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1. BEVEZETES

A ndvényi eredetli fenolok egyik f& csoportjat a fla-
vonoidok alkotjdk. Elé6forduldsuk a természetben, kémiai szer-
kezetik és bioldgiai aktivitdsuk k&z8tti kapcsolat az elmult
évtizedekben az érdekl8dés kdzéppontjdba keriilt.

A sz616 és a bor nagy karriert futott be az emberi
tdpldlkozdsban, ezt nemcsak a kellemes iziliknek, hanem némely
esetben hasznos élettani hatdsuknak k&szdnhetik, amelyet fe-
noltartalmuknak tulajdonitanak. A fenolok k&zlil fontos sze-
repe van a magas flavonoid tartalmuknak. Régdta ismert tény,
hogy a direkt termd szdldk a gombds é€s egyéb megbetegedések-
kel szemben rezisztensek. Szdmos kutatdé kimutatta a v8rds bo-
rok baktericid hatdsdt. Ezeket az antibidlis és rezisztens tu-
lajdonsdgokat - t&bbek k&zb6tt- a bennilk megtaldlhatd antoci-
dnoknak és mds flavonoidoknak tulajdonitjdk. A kutatédsok
nagyrésze a sz818bogyé, illetve a bor antifungdlis hatésd
vegylileteinek felderitésével foglalkozott. Kevesebb figyel-
met forditottak a ndvény mds részeiben, igy a levélben, szir-
ban megtalélhaté-antifungélis hatdsu flavonoidok azonositdséa-
ra, ezért munkdnk sordn egy direkt termd sz81l8 - az Othello -
levelében 1évé antifungdlis flavonoidok azonositdsdt és bio-
légiai tesztelését végeztiik el.

: A 52816 és mds ndvények rezisztencidjdnak megismeré-
se, azaz olyan vegyliletcsoportok felderitése, amelyek feleld-
sek lehetnek ezen tulajdonsdgokért, nemcsak tudomdnyos, hanem
népgazdaségi és kdrnyezetvédelmi szempontbél is jelentdsek.

Megismerésiikkel lehetdség nyilik olyan névényvédSszerek eld-



dllitdsdra, amelyek a ndvények szdmdra nem "testidegenek",
tehdt az Skoldgiai egyensulyt kevésbé bontjdk meg.
Dolgozatomban a k&vetkezd munkdk elvégzésérdl adok
szamot:
1. Az Othello sz818 leveleinek extrakcids feldolgo-
zasa.
2. A levélextraktum kromatografids tisztitdsa, a
frakcidk flavonoid tartalmdnak azonositdsa.
3. Flavonoid szdrmazékok szintézise.
4. A levélfrakcidk és szintetizdlt flavonoidok an-
tifungdlis tesztelése, kémiai szerkezetillk és bi-

olégiai hatdsuk k&zétti kapcsolat vizsgdlata.



2. IRODALMI ATTEKINTES A FLAVONOIDOK AZONOSITASAROL,

SZINTEZISUKRGL ES BIOLOGIAI AKTIVITASUKROL

2.1. A flavonoidok szerkezete és eld8forduldsuk:

A természetben el8forduld ndvényi fenolok egyik nagy
csoportjadt a flavonoidok alkotjdk, amelyeknek az alapvaza a
2-fenil-kromon. A flavonoidok az 1. &brén bemutatott alap-

vegylletekbdl éplilnek fel.

O
flavon flavanon
/2-fenil-kromon/ /2 ,3-dihidro-flavon/
oo
OH
O
flavonol flavanonol
/3-hidroxi-flavon/ /3-hidroxi-flavanon/
OUs® O]
O 0
kalkon izo-flavon
/benzédl-acetofenon/ /3-fenil-kromon/
# 5
e BG
/’
flavén flavilium-kation
/antocianidin/

1l.ébra



Az azonos alapvazbdél levezethetd vegyliletek a fenolos hid-
roxil-csoportok szdmdban és helyzetében, valamint ezen cso-
portok metildltsdgédban és gliikoziddltsagi fokdban kiildénb&z-
nek egymdstdl. A cukrok &dltaldban C3—on, C7-en és C¢-6n he-
lyezkednek el glikozidos k&tésben. Az egyes vegylilettipusok
gyakorlatilag soha nem fordulnak eld szabadon /aglﬁkonként/,
hanem valamilyen mértékig gliikoziddlva vannak, éppen ezért
f6leg a sejtnedvekben lokalizdldédnak. Eléforduldsi helyliket
tekintve - a virdgsziromtdl a gydkérig - a ndvények minden

részében megtaldlhatdk.

2.2. A flavonoidok azonositdsdra és kivondsdra alkalmazott

kildnbdz& technikék

2.2.1. A ndvény elbkészitése és extrahdlésa

A ndvény eldkészitése és a kivdlasztandd médszer
mindenkor attél fligg, hogy milyen anyagot a ndvény mely ré-
szébdl akarunk kinyerni. Azokban az esetekben, amikor a fla-
vonoidok fellileti olajokban, gyantdkban taldlhatdk, egysze-
riien csak le kell kaparni d&ket és megfeleld oldészerrel ex-
trahdlni kell ezeket az anyagokat.

Altaldban a névényt, illetve annak kivdlasztott ré-
szét, az extrakcid végrehajtdsa eldtt aprd részekre darabol-
va fel kell tédrni. A kdros enzimhatdsok /pl. a glikozidok
hidrolizise/ kikiisz8b8lése érdekében a felapritott ndvényi
anyagot forré olddészerbe kell helyezni, vagy gyors szdritds-
nak kell aldvetni. A nem kivant lipofil anyagokat /karote-

noidok, szterolok, klorofill/ petroléterrel, vagy hexdnnal



elSzetesen gyakran ki szoktdk extrahdlni /1/,/2/. Ennek nagy
hatrédnya az, hogy ilyenkor bizonyos zsiroldékony flavonoid
aglitkonok is elvesznek.

Az igy el8készitett ndvénybdSl megfeleld olddszer se-
gitségével a flavonoidok kinyerheték. A kevésbé poldros aglii-
konok /izo-flavonok, flavanonok, dihidro-flavonolok, t&bbszd-
résen metildlt flavonok/ &ltalédban a k8vetkezd olddszerekkel
extrahdlhatdk: benzol, kloroform, etil-acetdt, dimetil-éter
/3/. A flavonoid gliikozidok, poldros agliikonok /hidroxilélt
flavonok, flavonolok, kalkonok/ &ltaldban acetonos, alkoho-
los, vizes extrakcidval, vagy ezen olddszerek kombindcidja-
val nyerhetdk ki /4/. A legt®bb esetben a viz és metanol
1:1 ardnyu elegyét alkalmazzdk extrahdldsra, mivel ezen ol-
dbészer elegy segitségével széles skdldju extraktumot lehet
kapni. Bizonyos alkalmakkor, féleg, ha antocianinok izola-
ladsa a cél nyomnyi mennyiségil sésavat is tesznek az extra-
h&ldészerbe /5/, habdr ilyenkor a labilisabb gliikozidok el-

hidroliz&lhatnak.

Amikor kﬁiénbazé tipusu flavonoidokat extrahdlunk,
célszerli a nyers extraktumot elSzetes elvdlasztdsnak ald-
vetni. Ez megvaldsithatd kiilénbdz6 polaritdsu oldészerek-
kel egymdsutdn végrehajtott extrakciéval, igy el lehet véa-
lasztani a gliikozidokat az agliikonoktél, a poldros agliiko-

nokat az apoldros agliikonoktél /6/.

