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Uvod

Polyfenolové zlU€eniny st rastlinné sekundarne meta-
bolity svyznamnymi biologickymi ucinkami. Jednym
znich je aj ochrannd funkcia. Polyfenoly chrénia rastliny
pred infekciami, Skodcami, chladom, mechanickym posko-
denim, ale aj vplyvom reaktivnych foriem kyslika
(dusika). Tym, Ze hydroxylova skupina interaguje
s m-elektronmi benzénového kruhu, st takéto zluceniny
schopné eliminovat’ negativny vplyv chemicky reaktiv-
nych molekul, ako st singletovy kyslik, hydroxylovy radi-
kal, superoxid, peroxidy a i., a tak pdsobit’ ako antioxidan-
ty. Tento proces je v biologickych systémoch vel'mi dole-
zity, ked’ze v nich dochadza k neustalej tvorbe reaktivnych
foriem kyslika (dusika), ktoré ich ohrozuji'>.

V lisajnikoch (trieda Lecanoromycetes) su polyfeno-
lové zluceniny najCastejSimi sekunddrnymi metabolitmi.
Obr. 1 ilustruje, ze ide o réznorodd skupinu zlacenin re-
prezentovanu depsidmi, depsidonmi, dibenzofurdnmi ale-
bo antrachinénmi®. Podobne ako pri lisajnikoch, tak aj pri
pecenovkach (oddelenie Marchantiophyta) je variabilita
polyfenolovych zli¢enin velka. Su reprezentované dihyd-
rostilbenoidmi a ich dimérnymi makrocyklickymi derivat-
mi, C-glykozylovanymi flavanénmi alebo flavonoidmi
(obr. 1)

Najcastejsie sa antiradikalova aktivita polyfenolovych
zltcenin nachadzajucich v lisajnikoch a pecenovkach sta-
novuje s pouZitim 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu (DPPH).
Metdda stanovenia je zalozena na reakcii radikalu so zlu-
¢eninou, ktora je schopnd prijat’ radikal. V pripade polyfe-
nolovych zlicenin je to schopnost odovzdat vodik
z hydroxylovej skupiny. DPPH prijatim vodika straca svo-
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je fialové zafarbenie a meni sa na zltozafarbeny 1,1-di-
fenylpikrylhydrazin. Miera farebnej zmeny sa najcastejsie
stanovuje spektrofotometricky. Na to aby bolo mozné sta-
novit’ hodnotu antioxida¢nej aktivity konkrétnej zluceniny,
je ju potrebné izolovat'. Potrebu separacie zli¢enin mozno
vyriesit’ chromatografickymi metdédami. Preto boli vyvinu-
té analyzy antioxidacnej aktivity metodami HPLC-DPPH
(vysokoucinna kvapalinova chromatografia — 2,2-difenyl-1-
-pikrylhydrazyl) alebo TLC-DPPH (chromatografia na
tenkej vrstve — 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl). TLC-DPPH
metoda je velmi rychla a nenaro¢na’. Prvykrat bola pouZi-
td na analyzu antioxidacnej aktivity liSajnikovych extra-
ktov autormi Batharrai a spol®. TLC-platne boli viak vyvi-
jané v eluénych zmesiach neumoznujtcich analyzu antio-
xidacnej aktivity konkrétnych liSajnikovych kyselin.

Cielom tejto prace bolo vyvinutie TLC-DPPH met6-
dy pouZitel'nej na analyzu antioxidac¢nej aktivity polyfeno-
lovych zlucenin nachadzajucich sa v liSajnikoch
a peCeniovkach. Metody, ktora umozZiiuje rychly a financne
nenarocny skrining réznorodej skupiny zlicenin obsiahnu-
tych v stielkach tychto organizmov. Zaroven tito metoda
bola modifikovana do tej miery, aby bola pouzitel'na aj vo
vyucovacom procese na strednych skolach.

