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ANOTACE

Tato bakalarska prace se zabyva charakterizaci a stanovenim vyznamnych bioaktivnich latek
obsazenych v jinanu dvoulalocném s darazem na jejich analyzu pomoci modernich
analytickych technik. Prace se dale vénuje farmakologickym u¢inkiim extraktu z jinanu, jejich

aplikaci ve zdravotnictvi a nezddoucim ucinkiim spojenych s jejich uzivanim.
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TITLE

Ginkgo biloba — characterization and possibilities of determination of important substances

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with the characterization and determination of important bioactive
compounds contained in Ginkgo biloba with emphasis on their analysis using modern
analytical techniques. The thesis also discusses the pharmacological effects of the extract
of Ginkgo biloba, their application in the health care and adverse effects associated with their

use.
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UvVoD

Jinan dvoulalo¢ny neboli ginkgo biloba je jednim z nejstarSich stromli na Zemi, jehoZ historie
sah4 vice nez 200 miliondi let do minulosti. Tato fascinujici rostlina pochézejici z Ciny ma
vyjime¢né vlastnosti, které pfitahuji pozornost nejen botanikli, ale také farmaceut

a vyzkumnikt v oblasti pfirodni mediciny.

Bioaktivni latky obsazené v listech jinanu dvoulalo¢ného, predevsim flavonoidy a terpenoidy,
maji Siroké spektrum Uc¢inkt na lidské zdravi. Flavonoidy jsou zndmé svymi antioxida¢nimi
vlastnostmi, zatimco terpenoidy jsou zkoumany pro své neuroprotektivni a protizanétlivé
ucinky. Stanoveni bioaktivnich latek v ginkgo biloba hraje kliCovou roli pii zjistovani kvality
a ucinnosti produktli obsahujicich extrakty z této rostliny. Pouziva se fada analytickych metod

jako je kapalinova chromatografie, plynova chromatografie, hmotnostni spektrometrie a dalsi.

Cilem této bakalafské prace je poskytnout komplexni pfehled o jinanu dvoulalo¢ném, jeho

charakteristice, vyuziti a metodach stanoveni jeho bioaktivnich latek.
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1 JINAN DVOULALOCNY

1.1 Historie

Jinan dvoulalo¢ny je soucasti Celedi jinanovitych (Ginkgoacae), kdysi pestré skupiny
rostlinnych druhd. Celed existujici jiz od prvohor, doséhla nejvyssiho vrcholu v druhohorach,
kdy se jeji zastupci rozsiftili po celé severni polokouli. S postupem geologického vyvoje vsak
zacalo dochazet k ustupu této skupiny, do dnesSni doby se dochoval jen jediny druh Ginkgo
biloba [1].

Casem zacal i tento druh pozvolna mizet z volné pfirody. Zachoval se pouze v zahradach
na Dalném vychod&, zejména v dnesni Cing. Pravé v této zemi si jinan ziskal vyjimeéné
postaveni. Po staleti byl péstovan v klaSternich zahradach a chramech, kde byl vnimén jako
posvatny strom symbolizujici dlouhovékost, odolnost a duchovni silu. Dodnes se v Ciné

nachdzi stromy ginkga staré vice nez 1000 let [2].

V novovéku se jinany dostali 1 do Evropy a Severni Ameriky. V soucasnosti je jinan
dvoulalo¢ny vniman jako okrasny strom (obrazek 1), ktery nalezneme v botanickych
zahradach a parcich po celém svété. Ve volné ptirod€ jinany bohuzel nerostou ve velkém

poctu jedinct [1].

Obrazek 1: Jinan dvoulalocny strom [3]
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1.2 Popis

Stromy jinanu dortstaji do vysky okolo 20 aZ 40 metrii a mohou mit primér kmene
1 az4 metry [4]. Upoutaji pozornost nejen svym vzneSenym vzhledem, ale i typickym
véjifovitym tvarem listi (obrazek 2). Listy jsou zpravidla rozd€leny vyraznym zatezem
na dva laloky, coz dalo stromu jeho druhové jméno. Mohou mit rizné odstiny zelené

az hnédé, na podzim se zbarvuji do zluta a opadavaji [5].

Jinan dvoulalo¢ny patfi mezi nahosemenné dvoudomé rostliny. Po opyleni se na samicich
stromech vytvafeji semena v duznatém obalu, svou velikosti pfipominajici tfesn€. Vzhledem
k tomu, Ze plody samicich stromil na podzim opadévaji a siln€ zapachaji, byvaji pro vysadbu

v méstskych parcich a ulicich ¢astéji vybirany samci stromy [1].

Obrazek 2: Jinan dvoulalocny list [6]

1.3 Pfirodni podminky a vyskyt

Ginkgo biloba je rostlina s velkou toleranci k riznym klimatickym podminkam. Preferuje
teplé a vlhké prostiedi, ale je odolny vici suchu, mrazu, pozaru a znecisténi ovzdusi tézkymi
kovy. Béhem 2. svétové valky odolalo 6 stromil jinanu dvoulaloéného extrémnim podminkam
po svrzeni atomové bomby v HiroS§imé v Japonsku. Nej€astéji se vyskytuje podél povodnémi

naru$enych biehti vodnich toki v listnatych nebo smiSenych lesich [2].
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1.4 Reprodukce jinanu dvoulalo¢ného

1.4.1 Pohlavni rozmnoZovani

Jinan dvoulalo¢ny je fascinujici rostlina s unikatnim reproduk¢énim cyklem a vyvojem semen.
Juvenilni obdobi ginkgo biloba je pomérné dlouhé, k pohlavnimu rozmnozovani dochézi
obvykle az okolo 20.-30. roku zivota rostliny. Sam¢i a sami¢i pohlavni organy se tvofi
na kratkych vyhoncich, v pazdi pupenovych Supin. Samc¢i jehnédy se objevuji pied listy
aopadavaji ihned po vysypani pylu. Opylovani vétrem obvykle probiha na jate, bud

zacatkem dubna v mirnych oblastech, nebo koncem kvétna v oblastech s tuhymi zimami [4].

Vajicka velikosti 2 az 3 mm se vyskytuji po dvou na konci stopek dlouhych 1,5 az2 cm.
V receptivni fazi rozmnozovani vyluCuje mikropyl slizovou tekutinu, kterd usnadiiuje
zachyceni pylovych zrn. Jakmile se sam¢i gametofyt dostane do vnitini Casti vajicka, zacina
4 mésice dlouh¢ vyvojové obdobi. Proces vyvrcholi produkeci paru multiflagelovanych
spermatozoidd, jeden z nich oplodni ¢ekajici vajicko, coz mize nastat kdykoli od konce srpna

do konce zafi, zalezi na datu opyleni [4].

1.4.2 Semena

V procesu zrani semena je embryo obklopeno sami¢im gametofytem a silnou vrstvou
semenné¢ho obalu. Na povrchu semen se nachdzi duznata vrstva tzv. sarkotesta, ktera mimo
jiné obsahuje dvé tekavé slouceniny, kyselinu butanovou a hexanovou. Vnitini struktura
semene se skladd z tvrdé stfedni vrstvy a tenké membrandzni vnitini vrstvy. Semena jinanu
dvoulalo¢ného (obrdzek 3) padaji ze stromu asi mésic po oplodnéni a tento moment vyrazné
zapachaji kvili obsahu tékavych latek. Mimo jiné obsahuji semena i fenolické slouceniny,

které mohou u ¢lovéka zplsobit kontaktni dermatitidu [4].

Semeno ginkgo biloba obsahuje ofech, ktery se konzumuje jako potrava i jako 1€k po celém
svété. Cerstvé ofechy obsahuji cca 41 % vlakniny. Suché ofechy obsahuji 6 % sachardzy,
68 % skrobu, 13 % bilkovin a 3 % tuku. V Ciné probiha vice nez 600 let komeréni produkce
ofechi ginkgo [4].
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Obrazek 3: Jinan dvoulalocny plod [7]
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2 BIOAKTIVNI LATKY OBSAZENE V JINANU
DVOULALOCNEM
2.1 Bioaktivni latky

Jinan dvoulalo¢ny obsahuje Sirokou $kalu bioaktivnich latek s riznymi biologickymi tcinky.
Tyto latky jsou dulezité jak pro samotnou rostlinu, tak i pro 1é¢ebné ucely Clovéka. Listy
ginkga obsahuji terpenoidy, polyfenoly, alkylfenoly, organické kyseliny, sacharidy, mastné
kyseliny, lipidy, aminokyseliny a dalsi latky. Hlavnimi bioaktivnimi latkami jsou flavonoidy

a terpenoidy [4].