2.2.2. Az extraktum kromatogriafids elvalasztésa
A nyers névényi extraktum alkotérészeire t8rténd

szétvdlasztdsdra legalkalmasabb a kromatogridfids elvdlasztés.



A hdrom fé kromatogrdfids mdédszert, az oszlopkromatografiat,
a papirkromatografidt és a vékonyréteg-kromatografidt kildn-
-kiilén és egymdssal kombindlva is alkalmazzdk a flavonoidok

azZonesiktdsanal, és tisztitasanal.,

A. Oszlopkromatografia

Mind a mai napig az oszlopkromatogrdfids mdédszer ma-
radt, mint legegyszeriibben és legjobban alkalmazhaté techni-
ka a nagy mennyiségl nyers ndvényi extraktumok feldolgozdséa-
ndl. A flavonoidok szétvdlasztdsdra a kdvetkezd adszorben-
seket szokds alkalmazni: szilikagél, aluminium/III/-oxid,
celluldéz, poliamid, Sephadex-gélek, ioncserélégyanték.

Ezek k&zil leggyakrabban a szilikagélt, a cellulbzt és a
poliamidot haszndljdk /6/. Az utébbi idében egyre'jobban
elétérbe keriil a Sephadex-gélek alkalmazisa.

A SZILIKAGEL t8lteten az eludld szerek erdsségének
névekvdé sorrendje a k&vetkezd: petroléter, szén-tetraklorid,
benzol, kloroform, dietil-éter, etilacetédt, piridin, aceton,
n-propanol, etanol, metanol, viz. A flavonoidok 8sszes tipu-
sdnak szétvdlasztdsdra alkalmas ez az adszorbens. A szilika-
gél viztartalminak bedllitdsdval az oszlop k&tSképességét
lehet v&ltoztatni. A viztartalom mellett a mdsik faktor,
amely erdsen befolydsolja a k&tbképességet a fémionok jelen-
léte, mivel a polaros flavonoidokat erésen az adszorbenshez
kétik. Ezt a kellemetlenséget egy eldzetes sdsavas mosdssal
lehet elkerililni /4/.

A CELLULGZ tbltettel elvégzett kromatogréfia alkal-

mas a flavonoidok Osszes csoportjdnak és glilkozidjainak



elvdlasztdsdra /6/. A szétvdlasztds adszorpcids és megosz-
ldsos folyamatokon alapszik, melyek erésen filiggenek az elu-
enst6l. Elvben a paprikromatogrdfidban alkalmazott Osszes
eluens itt is haszndlhaté, leggyakrabban a vizes alkoholt
savtartalommal, vagy anélkiil alkalmazzdk /7/. A celluldz

por kis kapacitdssal rendelkezik és felbontdsi készsége li-
mitdlt, noha ezek a hatranyok az oszlop gondos tdltésével
kikiisz8bdlheték, mégis nagyon sokan helyette inkdbb a papir-

kromatogrdfidt alkalmazzdk.

A legszélesebb k&rben elterjedt adszorbens a POLI-
AMID, amelyen az eluotrdép sor a kdvetkezd képpen alakul:
viz, metanol, aceton, vizes ndtrium-hidroxid, dimetil-for-
mamid, vizes karbamid /9/. Nagy affinitdssal k&ti meg a fe-
nolos anyagokat hidrogénhidk&tések kialakitdsdval /10/. A
k&tések erdssége flavonoidok esetén a fenolos hidroxil-cso-
portok szdmatdl figg /11/. Az elucid a poliamid oszloprdl
attdél filigg, hogy az eluens képes-e helyettesiteni az oszlop
kd8tShelyein lévé_anyagokat, vagy pedig erésebb hidrogénkd-
tést tud kialakitani az eludlandé vegylilettel. Az adszor-
bens alkalmas a flavonoidok 8sszes tipusdnak a szétvélasz;
tdsdra /12/. A cellulé6zéndl nagyobb a kapacitdsa és a fel-
bontéképessége. A flavonoidok egy csoportjan beltil a di-
glikozidok eludlédnak eldszdr, ezt k8vetik a monoglilkozi-
dok és legvégiil az agliikonok hagyjdk el az oszlopot. Az
agliikonok k&ziil - amelyek elucidjéra legalkalmasabbak a
nemvizes oldészerek - a kevesebb hidroxil-csoportot tar-

talmazdk eludldédnak legeldszdr.



A SEPHADEX-GEL térhdlds szerkezetli dextrdn-gél, amely al-
kalmas molekulaméret szerinti elvdlasztdsra, itt az elucids
sorrend csbkkend molekulaméret szerinti /13/. A hidroxi-pro-
pildlt dextrdn - amelyet a kereskedelemben Sephadex LH-20-
nak neveznek - a molekulaszilirésen tulmenden haszndlhatd a
flavonoidok és aroméds rendszerek adszorpcids kromatogrdfids
elvdlasztdsdra szerves, illetve szerves/viz olddszerekben
/14/, /15/. A flavonoidok adszorpcidéja a t&ltethez a hid-
roxil-csoportok szdmdtél fiigg. Metanolt haszndlva eluensként
az elucids térfogat a szabad hidroxil-csoportok szdmiaval,
nem pedig ezek savassdgdval hozhaté kapcsolatba /15/.

A flavonoid glikozidok esetén nem csupdn az adszorpcidé a
meghatdrozé folyamat, mint az agliikonok esetén, hanem a mo-
lekulasziirés is k&zrejatszik az elucid sorrend kialakité-
sdban, azaz a gliikozidok kisebb elucidés térfogattal elud-
lédnak. A Sephadex-gélek minden esetben helyettesithetik a
celluldéz tdltetet, féleg akkor, ha nagy kapacitds és nagy

felbontd képesség sziikséges az elvdlasztashoz /6/.

B. Vékonyréteg-kromatogridfia

A vékonyréteg-kromatogridfia az elmdlt iddkben
gyors fejlédésen ment keresztiil és szinte teljes mértékben
felvédltotta a papirkromatogrdfidt mind analitikai, mind pre-
parativ szinten. A flavonoidok elvdlasztdsakor - hasonldan
az oszlopkromatogrdfidhoz - hdrom f& adszorbenst a szili-

kagélt, a celluldézt és a poliamidot szoktdk alkalmazni.

Az elvdlasztds mechanizmusa és az oldészerek elucibds erdés-

sége ugyanaz, mint az oszlopkromatografidban, azzal a f6



elénnyel, hogy itt szélesebb k&rbdl lehet olddszereket,
illetve oldészerelegyeket vdlasztani /6/. Altaldban a fla-
vonoidok a rétegen erdsebben k&tddnek, mint az oszlopon,
ezért nagyobb polaritdsd oldészerek szilikségesek az elvalasz-
tdshoz. A vékonyréteg-kromatogrdfia nagy jelent8sége abban
rejlik elsdsorban, hogy a nyers extraktumok és az oszlop-
kromatogrdfidval nyert frakcidk komponenseinek a széma
kénnyen kimutathaté. Ezek mellett természetesen kis anyag-
mennyiségek tisztitdsdra, kinyerésére szintén kivdldan al-
kalmas.

