo folium ni u jednoj farmako-
peji, nema ni pravih analiti¢kih zahtjeva, odnosno podataka. U terapijskoj
uporabi su ekstrakti listova Ginkga, a tu kromatografija na tankom sloju uz
velik broj sastavnica, nije dovoljno pouzdana metoda. Najboljom analiti¢kom
metodom pokazala se HPLC (tekuéinska kromatografija visoke moéi ra-
zluéivanja) kombinirana s mjerenjem UV- spektra flavonoidnih aglikona, od-
nosno s mjerenjem indeksa loma kada se odreduju ginkgolidi i bilobalid.

Wagner i suradnici (10) razradili su kromatografiju na tankom sloju, kao
i HPLC analize ekstrakata Ginkga i preparata koji sadrze ove ekstrakte. Do-
biveni karakteristi¢éni HPLC-kromatogram ekstrakta Ginkga tzv. »otisak
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prsta« sadrzavao je 20 pikova, ali su dokazana samo 2 flavonoida (rutin i
astragalin) i 4 biflavonoida (bilobetin, ginkgetin, isoginkgetin i sciadopitizin),
ginkgol, Sikimi kiselina i 6-hidroksikintirenska kiselina.

Nedostatak poredbenih supstancija sprecava potpunu identifikaciju pi-
kova na kromatogramu pa se flavonoidi dokazuju pomoéu svojih UV- spek-
tara.

Obrnuto — faznu HPLC metodu upotrijebili su Lobstein i suradnici (12)
radi odredivanja sezonske promjene sadrzaja flavonolskih glikozida, acifla-
vonolskih glikozida i biflavona u listovima Ginkga. Listovi Ginkga sabirani
su tokom jednog vegetacijskog razdoblja svakih mjesec dana od ozujka do
studenoga.

Ekstrakti listova Ginkga pripremljeni su pomoc¢u etanola u Soxhlet apa-
raturi. Sirovi etanolni ekstrakti ispareni su do suha pod sniZenim tlakom, a
alikvot ostatka otopljen je u metanolu. Stacionarna faza u koloni bila je sa-
stavljana od ovih supstancija:

LichnoCART 125-4, Superspher 100 RP-18, Lichroprep RP-18.

Kao mobilna faza upotrijebljena su otapala acetonitrili 10 %-tna fosfatna
kiselina u razli¢itim koncentracijama. Detekcija odijeljenih sastavnica elui-
ranih s kolone provedena je pomoéu UV-spektrofotometra na valnoj duzini
od 330 nm. Identitet glavnih pikova provjeren je usporednim ubrizgavanjem
poredbenih supstancija: rutin, kemferol-p-kumaroil-glukoramnozid i bilobe-
tin. Prema tim poredbenim supstancijama odreden je sadrzaj pojedinih sku-
pina flavonoida. Rezultati ispitivanja pokazuju da pupoljci sadrze najveéu
koli¢inu aciflavonolskih glikozida. Proljetni listovi najbogatiji su flavonol-
skim glikozidima, a jesenski sadrze vis$e biflavonoida u odnosu na proljetne
listove.

Hasler i Sticher (13) razvili su dvije vrlo pouzdane obrnuto —fazne HPLC
metode kojima se identificiraju i odreduju flavonoidi u listovima Ginkga. Me-
toda A ukljuéuje hidrolizu flavonoida, a zatim kvantitativno kromatografsko
ispitivanje dobivenih aglikona i kvalitativnu analizu istovremeno odijeljenih
biflavonoida. Metodom B dobiva se karakteristi¢ni kromatogram »otisak
prsta«. Autori su materijal za ispitivanje skupili sa Zenskog stabla u Ziirichu
(Mythenquai) od sredine svibnja do sredine studenoga 1988. Listovi su od-
mah osu$eni na 35 °C, 72 h u suSioniku uz pojaanu ventilaciju. Za metodu
A ekstrakt listova pripremljen je metanolom i 25 %-tnom kloridnom kiseli-
nom u Soxhlet aparaturi. Otopina je uparena na manji volumen i o¢i§éena
propustanjem kroz kolonu s modificiranim silikagelom C,g kao stacionarnom
fazom (eng. Bond Elut Cg). Za metodu B listovi su dva put ekstrahirani 80
%-tnim etanolom uz upotrebu mjesalice na 20.000 okretaja u minuti.

Otopina je uparena na manji volumen i o¢iSéena na koloni sa Cg- sta-
cionarnom fazom (eng. Bond Elut Cig). Prilikom analize Ginkgo- preparata,
alikvot otopine uparen je do suha, a zatim obraden metodom A, odnosno me-
todom B. Stacionarna faza u HPLC-koloni bila je: Nucleosil 100-C;g (Cestice
veli¢ine 3 pm). Mobilna faza u metodi A je sustav otapala: metanol, tetrahi-
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drofuran (THF) i 0,5 %-tna ortofosforna kiselina, a udio svakog otapala se
mijenjao u odredenim vremenskim razmacima.