2.1.1 Flavonoidy

Flavonoidy se vyskytuji ve vétSiné zelenych rostlin [4]. Zékladni strukturni skelet ma
15 uhlikd, je tvofen dvéma benzenovymi kruhy spojenymi ptes heterocyklicky tii uhlikaty
pyranovy kruh [8]. Mnoho flavonoidil bylo izolovano a identifikovano pomoci kapalinové
chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii. Z listli jinanu dvoulalo¢ného bylo
identifikovano celkem 110 flavonoidi [9]. Nejvice byly zastoupeny derivaty kvercetinu,
kaempferolu a isorhamnetinu (obrazek 4) [4]. Flavonoidy ginkgo biloba se déli do 7 hlavnich
tiid jako jsou flavonové glykosidy, flavonolové glykosidy, flavanony, isoflavony,
flavan-3-oly, biflavonoidy a biginkgosidy [9]. Teplota, mnozstvi srazek a vlhkost pidy maji
vyznamny vliv na biosyntézu a akumulaci flavonoidii v listech jinanu. Vys$§i nadmotské

vysky, niz8i teplota a vetsi mnozstvi sluneéniho zéatfeni usnadnuji syntézu téchto latek [2].

vvvvvv

-----

flavonoidi pfi 1écbé kardiovaskularnich, metabolickych a neurodegenerativnich

onemocnénich [10].
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kvercetin kaempferol isorhamnetin

Obrazek 4: Strukturni vzorce vybranych flavonoidi

2.1.2 Biflavonoidy

Latky tvofené dvéma flavonoidnimi strukturami se oznacuji jako biflavonoidy [11]. Prvnim
biflavonoidem izolovanym z jinanu dvoulalo¢ného byl ginkgetin. Dal§imi zastupci této
skupiny jsou isigenkgetin, amentoflavon, bilobetin, sciadopitysin, ginkgolin a jiné
(obrazek 5 a 6) [9]. Biflavonoidy jsou pfirodnimi inhibitory lidského trombinu. Silné inhibi¢ni
ucinky na aktivitu trombinu vykazuje ginkgolin, isoginkgolin, bilobetin a amentoflavon.
Nékteré¢ biflavonoidy, konkrétné amentoflavon, sciadopitysin, ginkgetin, isoginkgetin a

bilobetin, mohou pisobit hepatotoxicky nebo nefrotoxicky [11].

amentoflavon bilobetin

Obrazek 5: Strukturni vzorce vybranych biflavonoidii
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ginkgetin sciadopitysin

Obrazek 6: Strukturni vzorce vybranych biflavonoidii

2.1.3 Terpenoidy

Terpenoidy piedstavuji dalsi dilezitou skupinu sekundarnich metabolitl nalezenych v listech
jinanu dvoulalo¢ného. Do této skupiny latek patii ginkgolidy a bilobalid. Ginkgolidy
(tabulka 1, obrazek 7) jsou specifické terpenoidni slouCeniny, které lze rozdé€lit podle polohy
hydroxylovych skupin (ginkgolid A, B, C, J, K, L, M, N, P, Q). Nejvyssi biologickou aktivitu
vykazuje ginkgolid B [11]. Tyto latky jsou syntetizovdny jak v kofenech jinanu,
tak 1 v listech. Zatimco ginkgolidy A, B, C a J jsou pfitomny v listech jinanu, ginkgolid M

se nachazi pouze v kofenové kuie rostliny [4].

Tabulka 1: Ginkgolidy

Ginkgolidy Ri R> R3

ginkgolid A -H -H -OH

ginkgolid B -OH -H -OH

ginkgolid C -OH | -OH | -OH

ginkgolid J -H -OH -OH

ginkgolid M -OH | -OH -H
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Obrazek 7: Strukturni vzorec ginkgolidii

Dalsi vyznamnou latkou mezi terpenoidy je seskviterpen bilobalid (obrazek 8), ktery ma téz

dalezitou roli v biologickych procesech jinanu dvoulalo¢ného [4].

bilobalid

Obrazek 8: Strukturni vzorec bilobalidu

Bylo zjisténo, ze terpenové trilaktony izolované z jinanu dvoulalo¢ného maji pozitivni vliv
na neurony hipokampu v mozku. ZlepSuji pamét a schopnost uceni, predchazi vzniku
epileptického zachvatu a zmirfluji poSkozeni neuronli. Terpenoidy piedstavuji klicovou
skupinu bioaktivnich latek v jinanu dvoulaloéném, pfiCemz jejich vyzkum ma potencial
otevfit nové perspektivy v 1ékafském a farmaceutickém vyzkumu této rostliny. Jejich stabilni
a ruznoroda povaha poskytuje zajimavé moznosti pro dalsi studium a vyuziti v 1écebné praxi

[11].

2.1.4 Ginkgolové kyseliny
Ginkgolové kyseliny jsou systematicky 2-hydroxy-6-alkylsalicylové kyseliny s alkylovymi
fetézci obsahujicimi 13, 15 nebo 17 uhliki. Nejcastéji se vyskytujici ve tfech formach, C13:0,

C15:1 a C17:1 (obrazek 9). Ginkgolové kyseliny v kombinaci s chemoterapii synergicky
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potlacuji rakovinu a snizuji vedlejsi G€inky spojené s 1é€bou. Zakladni mechanismy fungovani
téchto latek v lidském téle nejsou stale objasnény. Tyto latky by mohly v budoucnu poslouzit

k vyvoji novych 1écCiv nebo kombinované chemoterapii [12].

OH 0O
OH C13:0
OH O
OH Cl15:1
X
OH O
OH Cl17:1

X

Obrazek 9: Strukturni vzorce vybranych ginkgolovych kyselin

2.1.5 Ostatni bioaktivni latky

Kromé flavonoidi, biflavonoidli a terpenoidli obsahuje jinan dvoulalocny 1 dalsi bioaktivni
latky, které maji vyznamné biologické ucinky, napt. alkylfenoly, hydroxykyseliny, lignany,
protokyanidiny, ¢i polyprenoly. Alkylfenoly se déli do péti hlavnich skupin na kardanoly,
a-hydroxykardanoly, kardoly, urushioly a isourushioly. Nejcastéji popisovanymi
hydroxykyselinami obsaZzenymi v jinanu dvoulaloéném jsou kyselina vanilovd, isovanilova,
protokatechovd, p-hydroxybenzoova, kéavova, ferulova, p-kumarova, gallova, sinapova

a kyselina m-hydroxybenzoova (obrazek 10) [11].
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H5;C

kyselina vanilova kyselina gallova kyselina p-kumarova kyselina kavova

Obrazek 10: Strukturni vzorce vybranych karboxylovych kyselin

Mezi protokyanidiny ginkgo biloba se tadi prodelfinidin a prokyanidin (obrazek 11) [11].
Protokyanidiny se vdZou na bilkoviny a aktivuji antioxidacni enzymy, jako jsou kataldza,

gluthathionperoxiddza a laktatdehydrogenaza. Tyto latky maji antioxidacni, protizanétlivé

a antivirové ucinky [13].

prokyanidin prodelfinidin

Obrazek 11: Strukturni vzorce vybranych protokyanidinii
Polyprenoly jsou dlouhé lipidové homology slozené ze 14 aZz 24 isopentenylovych jednotek.

Strukturou se podobaji S-polyterpenovym alkoholiim, které se vyskytuji v téle savci.

Polyprenoly vykazuji antibakteridlni u¢inek [11].
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3 ROSTLINNE PRIiPRAVKY Z JINANU DVOULALOCNEHO

3.1 Lécivé pripravky z ginkgo biloba

Lécivé piipravky s obsahem jinanového listu lze ziskat dvéma zplsoby. Variantami je bud’
rozemleti suchych listd na prasek nebo vyroba suchého vytazku. Suchy vytazek se ptipravuje
extrakei, pfi niz se ucinné latky z rostlinného materialu rozpusti v acetonu, ktery se nasledné
odpaii. Produkty obsahujici ginkgo jsou obvykle dostupné v tekuté i pevné formé urcené

k perordlnimu uzivani. Casto byvaji kombinovany s dal$imi rostlinnymi latkami.