A flavonoidok egy része nem l4dthatdé a vékonyréteg-
lapon, ezért valamilyen médon eld kell hivni &ket. A leg-
t6bb esetben UV-fényben /366 nm hullédmhosszon/ ez megtehe-
té NH, jelenlétében, vagy nélkiile /12/, /16/. Az UV-fény-
nyel tSrténd detektdldst gyakran eldsegitik a réteglapokba
bekevert fluoreszcens indikdtorok. Ezen technikék mellett
legelterjedtebben az Ugynevezett lefujé-szereket alkalmaz-
zak, amelyek specidlis kémiai reakcidk k6§etkeztében szin-
védltozést idéznek eld a réteglapon megkdtdtt anyagokban.
Ilyen leggyakrabban alkalmazott reagensek aluminium/III/-
klorid /17/, réz/I1/-szulfdt /Benedict-reagens/ /18/, di-

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



J e Ultraibolya-vés l4thaté-spektroszkdpia

A kromatogridfidsan egyedi Osszetevdkre szétvdlasz-
tott ndvényi extraktum kémiai komponenseit, szerkezetét fi-
zikai és kémiai mdédszerekkel lehet meghatdrozni. A flavonoi-
dok szerkezetének analizisében napjainkra az UV-spektrosz-
képia valt f& médszerré. Ennek tdbb oka van, amelyek kdziil
a legelsd az a tény, hogy egy spektrum felvételéhez nagyon
kis mennyiségli tiszta anyag szlikséges - sokszor elegend$
annyi, amennyit egy vékonyréteglaprdl lekapart adszorbens-
ré6l ki lehet oldani. A flavonoidok UV-spektruma két f& ad-
szorpcidés maximumra oszthatd /12/: 300-400 nm k&zdtti tar-
tomdny /I. s&v/, amely a B-gylirii cinnamoil részével hozha-
té kapcsolatba, a mdsik 240-285 nm /II. sdv/ k&zdtt taldl-
haté és az A-gyliri benzoil rendszerével kapcsolatos.
A szerkezetrdl nyert informdcidék mennyisége nagyban meg-
ndvelhetd specifikus reagensek /shift-reagensek/ segitsé-
gével /21/. A shift-reagensek a flavonoidok egy vagy t&bb
funkcidés csoportjdval reagdlva j6l definidlhatd véltozast
okoznak az elektron-spektrumban, a karakterisztikus csucsok
batokrdém eltolddadst szenvednek. A k&vetkezd shift-reagense-

ket szoktédk alkalmazni /12/: NaOCH NaOAc, NaOAc/H3B03,

3>
AlCla, AlCl3/HCl. A nédtrium-metildt, mint erds bdzis a flavono-
id vézon 1lév8 O6sszes hidroxil-csoportot ionizdlja, ezért mind-
két sdv eltoldédik 40-65 nm-rel a hosszabb hullémhosszak fe-

1é /12 /. A nadtrium-acetét gyengébb bdzis, mint a nadtrium-

-metildt, ezért csak a legsavasabb hidroxil-csoportokat



B

ionizé&lja, azaz a C-3, C-7 és c-v helyzetieket /22/. A C-7
hidroxil-csoport ionizdcidja a II. sdv helyzetét befolydsol-
ja, mig a C-3 és oty helyzetli hidroxil-csoportok ionizécid-
ja az I. sdvban okoz batokrém eltecldéddst. A bédrsav ndtrium-
-acetdt jelenlétében az orto-dihidroxil-csoportokkal keldt-
komplexeket képez, kivétel a C-5,6 pozicid, mivel ezzel nem
reagdl /23/. Az aluminium/III/-klorid a k&vetkezd funkcids
csoportokkal képez keldtokat: 5-hidroxi-u-keto, 3-hidroxi-
-4-keto €s az orto-dihidroxi rendszerek /24/. Sésavas k&-
zegben csak a 3-hidroxi-4-keto és az 5-hidroxi-i-keto ke-
litok stabilak, ezért ezek jelenlétét nagy biztonsdggal ki
lehet mutatni.

A spektrumokat vizmentes metanolban kell felvenni,
mivel pl. nyomnyi mennyiségli viz jelenléte az etil-alkohol-
ban mdr megakaddlyoznd az aluminium-komplexek kialakulédséat
{ 2545
2.3. Flavonoidok szintézise

A CG-C3-C6_f1avonoid vdz kialakitdsdra elvileg tdbb
lehetéség kindlkozik, azonban a laboratériumi szintézisek-
ben kettdnek van jelentdsége /26/. A két szintézisit véz-
latosan a 2. &brdn l4thatd.

i CGCZ egység /2-hidroxi-acetofenonok/ kondenzdcidéja egy
Cscl egységgel /aromds aldehidek/.

2. C6 egység /fenolok/ acildlésa CsCs egységgel /fahéjsav
é€s szdarmazékai/ .

A mésodik reakcidéit megfelel a flavonoidok bicszintetikus

elddllitdsdnak. Ezek mellett az egyes vegyliletel elddllit-



haték még egymds kdz8tti 4talakitdssal /interkonverzid/,
oxiddcidval, részleges vagy teljes alkildldssal, dealkila-

ldssal, szelektiv gliikoziddlassal.

1 Qe v O
Ot ©

O R 9©/

c-C

2. abra

A. Kalkon és szdrmazékai

Azon tllmenden, hogy a kalkonok a n&vényekben meg-
taldlhatdék nagy jelentdséglik van a flavonoidok szintézisé-
ben, mint intermedierek. Az 1. séminak megfelelden sav,
vagy bazis &ltal katalizdlt kondenzdcidval &11ithatdk el
2-hidroxi-acetofenonbdél és szubsztitudlt benzaldehidbdél. A
savkatalizis eldésegiti a ciklizicidét flavanonnd, ezért azok-
ban az esetekben, amikor maga a kalkon szirmazék eldillitésa
a végcél, akkor a bdziskatalizis alkalmazdsa a célravezetd.
A flavanon képz6dését inhibidlja a C-4 pozicidéban jelenlé-

v8 szabad hidroxil-csoport /27/.
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B. Flavanonok

A flavanonok izomer vegyliletek a kalkonokkal, ezért
belélilk kdnnyen elddllithatdk savkatalizdlt gylirtizdrddéssal.
A gylrizdrddads féleg akkor kedvezett, ha a kalkon cig po-
zicidéjédban szabad hidroxil-csoport van jelen, vagy adltaléa-
ban floroglucin szubsztitucidés mintd&ju a kalkon /28/. A
flavanonok madsik el8dllitdsi lehetdsége a flavonok hidro-

génezése, azonban ezeknek nincs gyakorlati jelent8ségiik /27/.

C. Flavonok

A flavonok elddllithatdk flavanonokbdl, kalkonok-
bél dehidrogénezéssel, vagy pedig egyszeri prekurzorokbdl
kondenzécibés reakcidval /Baker-Venkataraman reakcidé, Allan-
-Robinson kondenzdcié/. A hidrogénelvondsra egyik lehetd-
ség a szelén-dioxiddal t6rténd melegités amil-alkoholban
/27/, a mdsik lehet8ség pedig Kostanecki klasszikus méd-
szerén alapul /29/: a C-3 pozicid brdémozdsa, majd pedig
hidrogén-bromid kihasitdsa lugos k&zegben.

