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1. BEVEZETÉS

A növényi eredetű fenolok egyik fő csoportját a fla- 

vonoidok alkotják. Előfordulásuk a természetben, kémiai szer

kezetük és biológiai aktivitásuk közötti kapcsolat az elmúlt 

évtizedekben az érdeklődés középpontjába került.

A szőlő és a bor nagy karriert futott be az emberi 

táplálkozásban, ezt nemcsak a kellemes izüknek, hanem némely 

esetben hasznos élettani hatásuknak köszönhetik, amelyet fe

noltartalmuknak tulajdonítanak. A fenolok közül fontos sze

repe van a magas flavonoid tartalmuknak. Régóta ismert tény, 

hogy a direkt termő szőlők a gombás és egyéb megbetegedések

kel szemben rezisztensek. Számos kutató kimutatta a vörös bo

rok baktericid hatását. Ezeket az antibiális és rezisztens tu

lajdonságokat - többek között- a bennük megtalálható antoci- 

ánoknak és más flavonoidoknak tulajdonítják. A kutatások 

nagyrésze a szőlőbogyó, illetve a bor antifungális hatású 

vegyületeinek felderítésével foglalkozott. Kevesebb figyel

met fordítottak a növény más részeiben, igy a levélben, szár

ban megtalálható antifungális hatású flavonoidok azonosításá

ra, ezért munkánk során egy direkt termő szőlő - az Othello - 

levelében lévő antifungális flavonoidok azonosítását és bio

lógiai tesztelését végeztük el.

A szőlő és más növények rezisztenciájának megismeré

se, azaz olyan vegyületcsoportok felderítése, amelyek felelő

sek lehetnek ezen tulajdonságokért, nemcsak tudományos, hanem 

népgazdasági és környezetvédelmi szempontból is jelentősek. 

Megismerésükkel lehetőség nyilik olyan növényvédőszerek elő-

r
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állítására, amelyek a növények számára nem "testidegenek", 

tehát az ökológiai egyensúlyt kevésbé bontják meg.

Dolgozatomban a következő munkák elvégzéséről adok

számot:

1. Az Othello szőlő leveleinek extrakciós feldolgo

zása .

2. A levélextraktum kromatográfiás tisztítása, a

frakciók flavonoid tartalmának azonosítása.

3. Flavonoid származékok szintézise .

4 . A levélfrakciók és szintetizált flavonoidok an-

tifungális tesztelése, kémiai szerkezetük és bi

ológiai hatásuk közötti kapcsolat vizsgálata.
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2. IRODALMI ÁTTEKINTÉS A FLAVONOIDOK AZONOSÍTÁSÁRÓL, 

SZINTÉZISÜKRŐL ÉS BIOLÓGIAI AKTIVITÁSUKRÓL

2.1. A flavonoidok szerkezete és előfordulásuk:

A természetben előforduló növényi fenolok egyik nagy 

csoportját a flavonoidok alkotják, amelyeknek az alapváza a 

2-fenil-kromon. A flavonoidok az 1. ábrán bemutatott alap- 

vegyületekből épülnek fel.

flavanon
/2 ,3-dihidro-flavon/

fiavon
/2-fenil-kromon/

О Оor ООН оно о
flavanonol

/3-hidroxi-flavanon/
flavonol

/3-hidroxi-flavon/

izo-flavon 
/3-fenil-kromon/

kaikon
/benzál-acetofenon/

flavilium-kation 
/antocianidin/

fláván

1.ábra
-
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Az azonos alapvázból levezethető vegyületek a fenolos hid- 

roxi1-csoportok számában és helyzetében, valamint ezen cso

portok metiláltságában és glükozidáltsági fokában különböz

nek egymástól. A cukrok általában C3-on. C?-en és C^-ön he

lyezkednek el glükozidos kötésben. Az egyes vegyülettipusok 

gyakorlatilag soha nem fordulnak elő szabadon /aglükonként/, 

hanem valamilyen mértékig glükozidálva vannak, éppen ezért 

főleg a sejtnedvekben lokalizálódnak. Előfordulási helyüket 

tekintve - a virágsziromtól a gyökérig - a növények minden 

részében megtalálhatók.

2.2. A flavonoidok azonosítására és kivonására alkalmazott

különböző technikák

2.2.1. A növény előkészítése és extrahálása

A növény előkészítése és a kiválasztandó módszer 

mindenkor attól függ, hogy milyen anyagot a növény mely ré

széből akarunk kinyerni. Azokban az esetekben, amikor a fla

vonoidok felületi olajokban, gyantákban találhatók, egysze

rűen csak le kell kaparni őket és megfelelő oldószerrel ex

trahálni kell ezeket az anyagokat.

Általában a növényt, illetve annak kiválasztott ré

szét, az extrakció végrehajtása előtt apró részekre darabol

va fel kell tárni. A káros enzimhatások /pl. a glükozidok 

hidrolízise/ kiküszöbölése érdekében a felapritott növényi 

anyagot forró oldószerbe kell helyezni, vagy gyors szárítás

nak kell alávetni. A nem kivánt lipofil anyagokat /karote- 

noidok, szterolok, klorofill/ petroléterrel, vagy hexánnal
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előzetesen gyakran ki szokták extrahálni /1/,/2/. Ennek nagy 

hátránya az, hogy ilyenkor bizonyos zsiroldékony flavonoid 

aglükonok is elvesznek.

Az igy előkészített növényből megfelelő oldószer se

gítségével a flavonoidok kinyerhetők. A kevésbé poláros aglü

konok /izo-flavonok, flavanonok , dihidro-flavonolok , többszö

rösen metilált fiavonok/ általában a következő oldószerekkel 

extrahálhatók; benzol, kloroform, etil-acetát, dimetil-éter 

/3/. A flavonoid glükozidok, poláros aglükonok /hidroxilált 

fiavonok, flavonolok, kalkonok/ általában acetonos , alkoho

los, vizes extrakcióval, vagy ezen oldószerek kombinációjá

val nyerhetők ki /4/. A legtöbb esetben a viz és metanol 

1:1 arányú elegyét alkalmazzák extrahálásra, mivel ezen ol

dószer elegy segítségével széles skálájú extraktumot lehet 

kapni. Bizonyos alkalmakkor, főleg, ha antocianinok izolá

lása a cél nyomnyi mennyiségű sósavat is tesznek az extra

hálószerbe /5/, habár ilyenkor a labilisabb glükozidok el- 

hidrolizálhatnak.

Amikor különböző tipusu flavonoidokat extrahálunk, 

célszerű a nyers extraktumot előzetes elválasztásnak alá

vetni. Ez megvalósítható különböző polaritásu oldószerek

kel egymásután végrehajtott extrakcióval, igy el lehet vá

lasztani a glükozidokat az aglükonoktól, a poláros aglüko- 

nokat az apoláros aglükonoktól /6/.

2.2.2. Az extraktum kromatográfiás elválasztása

A nyers növényi extraktum alkotórészeire történő 

szétválasztására legalkalmasabb a kromatográfiás elválasztás.
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A három fő kromatográfiás módszert, az oszlopkromatográfiát, 

a papirkromatográfiát és a vékonyréteg-kromatográfiát külön- 

-külön és egymással kombinálva is alkalmazzák a flavonoidok 

azonosításánál és tisztításánál.

A. Oszlopkromatográfia

Mind a mai napig az oszlopkromatográfiás módszer ma

radt, mint legegyszerűbben és legjobban alkalmazható techni

ka a nagy mennyiségű nyers növényi extraktumok feldolgozásá

nál. A flavonoidok szétválasztására a következő adszorben-

seket szokás alkalmazni: szilikagél, aluminium/III/-oxid, 

cellulóz, poliamid, Sephadex-gélek, ioncserélőgyanták.

Ezek közül leggyakrabban a szilikagélt, a cellulózt és a 

poliamidot használják /6/. Az utóbbi időben egyre jobban 

előtérbe kerül a Sephadex-gélek alkalmazása.

A SZILIKAGÉL tölteten az eluáló szerek erősségének 

növekvő sorrendje a következő: petroléter, szén-tetraklorid, 

benzol, kloroform, dietil-éter, etilacetát, piridin, aceton, 

n-propanol, etanol, metanol, viz. A flavonoidok összes típu

sának szétválasztására alkalmas ez az adszorbens. A szilika

gél víztartalmának beállításával az oszlop kötőképességét 

lehet változtatni. A víztartalom mellett a másik faktor, 

amely erősen befolyásolja a kötőképességet a fémionok jelen

léte, mivel a poláros flavonoidokat erősen az adszorbenshez 

kötik. Ezt a kellemetlenséget egy előzetes sósavas mosással 

lehet elkerülni /4/.

A CELLULÓZ töltettel elvégzett kromatográfia alkal

mas a flavonoidok összes csoportjának és glükozidjainak
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elválasztására /6/. A szétválasztás adszorpciós és megosz- 

lásos folyamatokon alapszik, melyek erősen függenek az elu- 

enstől. Elvben a paprikromatográfiában alkalmazott összes 

eluens itt is használható, leggyakrabban a vizes alkoholt 

savtartalommal, vagy anélkül alkalmazzák 111 . A cellulóz 

por kis kapacitással rendelkezik és felbontási készsége li

mitált, noha ezek a hátrányok az oszlop gondos töltésével 

kiküszöbölhetők, mégis nagyon sokan helyette inkább a papir- 

kromatográfiát alkalmazzák.