Ptipravky ve form¢ suchého vytazku je mozno pouzivat ke zmirnéni poklesu kognitivnich
funkci souvisejicich s pokroc¢ilym vékem a ke zlepSeni zivota osob s mirnou demenci. LécCivé
ptipravky ve formé prasku z listl jinanu se pouzivaji ke zmirnéni pocitu tézkych nohou,
pocitu chladu na koncovych castech téla, které se vyskytuji u osob s mirnymi poruchami

ob&hového systému [14].

3.2 Extrakty z ginkgo biloba

Rostlinny materidl obsahuje Siroké spektrum bioaktivnich sloucenin, jejichz slozeni se miize
liSit v zavislosti na dobé a miste sklizn€ listd jinanu dvoulalo€ného. Farmaceutické
spole¢nosti vyrabi tzv. standardizované extrakty za Gelem zajistit stalé sloZeni a odpovidajici

farmakologicky ucinek [1].

Standardizovany extrakt z listi ginkgo biloba je purifikovany vytazek, ze kterého byly
odstranény nezadouci latky, jako jsou napf. toxické fenoly nebo potencialni alergeny [1].
SloZeni standardizovanych extraktl vypadd nésledovné. Obsahuji 22-27 % flavonoidnich
glykosidi a 5-7 % terpenovych laktond, znichz ptiblizné¢ 2,8-3,4 % tvoii ginkgolidy
a 2,6-3,2 % bilobalid [2].

V soucasné¢ dobé je jedinym dobtfe prostudovanym extraktem z ginkgo biloba EGb-761.
SloZeni tohoto konkrétniho ptipravku je uvedeno nize (tabulka 2). Proces vyroby EGb-761
zacina extrakci suSenych listdl jinanu dvoulaloéného smési acetonu a vody za ¢aste¢ného
vakua, nasleduje odstranéni rozpoustédla, vicestupfiové €iSténi a zakoncentrovani u¢innych
latek. Finadlni odpatfeni extraktu probihd v mikrovinné tunelové troubé. Vysledny extrakt
je standardizovan na piesny obsah flavonoidi a terpenoidii a prochéazi dikladnou analytickou
kontrolou, kterd zajistuje odpovidajici Cistotu, koncentraci bioaktivnich latek a zejména

bezpecnost produktu [15].
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Tabulka 2: Slozent standardizovaného EGb-761 [17]

skupina latek obsah (%)
flavonové glykosidy 24
neflavonové glykosidy 20
terpenové laktony 6
karboxylové kyseliny 13
proantokyanidiny 7
katechiny 2
vysokomolekularni latky 4
anorganické latky 5
voda 3
dalsi latky 16
kyselina ginkgolova 0,0005

Klinicka studie ukazala, ze uzivani bylinného extraktu EGb-761 ma pfiznivy vliv na lidsky
organismus, véetn¢ U¢inkl na mozkovou insuficienci, ischemii myokardu, mozkovou mrtvici,

hypertenzi, kognitivni poruchy a jiné [16].

3.3 Situace na trhu s produkty z ginkgo biloba
Od 80. let minulého stoleti dramaticky vzrostl zajem zapadnich 1€kati o ginkgo biloba
diky jeho pozitivnimu vlivu na kardiovaskularni systém, zejména na ¢innost mozkovych cév.

Latky izolované z této rostliny se staly dilezitou soucasti mnoha lé¢ivych piipravki.

Padesat miliont stromi se péstuje zejména v Cing, Francii a v Jizni Karoliné v USA. Plantaze
kazdoro¢né vyprodukuji 8000 tun suSenych listl, aby uspokojily komeréni poptavku
po produktech z ginkgo biloba. Jinan dvoulalocny patfi mezi nejprodavangjsi 1é€ivé rostliny
na svéte. Proddva se ve formé listl, praskového extraktu nebo ve formé tinktury

farmaceutickym spole¢nostem, které provadi dal$i zpracovani [4].

Pfednimi spolecnostmi plsobicimi na trhu s ginkgo bilobou jsou Wagott, Green-Health
Pharmaceutical, Schwabe, Blackmores a Solgar. Trh v tomto piipad¢ tvoii kosmeticke,
potravindiské a farmaceutické spolecnosti. Soucasné trzni trendy predpokladaji, Ze trh
s extraktem z jinanu dvoulalocného dosdhne do roku 2030 hodnoty 2379,2 milionu USD,
oproti 1710,5 milionu USD v roce 2020, s ro¢ni mirou rastu 4,11 % [18].
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4 METODY ANALYZY JINANU DVOULALOCNEHO
Ptred zacCatkem analyzy je nutné vzorky nalezit¢ upravit. Nejcastéji se pouzivaji extrakcni
metody, jako napt. SFE, PLE, UAE. Néasledn¢ se provadi chromatograficka analyza, vétSinou

kapalinova ¢i plynova chromatografie podle povahy analyzovanych latek [19].

4.1 Extrakce

4.1.1 Extrakce pevna latka—kapalina

Jedna se o metodu hojné¢ vyuzivanou ve farmaceutickém a v potravinaiském pramyslu
a v analyze zivotniho prostfedi. Tento proces pievadi cilové slouceniny z pevnych materiali
do kapalného rozpoustédla na zakladé rozdila v rozpustnosti a afinité. Uinnost extrakce
je ovlivnéna néckolika faktory, konkrétné dobou extrakéniho procesu, teplotou, tlakem
a velikosti Castic. Existuje nckolik metod extrakce pozadovanych sloucenin z pevnych
materiald, pti¢emz kazdd metoda ma své jedine¢né vlastnosti a je vhodna pro rizné aplikace.
Do skupiny extrakce pevna latka—kapalina se fadi Soxhletova extrakce, PLE, SFE, MAE,
UAE a jiné. K pfecisténi ¢1 k zakoncentrovani latek v kapalnych extraktech se pouziva SPE.

Tyto metody jsou bliZe specifikovany nize [20].

4.1.2 Soxhletova extrakce

ptipadé se nejCasteji pouzivad Soxhletiv extraktor (obrazek 12). Funguje tak, Ze se vzorek
umisti do extrakéni patrony, ktera se vlozi do stfedni ¢asti pfistroje naplnéného vhodnym
rozpoustédlem. Destila¢ni banika se zahifeje na teplotu varu rozpoustédla, pary rozpoustédla
postupuji do chladice, kde kondenzuji a skapéavaji na vzorek. Po naplnéni extrakéni patrony
roztok pretéka zpét do destilacni banky, kde se rozpoustédlo znovu destiluje. Po ukonceni

extrakce se rozpoustédlo vydestiluje a izolovana slozka zlistane v bance [21].
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Obrazek 12: Soxhletiiv extraktor [22]
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4.1.3 Extrakce nadkritickou tekutinou (SFE)

Tato technika vyuZiva nadkritické tekutiny, kterd kombinuje vlastnosti kapaliny a plynu.
KdyZ se kapalina dostane do nadkritického stavu (nad kriticky tlak a teplotu), ziskava unikatni
vlastnosti, které jsou vyhodné pro extrakci. Nadkritické tekutiny maji vysokou hustotu
a nejsou stlacitelné, coZz umoznuje fidit jejich vlastnosti zménami teploty a tlaku. Typickym
pfikladem je oxid uhlicity (COz), ktery se stava nadkritickym pii teploté¢ 31 °C a tlaku
7380 kPa [23].

Nadkriticky oxid uhliCity prochazi béhem extrakce patronou se vzorkem a rozpousti latky
obsazené¢ vném. Pii vypousSténi extraktu dochazi ke snizeni tlaku na atmosféricky,
extrahované latky se oddéli od CO2 a oxid se opét vraci do plynného stavu. Jedna
se o nejcasteji pouzivané rozpoustédlo pii SFE, diky své nizké kritické teplote, nizké toxicité
a nizkym ndkladim. Pfidanim modifikétorti, jako je ethanol nebo methanol, 1ze zvysit

rozpustnost polarnich latek v nadkritickém CO» [23].
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SFE poskytuje vysoké vytézky a vysokou kvalitu extraktd. Tato metoda nevyzaduje pouziti
organickych rozpoustédel. Proces SFE je rychly a jednoduchy. Extrakce nadkritickou
tekutinou je moderni a u¢inna metoda, ktera nabizi fadu vyhod. Jedinou nevyhodou jsou

vysoké potizovaci naklady na zafizeni pro SFE [24].