Experimentalna ¢ast’
Pouzité chemikalie a material

Vsetky pouzité rozpustadla boli Cistoty p.a. okrem
96% denaturovaného etanolu. V experimentoch boli pouzi-
té nasledovné organické kyseliny: kyselina mravcia
(99,7%, Lachema), Tadova kyselina octova (99,7%, Cen-
tralChem). Ako Standardy boli pouzité: rutin (Chemapol),
kyselina (+)-usnova (98%, Sigma-Aldrich). Zoznam pou-
zitych liSajnikov a peCeioviek a v nich obsiahnutych se-
kundarnych metabolitoch a ich skratiek uvadzaja tabul’ky
I all. Peceniovky a liSajniky boli zbierané a urcené posled-
nym autorom podla kPa¢ov’™ a literatary'®"". Marchantiny
A a B boli z Marchantia polymorpha extrahované metano-
lom a nasledne izolované podla literatiry'2. Na chromato-
grafiu boli pouzité: TLC Silica gel 60 F,s4, DC-Alufolien
Cellulose, DC-Alufolien Polyamid 11 F 254 a filtracny
papier PN — 80 g m %, Papirna Perstejn s.r.o. Na izolaciu
marchantinov boli pouzité stacionarne fazy: Silica gel 60
(0,040-0,063 mm, 230-400 mesh ASTM) pre koloénovu
chromatografiu (Merck) a Sephadex LH-20 (Sigma-
Aldrich).

TLC experimenty

Pritomnost’ lisajnikovych kyselin bola ur¢ena Standar-
dizovanou TLC metodou®". Polyfenolové zliGeniny pece-
noviek boli charakterizované na silikagelovych TLC
platniach'* a celulozovych TLC platniach". Antioxidaéna
aktivita polyfenolovy zlicenin bola analyzovana za pod-
mienok: TLC1: silikagel — benzén : dioxén : kyselina octo-
va (180 : 45 : 5, v/v/v; 230 ml)"*; TLC2: silikagel — hexan :
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Obr. 1. Priklady niektorych polyfenolovych zli¢enin nachadzajicich sa v liSajnikoch a pefefiovkach. Al — kyselina alektorialova,
Bae — kyselina bacomycézova, Bl — kyselina barbatolova, FI — feruloylizoschaftozid, Fr— fragilin, MA — marchantin A, MB — marchantin
B, Pa — parietin, Ph — kyselina fyzodova, PhOH — kyselina 3-hydroxyfyzodova, RL — radulanin L, Sq — kyselina skavamatova, Th — kyse-

lina tamnolova, UA — kyselina usnova

etyl-acetat (40 : 10, v/v; 50 ml)"*; TLC3: silikagel — petrol-
éter : aceton (30 : 20, v/v; 50 ml); TLC4: silikagel — etyl-
-acetat : kyselina mravcia : kyselina octova : voda (100 :
11 : 11 : 26, v/v/v/v; 148 ml); TLCS: celuldza — butanol :
kyselina octova : voda (40 : 10 : 50, v/v/v; 100 ml — horna
vrstva)'’; TLC6: celuléza — kyselina octova : voda (40 :
60, v/v; 100 ml); TLC7: polyamid 11 — metanol : voda
(80 : 20, v/v; 100 ml). Extrakcia zli¢enin nachadzajucich
sa v liSajnikoch resp. pecetlovkach bola uskutocnend ace-
tonom resp. metanolom pri laboratornej teplote. Pomer
rozpustadla ku stielke bol 20 : 1 (pl : mg). Po vyvinuti
a osuseni TLC platni bola detekcia uskuto¢nena postrekom
0,05% metanolovym roztokom DPPH. Intenzita Skvin na
TLC platniach bola pozorovana 10 min po naneseni de-
tek¢ného cinidla.
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Analyza antioxidaénej aktivity marchantinov
a flavonoidov na filtra¢nom papieri

