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SUHRN

Obsahové latky Lilium candidum L. a ich antioxida¢na aktivita

PredloZena préica zhffia vysledky separdcie a identifikacie flavonolového glykozidu z kvetov Lilium
candidum L. a antioxida¢nych vlastnosti etanolového extraktu kvetov a vybranych latok izolova-
nych z tohto rastlinného druhu. Chromatografickymi deliacimi metédami sa ziskal flavonoid, ktory
bol na zaklade vysledkov chromatografickej analyzy, teploty topenia, UF spektrofotometrie, kyslej
hydrolyzy a hmotnostnej spektrometrie identifikovany ako izoramnetin-3-O-rutinozid (narcisin),
ktorého pritomnost nebola doteraz v tomto rastlinnom druhu opisand. Antioxidacna aktivita etano-
lového extraktu a latok izolovanych z Lilium candidum L. bola stanovend metddou vychytdvania
DPPH radikalov.
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SUMMARY

Constituents of Lilium candidum L. and their antioxidative activity

The paper deals with the separation and identification of a flavonoid glycoside from the petals of
Lilium candidum L. and the antioxidative properties of the ethanolic extract of the flowers and
selected compounds isolated from this species. The isolated flavonoid glycoside was identified as
isorhamnetin-3-O-rutinoside by acid hydrolysis, TLC comparison with authentic samples, and UV
and mass spectra. Isorhamnetin rutinoside was isolated from Lilium candidum L. for the first time.
The antioxidative activity of the ethanolic extract of the flowers and some isolated compounds were
determined using DPPH assays.
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Md

Uvod

Lilium candidum L. (lalia biela), Celad Liliaceae je
trvaca bylina oddavna pouZivana v [udovom liecitelstve
na zapalené a hnisajice rany a ako sucast kozmetickych
pripravkov. Predmetom zberu su aj dnes kvety a cibule,
ktorych liehové a olejové extrakty maju adstringentné
a protizapalové pdsobenie, urychluji granuldciu a Ciste-
nie zahnisanych ran a st vhodné na popaleniny menSie-
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ho stupiia a rozsahu. PouZivaju sa pri akné, opuchoch,
dermatitidach a pri zdpale nechtového 16zka (panari-
cium) Y. V poslednych rokoch sa dokézal ich inhibi¢ny
ucéinok na lipoxygendzu ? ako aj protiplesiiova ¥ a proti-
nadorova aktivita ¥. Z obsahovych latok tohto rastlinné-
ho druhu boli doteraz izolované viaceré organické kyse-
liny, flavonoidy, dusikaté a steroidné zliceniny .

Zapal a peroxidécia lipidov zohravaji dolezitd tlohu
v patogenéze rdznych ochoreni. Peroxidéacia lipidov je
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sposobend ucinkom volnych radikdlov a reaktivnych
foriem kyslika, kym pri vzniku zapalu sa podielaju svo-
jou cinnostou aj niektoré enzymy (lipoxigenaza, cyklo-
oxigendza) 9. Preto v sucasnosti stale vic¢§i vyznam
nadobida hladanie novych latok s antioxidaénym uGcin-
kom alebo inhibi¢nym p6sobenim na spominané enzymy
a predstavuje tak dolezity vychodiskovy bod pri skiima-
ni novych moznosti, ktoré by sa mohli uplatnit v lie¢be
alebo prevencii tychto ochoreni.

PredloZena prica zhfia vysledky separacie a identifi-
kicie izoramnetin-3-O-rutinozidu z kvetov lalie bielej
a antioxida¢nych vlastnosti etanolového extraktu kvetov
a vybranych latok izolovanych z tohto rastlinného druhu
hodnotenych metédou vychytdvania stabilnych DPPH
radikalov.

POKUSNA CAST

PouZity rastlinny materidl a metody

Na izolé4ciu obsahovych latok sa pouZili Cerstvé kvety Lilium
candidium L. (1710 g), ktoré sa viacnasobne macerovali 96%-
nym a 70%-nym etanolom. Po odpareni rozpustadla na vakuo-
vej odparke sa ziskalo 178,3 g etanolového macerdtu, ktory sa
extrahoval n-butylalkoholom a vodou (1:1). Butanolovy extrakt
(64,82 g) sa delil na stipci silikagélu (SILPEARL, Kavalier
Votice) a Sephadexe LH-20 (Pharmacia Uppsala). Na tenko-
vrstvovd chromatografiu sa pouzili silikagélové fdlie
SILUFOL UV 254 (Kavalier) a silikagélové platnicky Kiesel-
gel 60 F,, (Merck). Na detekciu chromatogramov boli pouZité
UF ziarenie pri 254 nm, NST/PEG skimadlo, kyselina sirova
v éteri (1:4) a anilin-ftalat s naslednym zahriatim na 120 °C pri-
pravené podla literatiry 7. Pouzity $tandard izoramnetinu bol
od firmy C. Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Nemecko.