4.1.4 Extrakce kapalinou za zvySeného tlaku (PLE)

Extrakce kapalinou za zvySeného tlaku je také zndma jako zrychlend extrakce rozpoustédlem
nebo extrakce horkym rozpoustédlem pod tlakem. ZvySena teplota rozpoustédla vede k lepSim
solvatatnim vlastnostem. Na rozdil od SFE u PLE se teplota pohybuje nad teplotou varu
rozpoustédla, ale pod kritickym bodem [25]. Hodnota tlaku je volena tak, aby se rozpoustédlo
udrzelo v kapalném stavu. V pribéhu PLE se zdavodu vyssSich teplot méni vlastnosti
rozpoustédel, dochdzi ke zvyseni rychlosti pfenosu hmoty a rozpustnosti analyzovanych latek,

sniZzuje se povrchové napéti a viskozita [24].

Doba extrakce se obvykle pohybuje v rozmezi 5 az 20 minut. Dilezitymi faktory PLE jsou
velikost Castic vzorku, rychlost pfenosu hmoty a pouziti dispergatort, které zajist'uji
rovnomérné rozlozeni rozpoustédla a zvySuji vytéznost extrakce. Zatizeni pro PLE zahrnuje
cerpadlo, extrakéni baiiku, troubu a sbérnou nadobku. Extrakce tlakovou kapalinou je rychla
a efektivni metoda, kterd poskytuje vysokou vytéznost. Nevyhodou mulze byt pfitomnost

organickych rozpoustédel ve vysledném extraktu [24].

4.1.5 Mikrovinna extrakce (MAE)

Mikrovinna extrakce se pouziva k extrakci bioaktivnich latek z pfirodnich materiald.
Pfi tomto procesu jsou rostlinné vzorky spolecné s rozpoustédlem vystaveny mikrovinnému
zateni, které zahtiva polarni molekuly v materidlu a zvySuje kinetiku extrakce. Mikroviny
generuji teplo skrze dipdlovou rotaci, coz vede k naruseni bunéCnych stén rostlinného

materialu a uvolnéni bioaktivnich slozek [23].

Vyhodou MAE je rychlost, ekonomi¢nost, niz8i spotfeba rozpoustédla a vysokd ucinnost
extrakce. K dispozici jsou riizné pfistroje, jako napt. fokusované mikrovinné trouby
auzaviené¢ extrakéni nadoby. Hlavnimi parametry ovliviiyjicimi ucinnost MAE jsou
mikrovinny vykon, doba extrakce, druh rozpoustédla a jeho viskozita. V ptipadé¢ mikrovinné

extrakce nelze pouzit nepolarni nebo t€kava rozpoustédla [26].
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4.1.6 Ultrazvukova extrakce (UAE)

Ultrazvukova extrakce, znama také pod pojmem sonifikace, je extrak¢ni metoda pouzivana
k ziskavani cennych sloucenin z riznych materidlii. Tento proces vyuziva ultrazvukové viny
o frekvencich v rozmezi od 20 do 40 kHz [19]. Ultrazvukové viny zpiisobuji kavitaci, ktera

mechanicky naruSuje bunééné stény rostlinného materialu a zvysuje ucinnost extrakce [23].

Kinetika extrakce je rychlejsi, diky tomu se zkracuje doba potiebna pro extrakci. Nizsi teploty
béhem extrakce umoziuji zpracovani termolabilnich sloucenin bez jejich degradace.
Pti nizsich frekvencich ultrazvuku je kavitace intenzivnéjsi nez pti vysokych frekvencich.
To vede k vy$Sim teplotdm a tlakim pfi implozi bublin, a tim i k vét§i tvorbé volnych

radikall, které mohou degradovat Gi¢inné slozky extraktu [27].

4.1.7 Extrakce tuhou fazi (SPE)

SPE (obrazek 13) je moderni metoda, ktera se pouziva k precisténi analytii a zakoncentrovani
jiz ptipravenych vzorkl pfed chromatografickou analyzou. V prvnim kroku se ptipravi kolona
se sorbentem, je nutné ji aktivovat. Poté dochdzi k aplikaci vzorku. Nasleduje promyti kolony,
kdy jsou vyplaveny pry¢ interferujici latky. Na zavér je ptidano elucni rozpoustédlo a dochazi
k uvolnéni analytu. SPE je oblibend pro svou schopnost zlepsit selektivitu a citlivost

analytickych metod. Proces je rychly a efektivni [28].

aktivace aplikace promyti eluce
kolony vzorku kolony analytu
L |
-'.'

M—:—r.—

2 @
[ =
analyt @  interferujici B
latky

Obrazek 13: Extrakce tuhou fazi [29]
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4.1.8 Mikroextrakce tuhou fazi (SPME)

Pro tuto extrakéni metodu je typické, Ze zachyti té¢kavé i netékavé analyty z plynnych,
kapalnych 1 pevnych vzorkl. Princip spociva v adsorbci analyth na specialné upravené
vlakno, nejCastéji potazené polymernim materidlem. SPME je vhodnd pouze

pro jednordzovou analyzu, extrakt je pii ni kompletné spotiebovan.

Pti mikroextrakci se spotiebuje minimalni mnozstvi rozpoustédla a specialni vlakno je mozno
pouzit opakované. Jedna se tedy o moderni metodu ptipravy vzorkl, kterd je rychld,

ekonomické a univerzalni pro mnoho aplikaci [30].

4.2 Chromatografické metody

4.2.1 Princip chromatografie

Chromatografie predstavuje skupinu analytickych metod, jejichZ cilem je oddélit jednotlivé
slozky smési na zaklad¢ jejich rozdilné afinity ke staciondrni a mobilni fazi. Mobilni
(pohyblivd) faze prochazi systémem, ktery obsahuje stacionarni (nepohyblivou) fazi. Latky,
které se silnéji vazou ke staciondrni fazi, se pohybuji pomaleji. Naopak latky, které maji vyssi

afinitu k mobilni f4zi, se pohybuji rychleji. Timto zptisobem dochazi k separaci latek [30, 31].

4.2.2 Rozdéleni chromatografickych metod
Zakladni typy chromatografickych metod 1ze rozdélit podle riznych kritérii:

1) Podle fyzikalné-chemického principu déleni:

Adsorp¢ni chromatografie: Separace na zdklad¢ adsorpce slozek smési na povrch
stacionarni faze.

Rozdé€lovaci chromatografie: Separace na zaklad¢ rozdilné rozpustnosti slozek smési
v mobilni a stacionarni fazi.

Iontové vyménna chromatografie: Separace na zdklad¢ iontovych interakci mezi
sloZkami smési a stacionarni fazi.

Gelova chromatografie: Separace na zéklad¢ velikosti molekul.

Afinitni chromatografie: Separace na zéklad¢ specifickych interakci mezi slozkami
smési a ligandem navazanym na stacionarni fazi.

2) Podle skupenstvi mobilni faze:
Kapalinova chromatografie (LC): Mobilni fazi je kapalina.

Plynové chromatografie (GC): Mobilni fazi je plyn.
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3) Podle uspotadani stacionarni faze:
Kolonova chromatografie: Stacionarni faze je umisténa v kolong.
Kapilarni chromatografie: Stacionarni faze je umisténa v kapilare.

Chromatografie na tenké vrstvé (TLC): Stacionarni faze je tenka vrstva adsorbentu
na nosici.

Papirova chromatografie: Stacionarni fazi je papir/voda adsorbovana na papire.

4) Podle ucelu pouziti:
Analyticka chromatografie: Pouziva se pro analyzu slozeni smési.

Preparativni chromatografie: Pouziva se pro izolaci a CiSténi vétSich mnozstvi latek

[30, 31].

4.2.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie pfedstavuje jednu z nejpouzivanéjSich separacnich
technik v analytické chemii. Je zalozena na separaci analytt na zaklad¢ jejich rozdilné afinity
ke kapalné staciondrni fazi a zpravidla tuhé mobilni fazi. HPLC vyzaduje relativné vysoké
tlaky v systému kvili zajiSténi dostatecného pratoku mobilni faze chromatografickou
kolonou. Mezi hlavni vyhody patii vysoka citlivost, pfesnost a moznost analyzy sloZzitych
latek ptirodniho pivodu. Tato metoda je Siroce vyuzivana v oblasti farmacie, potravinafstvi,

klinické diagnostiky a ekologie [30].

