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ABSTRACT

Secondary metabolites called lichen acids which are products of complex metabolical transitions occuring in lichens. Their formation
is the result of symbiosis between a mycobiont and phycobiont. Cells produce carbohydrates such as ribitol, erythrol and sorbitol,
which are transported to fungus cells. Secondary metabolites of lichens are classified into three groups: mevalonate group, acetate-
polymalonate group and shikimate group. Thallus of Hypogymnia Physodes contain physodic acid and physodalic acid. Physodic
acid is the depsidon occuring relatively rare in lichens, its biological activity is not well known. This acid exhibits antybiotic activity
against the bacteria. Physodic acid possess properties, which inhibits enzyme activity as well, for example blocking integrase hiV-1
The aim of the research was to extract mentioned compounds and to analyze the structure of crystals of the acids in microscopic
image. The method applied in the studies allowed only to isolate acids without opportunity to indicate them. Microscopic analyze
of crystalline structure enabled to group them together which allowed to define precisely the chemical structure of the crystals. the
type of extracted acid, its chemical structure requires further research using specialized laboratory equipment.
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Wprowadzenie

Allelopatia to jeden z typow oddzialywan mig-
dzygatunkowych. Wynika ona z mozliwosci wptywu
zwigzkéw chemicznych wytwarzanych przez organi-
zmy na inne, niespokrewnione grupy taksonomiczne.
Typy interakcji allelopatycznych majg r6zny charakter.
Moga to by¢ oddziatywania bezposrednie (wplyw kwa-
sOwW porostowych na bakterie pasozytnicze rozwijajace
si¢ na powierzchni plech) lub posrednie, zachodzace
w wyniku zmian chemicznych w biotopie. R6zna tez

jest reakcja organizmow na oddziatujgce na nie zwigz-
ki chemiczne. Moze mie¢ ona charakter stymulujacy
lub hamujacy i okreslana jest jako allelopatia dodatnia
lub ujemna (Opanowicz 2002; Latkowska i in. 2015).

Organizmami, ktore reaguja na substancje chemicz-
ne (alkaloidy, kwasy porostowe) wytwarzane przez
inne organizmy, sa mszaki, grzyby, rosliny naczynio-
we, ale najbardziej liczng grupa sa bakterie.

Zwigzki chemiczne, zwane popularnie kwasami
porostowymi, bedagce wtornymi metabolitami, wytwa-
rzane sg przez grzyby lichenizujgce, czyli porosty (Ma-
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twiejuk 2007; Correche i in. 2002).

Zidentyfikowano ponad 630 tych zwiazkow, a okoto
60 mozna zobaczy¢ u ro$lin i grzyboéw nielichenizu-
jacych. Kwasy porostowe sa wynikiem proceséOw me-
tabolicznych zachodzacych dzigki symbiozie migdzy
mikobiontem (grzybem) i fykobiontem (glonem). Ko-
morki fykobionta produkujg weglowodany, takie jak:
rybitol, erytrytol oraz sorbitol, ktére nastepnie trans-
portowane sg do komorek grzyba (Nash 2004). Wytwo-
rzone przez porosty wtorne metabolity krystalizujg na
powierzchni plech. Ze wzgledu na wtasciwosci, budo-
we chemiczng i strukture krysztatdéw kwasy porostowe
stanowig dos¢ zroznicowang grupe. Wtorne metaboli-
ty porostowe nie tylko wykazuja réznorodng budowe
chemiczna, ale takze zréznicowane sa funkcjonalnie.
Proces ich powstawania zapoczatkowuja komorki au-
totroficznego fotobionta, produkujac weglowodany
(cyjanobakterie glukoze, zielenice erytrytol, ribitol lub
sorbitol), dopiero strzgpki grzyba w wyniku ztozonych
procesow metabolicznych przeksztatcajg je we wtorne
metabolity porostowe (Nash 2004; Jozwiak 2014).