Baker-Venkataraman reakcidé /30/, /31/:

Ezzel a reakcidéval lehet el8dllitani az orto-hidroxi-di-
benzoil-metdnt az orto-aroiloxi-acetofenonbél badziskatali-
zissel. A mbédszer reakcidegyenlete a 3. dbrdn lathatd.

Az orto-hidroxi-acetofenonok /I/ acildldéddnak aromds sav-

kloridokkal /II/ acetonban K Co,4 jelenlétében, vagy piri-

2
dinben; a keletkezett észter /III/ baziskatalizissel /KOH,
NaH/ diketonnd alakul &4t /VI/, majd legvégsé lépésként ba-

ziskatalizdlt intramolekuldris Claisen-kondenzdcidval ki-

alakul a flavon /VII/.
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Allan-Robinson kondenzédcid /32/:

Ezzel a reakcidéval a flavonok egy lépésbeﬁ dllitha-
tdék eld a kdvetkezd mdédon: orto-hidroxi-acetofenonokat aro-
mds savanhidridekkel reagdltatnak olajfiirdén, katalizdtor-
ként a sav s6jat, trimetil-amint, piridint alkalmaznak. Eb-
ben a folyamatban szintén keletkezik o-aroiloxi-acetofenon
€s o-hidroxi-dibenzoil-metdn, azonban ezeket nem szokfék
izoldlni. A mellékreakcidk elkeriilése végett az olajfiirds
hémérséklete nem lehet magasabb, mint a reaktdnsok olvadés-

pontja.
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D. Flavonolok

Ezt a vegyliletcsoportot két médszerrel lehetséges
elédllitani. Az egyik az Allan-Robinson kondenzdcid, a ma-
sik pedig az AFO /Algar-Flynn-Oyamada/ reakcidé /33/,/34/.
Az Allan-Robinson kondenzdcidéban a kiinduldsi anyagok
@ -metoxi, vagy W -benzoiloxi-acetofenonok és a megfe-
leld aromds-karbonsavak anhidridjei. A reakcidé kdriilményei
a fent emlitettekkel teljesen azonosak.
Az AFO-reakcidéban 2-hidroxi-kalkont oxiddlnak lugos k&-

zegben egy lépésben H202—vel flavonolla.

E. Flavonoid glikozidok

A flavonoidok a természetben szinte csak gliikozi-
ddlt form&ban taldlhatdk meg, ezért fontos néhdny szdval
beszélni a szintézislUkrdl.

Legels6 1épésként minden esetben az Of-acetobrém-
cukrot kell elédllitani, mivel ez az az aktiv vegylilet a-
mellyel a cukrok k&nnyen hozzdkapcsolhatdk az agliikonokhoz
glikozidos k&téssel. Ha az agliikonokban t8bb hidroxil-cso-
port van, akkor megfeleld médszerrel meg kell védeni azokat
a csoportokat, amelyeket nem akarunk glikoziddlni, a flavo-
noidok esetén 4dltaldban véddécsoportként a benzil-csoportot
alkalmazzdk /35/. A glikoziddldsndl lényeges szempont a
hidroxil-csoportok savassdga, amely pl. kvercetin esetén
C-7>7C-® »C-3 » C-5 = C-3 /36/, ezért ha C-7 helyzetbe
akarunk beépiteni egy cukormolekuldt, ugy a t&bbit nem kell
védeni, hisz a K&nigs-Knorr reakcié kériilményei k&zdtt csak

a C-7 hidroxil-csoport fog reagdlni.
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Altaldban elmondhaté, hogy a D-sorozatba tartozd

L -acetobrémcukrok a K8nigs-Knorr és Zemplén-féle flavo-
noid gliikozid szintézis k&riilményei k&z8tt Walden-inverzid

kdzben B -D-gliikozidokkd alakulnak. Azonban, ha az ezist
s6i helyett rézsdkat alkalmazunk katalizdtorként, akkor a

Walden-inverzid elmarad /27/.

2.4. A Vitis viniferdban eléfordulé flavonoidok

A direkt termdé sz818 gombds megbetegedésekkel szem-
beni rezisztencidjdt - egyik okaként - a sz61l&k magas fe-
nol tartalmaval magyardzzdk. Eppen ezért széles kdrben vizs-
gdltdk ezen vegyliletek és féleg a flavonoidok eléforduléd-
sdt a sz81l8 kiildnbdz8 részeiben. Kezdetben a sz&lStermésé-
nek és terméshéjdnak flavonoid tartalmdt tanulmdnyozték,
mivel ezek ismerete nemcsak rezisztencia, hanem az emberi
tdpldlkozds szempontjdbdél is lényeges.

A Vitis vinifera termésének flavonoid tartalma
nagy részt antocianinokbdél 411 /37/. Ezek &ltaldban 3-0-
-monogliikozidok, egyes fajtdkban 3,5-0-digliikozidok is elé-
fordulnak. A legnagyobb mennyiségben megtaldlhatd antociani-
nok: pelargonidin-, malvinidin-, cianidin-, delfinidin-,
Peonidin-, petunidin-3-0-gliikozid. Szerkezetiik a 4. &bran
lathaté. Némely esetben az antocianidinhez kapcsolddd
D-gliikéz hdrmas pozicidéban 4-hidroxi-fahéjsavval acildlva

van /38/.
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A sz618 egyéb részeiben 1évS flavonoidok azonosi-
tdsdra rendszeres vizsgdlatokat csak az elmult évtized-
ben kezdték meg. Egger és mtsi /39/ négy Vitis vinifera
specieszt tanulmdnyoztak. Legnagyobb mennyiségben kverce-
tint taldltak, jéval kisebb mennyiségben volt jelen a kemp-
ferol és a miricetin, a negyedik flavonoidot pontosan nem

- tudték azonositani, csak vékonyréteg-kromatogrdfids visel-
kedése alapjdn &llitottdk rdéla, hogy flavonoid. Egyik ve-
gylilet sem fordult eldé agliikon formdban, két cukorkompo-
nenst mutattak ki a D-glikézt és a D-gliikuronsavat.

Bachmann /40/ kilencven fajta sz616 levelének fe-
noltartalmdt vizsgdlta, eredményei alapjén ezeket két f&

csoportra osztotta:



1. Egyszerl fenol-karbonsavak:

a. fahéjsav szdrmazékok

b. benzoesav szdrmazékok
2. Flavonoidok:

a. flavonolok, flavonok

b. antocianidinek
Antocianidinek alatt a nemhidrolizdlhaté cserzdanyagok sav-
kezeléséb8l nyert reakcidtermékek mesterséges csoportjét ér-
ti. Az dltala kimutatott flavonoidok a k&vetkezdk voltak:
kvercetin-3-0—ﬂ-{%glﬁkuronid /kvercituron/, kvercetin-3-0-
- B -D-gliikozid /izo-kvercitrin/, kvercetin-3-0-£ -rutinozid
[outan/, kempferol-340ﬁﬂ -D-glikozid /ez nagyon kis mennyi-
ségben volt jelen/, kempferol-3-0-8 -D-gliikuronid, miricetin-3-
—O-/?-D—glﬁkozid /ennek 1étét csak feltételezi, mivel agliikon-
ként tudta csak kimutatni/. Vizsgdlta ezen anyagok hatédsat a
Botrytis cenerea gombédra, azonban fiziolégids koncentrdcidban

a gomba n&vekedésében nem tapasztalt gdtldst.