A legszélesebb körben elterjedt adszorbens a POLI- 

AMID, amelyen az eluotróp sor a következő képpen alakul: 

viz, metanol, aceton, vizes nátrium-hidroxid, dimetil-for- 

mamid, vizes karbamid /9/. Nagy affinitással köti meg a fe- 

nolos anyagokat hidrogénhidkötések kialakításával /10/ . A 

kötések erőssége flavonoidok esetén a fenolos hidroxil-cso- 

portok számától függ /11/ . Az elució a poliamid oszlopról 

attól függ, hogy az eluens képes-e helyettesíteni az oszlop 

kötőhelyein lévő anyagokat, vagy pedig erősebb hidrogénkö

tést tud kialakítani az eluálandó vegyülettel. Az adszor

bens alkalmas a flavonoidok összes típusának a szétválasz

tására /12/ . A cellulózénál nagyobb a kapacitása és a fel

bontóképessége . A flavonoidok egy csoportján belül a di- 

glükozidok eluálódnak először, ezt követik a monoglükozi- 

dok és legvégül az aglükonok hagyják el az oszlopot. Az 

aglükonok közül - amelyek eluciójára legalkalmasabbak a 

nemvizes oldószerek - a kevesebb hidroxil-csoportot tar

talmazók eluálódnak legelőször.



8

A SEPHADEX-GÉL térhálós szerkezetű dextrán-gél, amely al

kalmas molekulaméret szerinti elválasztásra, itt az eluciós 

sorrend csökkenő molekulaméret szerinti /13/. A hidroxi-pro- 

pilált dextrán - amelyet a kereskedelemben Sephadex LH-20-

a molekulaszürésen túlmenően használható anak neveznek

flavonoidok és aromás rendszerek adszorpciós kromatográfiás 

elválasztására szerves, illetve szerves/viz oldószerekben 

/14/, /15/. A flavonoidok adszorpciója a töltethez a hid- 

roxil-csoportok számától függ. Metanolt használva eluensként 

az eluciós térfogat a szabad hidroxil-csoportok számával, 

nem pedig ezek savasságával hozható kapcsolatba /15/.

A flavonoid glükozidok esetén nem csupán az adszorpció a 

meghatározó folyamat, mint az aglükonok esetén, hanem a mo- 

lekulaszürés is közrejátszik az elució sorrend kialakítá

sában, azaz a glükozidok kisebb eluciós térfogattal eluá- 

lódnak. A Sephadex-gélek minden esetben helyettesíthetik a 

cellulóz töltetet, főleg akkor, ha nagy kapacitás és nagy 

felbontó képesség szükséges az elválasztáshoz /6/.

В. Vékonyréteg-kromatográfia

A vékonyréteg-kromatográfia az elmúlt időkben 

gyors fejlődésen ment keresztül és szinte teljes mértékben 

felváltotta a papirkromatográfiát mind analitikai, mind pre- 

parativ szinten. A flavonoidok elválasztásakor - hasonlóan 

az oszlopkromatográfiához - három fő adszorbenst a szili- 

kagélt, a cellulózt és a poliamidot szokták alkalmazni.

Az elválasztás mechanizmusa és az oldószerek eluciós erős

sége ugyanaz, mint az oszlopkromatográfiában, azzal a fő
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előnnyel, hogy itt szélesebb körből lehet oldószereket, 

illetve oldószerelegyeket választani /6/. Általában a fla- 

vonoidok a rétegen erősebben kötődnek, mint az oszlopon, 

ezért nagyobb polaritásű oldószerek szükségesek az elválasz

táshoz. A vékonyréteg-kromatográfia nagy jelentősége abban 

rejlik elsősorban, hogy a nyers extraktumok és az oszlop- 

kromatográfiával nyert frakciók komponenseinek a száma 

könnyen kimutatható. Ezek mellett természetesen kis anyag- 

mennyiségek tisztitására, kinyerésére szintén kiválóan al

kalmas .

A flavonoidok egy része nem látható a vékonyréteg

lapon, ezért valamilyen módon elő kell hivni őket. A leg

több esetben UV-fényben /366 nm hullámhosszon/ ez megtehe

tő NH3 jelenlétében, vagy nélküle /12/, /16/. Az UV-fény- 

nyel történő detektálást gyakran elősegítik a réteglapokba 

bekevert fluoreszcens indikátorok. Ezen technikák mellett 

legelterjedtebben az úgynevezett lefujó-szereket alkalmaz

zák, amelyek speciális kémiai reakciók következtében szin- 

változást idéznek elő a réteglapon megkötött anyagokban. 

Ilyen leggyakrabban alkalmazott reagensek aluminium/III/- 

klorid /17/, réz/II/-szulfát /Benedict-reagens/ /18/, di- 

azotált-para-nitro-anilin /19/, vanillin /20/.

í' S'"V
é-
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2.2.3. Ultraibolya- és látható-spektroszkópia

A kromatográfiásan egyedi összetevőkre szétválasz

tott növényi extraktum kémiai komponenseit, szerkezetét fi

zikai és kémiai módszerekkel lehet meghatározni. A flavonoi- 

dok szerkezetének analizisében napjainkra az UV-spektrosz- 

kópia vált fő módszerré. Ennek több oka van, amelyek közül 

a legelső az a tény, hogy egy spektrum felvételéhez nagyon 

kis mennyiségű tiszta anyag szükséges - sokszor elegendő

annyi, amennyit egy vékonyréteglapról lekapart adszorbens- 

ről ki lehet oldani. A flavonoidok UV-spektruma két fő ad- 

szorpciós maximumra osztható /12/: 300-400 nm közötti tar

tomány /I. sáv/, amely a B-gyürü cinnamoil részével hozha

tó kapcsolatba, a másik 240-285 nm /II. sáv/ között talál

ható és az A-gyürü benzoil rendszerével kapcsolatos.

A szerkezetről nyert információk mennyisége nagyban meg

növelhető specifikus reagensek /shift-reagensek/ segítsé

gével /21/. A shift-reagensek a flavonoidok egy vagy több 

funkciós csoportjával reagálva jól definiálható változást 

okoznak az elektron-spektrumban, a karakterisztikus csúcsok 

batokróm eltolódást szenvednek. A következő shift-reagense- 

ket szokták alkalmazni /12/: NaOCHg , NaOAc, NaOAc/HgBOg,

AlClg , AlCl^/HCl. A nátrium-metilát, mint erős bázis a flavono- 

id vázon lévő összes hidroxil-csoportot ionizálja, ezért mind

két sáv eltolódik 40-65 nm-rel a hosszabb hullámhosszak fe-

lé /12 /. A nátrium-acetát gyengébb bázis, mint a nátrium- 

-metilát, ezért csak a legsavasabb hidroxil-csoportokat
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ionizálja, azaz a C-3 , C-7 és C-4* helyzetűeket /22/. A C-7 

hidroxil-csoport ionizációja a II. sáv helyzetét befolyásol

ja, mig a C-3 és C-4* helyzetű hidroxil-csoportck ionizáció

ja az I. sávban okoz batokróm eltolódást. A bórsav nátrium- 

-acetát jelenlétében az orto-dihidroxil-csoportokkal kelét- 

komplexeket képez, kivétel a C-5 ,6 pozició, mivel ezzel nem 

reagál /23/. Az aluminium/III/-klorid a következő funkciós 

csoportokkal képez kelátokat: 5-hidroxi-4-keto, 3-hidroxi- 

-4-keto és az orto-dihidroxi rendszerek /24/. Sósavas kö

zegben csak a 3-hidroxi-4-keto és az 5-hidroxi-4-keto ke

látok stabilak, ezért ezek jelenlétét nagy biztonsággal ki 

lehet mutatni.

A spektrumokat vizmentes metanolban kell felvenni, 

mivel pl. nyomnyi mennyiségű viz jelenléte az etil-alkohol

ban már megakadályozná az aluminium-komplexek kialakulását

/25/ .

2.3. Flavonoidok szintézise

A Cg—C^-Cg flavonoid váz kialakitására elvileg több 

lehetőség kinálkozik, azonban a laboratóriumi szintézisek

ben kettőnek van jelentősége /26/. A két szintézisút váz

latosan a 2. ábrán látható.

1. C„C egység /2-hidroxi-acetofenonok/ kondenzációja egy6 2
CgC^ egységgel /aromás aldehidek/.

^6 egység /fenolok/ acilálása CgC^ egységgel /fahéj sav 

és származékai/.

A második reakcióűt megfelel a flavonoidok bioszintetikus 

előállításának. Ezek mellett az egyes vegyületel előállit-

2.
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hatók még egymás közötti átalakítással /interkonverzió/, 

oxidációval , részleges vagy teljes alkilálással , dealkilá- 

lással, szelektív glükozidálással.

©c° + c1. C'C

er2

2. ábra

A. Kaikon és származékai

Azon túlmenően, hogy a kalkonok a növényekben meg

találhatók nagy jelentőségük van a flavonoidok szintézisé

ben, mint intermedierek. Az 1. sémának megfelelően sav, 

vagy bázis által katalizált kondenzációval állíthatók elő

2-hidroxi-acetofenonból és szubsztituált benzaldehidből. A

savkatalizis elősegíti a ciklizációt flavanonná, ezért azok

ban az esetekben, amikor maga a kaikon származék előállítása 

a végcél, akkor a báziskatalizis alkalmazása a célravezető.

A flavanon képződését inhibiálja a C-4 pozícióban jelenlé

vő szabad hidroxil-csoport /27/.
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В. Flavanonok

A flavanonok izomer vegyületek a kalkonokkal, ezért

belőlük könnyen előállíthatok savkatalizált gyürüzáródássál. 