4.2.3.1 Instrumentace v HPLC

vysokotlaké davkovac vzorku

cerpadlo

smeSova E—D—
F ): chromatograficka kolona
pocitac
A B detektor

zasobniky mobilnich fazi "=.E==__|

Obrazek 14: Instrumentace v HPLC [32]
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Zakladem HPLC (obrazek 14) je chromatografickd kolona, obvykle vyrobena z nerezové
oceli a naplnéna vhodnou stacionarni fazi. V soucasnosti jsou nejpouzivanéjsi kolony

s vnitfnim priimérem 2—5 mm a délkou 50-250 mm [30].

Vzhledem k malému priméru ¢astic stacionarni faze (3—10 um) je tieba mobilni fazi Cerpat
kolonou pomoci vhodnych vysokotlakych ¢erpadel, umoziujicich dosazeni tlakti 30—-60 MPa,

v n¢kterych piipadech i vice [33].

Vzorek je do systému zavadén pomoci davkovace. V laboratorni praxi se pouziva bud
manualni injek¢ni systém nebo automatizovany davkovac, tzv. autosampler, ktery zajistuje

piesné a reprodukovatelné vstiikovani vzorki i pii vysokém tlaku [33].

Mobilni faze obsahujici rozseparované latky vytéka z kolony a je dale zavadéna do detektoru.
Separované analyty jsou zde detegovany a generovany elektronicky signal je zaznamenan
ve form&€ chromatogramu. Nejcastéji se u HPLC setkavame se spektrofotometrickymi

UV-Vis, hmotnostnimi, fluorimetrickymi a elektrochemickymi detektory [30, 33].

Cely chromatograficky proces je fizen pocitacem, ktery zaroveil monitoruje signal
generovany detektorem, ukldda data a vyhodnocuje koncentrace analytl na zékladé vysky

odpovidajici piku na chromatogramu [30].

4.2.3.2 Ptiprava vzorku pro HPLC analyzu
Pied samotnou analyzou je nezbytné vzorek naleZit€ upravit. Mezi b&ézné postupy patii
extrakce analytu, zakoncentrovdni vzorku nebo derivatizace. Dlvodem derivatizace

je usnadnéni detekce analytt [30].

4.2.4 Plynova chromatografie (GC)

V plynové chromatografii je mobilni fazi nosny plyn a latky se déli v plynném stavu.
Piirozdélovaci chromatografii v systému plyn-kapalina se latky déli mezi nosny plyn
a staciondrni kapalnou fazi, zakotvenou na tuhém nosi¢i. Pfi adsorbéni chromatografii

v systému plyn-tuhd latka se latky déli mezi nosny plyn a tuhy sorbent [34].

Vzorek se davkuje do vyhiivaného prostoru, kde se zplyni a je unaSen proudem nosného
plynu do chromatografické kolony umisténé v termostatu. V kolon¢ se slozky separuji
na zékladé riizné afinity ke staciondrni fazi. Latky, které se zadrZuji malo, vystupuji z kolony

nejdiive, maji nejkratsi eluéni casy. Slozky opoustéjici kolonu indikuje detektor. Signal
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z detektoru je vyhodnocen, z ¢asového pribéhu intenzity signélu je urcen druh a kvantitativni

zastoupeni slozek [35].

4.2.4.1 Instrumentace v GC

injektor vzorku
/
regulétor priitoku __‘ ‘/l\‘/\—‘
é<} pocitaé
( kolona N\
\ detektor
N,
nosny plyn termostat

Obrazek 15: Instrumentace v GC [34]

Hlavni ¢asti GC (obrazek 15) je chromatograficka kolona obsahujici vhodnou stacionarni fazi.
Kolona se nachazi v termostatu, na vstupu je napojena na davkovaci zafizeni a na vystupu

je napojena na prislusny detektor.

Zdrojem nosného plynu je tlakova ldhev s dusikem nebo heliem. V ptipad& pouziti detekce
ionizaci plamenem je nutny pfivod vodiku a kysliku do oblasti detektoru,
az za chromatografickou kolonu. Nosny plyn musi byt Cisty, i mald koncentrace necistot mize
negativné ovlivnit analyzu. Po priichodu elektronicky nastavenymi regulétory tlaku prochézi

nosny plyn do injektoru.

V injektoru se do proudu nosného plynu davkuje specidlni mikrostiikackou vzorek. Davkovac
je zahifivan na takovou teplotu, aby v ném doSlo k okamzitému zplynéni vzorku. Teplota
nesmi byt pfili§ vysokd, aby nezplsobila rozklad analyzovanych latek. Soucasti
chromatografu byva casto autosampler, ktery je pfesnéj$i. Z injektoru jsou pary vzorku

unaseny na kolonu umisténou v termostatu.

Na chromatografické koloné dochazi k separaci jednotlivych slozek vzorku na zakladé diive

popsané¢ho principu. Lze vyuzit rizné druhy chromatografickych kolon pro rizné typy analyz.

Proud nosného plynu, ktery obsahuje oddélené slozky, je veden z kolony na detektor. V GC
pfevazuje uziti hmotnostni detekce. Dale se v GC uplatiluje plamenovy ioniza¢ni detektor

(FID), tepelné-vodivostni detektor (TCD) nebo detektor elektronového zachytu (ECD).
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U plamenové-ionizacniho detektoru je smés plynu zkolony zavddéna do plamene,
kde dochazi k ionizaci a vzniku nabitych castic. FID je citlivy na vétSinu organickych latek,
ale naopak nereaguje na vétSinu anorganickych plyni a par. TCD obsahuje zahtivané
odporové vlakno, jehoz elektricky odpor se méni s prichodem latky. Tento detektor je velmi

univerzalni. ECD je pro zménu selektivni, citlivy na elektronegativni atomy.

Podobn¢ jako u HPLC jsou cela analyza, sbér a zpracovani dat fizeny pocitacem [30, 34, 35].

4.2.4.2 Priprava vzorku pro GC analyzu

Pfred GC analyzou je casto nutné sledované analyty ze vzorku biologického materialu
vyextrahovat do organického rozpoustédla a poté chemicky derivatizovat. Rada vyznamnych
latek je netékavych a chemicka modifikace nebo derivatizace zvysi tékavost pro GC analyzu

[31, 36].

4.2.5 Chromatogram a jeho vyhodnoceni

V GC a LC mobilni faze s eluovanymi latkami opousti kolonu a prochédzi pies vhodny
detektor, kde se produkuje elektronicky signal. Dochazi k grafickému zaznamenani signalu
jako funkce ¢asu nebo objemu. Eluované analyty jsou graficky znazornény jako série vrcholil
tzv. pikli. Vysledkem je chromatogram, takto graficky zaznamenana data slouzi k identifikaci

a kvantifikaci analytd [30, 31].

K identifikaci latek slouzi retencni Cas, ktery lze ziskat z chromatografického zdznamu.
Dalsi moznosti je pouziti specifickych detektori jako napt. NMR nebo MS detektor.
Kvantifikace analytu probihd na zékladé¢ plochy ptipadné vysky piku [30].

4.2.5.1 Reten¢ni faktor

K charakterizaci chromatografického chovani latek v konkrétnim analyzovaném systému
se v chromatografii nejCastéji pouziva veliCina tzv. retenéni faktor k. Charakterizuje
selektivitu a slouzi k porovnani separace a retence analytu v riznych systémech. Retencni

faktor lze vyjadfit rovnici:
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Retencni (eluéni) objem V. je celkovy objem mobilni faze protekly od nastfiku vzorku
az na konec kolony. Mrtvy objem V7, je objem kolony, ktery neni vyplnén vlastni stacionarni
fazi. Zjistuje se analyzou latky, kterd se v daném chromatografickém systému nezadrzuje,
ma nulovou retenci. Celkovy cCas, ktery pfislusny analyt stravi v separacni koloné se oznacuje
jako tzv. reten¢ni (elu¢ni) Cas #. Mrtvy ¢as kolony #, je retencni Cas analytu, ktery neni
v koloné zadrzovan, pohybuje se kolonou stejnou rychlosti jako mobilni faze. Reten¢ni cas,
ktery analyt stravi ve fazi staciondrni se nazyva redukovany reten¢ni Cas ¢, 1ze ho urcit

nasledujicim vztahem [30].

t;:tr_tm

4.2.5.2 U&innost chromatografické kolony
Hlavnim cilem chromatografickych metod je dosaZeni co nejlepsiho rozdéleni analyzovanych

latek v co nejkrat§im ¢asovém useku, tzn. s co nejvyssi u€innosti.