2.5. A flavonoidok biolégiai hatédsa

A flavonoidok széles k&rli bioclégiai hatdssal ren-
delkeznek. Részt vesznek a ndvények ndvekedés szabdlyozi-
sdban, mint ndvényi szinezékek a megporzdsi folyamatban a
rovaroknak attraktdnsként szerepelnek /12/, a fotoszinte-
tiz416 rendszerben energiadtvivd anyagokként vesznek részt,
antibidlis hatdsukkal a ndvények egészség megdvasdban sze-
repelnek.

A flavonoidok antibiélié hatdsuk kifejtésekor egy,

vagy t8bb enzimre, enzimrendszerre hatnak /12/. Biolégiai



hatdsuk vizsgdlatakor figyelembe kell venni kémiai reakti-
vitdsukat, kiilénbdzé kdzegekben valé oldhatésdgukat, adszorp-
cidés képességiliket sejtmembrdnok felliletére. Fontos szerepet
jdtszik a biolégiai tulajdonsdgokban kiilénbdzé fémekkel szem-
beni reaktivitdsuk, hajlamuk keldt-komplexek képzésére /4l/,
amellyel a metallo-enzimek aktivitdsdt képesek befolydsolni.
Kador és mtsi /42/ az Aldéz-Reduktéz enzim inhibiciéjat vizs-
galtak kilénbsz8 flavonoidokkal. Hiickel-féle kvantumkémiai
szamitdsokat is végeztek az elektronszerkezet és bioldgiai
hatas kdzti Osszefliggés vizsgidlatdra. Eredményeik szerint a
LUMO /Lowest Unoccupied Molecular Orbital/, amely a moleku-
la elektrofilitdsdrél ad szédmot, korreldcibéba hozhaté a bio-
légiai hatdssal. EbbSl a szempentbdl a flavonoidokndl a keto-
-csoport kdzponti szerepet jatszik, erdsen polarizdlt cso-
port lévén, t8ltésitviteli kdlcsdnhatdsokban elektronpdrt ké-
pes befogadni. Ferrel és mtsi /43/ CNDO/2 kvantumkémiai szé&-
mitdsokkal hasonlé megdllapitdsra jutottak, azaz a flavonoi-
dok tBltésdtviteli k&lcsdnhatdsok kialakitdsdval képesek bi-
zonyos enzimek akfivitésénak megvdltoztatdséra.

Szadmos flavonoid ismert, mint fitoalexin. A fitoalexi-
nek antimikrobidlis metabolitok, amelyek az egészséges ndvé-
nyekben patogén gombdk, vagy baktériumok tdmaddsa kdvetkez-
tében nagy koncentrdcidéban szintetizdlédnak a megtdmadott
sejtek kdrnyezetében /44/. A fitoalexin flavonoidok nagy ré-
sze izo-flavonoid vdzu vegylilet. Legels8ként a Lupinus nem-
zetségbd8l izoldltak ilyen anyagot a luteont /5,7,?,@—tetra—

hidroxi-6-dimetil-allil-3,3-izoflavon/ /45/. Megvizsgdltdk a



hatdséat Helminthosﬁorium carbonum gomba ndvekedésére és
35-40 /ug/cm3 koncentrédcidéban teljes ndvekedésgdtlist ta-
pasztaltak. A luteon mellett szdmos mds izo-flavon is eld-
fordul,ilyen pl. a formonometin és biochanin,azonban ezek
egy nagysagrenddel nagyobb koncentrdcidédban hatékonyak.

A direkt termé sz618 gombds megbetegedésekkel szem-
beni rezisztenciija ismert dolog. Ez a rezisztencia kifeje-
28dik fitoalexinek termelésében /46/,pre-infekciés fakto-
rok jelenlétében stb. .Pre-infekciés faktorként ismerik el
a sz81l8bogyd magas antocidn tartalmdt. A levélben jelenlé-
vé flavonoidokrél még nem &llapitottdk meg egyértelmiien az
antifungdlis hatdst /40/.

Henke a sz818-tetlivel szembeni rezisztencidt vizs-
gédlta /47/ ,6s megdllapitotta,hogy az ellendlldé fajtdk nem
a magas flavonol tartalommal,hanem a polifenol-oxiddz és
peroxiddz enzimrendszerek nagy aktivitdsdval jellemezhetdk.
Ez azért érdekes tény,mivel a ndvényekben fertbz8dés haté-
sdra az emlitett enzimrendszerek kinonokkd oxiddlhatjék
a flavonoidokat,amelyek igy sokkal reaktivabb vegyliletekké
vdlnak. In vitro kdriilmények k8z&tt azonban még nem vizsgédl-
tdk a kinonokkd oxiddlt flavonoidok antibidlis hatését.

Bachmann/48/ nyolcvan fajta sz616 kondenzdlt-tan-
nin tartalmidt vizsgdlta &sszefliggésben a gombarezisztencié-
val. A kondenzdlt tanninok kiz4rélag delfinidin és malvini-

din alegységekb&l éptilnek fel. Az uralkodé relativ molekula-



témeg 4000 kdrll mozgott. A fungosztatikus hatds kimutatd-
sdra a Botrytis cinerea kulturszbvedékébdl nyert hidroliti-
kus enzimek aktivitdsdnak inhibicidéjat tanulményozta. A re-
zisztens fajtdknak 200 /ug/g friss suly értéknél nagyobb a

kondenz&lt-tannin tartalma.



3. ANYAGOK E£S MODSZEREK, KISERLETI EREDMENYEK

3.1. Természetes eredetii hatdanyag izoldldsdra vonatkozd

extrakcids miiveletek

A flavonoid hatdanyag azonositdsa céljdbél a NIKE
Fizfégyarteleptdl 15 kg Othello szélblevelet kaptunk. A le-
veleket késsel aprdra véagtuk, majd hdztartdsi turmixgépben
50 %~0s vizes etanollal homogenizdltuk. Igy 40 liter extrak-
tumot kaptunk, amelyet =-5°C-on két hétig &1lni hagytuk. Ezt
kdvetden nagy teljesitményl hdztartdsi centrifugdban szdvet-
szlird alkalmazdsdval a ndvényi maradékot elvilasztottuk az
oldattdél, majd a kolloiddlis szennyez8déseket tovdbbi centri-
fugdlassal /16000 fordulat/perc / tdvolitottuk el. Az igy
megtisztitott 30 liter n&vényi kivonatot a jobb kezelhetdség
érdekében BUCHI rotavapor RE vdkuumbepdrléval 30 °C-on 5 1li-
terre bepdroltuk. A kapott koncentrdtumbél a jelenlevd orga-
nofil komponenseket extrakcidval tdvolitottuk el. Egy liter

olidatot 2x300 cm3

40:60 ardnyu etil-acetédt szén-tetraklorid
eleggyel extrahdltunk. Legvégiil a hidrofil fazist WKF LO 5
késziiléken 0,1 Pa nyomdson liofolizdltuk, amelynek eredmé-
nyeképpen nagy viszkozitdsu, olajosan mozgd liofilizdtumot

kaptunk. Ezt az extraktumot haszndltuk fel az oszlopkroma-

tografids elvdlasztédshoz.