U metodi B upotrijebljen je sljedeéi sustav otapala: isopropanol — THF
(25:65), acetonitril i 0,5 %-tna ortofosforna kiselina. U odredenim vremen-
skim razmacima mijenjao se udio pojedinih otapala u sustavu, tj. u mobilnoj
fazi. Detekcija odijeljenih komponenata eluiranih s kolone provedena je
pomoéu UV spektrofotometra na valnoj duzini od 370 nm (metoda A) i na
350 nm (metoda B). Sadrzaj flavonolnih i aciflavonolnih glikozida odreden
je prema koli€ini aglikona izoramnetina, kemferola i kvercetina.

Metoda A pokazuje da se odredivanje flavonoida moze kontrolirati
odredivanjem aglikona. Rezultati odredivanja sadrzaja Ginkgo- flavonoida u
skladu su s rezultatima ranijih istrazivanja.

Metodom B dobiven kromatogram »otisak prsta« sadrzi 33 jasno izrazena
pika. Na osnovi redoslijeda eluiranja i prema UV spektru identificirana su
22 flavonoidna glikozida, 6 flavonoidnih aglikona i 5 biflavonoida.

Na slici 8. prikazani su profil eluiranja i kromatogrami flavonoida iz li-
stova Ginkga i iz suhog ekstrakta koji je sastavni dio u terapiji upotrijeb-
ljenog preparata proizvedenog u tvrtki Zeller.

200

200

vrijeme (min)

Slika 8. Hasler i Sticher — metoda B (13)
a — kromatogram flavonoida iz listova Ginkga, b — kromatogram suhog ekstrakta listova Ginkga iz
preparata tvrtke Zeller (Zeller. Lot-No 32/89).
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Rezulltati pokazuju da je ova metoda naro€ito korisna u analizi stabil-
nosti flavonoidnih glikozida i biflavonoida.

Sadrzaj bilobalida i ginkgolida A, B, C i J nizak je, stoga ih je tesko ana-
liti¢ki dokazati. Uz njih dolaze i druge supstancije (flavonoidi, tanini, kloro-
fil, lipidi) koje smetaju pri njihovom odjeljivanju metodom tankoslojne kro-
matografije i HPLC metodom. Zbog toga se ekstrakti listova prije
kromatografiranja proc¢iséuju.

Steinegger i Héansel (14) navode da je etanolne ekstrakte koji se primje-
njuju u tankoslojnoj kromatografiji potrebno ocistiti na ovaj nacin: Etanolni
se ekstrakti suspendiraju u vodi. Lipofilne komponente, koje su se izdvojile,
uklone se pomocéu cikloheksana. Ph-vrijednost podesi se na 2, a zatim se upa-
ri na manji volumen i sluzi za kromatografiranje. Za stacionarnu fazu
upotrijebljen je Kieselgel, a za mobilnu smjesa otapala cikloheksana i etila-
cetata (40 + 50). Detekcija je izvr§ena prskanjem s acetanhidridom. Dobivene
su narancasto — crvene mrlje.

Van Beck i Lelyveld (15) primijenili su obrnuto —faznu HPLC metodu za
odredivanje sadrzaja bilobalida i ginkgolida A, B, C i J u ekstraktima listova
Ginkga i u fitofarmaceutskim preparatima koji sadrze ekstrakte Ginkga.

Osuseni listovi (400-800 mg), smljeveni u prasak, selektivno su ekstra-
hirani dvaput 10 %-tnom otopinom metanola uz uporabu povratnog hladila.
Ekstrakt je o¢iSéen pustanjem kroz kolone s poliamidom i C;g-Evrstom sta-
cionarnom fazom. Kao eluens upotrijebljena je 2 %-tna i 5 %-tna vodena oto-
pina metanola. Ginkgolidi i bilobalid zadrzani na C;g-stacionarnoj fazi (eng.
Bond — Elut Cyg) eluirani su upotrebom otapala heksan-metilacetat (60:40).

Otapalo se ispari, a ostatak se otopi u maloj koli¢ini metanola i injicira
u HPLC sustav. Kada se obavlja analiza fitofarmaceutskih Ginkgo-prepara-
ta, prvo se iz gotovog ekstrakta ukloni alkohol zagrijavanjem 5 minuta na
uljnoj kupelji na 150 °C bez povratnog hladila. Nadalje se ekstrakt pro¢i§éuje
i obraduje isto kao ekstrakt listova.