Metabolity te nie sg nierozpuszczalne w wodzie,
lecz moga by¢ wymywane z plech porostow przez
wode, dostajac si¢ do Srodowiska. Wyr6zniono trzy
grupy tych zwiagzkow. Sa to kwasy porostowe nalezg-
ce do grupy mewalonianowej, octanowo-polimalonia-
nowej oraz szikimianowej. Zwiazki nalezace do grupy
octanowo-polimalonianowej to zwigzki aromatyczne,
zbudowane z jednego, dwoch lub trzech pierscieni
fenolowych, np.: depsydy, tridepsydy oraz depsydo-
ny, pochodne kwasu pikrolichenowego. Do tej grupy
klasyfikowane sa m.in. kwasy: lekanorowy, usnino-
wy 1 gyroforowy oraz wyzsze kwasy tluszczowe, ta-
kie jak kwas protolichechesterynowy i roceliowy. Na
grup¢ mewalonianowg skladaja si¢ zwigzki chemicz-
ne, ktore powszechnie wystepuja u roslin i grzybow.
Sa to seskwiterpeny, diterpeny, triterpeny, steroidy oraz
karoteny. Grupe szikimianowg reprezentujg zwigzki
aromatyczne ztozone z dwodch pierscieni fenolowych.
Te substancje to kwas wulpinowy i kalicyna. W plesze
pustutki pecherzykowatej (Hypogymni physodes) zi-
dentyfikowano kwas fyzodowy oraz fyzodaliowy. Kora
gbrna zawiera atranorin i chloroatranorin, rdzen, kwas
physodiowy, niewielkie ilo$ci kwasu metylphysodio-
wego i kwasu trojhydroxyphysodiowego, physodalio-
wego 1 protocetrariowego (ryc. 1). Analizy okreslajace
zawartos¢ zwiazkéw w plesze H. physodes, zebranej
na terenie Norwegii, wykazaly najwyzsze st¢zenie,
ktore charakteryzowato kwas fyzodalowy (2,7-8,4%
suchej masy) i fyzodowy (3,3-5,0%), natomiast kwas
protocetrarowy, a takze substancje zawarte w czesci
korowej: atranoryna i chloroatranoryna, byly obecne
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w znacznie mniejszej ilosci (odpowiednio 0,26—0,52%;
0,14-0,43%; 0,03—-0,18%) (Studzinska-Sroka, Zarab-
ska-Bozejewicz 2016; Solhaug i in. 2009).

Kwas fyzodowy stosunkowo rzadko wystepuje
w porostach, a o jego aktywnos$ci biologicznej wiado-
mo niewiele. Stwierdzono jednak jego aktywno$¢ an-
tybiotyczng. Posiada on takze wilasciwosci hamujace
dziatanie enzymow, na przyktad blokowanie integrazy
hIV-1 (Boustie, Grube 2005). Testowanie wlasciwosci
kwasow porostowych bada si¢, dziatajac ich ekstrak-
tami na bakterie chorobotwodrcze oraz grzyby. Bakte-
rie wrazliwe na te zwiazki to Bacillus sp., Enterococ-
cus faecalis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Staphyloccocus. aureus, Mycobacterium
smegmatis, Bacillus cereus, Bacillus subtilis 1 Listeria
monocytogenes oraz grzyba Aspergillus niger (Stu-
dzinska-Sroka, Zarabska-Bozejewicz 2016; Tiirk i in.
2006).

Znane s liczne zrodta historyczne opisujgce anty-
wirusowe wilasciwosciach porostowych metabolitow.
Informacje te pochodza juz z ery cywilizacji egipskiej
oraz chinskiej. Plechy porostow znaleziono w Egipcie
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Ryc. 1 Wzory zwigzkoéw obecnych w plechach Hypogymnia
physodes

Fig. 1 Chemical formula of the compounds existing in the
thallus of Hypogymnia physodes



w wielu mumiach. Kwasy porostowe byly stosowane
do balsamowania zwlok z powodu swoich wtasciwo-
$ci antybakteryjnych i przeciwgrzybiczych. Metabolity
porostowe byty wykorzystywane rowniez w truciznach
stosowanych na wilki oraz lisy. Dzi§ uzywa si¢ ich do
produkcji srodkow przeciw owadom i $limakom. Ich
antybiotyczne wlasciwosci pierwszy raz zostaly wyka-
zane w 1944 r. (Opanowicz 2002).