A gyürüzáródás főleg akkor kedvezett, ha a kaikon C-6 po

zíciójában szabad hidroxil-csoport van jelen, vagy általá

ban floroglucin szubsztituciós mintájú a kaikon /28/. A 

flavanonok másik előállítási lehetősége a fiavonok hidro- 

génezése, azonban ezeknek nincs gyakorlati jelentőségük /27/

C. Fiavonok

A fiavonok előállithatók flavanonokból, kalkonok- 

ból dehidrogénezéssel, vagy pedig egyszerű prekurzorokból 

kondenzációs reakcióval /Baker-Venkataraman reakció, Allan- 

-Robinson kondenzáció/. A hidrogénelvonásra egyik lehető

ség a szelén-dioxiddal történő melegítés amil-alkoholban 

/27/, a másik lehetőség pedig Kostanecki klasszikus mód

szerén alapul /29/: a C-3 pozíció brómozása, majd pedig 

hidrogén-bromid kihasitása lúgos közegben. 

Baker-Venkataraman reakció /30/, /31/;

Ezzel a reakcióval lehet előállítani az orto-hidroxi-di-

benzoil-metánt az orto-aroiloxi-acetofenonból báziskatali-

zissel. A módszer reakcióegyenlete a 3. ábrán látható.

Az orto-hidroxi-acetofenonok /I/ acilálódnak aromás sav-

kloridokkal /II/ acetonban l^COg jelenlétében, vagy piri- 

dinben; a keletkezett észter /III/ báziskatalizissel /К0Н, 

NaH/ diketonná alakul át /VI/ , majd legvégső lépésként bá

ziskatalizált intramolekuláris Claisen-kondenzációval ki-

alakul a fiavon /VII/.
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Allan-Robinson kondenzáció /32/:

Ezzel a reakcióval a fiavonok egy lépésben állítha

tók elő a következő módon: orto-hidroxi-acetofenonokat aro

más savanhidridekkel reagáltatnak olaj fürdőn, katalizátor

ként a sav sóját, trimetil-amint, piridint alkalmaznak. Eb

ben a folyamatban szintén keletkezik o-aroiloxi-acetofenon 

és o-hidroxi-dibenzoil-metán, azonban ezeket nem szokták 

izolálni. A mellékreakciók elkerülése végett az olaj fürdő 

hőmérséklete nem lehet magasabb, mint a reaktánsok olvadás

pontja .
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D. Flavonolok

Ezt a vegyületcsoportot két módszerrel lehetséges 

előállítani. Az egyik az Allan-Robinson kondenzáció, a má

sik pedig az AFO /Algar-Flynn-Oyamada/ reakció /33/,/34/.

Az Allan-Robinson kondenzációban a kiindulási anyagok 

CJ -metoxi, vagy СО-benzoiloxi-acetofenonok és a megfe

lelő aromás-karbonsavak anhidridjei. A reakció körülményei

a fent említettekkel teljesen azonosak.

Az AFO-reakcióban 2-hidroxi-kalkont oxidálnak lúgos kö

zegben egy lépésben b^C^-vel flavonollá.

E. Flavonoid glükozidok

A flavonoidok a természetben szinte csak glükozi- 

dált formában találhatók meg, ezért fontos néhány szóval 

beszélni a szintézisükről.

Legelső lépésként minden esetben az cC-a.eetobróm- 

cukrot kell előállítani, mivel ez az az aktiv vegyület a- 

mellyel a cukrok könnyen hozzákapcsolhatók az aglükonokhoz 

glükozidos kötéssel. Ha az aglükonokban több hidroxil-cso- 

port van, akkor megfelelő módszerrel meg kell védeni azokat 

a csoportokat, amelyeket nem akarunk glükozidálni, a flavo

noidok esetén általában védőcsoportként a benzil-csoportot 

alkalmazzák /35/. A glükozidálásnál lényeges szempont a 

hidroxil-csoportok savassága, amely pl. kvercetin esetén 

C-7>"^C-4* 7C-3 T»’ C-5 -7 C-3* /36/, ezért ha C-7 helyzetbe

akarunk beépíteni egy cukormolekulát, úgy a többit nem kell 

védeni, hisz a Königs-Knorr reakció körülményei között csak 

a C-7 hidroxil-csoport fog reagálni.



16

Általában elmondható, hogy a D-sorozatba tartozó 

<£-acetobrómcukrok a Königs-Knorr és Zemplén-féle flavo- 

noid glükozid szintézis körülményei között Walden-inverzió 

közben ß -D-glükozidokká alakulnak. Azonban, ha az ezüst 

sói helyett rézsókat alkalmazunk katalizátorként, akkor a 

Walden-inverzió elmarad /27/.

2.4. A Vitis viniferában előforduló flavonoidok

A direkt termő szőlő gombás megbetegedésekkel szem

beni rezisztenciáját - egyik okaként - a szőlők magas fe

nol tartalmával magyarázzák. Éppen ezért széles körben vizs

gálták ezen vegyületek és főleg a flavonoidok előfordulá

sát a szőlő különböző részeiben. Kezdetben a szőlőtermésé

nek és terméshéjának flavonoid tartalmát tanulmányozták, 

mivel ezek ismerete nemcsak rezisztencia, hanem az emberi 

táplálkozás szempontjából is lényeges.

A Vitis vinifera termésének flavonoid tartalma

nagy részt antocianinokból áll /37/. Ezek általában 3-0- 

-monoglükozidok, egyes fajtákban 3 ,5-0-diglükozidok is elő

fordulnak. A legnagyobb mennyiségben megtalálható antociani- 

nok: pelargonidin-, malvinidin-, cianidin-, delfinidin-, 

peonidin-, petunidin-3-0-glükozid. Szerkezetük a 4. ábrán 

látható. Némely esetben az antocianidinhez kapcsolódó 

D-glükóz hármas pozícióban 4-hidroxi-fahéjsavval acilálva

van /38/.
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-ОНонно

но но
pelargonidin-3-уЗ-
-D-glükozid

cianidin-3-/9-
-D-glükozid

delfinidin-3-/?-
-D-glükozid

но

peonidin-3-/®-
-D-glükozid

petunidin-3-/®-
-D-glükozid

malvidin-3-(ß-
-D-glükozid

G1 - D-glükóz

4 . ábra

A szőlő egyéb részeiben lévő flavonoidok azonosí

tására rendszeres vizsgálatokat csak az elmúlt évtized

ben kezdték meg. Egger és mtsi /39/ négy Vitis vinifera 

specieszt tanulmányoztak. Legnagyobb mennyiségben kverce- 

tint találtak, jóval kisebb mennyiségben volt jelen a kemp- 

ferol és a miricetin, a negyedik flavonoidot pontosan nem 

tudták azonosítani, csak vékonyréteg-kromatográfiás visel

kedése alapján állították róla, hogy flavonoid. Egyik ve- 

gyület sem fordult elő aglükon formában, két cukorkompo

nenst mutattak ki a D-glükózt és a D-glükuronsavat.

Bachmann /40/ kilencven fajta szőlő levelének fe

noltartalmát vizsgálta, eredményei alapján ezeket két fő

csoportra osztotta:
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1. Egyszerű fenol-karbonsavak:

a. fahéjsav származékok

b. benzoesav származékok

2. Flavonoidok:

a. flavonolok. fiavonok

b. antocianidinek

Antocianidinek alatt a nemhidrolizálható cserzőanyagok sav

kezeléséből nyert reakciótermékek mesterséges csoportját ér

ti. Az általa kimutatott flavonoidok a következők voltak: 

kvercetin-3-0-/?-D-glükuronid /kvercituron/, kvercetin-3-0- 

-ß -D-glükozid /izo-kvercitrin/, kvercetin-3-Q-ß -rutinozid 

/rutin/, kempferol-3-Q-ß -D-glükozid /ez nagyon kis mennyi

ségben volt jelen/, kempferol-3-Q-ß -D-glükuronid, miricetin-3- 

-Q-ß -D-glükozid /ennek létét csak feltételezi, mivel aglükon- 

ként tudta csak kimutatni/. Vizsgálta ezen anyagok hatását a 

Botrytis cenerea gombára, azonban fiziológiás koncentrációban 

a gomba növekedésében nem tapasztalt gátlást.

2.5. A flavonoidok biológiai hatása

A flavonoidok széles körű biológiai hatással ren

delkeznek. Részt vesznek a növények növekedés szabályozá

sában, mint növényi szinezékek a megporzási folyamatban a 

rovaroknak attraktánsként szerepelnek /12/, a fotoszinte

tizáló rendszerben energiaátvivő anyagokként vesznek részt, 

antibiális hatásukkal a növények egészség megóvásában sze

repelnek .

A flavonoidok antibiális hatásuk kifejtésekor egy, 

vagy több enzimre, enzimrendszerre hatnak /12/. Biológiai
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hatásuk vizsgálatakor figyelembe kell venni kémiai reakti

vitásukat , különböző közegekben való oldhatóságukat , adszorp- 

ciós képességüket sejtmembránok felületére. Fontos szerepet 

játszik a biológiai tulajdonságokban különböző fémekkel szem

beni reaktivitásuk, hajlamuk kelát-komplexek képzésére /41/, 

amellyel a metallo-enzimek aktivitását képesek befolyásolni. 