Utinnost kolony charakterizuje jeji schopnost separace jednotlivych slozek smési. Tento
parametr je vyjadien poctem teoretickych pater kolony N. MiiZeme ho experimentalné zjistit

z namétenych parametri dosazenim do vzorce,

t?’ t?’"
N =16 (—) — 5,545 - (—)
w

Wh
kde # je reten¢ni Cas analytu, w je Sifka piku pfi zdkladné a wy Sitka piku v poloving vysky.

2 2

V chromatogramu jsou znazornény jednotlivé parametry (obrazek 16).

At

m

odezva signalu
.

Whi

w; w;

inertni latka analyt

¢as (min)

Obrazek 16: Chromatogram [32]
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Pokud zname pocet teoretickych pater N a celkovou délku kolony L, mlizeme urcit vysSkovy

ekvivalent teoretického patra H [30].

H_L
N

4.3 Hmotnostni spektrometrie (MS)

analyzator hmotnosti l ‘

vstup vzorku vstup vzorku vakuum detektor pocitaé

Obrazek 17: Hmotnostni spektrometrie [37]

Hmotnostni spektrometrie (obrazek 17) nachazi uplatnéni v analytické chemii pti identifikaci
molekul. Principem této metody je separace iontl a fragmentll analyzované latky
v magnetickém poli a jejich néasledné déleni na zakladé poméru jejich hmotnosti a ndboje
(m/z). Vysledkem MS je hmotnostni spektrum, které ukazuje relativni mnozstvi iontli na ose y
a jejich poméry m/z na ose x. Hmotnostni spektrometr se sklada ziontového zdroje,

hmotnostniho analyzatoru a detektoru [36].

Vzorky mohou byt ionizovany za atmosférického nebo sniZzeného tlaku. Existuji tvrdé
techniky ionizace (napf. elektronové ionizace) a meékké techniky ionizace (napf. elektrospre;j,

chemicka ionizace za atmosférického tlaku).

BéZznymi analyzatory jsou kvadrupoly, priletové analyzatory a iontové pasti. Pro zvySeni
citlivosti a selektivity se mohou nckteré analyzitory také kombinovat. Nakonec ionty

dopadaji na detektor, kde je zaznamenan signal ve formée elektrického proudu.

36



Spojeni hmotnostni spektrometrie se separa¢nimi technikami jako GC a LC umoznuje oddélit
a identifikovat analyty v prubéhu jedné analyzy. Nejcastéjsi kombinaci je LC/MS s ionizaci

za atmosférického tlaku a GC/MS s elektronovou ionizaci [38].

4.3.1 Ionizace elektrosprejem (ESI)

Pti ionizaci elektrosprejem je vzorek, rozpustény ve vhodném rozpoustédle, veden do kovové
kapilary s vysokym napétim, kde se vytvaii aerosol. Rozpoustédlo se odpaiuje, kapky
se zmensuji, dochazi ke coulombickym explozim a uvolnéni iontti. Tato technika je vhodna

pro analyzu biomakromolekul a ¢asto se pouziva ve spojeni s HPLC [38].

4.3.2 Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI)

APCI je ionizacni technika s vy$si energii neZ ESI, coZz vede k vétsi fragmentaci iontd.
Vzorek se sprejuje do vyhiivané casti iontového zdroje, kde se odpatuje. Ionizace probiha
diky koronovému vyboji. lonty jsou dale pomoci elektrického pole usmériiovany do vstupu
analyzatoru. APCI se pouziva pro ionizaci nepolarnich az stfedné polarnich latek a je vhodna

pro molekuly do hmotnosti 2000 Da [38].

4.3.3 Elektronova ionizace (EI)

K ionizace molekul analytu dochazi v plynném stavu pomoci proudu elektronli. Z molekuly
je pfi srazce s paprskem elektronti odtrzen valencni elektron, molekula ziskava kladny naboj.
Nésledné dochazi k fragmentaci molekuly v disledku ptebytku energie. Postup elektronové
ionizace je dobfe prozkoumén, jsou podrobné popsany fragmentacni mechanismy
jednotlivych tfid latek. Rozsahlé knihovny hmotnostnich spekter umoziuji pocitacové
porovnani zméteného spektra s databazi a rychlou identifikaci neznamé latky. EI nelze pouzit

pro netékavé latky a pro latky teplotné nestalé [39].
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5 STUDIE ZABYVAJICI SE JINANEM DVOULALOCNYM

Analyza flavonoidl, flavonoidnich glykosidi, ginkgolidi a bilobalidu se provadi pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie [5]. Analyza terpenovych trilaktond, bilobalidu
a ginkgolidii, byla dlouho obtizné¢ proveditelna kvili Spatné absorpci UV zéfeni, nedostatku
dobrého chromoforu a relativné nizké koncentraci latek v listech. Dnes se pro analyzu téchto
sloucenin pouzivaji rizné kvantitativni metody zalozené na HPLC, GC, LC-MS, kapilarni
elektroforéze a TLC [4]. Pfiklady studii, ve kterych byly pouzity nékteré vyse zminéné
techniky, jsou shrnuty nize (tabulka 3), dale v textu jsou pak uvedeny nékteré zajimavé

detaily.

Tabulka 3: Studie zabyvajici se stanovenim bioaktivnich latek jinanu dvoulalocného

pivod uprava

metoda stanoveni stanovené latky | zdroj
vzorku vzorku

typ vzorku

HPLC-DAD-UV 6 ginkgolovych kyselin

4
HPLC-APCI-MS 2 kardanoly [40]

list neuvedeno SPE

kvercetin
kaempferol

apigenin
extrakce

5x EGb 761 Cina : UPLC-MS-MS luteolin [41]

kapalinou ] )

isorhamnetin
bilobalid

ginkgolidy (A, B, C, J)

kvercetin
kaempferol
myricetin
apigenin
USA luteolin
Kolumbie UAE LC-DAD-ESI/MS isorhamnetin [42]
Cina amentoflavon
bilobetin
ginkgetin
bilobalid
ginkgolidy (A, B, C, J)

6x list
3x prasek

kvercetin
kaempferol

extrakce | HPLC-UV/DAD/MS LC- apigenin

20x EGb 761 Cina kapalinou MS isorhamnetin

[43]

genistin

rutin

. extrakce TLC kvercetin
list Rumunsko kapalinou HPLC rutin [44]
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N. Fuzzati a kolektiv [40] pfisli s jednoduchou a rychlou HPLC-UV metodu pro kvantifikaci
ginkgolovych kyselin v extraktech ginkgo biloba. Byly pouzity vzorky susenych mletych listt
jinanu dvoulalo¢ného, extrahované riznymi rozpoustédly za ucelem izolace alkylfenolt
a ginkgolovych kyselin. Podminky zahrnovaly mobilni fazi s kyselinou mravenci
nebo kyselinou trifluoroctovou a vinovou délku 210 nm. Metoda pouziva externi standard
ginkgolovych kyselin C13:0, C15:1 a C17:1. Vzorky byly ¢istény pomoci SPE, eluovany
methanolem a analyzovany pomoci HPLC. Metoda byla validovéna zkoumanim jeji specifity,
linearity, pfesnosti a opakovatelnosti. Specifi¢nost byla potvrzena analyzou HPLC-DAD-UV
a HPLC-APCI-MS. Tuto metodu lze pouzit pro kontrolu kvality EGb, aby se zajistilo,

zda splnuji pozadovanou kvalitu.

Wang a kolektiv [41] v ramci studie vyvinuli a validovali metodu UPLC-MS-MS
pro stanoveni hlavnich t¢innych latek a toxickych slozek v EGb-761. K ovéteni ucinnosti této
metody byly analyzovany vzorky EGb-761 od réiznych vyrobct v Cing. Vysledky ukézaly,
ze celkovy obsah terpenovych trilaktoni ve vSech vzorcich ptekroc€il pozadavky Einského

1ékopisu.

Pti analyze byly pfipraveny vzorky, provedena chromatograficka separace a detekce pomoci
hmotnostni spektrometrie. Studie byla zaméfena na separaci 16 cilovych slou€enin jako
napt. kvercetin, kaempferolu, isorhamnetin, bilobalid a dal§i. Obsah bioaktivnich latek

v extraktech se mezi vyrobci liSil.