3.2. Vékonyréteg-kromatogrdfids kdriilmények

A n8vényi extraktum Osszetettségét vékonyréteg-
-kromatogrdfidsan lehet vizsgdlni. Az dltalunk haszndlt vé-
konyréteglapok: celluldéz /Merck, DC-Alufolien Cellulose/,

szilikagél /Merck, DC-Fertigplatten 60 F /s poliamid

254

/Merck, DC-Alufolien Polyamid 11 F / voltak.

254

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

4:1:4 rendszer felsé fdzisdt haszndltuk futtatdszerként.
Ebben a rendszerben a glilkozidok kicsi, mig az aglikonok
nagy Rf—értékkel futnak. A cukor komponens azonositdsédra
futtatdszernek az etil-acetdt/piridin/viz /EPW/ 2:1:2 fel-
sé fazisdt alkalmaztuk.

A szilikagél lapon a flavonoid glikozidok poléros
oldészerekkel vilaszthatdk el jél egymdsté6l. Vizsgdlataink
szerint az egyik legjobb futtatdszer az etil-acetdt/metil-
-etil-keton/hangyasav/viz /EBFW/ 5:3:1:1 ardnyu elegye.
Ebben a rendszerben a glilkozidok nagy, mig az aglilkonok kis
Rf—értékekkel jellemezhetdk.

A poliamid rétegen két futtatdszert alkalmaztunk:
viz/etanol/metil-etil-keton/acetil-aceton 65:15:15:5 elegy
/A/ , ez f8leg glilkozidok szétvidlasztdsdra alkalmas, benzol/
metil-etil-keton/metanol 50:25:30 elegy /B/ pedig agliikonok
szétvdlasztdsdra bizonyult jé rendszernek.

A rétegeken az egyes anyagok detektdldsdt a lapok

UV-fénnyel t8rténd besugdrzdsdval valdsitottuk meg.



3.3. A flavonoid glilkozidok szénhidrat komponensének

kimutatdsa

Az egyes flavonoid gliikozidok szénhidrdt Osszetevé-
jének kimutatdsdt a kdvetkezdképpen végeztilk el/12/: a vizs-
gdlanddé anyagbdl 5 mg-ot mértiink ki és 2 mélos sbésav oldat-
ban oldottuk fel, maja ehhez hozzdadtunk 1 cm3 metanolt.

Egy 6ran keresztil visszafolyattuk, majd lehiitdttik és vadkuum-
bepdrld készliléken fele térfogatra bepédroltuk. Ezutdn 10 cm3
éterrel extrahdltuk. A vizes f&dzist szirazra bepdroltuk, az

éteres fazist Na SO, -on tdrténd szdritds utdn szintén bepa-

2
roltuk. A vizes fazisban a lehidrolizdlt szénhidrdt, mig az
éteres fdzisban az agliikon taldlhaté. A bepdrolt vizes féa-

zist feloldottuk, vékonyrétegen megfuttattuk és standard cu-

kor sorozattal hasonlitottuk Ossze.

3.4. Sz818levél extraktum oszlopkromatogrdfids feldolgozdsa

Elézetes vizsgdlataink és az irodalmi adatok alapjan
a poliamid /Woelm/ t8ltet segitségével nagy mennyiségli extrak-
tumot lehet szétvdlasztani. A milvelet elvégzéséhez az 5.4bréan
lathatd kromatogrdfids elrendezést &dllitottuk 8ssze.
Az oszlop mérete: 4 cmx 60 cm.
Az adszorbens tdmege: 150 g.
Elucié: linedris gradiens elucidé /desztilldlt viztél a 100 %-os
metanolig/
Araml&si sebesség: 1,5 cm3/perc

A felvitt minta mennyisége: 5 g

A frakcidk térfogata: 10 cm3.



L 3 5

Gradiens edény

Az adszorbenssel megtdltdtt edény

LKB 12000 VARIOPERPEX perisztaltikus pumpa
UVICORD 4700 optikai egység

ULTRARAC 7000 frakcidé kollektor

OH-814 potenciometrikus rekorder
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5. &bra

Az elucié kontrolljdt UV-detektorral valdsitottuk meg, amely
254 nm-en mérte a rajta keresztiilfolydé eludtum fényelnye-
1ését. A detektcrbdl érkezd elektromos jelet egy rekorderre
vezettiik, amely az elucid profiljédt rajzolta ki. A levél-
extraktum nyolc frakcidra vdlt szét. A frakcidk 8ssztérfo-
gata 1,8 liter volt, mindegyiket bepdroltuk. Mivel egy kro-
matogridfids 1lépésben a kapott flavonoid frakcidk 8sszmennyi-
sége nagyon kevés volt /100-200 mg/, ezért t8bbszér meg kel-

lett ismételni az elvdlasztédsi milveletet. Minden egyes elucié



végrehajtdsa utdn vdrds elszinez8dés maradt az oszlop te-
tején, amelyet nem lehetett leoldani, ezért ezeket eldobtuk.
A frakcidk Osszetételét vékonyréteg-kromatogrifidsan vizs-

galtuk /1 . tablazat/;

l.tédblézat

Frakcid Retenciés faktor
Celluldz/BAW Szilikagél/EBFW

T, 0052 M0 T8 D Bes 0 0,42y

T 0,383 “OB/TL 0.6 0,485

5 4 0,548 0,600 0,678 0,2u 0,491

il 0,600 0,678 0,896 U385 Qg 7. 0,57
0,669 Q831

Vis 0,683 0,796 0,389 085 0,503
0,700

VI, 0,683 0,508 0,618 Qu7l
0,824

VIiE - 0,683 0,940 0,538 0,822

VIII. 04529 0,676 0,965 0,512 0,813

A t&bl&zatbdél joél1 lathatd, hogy az egyes frakcidk nem egy-
komponensiiek, hanem 8sszetettek. Ezért még tovdbbi oszlop-
kromatogrdfids elvdlasztdsnak kell aldvetni &ket. Eldzetes

antifungdlis tesztelés alapjédn az elsé és a madsodik frakcid



bizonyult hatékonynak,ezért figyelmiinket ezekre forditottuk.
A frakcidk ujbdéli szétvdlasztdsadt Sephadex LH-20-
-gélen /Pharmacia/ valdsitottuk meg. A kromatogriafids elren-
dezés hasonldé volt az elézdhdz.
Az oszlop mérete: 60 x 1,5 cm.
Adszorbens tdmege: 36 i
Aramldsi sebesség: 2,5 cm3/perc.
Elucidé: 100 %-os metanol.
A felvitt minta mennyisége: 0,1 g.
A poliamid oszlopkromatogrdfidval kapott frakcidk
k8zlil els&ként az elsd frakcidt vdlasztottuk szét, amelyek
Osszetételét ismét vékonyréteg-kromatografidval néztilk meg

/2 .tédbléazat/ .

2.tadbléazat

Frakcid Retencidés faktor
Celluldz/BAW

g 0,046

52 A : 0,0522

5 0,030 o.,u477 05623

Iv. 0,676

A tablazatbdél latszik,hogy ezek k&ziil csak a harmadik frak-
cié 8sszetett, a t&bbi nem. A poliamid kettes frakciéja harom
komponensre vdlt szét, azonban ezek k&zll mennyiségileg egy
messze tulhaladta a mdsik kettét, ennek az Rf-értéke celluldz-

lapon BAW-ban 0,75 volt.