Asi 25 pl 80% vodno-etanolového (denaturovany
96% etanol) roztoku extraktu Marchantia polymorpha
(50 mg stielky sa cez noc macerovalo v 2 ml etanolového
roztoku) sa nanieslo na prazok (4 x 14 cm) filtraéného
papiera 2 cm od spodného okraja a pruzok sa hornym ok-
rajom lepiacou paskou nalepil na Petriho misku. TLC plat-
na sa nechala vyvijat’ vo vyvijacej komore (kadicka prikry-
ta Petriho miskou) 1 h. Ako elucnd zmes sa pouzil 15%
roztok kyseliny octovej vo vode (kyselina octova — voda
7,5 : 50, v/v; 50 ml). Po vybrati chromatogramu a jeho
osuSeni sa detegoval 0,05% roztokom DPPH
v denaturovanom 96% etanole.
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Vysledky a diskusia

Antioxida¢nu aktivitu liSajnikov a pecenoviek sme
analyzovali metédou TLC-DPPH. V experimentoch sme
pouzili  acetonové  (liSajniky) alebo  metanolové
(pecenovky) extrakty stielok. Relativnu antioxidacnu akti-
vitu sme ur€ili vo¢i izolovanému marchantinu A a mieru
antioxidacnej aktivity sme urcili na zaklade intenzity fa-
rebnych zmien podl'a Batharrai a spol®. Ich oznadenie je
uvedené v tab. Iall. Takémuto skiimaniu sme podrobili
desat’ liSajnikov a pat’ pecenoviek. Vyber druhov bol zalo-
zeny na pritomnosti obsahovych latok. Vsetky skumané
druhy sa vyznacuji pritomnost'ou polyfenolovych zluce-
nin, pri ktorych sa da predpokladat’ antioxidacna aktivita.
Vysledky aktivit zhfiiaju tab. I a II.

Zo skimanych desiatich lisajnikov  a v nich
20 obsiahnutych polyfenoloch sa ako antioxidacneti€inné
ukazali byt kyseliny 3-hydroxypyzodova (H. physodes),
alektorialova (B. capillaris), barbatolova (B. capillaris)
a tamnolova (U. subfloridana). Ostatné lisajnikové polyfe-
nolové zli¢eniny moZno povazovat’ za antioxidacne vel'mi
slabo ucinné alebo netcinné. Ich nizka aktivita je pravde-
podobne spdsobend pritomnostou silnych intramolekulo-
vych vodikovych vizieb. Hydroxylové skupiny potom len
obmedzene interaguju s radikdlom DPPH. NajvysSia akti-
vita kyseliny 3-hydroxyfyzodovej je sprostredkovana pri-
tomnostou dvoch hydroxylovych skupin na jednom
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z fenylovych jadier vo vzajomnej polohe 3 a4 (obr. 1).
Antioxidacné aktivity benzyldepsidov a kyseliny tamnolo-
vej, aj ked nizSej v porovnani s kyselinou 3-hydroxy-
fyzédovou, mozno pripisat’ na vrub pritomnosti 2,6-di-
hydroxybenzaldehydovému skeletu (obr. 1).

Metoda TLC-DPPH bola pouZitd aj na analyzu antio-
xidacnej aktivity polyfenolovych zlucenin obsiahnutych
v pecelovkach. Pre tieto stielkaté organizmy nie s vyvi-
nuté Standardizované metody na detekciu polyfenolovych
zlucenin, preto sme uskutocnili niekol’ko TLC experimen-
tov s pouzitim eluénych zmesi pre menej polarne dihyd-
rostilbenoidy a makrocyklické dimérne dihydrostilbenoidy
(TLC2, TLC3) apolarne flavonoidy (TLC4-TLC7). Ok-
rem TLC platni so silikagelovou staciondrnou fazou
(TLC2-TLC4) sme v tychto experimentoch pouzili aj ce-
lulozové (TLCS, TLC6) apolyamidové TLC platne
(TLC7).