Rozwoj badan nad metabolitami porostowymi spo-
wodowat wzrost zainteresowania porostami we wspot-
czesnej farmakoterapii (Vijayakumar i in. 2000; Ingol-
fsdottir 2002; Miiller 2001).

Celem niniejszej pracy jest skuteczne wyizolowanie
kwasow porostowych z plech pustutki pgcherzykowa-
tej, aby w toku dalszych planowanych badan wykorzy-
stac¢ ich wlasciwosci bakteriobojcze i grzybobdjcze.

Materialy i metody

W kolbie okraglodennej o pojemnosci 100 ml, za-
nurzonej w tazni wodnej, umieszczono 2 g utartej
w mozdzierzu plechy pustutki pecherzykowatej (fot.
1), do ktorej dodano 50 ml acetonu.

Temperatura utrzymywana w tazni wodnej wyno-
sita 50-60°C (temperatura wrzenia acetonu 56,05°C).
Roztwor plechy w acetonie utrzymywano w tazni przez
okoto 120 minut. Mieszaning reakcyjng pozostawiono
do ostygnigcia, a nastepnie przesaczono do zlewki przy
pomocy szklanego lejka przez saczek filtracyjny. Suro-
wy produkt pozostawiono w zlewce w przewiewnym
pomieszczeniu do momentu odparowania acetonu.
Wtérne metabolity porostowe wykrystalizowaty w po-
staci osadu na $cianach zlewki.

Probki wtornych metabolitow naniesiono na szkiel-
ka podstawowe i obserwowano przy uzyciu mikroskopu
swietlnego NIKON AZ100 i zapisano obraz cyfrowo.

Fot. 1. Utarta plecha porostu (Fot. G. Kuropatwa)
Photo 1. Creamed lichen's thallus (Photo. G. Kuropatwa)

Charakterystyka obiektu badan

Porost Hypogymnia physodes (L.) Nyl. — pustutka
pecherzykowata jest to porost epifityczny, umocowany
do podtoza kory pni drzew zmarszczkami kory dolnej
(fot. 2). Jego pozycja systematyczna przedstawia si¢
nastgpujaco:

Kroélestwo: Fungi — grzyby

Typ: Ascomycetes — workowce

Klasa: Euascomycetes

Podklasa: Lecanorales

Rzad: Telooshistales

Rodzina: Parmeliaceae — tarczownicowate

Rodzaj: Hypogymnia physodes (L.) Nyl.

Plecha tego porostu jest listkowato-rozetkowata
z dychotomicznie rozgat¢zionymi platkami. W budo-
wie wewnetrznej przewarstwiona, heteromeryczna.
Uktadajace si¢ warstwy tworzg kor¢ gorng (strzgpki
grzybni), warstwe gonidialng (komoérki glonoéw), war-
stwe¢ migzszowa, utworzong z luznie ulozonych strzg-
pek grzybni, i warstwe kory dolnej (strzgpki zwarte)
tworzace chwytniki. Listkowate odcinki plechy sg za-
konczone wywinigtymi soraliami wargowymi. Znajdu-
ja sie tu skupienia sorediow, ziarenkowatych lub prosz-
kowatych organow rozmnazania wegetatywnego, zlo-
zonych z jednej lub wigkszej liczby komorek glonow
oplecionych strzepkami grzybni. Kolor plechy najczg-
Sciej jest zielonkawy lub sinozielony. Czesto zauwazal-
na jest wyrazna zmiana koloru plechy od szarozielongj
do intensywnie zielonej spowodowana wzrostem wil-
gotno$ci otoczenia. Na powierzchni plechy wystepu-
ja liczne szczelinowate pekniecia, pseudocyfele. Sa to
rozluznienia gornej warstwy korowej, ktore ulatwiaja
wymiang¢ gazowa (fot. 3). W heteromerycznej budo-
wie plechy warstwa kory gornej ztozona jest z ggsto
splecionych grubo$ciennych strzepek grzyba, posiada-
jacych strukture nibytkankowa — paraplektenchyma-
tyczng w kolorze jasnym lub bezbarwnym. Struktura
grzybni kory dolnej jest rozluzniona, pojedyncze ko-
morki otoczone sa wielowarstwowa gruba $ciang ko-
morkowg (Wojciak 2003).