Kador és mtsi /42/ az Aldóz-Reduktáz enzim inhibicióját vizs

gálták különböző flavonoidokkal. Hückel-féle kvantumkémiai 

számitásokat is végeztek az elektronszerkezet és biológiai 

hatás közti összefüggés vizsgálatára. Eredményeik szerint a 

LUMO /Lowest Unoccupied Molecular Orbital/ , amely a moleku

la elektrofilitásáról ad számot, korrelációba hozható a bio

lógiai hatással. Ebből a szempontból a flavonoidoknál a keto- 

-csoport központi szerepet játszik, erősen polarizált cso

port lévén, töltésátviteli kölcsönhatásokban elektronpárt ké

pes befogadni. Ferrel és mtsi /43/ CNDO/2 kvantumkémiai szá

mításokkal hasonló megállapitásra jutottak, azaz a flavonoi- 

dok töltésátviteli kölcsönhatások kialakításával képesek bi

zonyos enzimek aktivitásának megváltoztatására.

Számos flavonoid ismert, mint fitoalexin. A fitoalexi- 

nek antimikrobiális metabolitok, amelyek az egészséges növé

nyekben patogén gombák, vagy baktériumok támadása következ

tében nagy koncentrációban szintetizálódnak a megtámadott 

sejtek környezetében /44/. A fitoalexin flavonoidok nagy ré

sze izo-flavonoid vázu vegyület. Legelsőként a Lupinus nem

zetségből izoláltak ilyen anyagot a luteont / 5 ,7 ,21,4,-tetra- 

hidroxi-6-dimetil-allil-3,3-izoflavon/ /45/. Megvizsgálták a
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hatását Helminthosporium carbonum gomba növekedésére és 

35-40 /Ug/cm3

pasztaltak. A luteon mellett számos más izo-flavon is elő

fordul,ilyen pl. a formonometin és biochanin,azonban ezek 

egy nagyságrenddel nagyobb koncentrációban hatékonyak.

koncentrációban teljes növekedésgátlást ta-

A direkt termő szőlő gombás megbetegedésekkel 

beni rezisztenciája ismert dolog. Ez a rezisztencia kifeje

ződik fitoalexinek termelésében /46/,pre-infekciós fakto

rok jelenlétében stb.

szem-

.Pre-infekciós faktorként ismerik el 

a szőlőbogyó magas antocián tartalmát. A levélben jelenlé

vő flavonoidokról még nem állapították meg egyértelműen az 

antifungális hatást /40/.

Henke a szőlő-tetüvel szembeni rezisztenciát vizs

gálta /47/,és megállapította,hogy az ellenálló fajták nem 

a magas flavonol tartalommal,hanem a polifenol-oxidáz és 

peroxidáz enzimrendszerek nagy aktivitásával jellemezhetők. 

Ez azért érdekes tény,mivei a növényekben fertőződés hatá

sára az emlitett enzimrendszerek kinonokká oxidálhatják 

a flavonoidokat,amelyek igy sokkal reaktívabb vegyületekké 

válnak. In vitro körülmények között azonban még nem vizsgál

ták a kinonokká oxidált flavonoidok antibiális hatását.

Bachmann/48/ nyolcvan fajta szőlő kondenzált-tan- 

nin tartalmát vizsgálta összefüggésben a gombarezisztenciá

val. A kondenzált tanninok kizárólag delfinidin és malvini- 

din alegységekből épülnek fel. Az uralkodó relativ molekula-
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tömeg 4000 körül mozgott. A fungosztatikus hatás kimutatá

sára a Botrytis cinerea kulturszövedékéből nyert hidroliti- 

kus enzimek aktivitásának inhibicióját tanulmányozta. A re- 

zisztens fajtáknak 200 /Ug/g friss súly értéknél nagyobb a 

kondenzált-tannin tartalma.

г
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3. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK, KÍSÉRLETI EREDMÉNYEK

Természetes eredetű hatóanyag izolálására vonatkozó3.1.

extrakciós műveletek

A flavonoid hatóanyag azonosítása céljából a NIKE 

Füzfőgyárteleptől 15 kg Othello szőlőlevelet kaptunk. A le

veleket késsel apróra vágtuk, majd háztartási turmixgépben 

50 %-os vizes etanollal homogenizáltuk. így 40 liter extrák-

-5eC-on két hétig állni hagytuk. Ezt 

követően nagy teljesítményű háztartási centrifugában szövet- 

szűrő alkalmazásával a növényi maradékot elválasztottuk az 

oldattól, majd a kolloidális szennyeződéseket további centri- 

fugálással /16000 fordulat/perc / távolitottuk el. Az igy 

megtisztított 30 liter növényi kivonatot a jobb kezelhetőség 

érdekében BÜCHI rotavapor RE vákuumbepárlóval 30 °C-on 5 li

terre bepároltuk. A kapott koncentrátumból a jelenlevő orga- 

nofil komponenseket extrakcióval távolitottuk el. Egy liter 

oldatot 2x300 cm 40:60 arányú etil-acetát szén-tetraklorid 

eleggyel extraháltunk. Legvégül a hidrofil fázist WKF L0 5 

készüléken 0,1 Pa nyomáson liofolizáltuk, amelynek eredmé

nyeképpen nagy viszkozitású, olajosán mozgó liofilizátumot 

kaptunk. Ezt az extraktumot használtuk fel az oszlopkroma

tográfiás elválasztáshoz.

tumot kaptunk, amelyet
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3.2. Vékonyréteg-kromatográfiás körülmények

A növényi extraktum összetettségét vékonyréteg- 

-kromatográfiásan lehet vizsgálni. Az általunk használt vé

konyréteglapok: cellulóz /Merck, DC-Alufolien Cellulose/, 

szilikagél /Merck, DC-Fertigplatten 60 F 

/Merck, DC-Alufolien Polyamid 11 F

/, poliamid254
/ voltak.254

A cellulózlapon a n-butanol/ecetsav/viz /BAW/

4:1:4 rendszer felső fázisát használtuk futtatószerként.

Ebben a rendszerben a glükozidok kicsi, mig az aglükonok 

nagy R^-értékkel futnak. A cukor komponens azonositására 

futtatószernek az etil-acetát/piridin/viz /EPW/ 2:1:2 fel

ső fázisát alkalmaztuk.

A szilikagél lapon a flavonoid glükozidok poláros 

oldószerekkel választhatók el jól egymástól. Vizsgálataink 

szerint az egyik legjobb futtatószer az etil-acetát/metil- 

-etil-keton/hangyasav/viz 

Ebben a rendszerben a glükozidok nagy, mig az aglükonok kis 

R^-értékekkel jellemezhetők.

A poliamid rétegen két futtatószert alkalmaztunk: 

viz/etanol/metil-etil-keton/acetil-aceton 65:15:15:5 elegy 

/А/ , ez főleg glükozidok szétválasztására alkalmas, benzol/

metil-etil-keton/metanol 50:25:30 elegy /В/ pedig aglükonok 

szétválasztására bizonyult jó rendszernek.

A rétegeken az egyes anyagok detektálását a lapok 

UV-fénnyel történő besugárzásával valósítottuk meg.

/EBFW/ 5:3:1:1 arányú elegye.

Г



24

3.3. A flavonoid glükozidok szénhidrát komponensének

kimutatása

Az egyes flavonoid glükozidok szénhidrát összetevő

jének kimutatását a következőképpen végeztük el/12/: a vizs

gálandó anyagból 5 mg-ot mértünk ki és 2 mólos sósav oldat-
3

ban oldottuk fel, majd ehhez hozzáadtunk 1 cm

Egy órán keresztül visszafolyattuk, majd lehütöttük és vákuum-
3bepárló készüléken fele térfogatra bepároltuk. Ezután 10 cm 

éterrel extraháltuk. A vizes fázist szárazra bepároltuk, az 

éteres fázist Na2S04~on történő száritás után szintén bepá

roltuk. A vizes fázisban a lehidrolizált szénhidrát, mig az 

éteres fázisban az aglükon található. A bepárolt vizes fá

zist feloldottuk, vékonyrétegen megfuttattuk és standard cu

kor sorozattal hasonlítottuk össze.

metanolt.

3.4. Szőlőlevél extraktum oszlopkromatográfiás feldolgozása

Előzetes vizsgálataink és az irodalmi adatok alapján 

a poliamid /Woelm/ töltet segítségével nagy mennyiségű extrak- 

tumot lehet szétválasztani. A művelet elvégzéséhez az 5.ábrán 

látható kromatográfiás elrendezést állítottuk össze.

Az oszlop mérete: 4 cmx 60 cm.

Az adszorbens tömege: 150 g.

Elució: lineáris gradiens elució /desztillált viztől a 100 %-os 

metanolig/
3

Áramlási sebesség: 1,5 cm /perc

A felvitt minta mennyisége: 5 g

10 cm^.A frakciók térfogata:
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1I
6

2

4
3 5

1 Gradiens edény
2 Az adszorbenssel megtöltött edény
3 LKB 12000 VARIOPERPEX perisztaltikus pumpa
4 UVICORD 4700 optikai egység
5 ULTRARAC 7000 frakció kollektor
6 0H-814 potenciometrikus rekorder

5 . ábra

Az elució kontrollját UV-detektorral valósítottuk meg, amely 

254 nm-en mérte a rajta keresztülfolyó eluátum fényelnye

lését. A detektorból érkező elektromos jelet egy rekorderre 

vezettük, amely az elució profilját rajzolta ki. A levél- 

extraktum nyolc frakcióra vált szét. A frakciók össztérfo- 

gata 1,8 liter volt, mindegyiket bepároltuk. Mivel egy kro

matográfiás lépésben a kapott flavonoid frakciók összmennyi- 

sége nagyon kevés volt /100-200 mg/, ezért többször meg kel

lett ismételni az elválasztási műveletet. Minden egyes elució

■
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végrehajtása után vörös elszíneződés maradt az oszlop te

tején, amelyet nem lehetett leoldani, ezért ezeket eldobtuk. 