Stacionarna faza u kromatografskoj koloni je Spherisorb C;g veli¢ine
Cestica 5 pm. Kao mobilna faza upotrijebljeni su metanol i voda (67:33). Gin-
kgolidi A, B, C i J i bilobalid su detektirani mjerenjem indeksa loma.

Prije HPLC analize injiciran je benzil-alkohol kao unutarnji standard.
Sadrzaj pojedinog ginkgolida i bilobalida izra¢unat je na temelju poznavanja
povrsine »pika«i koli¢ine unutarnjeg standarda (benzil-alkohol) i poznavanja
povrsine pika pojedinog Ginkgo-spoja.

Uporabom unutarnjeg standarda izbjegnuta je potreba za tofnim volu-
menom injicirane otopine. Osim toga, metoda postaje upotrebljiva u labora-
torijima koji ne posjeduju ¢iste ginkgolide.

Na slici 9. prikazan je tipi¢ni kromatogram ginkgolida i bilobalida iz ek-
strakta listova Ginkga.

Van Beck i Lelyveld (11) takoder su istrazivali sezonsku promjenu
sadrzaja ginkgolida i bilobalida. Listovi Ginkga sabrani su u Wageningenu
(Nizozemska), od sredine svibnja do sredine studenoga 1990. s mladog sta-
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.IBB

Slika 9. HPLC kromatogram of 1,000 g l GC
listova Ginkge sabranih u Nizozemskoj [} | (| |
(rujan 1989.) i obradenih prema propi- 1

sanom postupku ekstrakeije i &igéenja ' GA G8

GJ P

Otapalo: metanol ~ voda (67:33)
Protok: 1,0 ml/min hl

Detekcija mjerenjem indeksa loma

Kratice: BB = bilobalid; IS = unutarnji standard

(benzil alkohol), GJ, GC, GA, GB = ginkgolidi e
J,C.AIB T

12 6 20
vrijeme (min)

bla, 60-godis$njeg Zenskog i 60-godiSnjeg muskog stabla. Svi detalji postupka
ekstrakcije i ¢iSéenja kao i HPLC analiza sadrzaja ginkgolida i bilobalida u
listovima Ginkga detaljno su opisani u literaturi. Rezultati njihovih istra-
Zivanja pokazuju da listovi sadrZe najvi$e ginkgolida i bilobalida krajem ljeta
i pofetkom jeseni. Listovi mladog stabla znatno su bogatiji ovim komponen-
tama nego 60-godisnjeg Zenskog i muskog stabla. Osim toga listovi Zenskog
stabla u svim ispitivanjima pokazuju veéi sadrzaj ginkgolida i bilobalida od
listova muskog stabla.

Istrazivadi su zakljucili da su individualne razlike izmedu pojedinih sta-
bala Ginkga mnogo znacéajnije za sadrzaj ginkgolida i bilobalida nego vrijeme
sabiranja. Moguéi drugi ¢inioci promjene sadrzaja ginkgolida i bilobalida su:
spol stabla, starost stabla, sastav tla, klima i postojanje kemijskih rasa (11).

Dosadasnji rezultati analiza ekstrakata listova Ginkga pokazuju da je
sredina jeseni najpovoljnija za berbu listova Ginkga. Sadrzaj ginkgolida i bi-
lobalida i flavonolskih glikozida jos uvijek je visok, a listovi se mogu ubrati
bez ostecivanja stabla.

Od najnovijih istraZivanja ginkgolida i bilobalida treba spomenuti rezul-
tate Kreutera i suradnika (16) iz 1993. godine. Oni su razvili metodu koja
je prikladnija za rutinske laboratorijske analize. Ginkgolide A, B, C i bilo-
balid odredili su kombiniranom metodom plinske kromatografije i masene
spektroskopije.
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Uzorak su pripremili na sljedeéi naéin: dodatkom fosfatnog pufera uzor-
ku je podeSen pH na 7,5. Suspenzija je filtrirana i ekstrahirana izopropila-
cetatom. Skupljeni ekstrakti su osuSeni dodatkom natrij sulfata. Otopina se
filtrira i ispari. Ostatak je otopljen u etanolu.

Uvjeti plinskog kromatografiranja: kolona sa silikagelom OV-1; plin no-
silac: He; injekcijski volumen: 1 pl; temperatura injiciranja: 230 °C; tempe-
raturni program: 2 min 80 °C — 16 min 10 °C/min — 30 min 240 °C.

Na temelju spektra masa i vremena zadrZavanja odredeni su pikovi na
kromatogramu dobivenom plinskom kromatografijom. Kvantitativna analiza
provedena je upotrebom vanjskog standarda.