Najvyssia antioxidacna aktivita bola zaznamenana pre
polyfenolové zltceniny nachadzajice sa v Marchantia
polymorpha. I8lo o marchantin A a flavonoidy
s apigeninovym  alebo  luteolinovym  aglykénom'®.
V porastnici sa nam okrem MA a flavonoidov podarilo
identifikovat’ aj MB. Izolovany MB mal porovnatelnt
antioxida¢nu aktivitu ako MA. V pripade extraktu zo stiel-
ky sa jeho antioxida¢nd aktivita prejavila len vel'mi slabo.
Bolo to spdsobené jeho nizkym obsahom v stielke.
V porovnani s MA sa vyskytoval asi v 45 ndsobne nizsej

Tabul’ka I
Retencné faktory a miera antioxida¢nej aktivity polyfenolovych zlti¢enin nachddzajtcich sa v acetdnovych extraktoch liSaj-
nikov

Druh Polyfenolové zluceniny (TLC1)

Fulgensia fulgens 0,80#; 0,74# (Pa, Fr); 0,62#; 0,51#

Xanthoria parietina 0,80#; 0,74# (Pa)

Bryoria capilaris
Bryoria vrangiana
Thamnolia vermicularis subsp. subuliformis

Hypogymnia physodes

Alectoria sarmentosa
Usnea subfloridana
Usnea rubicunda

Usnea flamea

Standardy

0,55*; 0.48** (Al); 0.15** (BI); 0*

0,74# (At); 0,37* (Gy)

0.49*(Bae); 0,2* (Sq); 0**

0,74* (At, CAt); 0,44* (Ph); 0,32**** (PhOH); 0,23#
(PhCHO); 0,05# (Pr); 0**

0,71# (UA); 0,46* (Alt)
0,71# (UA); 0,09*** (Th)
0,49# (Nr); 0,18* (Sa); 0*

0,71# (UA); 0,494 (N1); 0,424 (St); 0,35# (Lo); 0,24# (CrSt);
0,10# (CSt)

0,71# (UA); 0,56%*%% (MA)

* — veI'mi slaba antioxida¢na aktivita, ** — slaba antioxidacna aktivita, *** — stredne silnd antioxida¢na aktivita, **** —
silnd antioxidacna aktivita, # — antioxidacna aktivita nebola pozorovana, Al — kyselina alektorialova, At — atranorin, Bae —
kyselina bacomycézova, Bl — kyselina barbatolova, CAt — chlératranorin, CrSt — kyselina kryptostyktova, CSt — kyselina
konstiktova, Fr — fragilin, Gy — kyselina gyroforova, Lo — kyselina lobarova, MA — marchantin A, Nr — kyselina norstikto-
va, Pa — parietin, Ph — kyselina fyzédova, PhCHO — kyselina fyzodalova, PhOH — kyselina 3-hydroxyfyzédova, Pr — kyse-
lina protocetrarova, Sq — kyselina skvamatova, St — kyselina stiktovd, UA — kyselina usnové, Th — kyselina tamnolova
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Tabulka IT

Retencné faktory a miera antioxidacnej aktivity polyfenolovych zlicenin nachadzajucich sa v metanolovych extraktoch

pecenoviek

Druh TLC2 TLC3 TLC4

Marchantia polymorpha 0,29%; 0,07**** (MA + 0,93%; 0,69**** (MA), [**** (MA + MB);
MB); (% 0,37*(MBY); 0% 0,42 %%

Marchantia quadrata 0,29%*; 0,26*; 0** 0,93%*; O** | lala

Radula complanata 0,47**; 0,17%; 0,1 1**; 0** 1**,0,96%*; 0,92%; 0* -

Metzgeria furcata 0** O** -

Metzgeria conjugata O*** Q*** 0,26%*; 1**

Standardy 0**** (MA) 0,69**** (MA) [**** (MA); 0,36 (Ru)

* — vel'mi slaba antioxida¢na aktivita, ** — slaba antioxidacna aktivita, *** — stredne silnd antioxida¢na aktivita, **** —
silna antioxida¢na aktivita, MA — marchantin A, MB — marchantin B, Ru — rutin

koncentracii.