A frakciók összetételét vékonyréteg-kromatográfiásan vizs

gáltuk /1.táblázat/.

1. táblázat

Frakció Retenciós faktor

Szilikagél/EBFWCellulóz/BAW

0 ,424I . 0,052 0,478 0,635 0

0,383 0,574 0 ,678 0 ,485II .

0,491III . 0,548 0,600 0,678 0,24

IV. 0,678 0,355 0,477 0,570,600 0,896

0,669 0 ,831

0,485 0,593V. 0,683 0,796 0,389

0,700

VI . 0,618 0,770,683 0,509

0,824

VII . 0,683 0 ,940 0,538 0,822

VIII . 0,599 0,676 0,965 0,512 0,813

A táblázatból jól látható, hogy az egyes frakciók nem egy- 

komponensüek, hanem összetettek. 'Ezért még további oszlop

kromatográfiás elválasztásnak kell alávetni őket. Előzetes 

antifungális tesztelés alapján az első és a második frakció
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bizonyult hatékonynak,ezért figyelmünket ezekre fordítottuk.

A frakciók újbóli szétválasztását Sephadex LH-20- 

-gélen /Pharmacia/ valósítottuk meg. A kromatográfiás elren

dezés hasonló volt az előzőhöz.

Az oszlop mérete: 60 x 1,5 cm. 

Adszorbens tömege: 30 g.
3

2,5 cm /perc .Áramlási sebesség:

E]ució: 100 %-os metanol.

A felvitt minta mennyisége: 0,1 g.

A poliamid oszlopkromatográfiával kapott frakciók 

közül elsőként az első frakciót választottuk szét, amelyek 

összetételét ismét vékonyréteg-kromatográfiával néztük meg 

/2.táblázat/.

2 .táblázat

Frakció Retenciós faktor

Cellulóz/BAW

I. 0,046

II . 0 ,0522

III . 0,030 0,477 0,623

IV. 0,676

A táblázatból látszik,hogy ezek közül csak a harmadik frak

ció összetett, a többi nem. A poliamid kettes frakciója három 

komponensre vált szét, azonban ezek közül mennyiségileg egy 

messze túlhaladta a másik kettőt, ennek az Rf-értéke cellulóz

lapon BAW-ban 0,75 volt.
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3.5. A tiszta frakciók vékonyréteg-kromatográfiás és 

UV-spektroszkópiás vizsgálata

A legutolsó lépésben - a Sephadex LH-20 adszorben- 

sen - egyedi komponensekre szétválasztott levélextraktum 

azonosítását vékonyréteg-kromatográfiával és UV-spektrosz- 

kópiával - ahol szükséges volt,kémiai szintézissel - vé

geztük el. A vékonyréteg-kromatográfiás azonosítást ismert 

anyagokkal történő összehasonlítással oldottuk meg. Az UV- 

-spektroszkópiához a frakciók metanolos oldatát készítettük 

el. A spektrumokat shift-reagensek hozzáadásával is felvet

tük, ezek segítségével a gyűrűk szubsztitúciójára lehet kö

vetkeztetni. A reagensek elkészítésének pontos leirása /12/- 

-ben található meg. A méréseket SPECORD UV VIS készüléken 

végeztük el.

1. Az I-es frakció az A futtatószerben 0,03 R^-értékkel fut. 

Az irodalmi adatok szerint /39/ ez megfelel a flavonoidok 

glükuronid származékának. Ennek bizonyítására az anyagot só

savas hidrolízisnek vetettük alá. A lehidrolizált szénhidrát

a D-glükuronsav volt. Az aglükon két komponensre vált szét 

cellulóz lemezen. A kisebb R^-értékü /0,71/ a kvercetin volt, 

a nagyobb R^-értékü /0,96/ az UV-spektroszkópiás viselkedése 

alapján /3.táblázat/ kempferolnak bizonyult. Ennek bizonyítá

sára a szintézisét is elvégeztük, amely alátámasztotta fel

tevésünket. A két glükuronidot poliamid rétegen а В futtató

szerben tudtuk szétválasztani. Lekapartuk őket a rétegről,me

tanollal kioldottuk és felvettük az UV-spektrumukat /3.táblá- 

A 0,05 R^-értékü a kvercetin-3-P-D-glükuronid, a 0,01zat/ .
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R^-értékü pedig a kempferol-3- ß -D-glükuronid volt.

2. A II. frakciót a fentiekhez hasonló módon poliamid vékony

rétegen is megfuttattuk, ahol mind a két rendszerben egykompo- 

nensünek bizonyult. Az R^-értékek az A futtatószerben 0,2,

a B-ben 0,19. A sósavas hidrolízis eredménye kvercetin és 

D-glükóz volt. Az UV-spektrum alapján /4. táblázat/ a C-3 hely

zetű szubsztitúció volt a legvalószinübb. Ennek bizonyításá

ra elvégeztük a kvercetin-3- -D-glükopiranozid szintézisét, 

amelynek eredményeként a két anyag teljesen azonosnak bizo

nyult .

3. A III. frakcióban négy anyagot sikerült kimutatni. A fő

komponense a rutin /több mint 90 %/. A poliamid rétegen meg

futtatva R^ /А/: 0,22, R^ /В/: 0,1 értékeket kaptunk. Ezek az 

értékek és az UV-spektroszkópiás /4. táblázat/ viselkedése 

teljesen megegyezett a rendelkezésünkre álló kereskedelmi

rutinnal. A szennyezésként L-ramnózt és kvercetin-3- fi -D- 

-glükozidot mutattunk ki, amelyek valószinü, hogy a frakció 

kinyerése és tárolása során a rutin hidrolíziséből keletkez

hettek .

4. A IV. frakció vékonyrétegen tanúsított viselkedése azt mu

tatta, hogy hidroxil-csoportokkal többszörösen szubsztituált. 

Kicsi R^-értékekkel rendelkezett a poliamid rétegen /R^ /А/: 

0,0, /В/:

/Rf /BAW/:

lizise nem eredményezett cukrot, tehát a vegyületünk aglükon. 

Az UV-spektroszkópiás vizsgálatok /4. táblázat/ és a rendel

kezésre álló standard flavonoidok alapján ez a frakció a

0,22/, a cellulóz rétegen kisebb az R^-értéke 

0,42/, mint a kvercetiné /0,71/. A sósavas hidro-
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miricetint tartalmazza. Habár Bachmann eredményei /40/ sze

rint a V.itis viniferaban a miricetint glükozidálva lehet meg

találni, de figyelembe véve a miricetin glükozidjainak sav

érzékenységét könnyen elképzelhető, hogy a feldolgozás során 

hidrolizált le a cukor a molekuláról és ezért tudtuk aglü- 

konként azonosítani.

5. A poliamid oszlopkromatográfiával nyert második frakció 

tisztítását szintén Sephadex LH-20 tölteten oldottuk meg.

Itt egy főkomponenst sikerült kinyernünk. Sósavas hidrolízis

nek hiába vetettük alá szerkezete nem változott, szénhidrát 

nem hidrolizált le róla, igy az anyagunk aglükon. Az UV- 

-spektroszkópiás viselkedése alapján /4. táblázat/ megál

lapítható, hogy C-3 helyzet nincs hidroxilálva, mivel a 

spektrum nátrium-metilát hatására nem változik az idővel.

A B-gyürü o-dihidroxil-csoportját jelzi az A1C1 -os és
О

HgBO^-as batokróm-shift, ugyanakkor az AlClg-os spektrum 

nem regenerálódik HC1 hatására, ezért a C-5 helyzet hidroxi

lálva van. A nátrium-acetát hatására bekövetkező batokróm-

-shift jelzi, hogy a C-7 pozícióban hidroxil-csoport van.

Ezek alapján és a rendelkezésünkre álló standard flavonoidok 

segítségével sikerült megállapítani, hogy a kérdéses anyagunk 

a luteolin.



3. táblázat

1
t

/пшЯ< , шах
Anyagok

AlCl^/HClmetanol CH30Na NaOAc/HgBO^NaOAcAlClg

I/a frakció 255, 362

1
СО

I/b frakció 258, 360 м
1

253y, 266,
294 , 322

278, 316, 
416 /d/

260y, 268 

303v, 350,
269, 303 

348 , 424 ,
474, 303, 267, 297 

320v, 372
v’ v’

387kempferol v5v
367 424

272 , 333 , 265, 301 

359, 428
254v, 274,v »kvercetin 247 . 321255, 370 261, 388458v ’ 329, 390

/d/ /d/

v-a spektrumon úgynevezett "váll" található 
/d/-a spektrum idővel dekomponálódik



*max/nm
Anyagok A1C1-/HC1 NaOAc/H^BO^CBUONa A1C1 NaOAcmetanol 3 3 3

260, 300 

365, , 403
270, 325 263, 297274, 330, 274, 300257, 360, 

267 , 305
v’v’ V’ V5

II. frakció 378 382414 440 vV V

257, 360,
267 , 305 v v

274, 330, 274, 300 260, 300 270, 325 263, 297V’ v’ V5 V’kvercetin-3-
-glükozid 414 365440 403 378 382v 5

259, 265 272, 327, 275, 303 271, 300, 271, 325, 261, 298,v’ v’ I
III.frakció 300 359 . 410 435 364 405 393 387v ’ v5 OJ

ro
I

255, 272 262 285 ,XT 5 271, 316, 265, 271 258, 305v’ v* V» V’VIV. frakció 269, 335301 374 322, 423 307v, 360y450 392v 5
/d/ 429

243, 255, 266 , 329 274, 300v, 
328, 428

266v, 275, 
294 , 355,

269, 326 259, 301 

370, *+30v
v’ v’ v’V V

luteolin 266, 296y 401 384v350 385

v-a spektrumon úgynevezett "váll" található 
/d/-a spektrum idővel dekomponálódik

4 . táblázat
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3.6. Szintetikus vizsgálatok

A levélextraktum flavonoid tartalmának azonosításá

hoz két anyagot szintetizáltunk. Az egyik vegyület a kempfe- 

rol /3 ,4*,5 ,7-tetrahidroxi-flavon/, a másik pedig a kvercetin- 

-3- ß -D-glükopiranozid /izo-kvercitrin/ volt. Az antifungá- 

lis teszteléshez meglévő vegyületek mellé még két kvercetin- 

származékot a 4',7-di-0-allil-kvercetint és a 7-0-benzil-kver- 

cetint állítottuk elő.