Vyvinutou metodu lze pouzit nejen pro kontrolu kvality EGb-761, ale 1 ptibuznych tradi¢nich
¢inskych 1écivych ptipravki. Poskytuje spolehlivy zplsob kvantifikace bioaktivnich latek
v extraktech zlistd jinanu dvoulalo¢ného, coz je pfinosem pro farmaceuticky pramysl

a spotiebitele.

Lin a kolektiv [42] identifikovali v listech jinanu dvoulalocného 45 glykosylovanych
flavonolii a flavond, 3 flavonolové aglykony, katechin, 10 biflavont, dihydroxybenzoovou
kyselinu a 4 terpenové laktony. Ve studii bylo analyzovéano Sest vzorku listl ginkgo biloba

a tf1 zpracované produkty, konkrétné praSek z listl jinanu.

Pro ziskdni chromatografickych profild flavonoidi a terpenovych laktonti byla pouzita

metoda LC-DAD-ESI/MS. Flavonoidy v produktech z listh ginkgo biloba byly podobné jako
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v surovych listech, s vyjimkou absence biflavonll. VSech Sest vzorkl listh mélo obdobné

chromatografické profily.

Metoda LC-MS se ukazala jako ucinna pro identifikaci slouCenin. Studie naznacuje,
ze chromatografické profily ginkgo biloba mohou byt celosvétové podobné, piiCemz
zpracované produkty si zachovavaji vétSinu glykosylovanych flavonoidi. Vysledky této
studie mohou byt vyuzity k urceni kvalitativnich parametrit vyrobkt a doplnkt stravy z jinanu

dvoulalo¢ného, ¢imz se zajisti jejich ucinnost a bezpecnost pro spotiebitele.

Yang a kolektiv [43] vyvinuli metodu pro komplexni hodnoceni kvality extraktt ginkgo
biloba pomoci chromatografickych a spektrometrickych technik. Dvacet Sarzi EGb bylo
analyzovano  pomoci =~ HPLC-UV/DAD/MS  fingerprintingu.  Flavonoidy  byly
semikvantitativné¢ stanoveny pomoci kalibra¢nich kiivek a molekulovych hmotnosti
zjiSténych LC-MS. V nékterych Sarzich EGb byly ptitomny falSujici latky, jako jsou genistein

a isorhamnetin 3-O-glukosid. Ukézalo se, Ze SarZe ¢islo 11 obsahovala falSované slozky.

Vyvinuta metoda je vhodné pro analyzu extrakt s vysokym obsahem flavonoidi. Muze byt
vyuzita pro kontrolu kvality EGb a dalSich rostlinnych extraktii, véetné detekce falSovanych

produkti.

Dumitru a kolektiv [44] analyzovali etanolové extrakty z list jinanu dvoulalo¢ného
a testovali jejich fytochemické a antibakteridlni vlastnosti. Etanolovy extrakt z listt jinanu byl
ptipraven ze 70% alkoholu. Pomoci TLC byly kvalitativné stanoveny flavonoidy, konkrétné
kvercetin a rutin. HPLC bylo zjiStétno mnozstvi kvercetinu v extraktu, které Ccinilo

1,34 mg/ml.

Pro testovani citlivosti Escherichia coli a Staphylococcus aureus byla pouzita diskova
metoda. Po inkubaci bakterii bylo zjisténo, Ze EGb vykazuje vysokou antimikrobidlni
aktivitu, kterd je pfisuzovana nejen kvercetinu, ale 1 dalSim sekundarnim metabolitim

pfitomnym v extraktu.
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6 VYUZITI JINANU DVOULALOCNEHO
VE ZDRAVOTNICTVI

Ginkgo biloba je rostlina se Sirokym spektrem vyuziti, nalézd uplatnéni nejen
ve zdravotnictvi, ale také v potravinatstvi, zahradnictvi, uméni a nabozenstvi. Nejvétsi roli
hraje v oblasti Iékarstvi, kde ma jiz dlouholetou historii v tradi¢nich 1écebnych postupech.
Po dobu vice nez 700 let byla semena jinanu dvoulalocnatého pouzivana v tradi¢ni ¢inské
a japonské mediciné k 1é€bé kasle a bronchidlniho astmatu [2]. V zdznamech lidového
1écitelstvi se uvadi, ze ptipravky z ginkgo biloba slouzily také k vyvolani porodu, k 1écbé

omrzlin, artritidy a edému [5].

Stale veétsi ¢ast populace se pii 1é¢bé svych zdravotnich potizi ptiklani k rostlinnym 1ékiim
a produktim pro jejich 1écebné a vyzivové ucinky. Piesto, ze doposud neni znam piesny
mechanismus G¢inku jinanu dvoulalo¢ného, klinické studie naznacuji, Ze ginkgo vykazuje
pozitivni vliv na osoby trpici chronickym onemocnénim, jako jsou neurodegenerativni
a kardiovaskularni nemoci, rakovina, zdravotni komplikace spojené s piibyvajicim vékem,

psychické problémy a jiné [5].

Extrakty zjinanu dvoulalo¢ného jsou znamé pro své pozoruhodné ochranné ucinky proti
riznym toxinim a zafeni. Tyto jiz zmiflované extrakty obsahuji bioaktivni latky,
které zlepSuji krevni ob¢h, zabranuji tvorbé srazenin, posiluji stény kapilar a chrani nervoveé
bunky pied poskozenim nedostatkem kysliku [4]. Jsou u¢inné vyuzivany k lécbé demence,
poruch paméti a koncentrace. Produkty z ginkga se jsou dale podavany pacientim

pii depresich, zavratich, pretrvavajicich bolestech hlavy a pfi poruse u€eni [2].

6.1 Antioxidac¢ni ucinek

Extrakty z jinanu dvoulalo¢ného jsou zndmé svou antioxidacni aktivitou [45—47] a piinosem
v prevenci onemocnéni spojenych s oxidaénim stresem. Oxidacni stres je vyvolan
nerovnovahou vtvorbé a hromadéni volnych radikdlt v riznych bunkach a tkanich.
Neschopnost lidského téla G€inné reagovat na reaktivni slouceniny a eliminovat je, mize vést
ke vzniku nejriizngjSich zdravotnich potizi. Tento stav je spojen srozvojem problémi
souvisejicich s vyS$§im v€kem, jako jsou diabetes 2. typu, kardiovaskularni
nebo neurodegenerativni  onemocnéni  [48]. Antioxida¢ni Uc¢inek jinanu dvoulalo¢ného

spocivd v okamzitém vychytdvani volnych radikald a v blokaci jejich tvorby [13].
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Ginkgo biloba je bohatym zdrojem flavonoidl [49-51] a terpenoidi[52—-54] , které patii mezi

siln¢ antioxidanty.

6.2 Protizanétlivy ucinek
Zanét je ptirozenou reakci téla na zranéni nebo invazi cizich latek v organismu. Pii zanétlivé
reakci dochazi k aktivaci nejriznéjsich slozek imunitniho systému. Preklinické studie [55, 56]

ukazuji, Ze extrakt z jinanu dvoulalocného muze snizit markery zanétu u riznych chorobnych

stavt [57].

6.3 Anti-PAF ucinek

Faktor aktivujici krevni desticky (PAF, platelet-activating factor) je fosfolipidova sloucenina,
kterd se uvoliiuje z bunécnych membran pisobenim fosfolipadzy v reakci na rtizné podnéty,
jako napft. vazba antigen-protilatka [58]. Je to silny zanétlivy mediator, i velmi malé mnozstvi
PAF muze ovlivnit fadu fyziologickych a patologickych d&€ji v organismu. Nadbytek PAF
muze vést k vaznym zdravotnim staviim. Lidské télo si ho tvofi spontdnné i bez podnétu
ajeho ucinky jsou regulovany enzymy. K prevenci jeho Skodlivych ucink se pouzivaji
zejména piirodni inhibitory PAF, jednim znich je i extrakt zjinanu dvoulalo¢ného.

Ginkgolidy v ném obsazené maji vyrazny anti-PAF Uc¢inek [59].

6.4 Kardioprotektivni u¢inek

Bylo zjisténo, ze prostfednictvim produkce prostaglandinti a oxidu dusného zvySuji extrakty
z ginkgo biloba pritok krve, inhibuji agregaci krevnich desticek a snizuji kapilarni
permeabilitu. Kardioprotektivniho efektu je dosazeno predevS§im diky ginkgolidu B,

ktery brzdi faktor aktivujici krevni desticky [60].