3.5. A tiszta frakcidk vékonyréteg-kromatogrdfids és

UV-spektroszképids vizsgdlata

A legutolsd 1lépésben - a Sephadex LH-20 adszorben-
sen - egyedi komponensekre szétvilasztott levélextraktum
azonositdsdt vékonyréteg-kromatogrdfidval és UV-spektrosz-
képijval - ahol sziikséges volt,kémiai szintézissel - vé-
geztlk el. A vékonyréteg-kromatogridfiids azonositdst ismert
anyagokkal tdrténd &sszehasonlitdssal oldottuk meg. Az UV-
-spektroszképidhoz a frakcidk metanolos oldatdt készitettiik
el. A spektrumokat shift-reagensek hozzdaddsédval is felvet-
tiik, ezek segitségével a gylirltk szubsztitucidjdra lehet k8-
vetkeztetni. A reagensek elkészitésének pontos leirdsa /12/-
-ben taldlhatdé meg. A méréseket SPECORD UV VIS késziiléken
végeztik el.

1. Az I-es frakcié az A futtatdszerben 0,03 R_-értékkel fut.

£
Az irodalmi adatok szerint /39/ ez megfelel a flavonoidok
gliikuronid szdrmazékdnak. Ennek bizonyitdsdra az anyagot sé-
savas hidrolizisnek vetettilk ald. A lehidrolizdlt szénhidrat
a D-glikuronsav volt. Az agliikon két komponensre vdlt szét
celluldéz lemezen. A kisebb Rf—értékﬁ /0,71/ a kvercetin volt,
a nagyobb Rf-értékﬁ /0,96/ az UV-spektroszkdépids viselkedése
alapjan /3.té&blazat/ kempferolnak bizonyult. Ennek bizonyité-
sdra a szintézisét is elvégeztilk, amely aldtdmasztotta fel-
tevésilinket. A két gliikuronidot poliamid rétegen a B futtatd-
szerben tudtuk szétvédlasztani. Lekapartuk ket a rétegrdél,me-

tanollal kioldottuk és felvettilk az UV-spektrumukat /3.tdbla-

zat/. A 0,05 R -értékll a kvercetin-3- B -D-glikkuronid, a 0,01



Rf-értékﬁ pedig a kempferol-3- B -D-gliikkuronid volt.

2. A II. frakciét a fentiekhez hasonldé médon poliamid vékony-
rétegen is megfuttattuk, ahol mind a két rendszerben egykompo-
nensiinek bizonyult. Az Rf—értékek az A futtatbészerben 0,2,

a B-ben 0,19. A sésavas hidrolizis eredménye kvercetin és
D-glikdéz volt. Az UV-spektrum alapjén /4. tdbldzat/ a C-3 hely-
zetl szubsztitucid volt a legvaldsziniibb. Ennek bizonyitdsé-
ra elvégeztiik a kvercetin-3- P -D-glikopiranozid szintézisét,
amelynek eredményeként a két anyag teljesen azonosnak bizo-
nyult.

3. A IITI. frakcidéban négy anyagot sikeriilt kimutatni. A f&-
komponense a rutih /t8bb mint 90 %/. A poliamid rétegen meg-
futtatva Rf 1Az 028, Rf /B/: 0,1 értékeket kaptunk. Ezek az

értékek és az UV-spektroszkédpids /4. tdbldzat/ viselkedése

teljesen megegyezett a rendelkezésiinkre 4116 kereskedelmi
rutinnal. A szennyezésként L-ramnézt és kvercetin-3- B -D-
-glikozidot mutattunk ki, amelyek valészinii, hogy a frakcié
kinyerése &s tdroldsa sordn a rutin hidrolizisébél keletkez-
hettek.

4. A IV. frakcié vékonyrétegen tanusitott viselkedése azt mu-
tatta, hogy hidroxil-csoportokkal t8bbszérdsen szubsztitudlt.
Kiesi Rf-értékekkel rendelkezett a poliamid rétegen /Rf /Al :
0,0, /B/: 0,22/, a celluléz rétegen kisebb az Rf-értéke

/Rf /BAW/: 0,42/, mint a kvercetiné /0,71/. A sésavas hidro-
lizise.nem eredményezett cukrot, tehdt a vegyliletiink agliikon.
Az UV-spektroszképids vizsgdlatok /4. tdblizat/ és a rendel-

kezésre 4116 standard flavonoidok alapjédn ez a frakcid a



miricetint tartalmazza. Habdr Bachmann eredményei /40/ sze-
rint a Vitis viniferaban a miricetint gliikoziddlva lehet meg-
taldlni, de figyelembe véve a miricetin gliikozidjainak sav-
€rzékenységét kdnnyen elképzelhetd, hogy a feldolgozds sordn
hidrolizdlt le a cukor a molekuldrdél és ezért tudtuk agli-
konként azonositani.

5. A poliamid oszlopkromatogrdfidval nyert mdsodik frakcid
tisztitdsdt szintén Sephadex LH-20 tdlteten oldottuk meg.

Itt egy fékomponenst sikeriilt kinyerniink. Sésavas hidrolizis-
nek hidba vetettilk ald szerkezete nem vdltozott, szénhidrdt
nem hidrolizdlt le rdéla, igy az anyagunk agliikon. Az UV-
-spektroszkdpids viselkedése alapjén /4. tdblédzat/ megdl-
lapithaté, hogy C-3 helyzet nincs hidroxildlva, mivel a

spektrum ndtrium-metildt hatdsdra nem vdltozik az iddével.

A B-gylrl o-dihidroxil-csoportjédt jelzi az AlCla-os és
H3BO3—as batokrém-shift, ugyanakkor az A1C13—os spektrum

nem regenerdldédik HC1l hatisdra, ezért a C-5 helyzet hidroxi-
lédlva van. A ndtrium-acetdt hatédsdra bekdvetkezd batokrdm-
-shift jelzi, hogy a C-7 pozicibéban hidroxil-csoport van.
Ezek alapjdn és a rendelkezésiinkre 4116 standard flavonoidok
segitségével sikeriilt megéllapitani, hogy a kérdéses anyagunk

a luteolin.



3. tablazat
/nm
)'max
Anyagok
metanol CHaoNa AlC1, AlClB/HCl NaOAc NaOAc/H3BO4

I/a frakcié 255: 7862
I/b frakcid 258.-360

253v, 266, 298, 31%, 260v’ 268 289, 3O3v’ 474, 303, LK 297v’
S A 294, 322 ,| 416 /d/ 303, 350,| 3u8, 42u, | 387 320, 372

367 42y

: 272, 333, | 265, 301 ,| 254 , 274,
kvercetin 255, 370 2‘+7v, 321 458 359, 428 329’ 390 261, 388
/d/ /d/

v-a spektrumon ugynevezett "vall" talalhatd

/d/-a spektrum idével dekompon&lédik

- '[8 -



xmax/nm
Anyagok e A CH30Na A1C13 A1C13/HCl NaOAc NaOAc/H3BO3
267,850, | 2%4; 330, 27% 5360, ] 260, 300, {270, 305 1 OB S 1
II. frakcié 267, 305 | uly 440 365, 4031378 382
: 259..7°380,. | 24y 236 274, 300,,| 260, 300 ,| 270, 325 ,| 263, 297 ,
kvercetin-3- | 967 . 305 | ulu 440 365 _, 403 | 378 382
-gliikozid v v V.
259,288 .| 270 a7, 975, 308701 031 . SOMEE OFE, 100 261, 298,
III.frakci6 300, 359.| 410 435 364, 405 | 393 387
B 2855902 .| 2695285 | 271, 9165 | Je5 AR e 258 ap8 2
o iy ittt 200 S 322y we3 450 307, 360 ’ 392
/a/ 429
243_,.255,] 266, 328, .1 274,°300 ./ 266,, 276, 269,426, | @hey 3Gk
luteolin 266, 296, | 101 328, 428 294, 355, 38Y 370, 430,
350 385

v-a spektrumon ugynevezett "vall" taldlhaté
/d/-a spektrum id&ével dekompondlédik