Hmotnostné spektrd boli merané na pristroji ZAB-EQ (VG
Organic, Manchester UK). Teplota topenia bola merand na
Koflerovom bloku, ultrafialové spektra na pristroji SPECORD
UV VIS (Carl Zeiss, Jena) v metanole a za pouZzitia diagnostic-
kych skimadiel (metoxylat sodny, roztok chloridu hlinitého,
kyselina chlorovodikovd, octan sodny, kyselina boritd) podla
literatary ®. DPPH (., a-difenyl-B-pikryl-hydrazyl) pouZity na
stanovenie antioxida¢nej aktivity bol od firmy Sigma—Aldrich,
Svédsko.

Kysla hydrolyza: 2 mg latky sa rozpustilo v MeOH (2 ml)
a zahrievalo s 11% HCI (5 ml) pocas 3 hodin na vodnom kiipe-
li pod spitnym chladicom. Aglykén sa extrahoval z reakénej
zmesi etylacetdtom a vodnd faza sa nésledne neutralizovala na
i6nomenici (Dowex 2x8, Fluka, Nemecko) a porovnavala so
Standardami pomocou tenkovrstvovej chromatografie (TLC) ?.

DPPH ftest

Do metanolového roztoku (10 mol.I'") DPPH sa pridavalo
rézne mnozstvo Studovaného extraktu (resp. izolatov) a pozo-
roval sa pokles intenzity absorpéného pasu DPPH pri 516 nm,
ktory je spdsobeny vychytdvanim DPPH radikdlov. Antioxi-
dacna (scavengerovd) aktivita latok sa urcuje z vychytdvania
DPPH radikélov a vypocita podla vzorca:

scavenging activity (%) = [A_- (A, -A)]/A x 100

A, — absorbancia roztoku DPPH bez testovanych vzoriek
A, — absorbanca zmesi testovanej latky a roztoku DPPH
A_ — absorbancia porovnévacieho roztoku bez DPPH

B

Z linearnej Casti koncentracnej zavislosti poklesu intenzity
tohto pasu bola vypocitand hodnota SC, (scavenging concent-
ration), t.j. taka koncentracia antioxidantu, pri ktorej dochadza
k poklesu spominaného absorpéného piku na polovicu.

Extrakcia a izoldcia ldtok

Butanolovy podiel (64,8 g) sa adsorboval na silikagél a delil
stipcovou chromatografiou na silikagéli pouZitim eluénej ststa-
vy CHCL,;:MeOH:H,0O v r6znom pomernom zastipeni. Celko-
vo sa zachytilo 282 frakcii (po cca 100 ml), ktoré boli spdjané
na zéklade TLC analyzy.

Opakovanou rechromatografiou frakcie 78—85 na Sephade-
xe LH-20 a silikagéli a krystalizdciou z metanolu sa ziskala
jednotnd latka bledoZltej farby o hmotnosti 11 mg.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Izolovana latka sa ziskala vo forme ZItého prasku, kto-
ra tenkovrstvovou chromatografiou na silikagéli v ststave
EtOAc:HCOOH:CH,COOH:H,0 100:11:11:23 vykazo-
vala po detekcii NEU-ovym skimadlom a PEG-4000
v UF Ziareni jednu Skvrnu o Rf hodnote 0,45. UF spektra
latky v metanole a po pridani Specifickych diagnostic-
kych skamadiel (tab. 1) potvrdili jej flavonoidny charak-

Tab. 1. UF spektrad izolovanej latky v metanole a po pridani
Specifickych diagnostickych skimadiel

Skimadlo ¢as merania vlnova dizka (nm)
MeOH ihned 227,258,271, 304
(ram), 361

NaOMe ihned 232,273, 330,410
NaOMe po 5 mintdtach 232,273, 330, 410
AICI, ihned 227,271, 304 (ram),

373 (ram), 406
AICL+HCI ihned 227,271, 304 (ram),

373 (ram), 406
NaOAc ihned 279, 320, 395
NaOAc po 10 mindtach 279, 320, 395
NaOAc+ H,BO, ihned 236, 271,