Na jej powierzchni tworza si¢ kompleksy polisa-
charydowe, precypituja kwasy organiczne oraz inne
substancje porostowe (kwasy alifatyczne, depsydy,
chinony, pochodne dwubenzofuranu), ktére osadzaja
si¢ w postaci krysztatkow (Kranner 2002). Warstwa
korowa jest wytworzona réwniez na dolnej stronie
plechy. Ma kolor brunatny. Posiada liczne zmarszczki
scisle przylegajace do podtoza. Paraplektenchyma zbu-
dowana jest z krotkich strzepek grzyba stykajacych si¢
$ciankami. W przekroju poprzecznym komorki grzy-
bowe sa rownowymiarowe — izodiametryczne. Partne-
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rem mykobiontycznym w budowie porostu jest grzyb-
nia Ascomycetes (workowcow), glonowym — zielenica
z rodzaju Trebouxia sp.

Fot. 2. Pokroj zewnetrzny plechy Hypogymnia physodes (L.)
Nyl. Fotografia z mikroskopu stereoskopowego (fot. M.A.
Jozwiak)

Photo. 2. Hypogymnia physodes (L.) Nyl. thallus photo from
stereoscopic binocular microscope (Photo. M.A. Jozwiak)
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Fot. 3. Pseudocyfele w korze gornej plechy Hypogymnia
physodes (L.) Nyl., pow. 400x (fot. M. A. J6zwiak)

Photo 3. Hypogymnia physodes (L.) Nyl. pseudocyfelles in
upside rind of thallus, zoom 400x (Photo. M.A. Jozwiak)

Wyniki

Po procesie ekstrahowania wtornych metabolitow
z plechy porostu Hypogymnia physodes, wykonanej
zgodnie z zatozong metodyka, otrzymane metabo-
lity obserwowano w mikroskopie stereoskopowym,
zapisujac obraz cyfrowo (fot. 4, 5, 6). Na podstawie
wykonanych fotografii oraz doniesien literatury wska-
zano przypuszczalny, wyekstrahowany kwas poro-
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Fot. 4, 5, 6. Krysztaty kwasow porostowych w obrazie mi-
kroskopowym (fot. G. Kuropatwa)

Photos 4, 5, 6. Crystals of lichen acids in microscopic image
(Photo. G. Kuropatwa)
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Ryec. 2. Komora chromatograficzna z zanurzong ptytka i chromatogram TLC uzyskany dla probek x, y i z.
Fig. 2. Chromatographic chamber with immerged plate and TLC chromatogram obtained for specimens x, y and z

Plamy od 1 do 5 odpowiadaja prawdopodobnie pojedynczym substancjom 1-5,

substancja 1 znajduje si¢ w probce x,

substancja 2 i1 4 znajduje si¢ w probcee z,
substancja 3 znajduje si¢ w probce X i z
substancja 5 znajduje si¢ w probce x iy

stowy. Stwierdzono, ze jest to kwas fyzodalowy lub/i
fyzodowy. Kwas rozpoznano na podstawie informacji
zawartych w publikacji Rancovi¢ (2008), ktore wska-
zZuja, ze najwyzszy udziat suchej masy plechy maja
wymienione kwasy (fyzodalowy 2,7-8,4%, fyzodowy
3,3-5,0%). Stanowilo to podstawe do wnioskowania
o potencjalnej mozliwos$ci osadzania si¢ na $ciankach
kolby wymienionych kwasow. Ponadto analizowano
szczegdtowo strukture morfologiczng i kolorystyke
wydzielonych zwigzkéw, zestawiajac je z cechami opi-
sanymi w pracy magisterskiej J. N. Precyzyjne okre-
$lenie otrzymanych zwigzkow mozliwe bedzie po za-
stosowaniu techniki cienkowarstwowej chromatografii
adsorpcyjnej (TLC), ktéra polega na rozdziale substan-
cji w fazie stacjonarnej w postaci ptaszczyzny. Sche-
matyczny przebieg analizy przedstawia ryc. 2.

Ze wzgledu na brak mozliwosci dostepu do chro-
matografu i koszty wykonania analizy dalsze badania
w tym zakresie beda odbywac si¢ w pdzniejszych ter-
minach.