3.6.1. Kempferol előállítása

A szintézist 2,4,6-trihidroxi- CJ -benzoiloxi-acetfenon 

és 4-benziloxi-benzoesavanhidrid módosított Allan-Robinson kon

denzációjával /49/ valósítottuk meg, amelyet az alábbi reakció

sor szemléltet.

;c OBz

г. кон1

2 ,4 ,6-trihidroxi-6^ - 
-benzoiloxi-acetofenon

4-benziloxi-
-benzoesavanhidrid

но ^j^^-oBz’ на/сксоон ^ но 

но о он
4-benzil-kempferol kempferol

Bz - benzoil-csoport 
ßz' - benzil-csoport
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2,4, 6-trihidroxj- со -benzoiloxi-acetofenon:

A vegyületet Heap és Robinson módszerével /50/ állí

tottuk elő.
3

70 cm éterben feloldottunk 10 g /0,062 mól/ benzoil- 

oxi-acetonitrilt és 8,6 g /0,068 mól/ floroglucint, majd jég- 

hűtés mellett 5 órán keresztül HCl-gázt áramoltattunk át raj

ta. A sósav gáz átvezetése után 12 óráig állni hagytuk. A ki

vált sárga szinü csapadékot leszűrtük és éterrel átmostuk. 

200 cm3 50 % — os vizes etanolban feloldottuk és 21 órán ke

resztül vj.sszafolyattuk . Ezután az alkoholt vákuumbepárlón 

lepároltuk, a vizes oldatot lehűtve a termékünk kivált, le

szűrtük és melegvízzel mostuk, majd szárítottuk. Vizes meta

nolból kristályosítottuk át, 6,7 g terméket kaptunk. 

Olvadáspont: 233-235°C.

Kitermelés: 36 %.

4-benziloxi-benzoesavanhidrid /51/:

25,9 g /0,098 mól/ 4-benziloxi-benzoesavkloridhoz 

hozzáöntöttünk 50 cm3 /0,6 mól/ piridint, majd 100°C-on 5

percig forraltuk. Ezután 100 g darabos jégre öntöttük és hoz-
3

záadtunk 50 cm koncentrált sósavat. A jég megolvadása után

a savanhidrid kivált az oldatból. Vákuumszürőn leszűrtük és
3 315 cm metanollal, majd 15 cm vízmentes benzollal mostuk.

Vízmentes benzolból átkristályositottuk, 20 g terméket kap

tunk .

Olvadáspont: 116-117°C.

Kitermelés: 93,1 %.
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Kempferol:

2 ,0 g /0,007 mól/ 2,4,6-trihidroxi-СО -benzoiloxi-

-acetofenon és 12,5 g /0,029 mól/ 4-benziloxi-benzoesavan-

hidrid és 4 cm trietilamin elegyét 3 órán keresztül vissza-
3 3folyattuk. Ezután 200 cm metanolból és 8 cm 

KOH-ból álló elegybe öntöttük és további 3 óráig visszafo- 

lyattuk. Miután eltelt a 3 óra 200 cm 

kuumban, 30°C-on a metanolt lepároltuk. További egy liter vi

zet adtunk hozzá, a kivált csapadékot leszűrtük és az anya- 

lugot CO2 gáz átbuborékoltatásával semlegesítettük. A kelet

kezett csapadékot leszűrtük és megszáritottuk. Feloldottuk 

2 cm metanolban és 60 x 1,5 cm-es Sephadex LH-20-géllel töl

tött oszlopon megtisztítottuk. A keletkezett 4-benziloxi-

60 %-os vizes

vizbe öntöttük és vá-

-kempferolról a benzil-csoportot jégecetes közegben sósavas 

hidrolízissel távolitottuk el. Etanolból átkristályositottuk, 

242 mg sárga tü alakú kristályokat kaptunk.
Olvadáspont: 277-279°C.

Kitermelés: 12,1 %.

UV-spektroszkópia, ^“max ‘: 265 nm, 365 nm.

3.6.2. Kvercetin-3- ß -D-glükopiranozid előállítása

Fox és munkatársainak hidrolitikus módszerét /52/

alkalmaztuk, melynek az a lényege, hogy a rutin /kvercetin- 

-Ъ-ß -rutinozid/ diszacharid részéről savas hidrolízissel az 

L-ramnózt eltávolítják. Természetesen a másik glükozidos kö

tés is hasad, ezért rutinból, kvercetinből , izo-kvercitrinből 

és cukrokból álló reakcióelegy keletkezik, amelyből oszlop- 

kromatográfiás eljárással lehet kinyerni a kivánt anyagot.
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10 g rutint feloldottunk 225 cm3
3lohexanonban. A visszafolyó hűtőn keresztül hozzáadtunk 75 cm 

85 %-os hangyasavat olyan gyorsan, ahogy csak lehetett, de vi

gyázva arra, nehogy kifusson. Ezután állandó keverés mellett, 

102-107°C-on 10 órán keresztül visszafolyattuk. Egyórás idő

közönként mintát vettünk és szilikagél rétegen etil-acetát/ 

metil-etil-keton/hangyasav/viz 5:3:1:1 futtatószerrel követ

tük a hidrolízis előrehaladtát. 10 óra elteltével

forrásban lévő cik-

ekkorra

a rutin nagy része elhidrolizált - vákuumban bepároltuk a re- 

akcióelegyet sürü sziruppá, felvettük egy kevés metanolban.

80 x 4 cm-es méretű Sephadex LH-20-géllel töltött oszlopon 

kromatografáltuk, eluensként metanolt használtunk. Az izo- 

-kvercitrint tartalmazó frakciókat összegyűjtöttük és bepá

roltuk. Etanol - viz elegyből átkristályositottuk, 1,2 g ter

mék keletkezett.

Olvadáspont: 228-229°C.

Kitermelés: 15,8 %.

UV-spektroszkópia; \ : 258 nm, 360 nm.max

3.6.3. 4',7-di-0-allil-kvercetin /53/
3

8 g kvercetin-pentaacetátot /54/ feloldottunk 100 cm
3

vízmentes acetonban és hozzáadtunk 16 g ^CO^-ot és 50 cm 

allil-bromidot, majd állandó keverés mellett 24 órán át visz- 

szafolyattuk. A ^CO^-ot leszűrtük, az acetont vákuumban 30°C- 

on lepároltuk. A nyers terméket benzol-hexán elegyből átkris

tályositottuk. A 4’ ,7-di-0-allil--3*,3 ,5-tri-0-acetil-kvercetin

fehér tükristályok formájában kristályosodott ki.

Olvadáspont: 120-121°C.
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A termék tömege: 5,5 g.

Kitermelés: 63 %.

Az 5,5 g ,7-di-0-allil-Í,3 ,5-tri-O-acetil-kvercetint
3 3

feloldottuk 25 cm etanolban és hozzáadtunk 3 cm

sósavat, ezután 2 órán keresztül visszafolyattuk, majd leg- 

3végül 20 cm vizet öntöttünk hozzá. A kivált sárga szinü nyers 

terméket aceton-metanol elegyből átkristályositottuk, 2,7 g 

sárga tükristályokat kaptunk.

Olvadáspont: 160-161°C.

Kitermelés: 14,7 %.

koncentrált

UV-spektroszkópia, 1 : 257nm, 374nm./vmax ’

3.6.4. 7-0-benzil-kvercetin /53/
310 g kvercetin-pentaacetátot, 1,0 g Kl-ot és 10 cm

3
benzil-kloridot feloldottunk 150 cm 

hozzáadtunk 25 g ^CO^-ot. Húsz órán keresztül, állandó ke

verés közben visszafolyattuk. Ezután leszűrtük és vákuumbe- 

párlón, 30°C-on olajos anyagig bepároltuk , majd benzol-hexán

vizmentes acetonban és

3elegyből átkristályositottuk. A szintelen kristályokat 100
3

metanolban és 35 cm 10 %-os NaOH oldatban szuszpendáltuk,

cm

100°C-on 5 percig forraltuk. Ezután 300 cm^
3

vizet és 20 cm koncentrált sósavat adtunk hozzá.

majd vizfürdőn,

Sárga szinü
3

csapadék vált ki, amelyet megszáritottunk és 2 x 100 cm for

ró benzollal extraháltuk. Az oldhatatlan anyagot átkristályo

sitottuk etil-acetátból, majd aceton-metanol elegyből, 2,9 g

sárga tükristályokat kaptunk.

Olvadáspont: 252-253°c. Kitermelés: 37,9 %. 