Zaujimava antioxidanu aktivitu eSte vykazovala
Metzgeria conjugata, pre ktora je charakteristicky vyskyt
feruloylizoschaftozidu (obr. 1), C-glykozylovaného
flavanonu'’.

Metoda analyzy antioxidacnej aktivity polyfenolo-
vych zlacenin metdédou TLC-DPPH je aplikovatel'na aj na
papierovu chromatografiu. Pouzitim obyc¢ajného filtracné-
ho papiera ako stacionarnej fazy a 15% roztoku kyseliny
octovej ako mobilnej fazy mozno velmi jednoduchym
alacnym spdsobom oddelit’ marchantiny (R = 0,07) od
flavonoidov (R; = 0,75). Ich aktivita je nasledne analyzo-
vand detekciou roztokom DPPH. Téato metdoda moZe byt
pouzitelnd aj v stredosSkolskom vyuCovacom procese
v predmetoch chémia alebo bioldgia. Jednoduchym spdso-
bom demonstruje pritomnost’ antioxidacnetcinnych zlace-
nin v machoraste porastnici mnohotvarej a zdroveti je na-
zornou ukazkou chromatografickych metdd. Vel'kou vyho-
dou tejto metddy je aj to, ze okrem detekéného Cinidla su
vSetky ostatné pouzité chemikalie netoxické.

Zaver

Z vysledkov experimentov vyplyva, ze metéda TLC-
DPPH je vel'mi vhodnou na analyzu antioxidacnej aktivity
polyfenolovych zlucenin nachadzajicich sa v stielkach
liSajnikov a peCenioviek. Tato metdda sice neumoziuje
stanovit’ presntt hodnotu ECsy, ale je vel'mi dobrym ukazo-
vatel'om antioxida¢ného potencidlu zluc¢enin obsiahnutych
v tychto rastlinach. Tym, Ze st polyfenoly najprv separo-
vané na TLC-platniach, je moZné analyzovat' Ucinnost’
konkrétnych zlucenin. V ramci tejto prace sme vyvinuli aj
vel'mi jednoducht a lacnii metodu analyzy antioxidacnej
aktivity marchantinov a flavonoidov nachadzajucich sa
v M. polymorpha. Metdda uskutonena na filtracnom pa-
pieri je pouzitel'nd aj v ramci experimentalnych cviceni na
strednych Skolach.
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S. Varényi, S. Chrenova, and M. Lukad

(Department of Chemical Theory of Drugs, Faculty of

Pharmacy, Comenius University, Bratislava): Analysis of
Antioxidant Activity of Polyphenolic Compounds of
Lichens and Liverworts Using Thin Layer Chromatog-
raphy with Detection by 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl

This paper deals with the analysis of antioxidant ac-
tivities of polyphenolic compounds by TLC-DPPH meth-
od. Polyphenolic compounds are represented by lichen
acids (depsides, benzyldepsides, depsidones, dibenzofu-
ranes and antraquinones) and dihydrostilbenoids, macrocy-
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clic dimeric dihydrostilbenoids, flavonoids occurring in
liverworts. The highest antioxidant activity was observed
in the case of 3-hydroxyphysodic acid from Hypogymnia
physodes, marchantin A and flavonoids from Marchantia
polymorpha. The assessment of the TLC-DPPH method
shows that it is suitable for an easy and fast analysis of the
antioxidant potential of the polyphenolic compounds oc-
curring in the thalus of lichens and liverworts. The filter
paper modification of this method is also discussed.

Keywords: antioxidant activity, flavonoids, lichen acids,
marchantin, TLC-DPPH method