9. Djelovanje i uporaba Ginkga

Najveéi broj publikacija koje se bave izufavanjem ove prastare biljne
vrste, donose farmakolo$ka istraZivanja. Rezultati ovih istrazivanja pokazu-
ju djelovanje ekstrakata Ginkga na patogenezu smetnja periferne i cerebral-
ne cirkulacije krvi.

Sastavnice koje su odgovorne za terapijsko djelovanje Ginkga su razliiti
flavonolski glikozidi, ginkolidi i seskviterpenski bilobalid.

Flavonolski glikozidi djeluju na permeabilnost staniénih membrana i
utjeCu na ocvr$éenje kapilara, tj. sprijefavaju njihovu lomljivost. Ovo se
djelovanje temelji na inhibiciji hijaluronidaze, a osobito se pripisuje rutinu.
Kvercetin ima blago antiinflamatorno djelovanje, jer inhibira sintezu prosta-
glandina i lipooksigenaze (18, 19). Kvercetinu se pripisuje i svojstvo da in-
hibira agregaciju eritrocita. Biflavonoidi: amentoflavon, bilobetin, ginkgetin,
izoginkgetin i sciadopitizin imaju protuupalno djelovanje (20).

Antikoagulirajuce djelovanje pripisuje se diterpen-trilaktonima: ginkgo-
lidima A, B, C i J. Ove komponente djeluju kao antagonisti faktora za
aktiviranje trombocita. Farmakolo$ki je najznaéajniji ginkgolid B (11).

Ginkgolidi i bilobalid poveéavaju metaboli¢ku izmjenu tvari u mozgu,
iako je zbog oslabljene cirkulacije prisutna hipoksija. Aktivnost bilobalida se
u posljednje vrijeme intenzivno istrazuje.

Ekstrakti listova Ginkga koji sadrze spomenute terapijski aktivne sas-
tavnice, djeluju jednako dobro na cerebralnu kao i na perifernu cirkulaciju
(A7)

Na farmaceutskom trziStu postoji veéi broj preparata, koje je moguce
svrstati u dvije glavne skupine;

a) preparati izradeni na bazi kompletnih ekstrakata;

b) preparati izradjeni na bazi specijalnih ekstrakata (21).

Prva skupina preparata obuhvaca €esto i homeopatika. Druga skupina
preparata izradena je s posebno priredenim ekstraktima listova LI 1370
(22,23).

Preparati su najéesée standardizirani na sadrzaj od 9,6 mg flavonoida
Ginkga, a neki su preparati standardizirani na vi$i sadrzaj, na 24 % ili ¢ak
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25 % flavonoida i 6 % ginkgolida i bilobalida. Namijenjeni su najéesée paci-
jentima sa smetnjama cirkulacije mozga, popraéenim otezanom koncentra-
cijom, Sumom u usima, vrtoglavicama, zbunjenos$éu i zaboravljivoséu.

Uz monopreparate Ginkga, postoje na farmaceutskom trzistu i kombini-
rani preparati. Najcesée se uz ekstrakt listova Ginkga kombinira ekstrakt
korijena ginsenga. U posljednje vrijeme javljaju se i preparati, koji su kom-
binacija ekstrakata Ginkga, imele i gloga, ili kombinacija ekstrakata Ginkga,
ginsenga, gloga i CeSnjaka. Proizvodadi Zele obuhvatiti pozitivna svojstva
svih kombiniranih ekstrakata.

Popularnost ekstrakata Ginkga postala je tako velika da osobinu pobo-
ljSane cirkulacije primjenjuje i kozmeticka industrija u balzamima za njegu
kose ili u Ginkgo biloba-kremama.

(Zavod za farmakognoziju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveudi-
lista u Zagrebu, Zagreb i Ljekarna dr. Gaj, Varazdin).

Ginkgo bilobe and phytopharmaceutical
preparations of this plant

by Danica Kus$trak and Anita Sever

Summary

The Ginkgo tree, Ginkgo biloba L., is the sole surviving species of the
family Ginkgoaceae. This tree has been subjected to numerous chemical in-
vestigations. These investigations have led to the isolation and charac-
terization of unique compounds: lactonic terpenes (ginkgolides and bilobali-
de) proper to Ginkgo, and flavonol glycosides, acylated flavonol glycosides
and biflavonoids (amentoflavone, ginkgetin, isoginkgetin, bilobetin, sciado-
pitysin and 5-methoxybilobetin).

More than a hundred papers have appeared on the pharmacology of the-
se compounds. Extracts from the leaves of Ginkgo biloba are known to exhi-
bit positive effects on the cerebral and peripheral blood circulation. Ginkgo
preparations are sold against various symptoms related with old age.

(Department of Pharmacognosy, Faculty of Pharmacy and Biochemistry,
University of Zagreb, Zagreb, and Pharmacy Dr. Gaj, Varazdin, Republic of
Croatia)
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