UV-spektroszkópia, X : 258 nm, 373 nm.max'
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3.7. A levélfrakciók és szintetikus termékek antifungális 

hatásának tesztelési módszere, eredmények értékelése

Az antifungális hatás tesztelésére a lyukasztott agar- 

lemez módszert alkalmaztuk /55/. Petri-csészébe öntött tápta

lajt a megfelelő gombával beoltjuk és steril dugófúróval lyu

kakat vágunk bele. Ezekbe a lyukakba változó koncentrációban

ul mennyiségű tesztelendő anyagot mérünk be. Az agár

ban szétdiffundáló anyag a hatékonyságától és a koncentráció

jától függő mértékben hozza létre a kioltási zónákat. A kö

zeg hatásának kiküszöbölésére kontrollként csak tiszta oldó

szert mérünk be egy lyukba.

A táptalaj összetétele a következő volt:

200-300 /

élesztő hidrolizátum /Oxoid/5 g

10 g D-glükóz

20 g Bacto agar /Difco/

3
1000 cm vizes oldatban

A táptalaj sterilizálását hőkezeléssel oldottuk meg. A lom

bikba mért táptalajt kuktába helyeztük, amelybe negyed ré

széig vizet öntöttünk. Attól kezdve, hogy a kuktában felforrt 

a viz 30 percig tartottuk benn a lombikot. Amikor lehűlt a 

táptalaj, Petri-csészékbe öntöttük.

A táptalajok beoltását a megfelelő gombák spórájából, vagy 

micélium szövedékéből készült desztillált vizes szuszpenzió 

felvitelével valósítottuk meg.

A teszteléshez használt gombákat a JATE Növényélettani Tan

székétől kaptuk.

ü SZi ' .o ?-%
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A. Penészgombák: Mucor raceraosus

Aspergillus nidulans 

B. Patogéngombák: Botrytis cinerea 0036

Alternaria tennuis 0048

Fusarium oxysporum 0609 

C. Élesztőgombák: Kloeckera apiculata 1027

Candida tropicalis 0787

Két vizsgálat között a gombatörzseket steril paraffinolaj 

alatt, 4°C-on tároltuk.

Az inkubációs hőmérséklet a Botrytis cinerea és az Alternaria 

tennuis törzsek esetén 20°C, a többi gombánál 30°C volt.

Az inkubációs idő 48 óra volt.

Az azonosított levélfrakciókon és az általunk szin

tetizált vegyületeken kivül még további tizenöt flavonoid-

származék /6. ábra/ tesztelését végeztük el. A vizsgált anya-
3 3gokat 2000 mg/dm és 1000 mg/dm koncentrációban 10 %-os és 

5 %-os vizes acetonban oldottuk fel. Az antifungális hatás 

erősségére a kioltási zónák átmérőjéből következtettünk.

A kontrollként alkalmazott oldószer kioltási zónaátmérőjét 

levontuk az adott anyagra mért átmérőből.

Eredményeinket az 5.-12. táblázatokban tüntettük fel.

A kioltási zónák átmérőjét centiméterben adtuk meg. az 

5 %-os vizes acetont a K2 pedig a 10 %-os vizes acetont je

lenti. Az "xx" a fungicid, az "x" a fungosztatikus hatást 

jelzi. Ahol nem tapasztaltunk antifungális hatást, azt
ff _ " jellel jelöltük.
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Antifungálisan tesztelt flavonoid származékok
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6 . ábra folytatása

Antifungálisan tesztelt flavonoid származékok



Ill frakcióII. frakcióI. frakció
Törzsek К10002000 К 1000 K22000 К 2000 1000 К1 к21 2 1

Mucor ххXXXX XX0,8х3 ,7хXX 1,1 1,33 20,72,1
racemosus

Aspergillus
nidulans

хх XXXX XXX XXX XXX XXXX 2,8 2,5 1,4 0 ,62,5 10,8 2,03 ,5 2,1 0,9

Botrytis 

cinerea 0036
x1,5 I

-F
О

Alternaria 

tennuis 0048
x X1,82,5 I

Fusarium 

oxysporum 0609
x X X X2,1 0,3 0,7 0,8

Kloeckera 

apiculata 1027 1,5XX xx 1,5XX2,0

Candida
tropicalis 0787

5 . táblázat



rutinluteolinIV. frakció
Törzsek 1000 К2000 К 2000 1000 К К 2 ОС 0 1000 К1 К21 2 1 )

Mucor XXXXXX 0,70,70,81,11,51,9
racemosus

Aspergillus 

гidulans
х1,5

Botrytis
cinerea 0036 I

-F
A3 ternaria 

tennuis 0048

иX2,0 I

Fusarium 

oxysporum 0609
x X1 ,0X X XX XX1,0 0,5 0,5 6,4 5

Kloeckera 

apiculata 1027
xx 1,0X>1,4

Candida
tropicalis 0787

x X0,5 0,5

6 . táblázat



4*, 7-di-0-alii 1- 
-kvercetinizo-kvercitrin kvercetin

Törzsek К10002000 К 10002000 КK1 2 000 1000 K1 K221 2

Mucor 1,0х 0,8х 0,8ххх 1,4Х2,2
racemosus

Aspergillus
nidulans

хх хх2,4 2,0

Botrytis 

cinerea 0036
xx XX X1,8 1,82,0

I
-p

Alternaria 

tennuis 0048
юX X XX2,7 1,8 1,31,6 I

Fusarium 

oxysporum 0609
x2

Kloeckera 

apiculata 1027
2 ,lxx 1,0 x 1,8х 1,3х 3 ,7XX 1,2 XX 0,8 X

Candida
tropicalis 0787

xx1,3

7. táblázat



7-0-benzil-kvercetin fizetin morin
Törzsek К10002000 К 2000 1000 K9К 2000 1000 K1 К1 2 ]. 2

Mucor 053Х1.7х 0,5х3 ,1х
racemosus

Aspergillus
nidulans

XXX XX0,71,8 0,2

Botrytis 

cinerea 0036
x X X x> X2,5 0,5 0,5 1,0 0,8

I

-p
COAlternaria 

tennuis 0048 I

Fusarium 

oxysporum 0609
x X1,0x2,1 0,5

Kloeckera 

apiculata 1027
xx XX XX XX X 0,3X2,3 1,4 0,6 0,6 0,6

Candida
tropicalis 0787

1,5* 0,5X XX XX0,4 0,2

8 . táblázat



miricetin apigeninfiavon
Törzsek 1000 К2000 К 10002000 К К 10002 000 K1 К1 2 1 2

Mucor ххXXхх XX2,8ХХ 2 ,0ХХ 0,21,0 0,41,0
racemosus

Aspergillus
nidulans

xXX XXXX 0,20,6 0,4 0,4

Botrytis 

cinerea 0036
ххx XXXXXX XX 0,2" 1,8 1,50,7 0,40,9

I

-p-
A1ternaria 

tennuis 0048

-pXX XXXXXXX X X 0,40,7 2,53 ,0 1,5 0,50,4 I

Fusarium 

oxysporum 0609
xx xxXx 0,7 0,20,41,0

Kloeckera 

apiculata 1027
xXXXX XXX XX 0,3 1,2 1,00,41,0 0,5 0,41,4

Candida
tropicalis 0787

9 . táblázat



krizin diozmin kaikon
Törzsek 2000 1000 К К 10002000 к2К 2000 1000 K1 К1 2 1

Mucor 0,5ХХ0,4XX XXXXXX XX 1,4 0,20,8 0,6
racemosus

Aspergillus
nidulans

XX XXXX XXX 20,2 41,02,1

Botrytis 

cinerea 0036
XXxx xxxx 0,4 0,2 I1,2 1,0

-p
СЛ

Alternaria 

tennuis 0048
xxxxxXX 0,5 0,42,91,0 0,8

Fusarium 

oxysporum 0609
XXXXXXXXXXXX 0,30,50,10,61,00,52,53 ,0

Kloeckera 

apiculata 1027
x XXXX 0,30,3 0,40,41,9

Candida
tropicalis 0787

xXXX 1,00,50,51,0

10. táblázat



flavanon naringenin naringin
Törzsek 1000 К2000 К 10002000 К к 2000 1000 K1 К1 2 1 2

Mucor 1 ,4ХХ 1 ,охх 0,5ХХ хх хх XX0,4 0,5 0,4
racemosus

Aspergillus
nidulans

хх хх0,5 0,2

Botrytis 

cinerea 0036
xx XX1,2 1,0

I
-FAl ternäria 

tennuis 0048
x X X X XX CT)XX XX XX XX XX XX XX1,0 0,8 5 4 0,8 0,6 0,8 0,80,4 0,6 0,8 0,4 I

Fusarium 

oxysporum 0609 1,0X 0,7X x 0,7X x X x 0,7X1,0 1,0 0,7 1,0

Kloeckera 

apiculata 1027
xx XX X X 0,5 X X X X X1,0 X0,6 0,5 0,4 0,4 0,5 0,4 0,5 0,4

Candida
tropicalis 0787

11. táblázat



kempferol genistein sophorikozid
Törzsek 1000 К2000 К 1000 к K22000 2000 1000 К К 21 2 1 1

Mucor
1,1х 0,5хX X 0,8Х X X0,5 0,2 0,2 0,5

racemosus

Aspergillus
nidulans

х X XX XX~х X 3,8х X1,5 0,8 1,60,8 0,9 1,0 2,0

Botrytis 

cinerea 0036
XX XX X3 ,9 3,5 0,5

I
-сAlternaria 

tennuis 0048 I

Fusarium 

oxysporum 0609
x X XXX X X1,1 1,0 2,10,5 0,4 0,6

Kloeckera 

apiculata 1027
x X3,4 1,6

Candida
tropicalis 0787

xX x1,0 0,5 0,5

12 . táblázat
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Az eredmények alapján az alábbi következtetések von

hatók le a megvizsgált flavonoidszármazékok antifungális ha

tására .