Podsumowanie

Hypogymnia physodes jest pospolicie wystepu-
jacym gatunkiem porostu epifitycznego. Metabolity
wytwarzane w jej plechach cechuja si¢ specyficznymi
wlasciwosciami biologicznymi. Sa to zwiazki che-
miczne nalezgce do depsydéw i depsydonow, z ktérych
w najwickszych ilosciach wystepuja kwas fyzodowy
i fyzodalowy. Zainteresowanie naukowe tym porostem

wynika z tego, ze badania in vitro prowadzone z tym
porostem wskazuja na jego szerokie oddziatywania
biologiczne dzigki zawartym w nim kwasom porosto-
wym. W dotychczasowych badaniach nie podejmowa-
no prob zastosowania go w lecznictwie. Wyniki badan
dowiodly przeciwdrobnoustrojowe, przeciwutlenia-
jace i cytotoksyczne wilasnosci kwasow porostowych
zawartych w jego plesze. Wiasnosci takie stwierdzo-
no zardwno w odniesieniu do samych zwigzkow, jak
1ich ekstraktéw. Zasadne jest wiec zwrocenie wigkszej
uwagi na ten gatunek porostow.

Whioski wyptywajace z przeprowadzonych badan
wskazuja:

1) na duza dostepno$¢ do materialu biologicznego
(plech porostu) ze wzgledu na powszechnos¢ jego wy-
stepowania,

2) na powszechno$¢ wystepowania — gwarantuje
nieograniczone pozyskiwanie metabolitéw porosto-
wych,

3) na proste metody otrzymywania, mozliwe do
zastosowania w laboratoriach z wyposazeniem podsta-
wowym,

4) precyzyjne okreslenie rodzaju wyekstrahowane-
go kwasu wymaga specjalistycznego sprzetu laborato-
ryjnego

5) ze wzgledu na potwierdzone laboratoryjnie sku-
teczne biologicznie wlasnosci kwaséw porostowych
Hypogymnia physodes ich potencjat leczniczy powi-
nien by¢ wykorzystany farmakologicznie.
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STRESZCZENIE

Produktami ztozonych przemian metabolicznych zacho-
dzacych w plechach porostow sg wtdrne metabolity nazy-
wane kwasami porostowymi. Ich powstawanie to wynik
symbiozy miedzy mikobiontem i fykobiontem. Komor-
ki fykobionta w procesach asymilacji produkujg weglo-
wodany, takie jak: rybitol, erytrytol oraz sorbitol, ktore
transportowane sa do komorek grzyba. Wtorne metabo-
lity porostowe klasyfikuje si¢ w trzy grupy: mewalonia-
nowa, octanowo-polimalonianowg oraz szikimianowg. W
plesze Hypogymni physodes znajduje si¢ kwas fyzodowy
oraz fyzodaliowy. Kwas fyzodowy to stosunkowo rzadko
wystepujacy w porostach depsydon, o ktérego aktywno-
$ci biologicznej wiadomo niewiele. Ten kwas wykazuje
aktywnos¢ antybiotyczng w stosunku do bakterii. Kwas
fyzodowy posiada takze witasciwosci hamujgce dziata-
nie enzymow, na przyktad blokowanie integrazy hIV-1.
Celem prowadzonych badan bylo wyekstrahowanie wy-
mienionych zwigzkow i zanalizowanie w obrazie mikro-
skopowym struktury krysztalow otrzymanych kwasow.
Metoda przyjeta w badaniach pozwolita wydzieli¢ kwasy
bez mozliwos$ci wskazania, ktory z nich to kwas fyzodo-
wy, a ktory fyzodaliowy. Analiza mikroskopowa budo-
wy krysztatow tych kwaséw umozliwita ich grupowanie
uwzgledniajace wyglad krysztatdéw, co jest przyczynkiem
do precyzyjnego okreslenia budowy chemicznej stwier-
dzonych krysztalow. Okre$lenie rodzaju wyekstrahowa-
nego kwasu, jego budowy chemicznej, wymaga dalszych
badan mozliwych do wykonania przy uzyciu specjali-
stycznego sprzetu laboratoryjnego.