304 (ram), 365

Tab. 2. Rf hodnoty standardu izoramnetinu a aglykonu na TLC
v réznych sustavdch

Aglykén + Standard silikagél silikagél
Rf CH:EtOAc:HCOOH CHCI,;:MeOH
(7:3:1) 9:1)
izoramnetin 0,75 0,81

ter. Spektra izolovanej latky ako aj zistena teplota topenia
(179-182 °C) sa zhodovali s literdrnymi udajmi izoram-
netin-3-O-rutinozidu ' 'Y, V hmotnostnom spektre
(FAB-MS) latka vykazovala molekulovy i6n a fragmenty
pri m/z: 625 [M+H]*, 317 [M-162-146+H]*. Kyslou hyd-
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Obr. 1. Izoramnetin-3-O-rutinozid

rolyzou sa tenkovrstvovou chromatografiou porovnanim
so Standardom dokazal izoramnetin ako aglykén (tab. 2).
TLC porovnanim so $tandardami na silikagéli v horeuve-
denej sustave sa po 4-ndsobnom vyvijani a detekcii anilin
ftaldtom s naslednym zahriatim dokéazala pritomnost ram-
nozy (Rf=0,65) a glukdézy (Rf=0,43).
Latky izolované z etanolového extraktu Lilium candi-
dum L. pouZzité v DPPH teste:
1. kempferol
. izoramnetin-3-O-rutinozid
. jatropham (5-hydroxy-3-metyl-3-pyrolin-2-6n)
. jatropham 5-O-B-D-glukopyranozid
. (25S)-3B-{p-D-glukopyranozyl-(1—4)-[-L-ram-
nopyranozyl-(1—2)]-p-D-glukopyranozyloxy}
spirost -5-én-27-ol
6. 5-hydroxy-3metyl-1-(3-metyl-2-ox0-3-pyrolin-
-5-y1)-3-pyrolin-2-6n
7. 5,5-oxydi-(3-metyl-3-pyrolin-2-6n)
8. Fenyletylpalmitat
9. 2-fenyletyl a-L-arabinopyranozyl-(1—6)-f-D-
glukopyranozid
10. Kyselina metyljantarova
11. 96% EtOH extrakt kvetov lalie bielej

W B W N

Z vysledkov antioxidac¢nej aktivity vyplyva (tab. 3), Ze
najucinnejSou testovanou zliceninou je flavonoid kemp-
ferol, s hodnotou SC50 6,2 ug/ml porovnatelnou hodnote
pouzitého Standardu kyseliny askorbovej SC,,
2,21 ug/ml. V teste DPPH mal kempferol az stonidsobne
vys$Siu antioxidaénd aktivitu v porovnani s izoramnetin
rutinozidom, ¢o je v sulade s literatirou ' a poznatkami,
7e aglykoény flavonoidov maja vysSiu antioxidacnu akti-
vitu ako flavonoidné glykozidy. Ostatné Studované latky
izolované z tejto rastliny vykazovali iba slabd antioxi-
dacnu aktivitu hodnotenu touto metédou.

Pri sledovani ucinku jednotlivych izolovanych latok
na aktivitu s6jovej lipoxigendzy a lipoxigendzy izolova-
nej z cytozolovej frakcie plic potkana sa zistil koncent-
racne zavisly inhibi¢ny ucinok jednotlivych latok, pri-
Com najicinnej$im inhibitorom bol kempferol 2.
Preukédzany bol aj inhibi¢ny tG¢inok kempferolu na akti-
vitu enzymov cyklooxigenazy-1 (COX-1) a cyklooxige-
nazy-2 (COX-2). Kempferolom navodend inhibicia
COX-1 je koncentracne zavisla s 94,1% inhibiciou pri
koncentracii 80 ug/ml, resp. 78,5% inhibiciou pri polo-
vi¢nej koncentrécii. Pri pokusoch s COX-2 bola pri pou-
zitych koncentriciach zistend 37% inhibicia pri pouZiti
vy$sej z uvedenych koncentrécii ©.

Mnohé stidie dokazuju, Ze polyfenoly a flavonoidy sa

Tab. 3. Hodnoty SC50 vybranych latok izolovanych
z Lilium candidum L.

Vzorka SC,, (ug/ml) r?

1 6,2 0,998
2 609 0,951
3 962 0,984
4 1040 0,984
5 658 0,931
6 694 0,992
7 1357 0,957
8 1570 0,957
9 917 0,984
10 647 0,992
11 369 0,992
vitamin C 2,21 0,998

r’-hodnoty strednej kvadratickej odchylky

vyznacuju antioxida¢nymi, protizdpalovymi a dalSimi
biologickymi u¢inkami, ktoré priaznivo ovplyviiuji
zdravie Tudi. Nase vysledky poukazuju, Ze vysoky obsah
tychto latok v okvetnych listkoch Talie bielej (2,68 %
fenolovych latok, 1,58 % flavonoidov) ' opodstatiiuje
pouZitie tejto rastliny v Tudovom lieCitelstve.

Praca vznikla za podpory grantovych projektov VEGA
1/4289/07 a 1/3411/06.
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