1. A levélfrakciók közül egyik sem volt hatásos a Candida 

tropicalis gombával szemben /5., 6. táblázat/. A I., II. 

és III . frakciók közel azonos erősséggel gátolták a Mu- 

cor racemosus és Alternaria tennuis gombák növekedését.

A három patogéngombával szemben az I. és II. frakció volt 

aktiv. A szőlő levélből azonosított luteolinnak volt a

legkisebb az aktivitása. A III. frakció hatáserőssége 

nagyobb, mint a tiszta kereskedelmi rutiné, ugyanez mond

ható el a II. frakcióról és az általunk előállított izo-

-kvercitrinről. Ennek magyarázata az lehet, hogy a levél

frakciókban hidrolízis miatt szennyezésként jelenlévő 

aglükonok növelik az antifungális hatásukat.

2. A szintetikus flavonolok közül a kvercetin és a kvercetin- 

-3-D-glükozid a leghatékonyabb /6., 7., 8., 9., és 12. 

táblázat/ . A kvercetinre C-1? és C-7 helyekre beépített 

allil-csoport, illetve C-7 helyzetbe beépített benzil- 

-csoport szinte nullára csökkentette az antifungális ha

tást. Habár ezek a csoportok megnövelik a molekula lipofi- 

litását, de leblokkolják a szabad hidroxil-csoportokat és 

ezzel csökkentik az antifungális hatást. A szabad C-7 és 

C-M4 hidroxil-csoportok mellett a nagyobb aktivitás eléré

séhez még szükséges а C-3** hidroxil-csoport jelenléte, mi

vel a fizetin, kvercetin, izo-kvercitrin hatékonyabb a 

kempferolnál. A B-gyürün az orto-dihidroxil-csoport ak-
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tivabb vegyületet eredményez, mert a morin hiába tartal

maz két hidroxil-csoportot a B-gyürün, mégis kevésbé ak

tiv. Ugyanakkor a B-gyürün a három szabad hidroxil-cso- 

port lerontja az antifungális hatást, a miricetin sokkal 

kevésbé aktiv az orto-dihidroxil-csoportokat tartalmazó 

anyagoknál. A C-3 helyzetű glükozidálás nem befolyásolja 

az antifungális hatást, kivételt képez a rutin /lásd I., 

II. levélfrakció, izo-kvercitrin/.

9., 10. táblázat/ maga az alapve- 

gyület csak a Candida tropicalis gombával szemben nem 

hatékony. Az apigenin és a krizin gyakorlatilag inaktí

vak. A luteolin a fiavonnál erősebben gátolja a gombák 

növekedését /nagyobbak a zónaátmérők/, tehát a B-gyürün 

az orto-dihidroxil-csoport növeli az antifungális hatást. 

A luteolinban a C-4*hidroxil-csoport metilálása és a C-7 

glükozidálása /diozmin/ nem csökkenti az aktivitást.

4. A flavanonok közül az alapvegyület kevésbé antifungális 

hatású, mint a naringin és a naringenin /11. táblázat/.

3. A fiavonok közül /6 • 5

A naringeninben a C-7 helyzetű glükozidálás nem változ

tatja meg az aktivitást. A kaikon antifungális hatása 

összemérhető a három flavanonszármazék hatásával /10.táb

lázat/ . A két izo-flavonoid vegyület közül a genistein- 

nek erősebb az antifungális hatása, amelyet a C-41 hely

zetű glükozidálás /sophorikozid/ lecsökkent /11. táblá

zat/. A megvizsgált összes flavonoidszármazék közül a 

flavanonok és a kaikon gátolják legkevésbé a gombák nö

vekedését .
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4. KÍSÉRLETI eredmények összefoglalása, ÉRTÉKELÉSE

A Vitis vinifera gombás megbetegedésekkel szembe

ni rezisztenciájának jobb megismerése céljából az Othello 

szőlőlevél flavonoidjainak azonosítását valósítottuk meg. 

Mivel az irodalomban még nem Írták le a levélextraktumok 

antifungális hatásának rendszeres vizsgálatát, ezért elvé

geztük a biológiai tesztelésüket. Ennek érdekében a szőlő

levél extrakciós feldolgozása után a nyers növényi extrak- 

tumot oszlopkromatográfiás technikával választottuk szét. 

Első lépésként poliamid adszorbenst alkalmaztunk, amelyen 

nagy mennyiségű extraktumot lehetett szétválasztani. Az igy 

kapott frakciókat - amelyek még több komponensüek voltak - 

Sephadex LH-20 tölteten további szeparálásnak vetettük alá. 

Ennek eredményeként egyedi összetevőkre választottuk szét

az extraktumot.

A megtisztított levélextraktumok flavonoid tartal

mának azonosítását UV-spektroszkópiával és vékonyréteg-kro- 

matográfiával valósítottuk meg. A vegyületek azonosításához 

két flavonoid származék kémiai szintézisét végeztük el. Ez 

a két vegyület a kempferol /3 ,4^,5 ,7-tetrahidroxi-flavon/ és 

az izo-kvercitrin /kvercetin-З- ß -D-glükopiranozid/ volt.

A szőlőlevél-extraktumból hat flavonoid származé

kot azonosítottunk, amelyek a következőek voltak: 

kvercetin-3- ß -D-glükopiranozid, kvercetin-3- ß -D-glüku- 

ronid, kempferol-3- ß -D-glükuronid, rutin, miricetin és 

luteolin. Az általunk azonosított flavonol-glükozidok ugyan-
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azok, mint amelyeket Bachmann /40/ leirt, kivételt képez 

a miricetin, mivel ezt aglükon formában azonosítottuk.

Egy fiavon származékot is sikerült kimutatnunk 

az Othello szőlő levelében - a luteolint. Noha Nutsubidze

/56/ beszámolt arról, hogy a szőlők levelében a luteolin 

megtalálható, azonban a Vitis viniferaban sem Bachmann, sem 

Egger és munkatársai /39/ nem mutatták ki.

Megvizsgáltuk a levélfrakciók antifungális hatását 

hét gombatörzsre. Mivel az irodalomban még nem Írtak le 

rendszeres vizsgálatokat a flavonoidok antifungális hatá

sa és kémiai szerkezetük közötti kapcsolatról, ezért a le

vélfrakciókon kivül további tizenöt kereskedelmi és álta

lunk szintetizált négy flavonoid származék antifungális 

tesztelését végeztük el. A 7-O-benzil-kvercetin és a ^,7- 

-di-O-allil-kvercetin szintézisét azért végeztük el, hogy 

tanulmányozzuk a hidroxil-csoportok szerepét az antifungá

lis hatás kifejtésében.

A levélfrakciók közül az izo-kvercitrin, a kverce- 

tin-3-ß -D-glükuronid ées a kempferol-3- ß -D-glükuronid 

tartalmúak a legaktívabbak, mindegyik gátolta a patogén-

gombák növekedését. A szőlő leveléből azonosított fiavon 

származéknak, a luteolinnak volt a legkisebb az antifun

gális hatása.

A szintetikus flavonolok közül a kvercetin és az

izo-kvercitrin a leghatékonyabbak. Azokban az esetekben,
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amikor a B-gyürün orto-dihidroxil-csoport van jelen sok

kal erősebb az antifungális hatás, mint akkor, ha nincs 

dihidroxil-csoport, vagy nem orto-helyzetüek /kvercetin 

a kempferolnál és a morinnál sokkal hatékonyabb/. Az an

tifungális hatás kifejtésében alapvető szerepe van a sza

bad C-7 hidroxil-csoportnak, ha leblokkoljuk /7-0-benzil- 

-kvercetin/ megszűnik az antifungális hatás. A C-3 hid- 

roxil-csoport glükozidálása nem befolyásolja a flavono- 

lok fungicid, illetve fungosztatikus hatását /kivételt 

képez a rutin, amelynek antifungális hatása jóval kisebb, 

mint a kvercetiné/.

A megvizsgált fiavonok közül a luteolin a leg

aktívabb, amely szintén alátámasztja azt az eredményt, 

hogy az antifungális hatás kifejtésében fontos szerepe 

van a B-gyürün elhelyezkedő orto-dihidroxil-csoportnak. 

A fiavon származékok kevésbé hatékony vegyületek, mint

a flavonolok.

A flavanonok és a kaikon rendelkezik a leggyengébb an

tifungális hatással a tesztelt vegyületek közül.

összevetve a levélfrakciók és szintetikus fla-

vonoid származékok antifungális tesztelési eredményeit, 

megállapítható, hogy a flavonolok rendelkeznek a legerő

sebb antifungális hatással. Ez alátámaszotta azt az elő

zetes feltevésünket, hogy direkt termő szőlők gombás meg

betegedésekkel szemben mutatott rezisztenciájában - a fi-
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toalexin termelése és kondenzált-tannin tartalma mellett -

a levél flavonol tartalmának is fontos szerepe van.

Eddigi vizsgálataink nem elégségesek annak eldön

tésére, hogy a flavonoidok milyen mechanizmus szerint gá

tolják a gombák növekedését. A továbbiakban meg fogjuk vizs

gálni hatásukat a gombák hidrolitikus enzimjeire /pekti- 

názok, cellulázok/. Specifikus enzimekkel orto-kinonokká 

oxidáljuk őket, hogy bizonyítsuk azt a feltételezést, hogy 

a flavonoidok a növényekben ilyen formában fejtik ki ha

tásukat .

-
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