6.5 Prevence neurodegenerativnich poruch

ktera postihuje zejména star$i populaci a vede ke ztraté kognitivnich schopnosti ¢lovéka.
Podle odhadii zasahuje pfiblizné 4 % osob starSich 65 let a az pétinu lidi nad 80 let [61].
Onemocnéni je charakterizovdno vznikem amyloidovych plaki na mozkové tkani.

Tyto usazeniny vedou k poskozeni a odumirani nervovych spojti a bun€k. Mimo jiné dochézi
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k poklesu hladiny neurotransmiteru acetylcholinu v mozku, coz negativné ovliviiuje pfenos

signalu mezi neurony [62].

Extrakt zlisti jinanu dvoulalotného byl pfedmétem vyzkumu kvali svému potencidlu
zpomalit nebo zmirnit ptiznaky Alzheimerovy choroby. Bylo zjisténo, Zze EGb mutze branit
vzniku amyloidnich proteinti vznikajicich z f-amyloidového proteinu. Tvorba tohoto proteinu
muze souviset svySSi hladinou cholesterolu. Bioaktivni latky obsazené v jinanu
pravdépodobné¢ soutézi s volnym cholesterolem o vazbu na amyloidni proteiny,

¢imz napomahaji snizovat jejich ukladani v lidském mozku [63].

Pro zhodnoceni vlivu standardizovaného EGb-761 na Alzheimerovu chorobu byly provedeny
ruzné klinické studie. Roc¢ni studie, které¢ se zucastnilo 309 nahodné vybranych pacientii
trpicich Alzheimerovou nebo multiinfarktovou demenci, zkoumala G¢innost a bezpecnost
ptipravku. Vysledky ukdzaly, ze 1écba byla dobie snaSena, vedla ke stabilizaci zdravotniho

stavu a v nékterych piipadech i k mirnému zlepSeni kognitivnich funkci pacient [64].

Jina studie [65] porovnavala uc¢inek EGb s bézné pouzivanymi inhibitory acetylcholinesterazy
(takrin, donepezil, rivastigmin, metrifondt) u pacientll s Alzheimerovou demenci. Tato studie
trvala 24 az 30 tydnd. Skupina uzivajici inhibitory cholinesterazy zahrnovala pouze pacienty
trpici  Alzheimerovou demenci, zatimco skupina uzivajici extrakt zahrnovala i pacienty
s multiinfarktovou demenci. Vysledky neprokéazaly zasadni rozdily v ucinnosti mezi obéma
typy lécby. Na zakladé téchto zjisténi 1ze produkty z jinanu povazovat za vhodné dopliky

klasické farmakoterapie neurodegenerativnich poruch.

6.6 Vliv na tinnitus

Tinnitus, znamy jako ,,zvonéni v uSich* postihuje pfiblizné¢ 10 % populace, hlavné tedy starsi
jedince. Jednou z hlavnich pficin je nedostatecné prokrveni vnitiniho ucha. Pfedpokladalo se,
ze z toho divodu by mohl mit extrakt z jinanu dvoulalo¢ného pozitivni vliv na 1é¢bu tinnitu.
Neékolik klinickych studii [66—69] se zabyvalo timto tématem. Vysledky vSak nejsou
jednoznacné kvili rozdilnym komerénim vzorkiim extraktu, variabilnim metodam 1écby,

davkovani extraktu a riznym kritériim pro vyhodnoceni studii [70].
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6.7 Vliv na zmény nalad, pamét’ a piisobeni stresu

Stres, zmény nalad a deprese jsou v dneSni dobé hojné se vyskytujici jevy. Dopliikkova
a alternativni 1é¢ba mohou byt G¢innou prevenci téchto symptomu. Stres zvySuje hladinu
glukokortikoidli, coz mize vést k problémim s paméti, zvySené uzkosti, oslabené imunité,
zazivacim potizim, infarktu myokardu a nespavosti. Stresové stavy byvaji spojovany
s vykyvy nalad a emoci [71]. Snizenim vazebné kapacity perifernich benzodiazepinovych
receptorti dochazi k potlaceni syntézy kortikosteroidl a nasledné také glukokortikoidt. To vse
se d¢je diky ptsobeni ginkgolidii A a B. Mimo jiné je prokdzano, ze ginkgo biloba zlepSuje

pamét’ a ptisobi preventivné proti neurodegenerativnim porucham [72].

6.8 Nezadouci ucinky

6.8.1 Ginkgo ofechy

Od pradavna byly plody jinanu (obrazek 18) povazovany za jedlé, v Ciné a Japonsku véfili,
ze jsou zdravi prospésné. V dnesni dob¢ je vSak znamo, Ze nadmérna konzumace téchto ploda
muze zpisobit intoxikaci, projevujici se klonickymi kifeCemi a zvracenim [2]. Za toxicitou
ginkgo otecht stoji neurotoxické latky, 4"-O-methylpyridoxin (obrazek 19) a jeho glykosidy.
Tyto latky tzv. ginkgotoxiny narusuji tvorbu vitamin B6 u savcii. Dochéazi k nerovnovaze mezi
neurotransmitery, coz vede k abnormalni drazdivosti neuronii v centrdlnim nervovém

systému, to mize vyvolat az epilepticky zachvat [73].

CH3

HO
N OH
=

HsC™ N

4’-O-methylpyridoxin

Obrazek 18: Jinan dvoulalocny orech [74] Obrazek 19: Strukturni vzorec ginkgotoxinu

6.8.2 Ginkgo pripravky
V souvislosti s uzivanim 1é¢ivych ptipravkil s obsahem jinanového listu, byly u jinak

zdravych jedinct popsany nezadouci ucinky jako napft. bolest hlavy, zavraté, nadmérny tlukot
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srdce, nevolnost nebo kozni reakce [75]. Opatrni by méli byt zejména lid¢, ktefi jiz uzivaji
léky na nékteré ze svych onemocnéni. Vytazky z ginkgo biloba totiz interaguji s vice

nez 290 1&ky [64].

Pti uzivani pfipravkd zjinanu dvoulalocného zarovenn s léky na fedéni krve, muze dojit
k vnitinimu krvéaceni a k dalSim nezddoucim ucinkiim, jako je krvaceni dasni, zména barvy
moci a stolice. Stejné tak v pfipad¢ uzivani EGb a nékolika dalSich rostlinnych doplikd,
které také ovliviuji srazlivost krve, se zvySuje pravdépodobnost vnitiniho krvaceni.
Jinan dvoulalo¢ny neni vhodné kombinovat s hiebickem, zenSenem, kurkumou, paprikou,
cesnekem a kastanem konskym [65]. Mimo jiné ginkgo biloba muze snizovat ucinnost
nckterych 1¢ékti proti tUzkosti a proti depresim, a rovnéz naruSovat UCinek pftipravka

pouzivanych pti 1€¢bé cukrovky nebo ke snizeni hladiny cholesterolu [75].
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ZAVER

Tato bakalaiska prace poskytuje komplexni ptfehled o jinanu dvoulalo¢ném, od zakladni
charakteristiky rostliny, pfes obsazené bioaktivni latky a moznosti jejich stanoveni
az po ucinky na lidsky organismus. Jinan obsahuje velké mnozstvi sekundarnich metabolitt,

z nichz jsou nejvice zastoupeny flavonoidy a terpenoidy.

Moderni analytické metody, jako je vysokotlakd kapalinovéd chromatografie a hmotnostni
spektrometrie se ukazaly jako zdsadni pro piesné stanoveni a kontrolu bioaktivnich latek
v extraktech z ginkgo biloba. Kombinace chromatografickych a spektrometrickych metod
poskytuje spolehlivé a piesné vysledky, coz je kliCcové pro farmaceuticky prumysl a dalsi
odvétvi zabyvajici se vyrobou piirodnich doplikii stravy s obsahem bioaktivnich latek
z jinanu dvoulalo¢ného. Tyto metody umoziuji nejen kvantitativni a kvalitativni analyzu,
ale také identifikaci piipadnych falzifikati. Je nezbytna dikladnd kontrola kvality
a standardizace produktll obsahujicich extrakty z jinanu dvoulalo¢ného, aby byla zajisténa

jejich ucinnost a predevsim bezpecnost.
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