L.

tdblazat

PAS et



3.6. Szintetikus vizsgdlatok

A levélextraktum flavonoid tartalmdnak azonositdsé-
hoz két anyagot szintetizdltunk. Az egyik vegylilet a kempfe-
rol /3,Q,S,7-tetrahidroxi—flavon/, a mdsik pedig a kvercetin-
-3—/9 —D-glﬁkopiranozid /izo-kvercitrin/ volt. Az antifungé-
lis teszteléshez meglévd vegyliletek mellé még két kvercetin-
szadrmazékot a ¢,7—di-0—allil—kvercetint és a 7-0-benzil-kver-

cetint &llitottuk elé.

3.6.1. Kempferol elbdllitésa

A szintézist 2,4,6-trihidroxi- &« -benzoiloxi-acetfenon
é€s U-benziloxi-benzoesavanhidrid médositott Allan-Robinson kon-
denzdcidjdval /49/ valésitottuk meg, amelyet az aldbbi reakcid-

sor szemléltet.

O
N :
HO OH . O’C@OBZ 4 (CHN

CH,-OBz \ﬁ—@-OB BT e
;i % Z
HO O 5 '

2,4 ,6-trihidroxi-& - 4L-benziloxi-
-benzoiloxi-acetofenon -benzoesavanhidrid

A @‘] (O>o8z2’
0

H
HO 7

N-benzil-kempferol kempferol

Bz - benzoil-csoport
BZ - benzil-csoport



2,4,6-trihidroxi~ & -benzoiloxi-acetofenon:

A vegyliletet Heap és Robinson mdédszerével /50/ &lli-
tottuk eld.

70 cm3 éterben feloldottunk 10 g /0,062 mél/ benzoil-
oxi-acetonitrilt és 8,6 g /0,068 mél/ floroglucint, majd jég-
hités mellett 5 6rdn keresztiil HCl-gdzt dramoltattunk 4t raj-
ta. A sésav gdz atvezetése utdn 12 Ordig 41lni hagytuk. A ki-
vdlt sdrga szinli csapadékot leszlirtiik és éterrel dtmostuk.
200 cm3 50 %-os vizes etanolban feloldottuk és 21 éran ke-
resztlil visszafolyattuk. Ezutdn az alkoholt vadkuumbepdrldn
lepdroltuk, a vizes oldatot lehiitve a termékiink kivdlt, le-
szlirtiik és melegvizzel mostuk, majd szdritottuk. Vizes meta-
nolbdél kristdlyositottuk 4t, 6,7 g terméket kaptunk.

Olvadé&spont: 233-235°C.

Kitermelés: 36 %.

b-benziloxi-benzoesavanhidrid /51/:

25,9 g /0,098 mél/ 4-benziloxi-benzoesavkloridhoz
hozzaéntéttiink 50 cm3 /0,6 m6l/ piridint, majd 100°C-on 5
percig forraltuk. Ezutdn 100 g darabos jégre &ntdttiikk és hoz-
zdadtunk 50 cm3 koncentrdlt sésavat. A jég megolvaddsa utén
a savanhidrid kivalt az oldatbél. Vdkuumsziirén leszlirtik és
S cm3 metanollal, majd 15 cm3 vizmentes benzollal mostuk.
Vizmentes benzolbdl &tkristdlyositottuk, 20 g terméket kap-
Tunk .

Olvaddspont: 116-117°C.

Kitermelés: 93,1 %.



Kempferol:

2,0 g /0,007 mé61/ 2,4 ,6-trihidroxi- & -benzoiloxi-
-acetofenon és 12,5 g /0,029 mél/ 4-benziloxi-benzoesavan-
hidrid és 4 cm3 trietilamin elegyét 3 6rédn keresztill vissza-
folyattuk. Ezutdn 200 cm3 metanolbdl és 8 cm3 60 %-os vizes
KOH-bé1l 4116 elegybe &ntdttilk és tovdbbi 3 drdig visszafo-
lyattuk. Miutdn eltelt a 3 éra 200 Cmg vizbe 8ntdttik és va-
kuumban, 30°C-on a metanolt lepdroltuk. Tovabbi egy liter vi-
zet adtunk hozzd, a kivdlt csapadékot lesziirtik és az anya-
lugot CO2 gdz &tbuborékoltatdsdval semlegesitettiik. A kelet-
kezett cgapadékot leszilirtilk és megszaritottuk. Feloldottuk
2 cm3 metanolban és 60 x 1,5 cm-es Sephadex LH-20-géllel t&l-
tO0tt oszlopon megtisztitottuk. A keletkezett i-benziloxi-
-kempferolrél a benzil-csoportot jégecetes k&zegben sbsavas

hidrolizissel tdvolitottuk el. Etanolbdl &tkristdlyositottuk,

242 mg sdrga tl alaku kristdlyokat kaptunk.
Olvadaspont: 277-279°C.

Kitermelés: 12,1 %.

UV-spektroszképia, 7\max: 265 nm, 365 nm.

3.6.2. Kvercetin-3- B -D-gliikopiranozid elé&llitésa

Fox és munkatdrsainak hidrolitikus médszerét /52/
alkalmaztuk, melynek az a lényege, hogy a rutin /kvercetin-
-3-@ -rutinozid/ diszacharid részérdl savas hidrolizissel az
L-ramnézt eltdvolitjdk. Természetesen a masik gliikozidos k&-
tés is ﬁasad, ezért rutinbdl, kvercetinbdl, izo-kvercitrinbsl
és cukrokbdl 4116 reakcidelegy keletkezik, amelybdl oszlop-

kromatografids eljdrdssal lehet kinyerni a kivant anyagot.



10 g rutint feloldottunk 225 cm3 forrdsban 1évé cik-
lohexanonban. A visszafolyé hiitén keresztlil hozzdadtunk 75 cm3
85 %-os hangyasavat olyan gyorsan, ahogy csak lehetett, de vi-
gydzva arra, nehogy kifusson. Ezutdn &4l1landé keverés mellett,
102-107°C-on 10 6rédn keresztiil visszafolyattuk. Egydérds idé-
k&z8nként mintdt vettiink és szilikagél rétegen etil-acetdt/
metil-etil-keton/hangyasav/viz 5:3:1:1 futtatdészerrel kdvet-
tk a hidrolizis eldrehaladtdt. 10 éra elteltével - ekkorra
a rutin nagy része elhidrolizdlt - v&kuumban bepdroltuk a re-
akcidelegyet siirli sziruppéd, felvettiik egy kevés metanolban.

80 x 4 cm-es méretli Sephadex LH-20-géllel t81ltdtt oszlopon
kromatografdltuk, eluensként metanolt haszndltunk. Az izo-
-kvercitrint tartalmazdé frakcidkat 8sszegylijtdttilk és bepa-
roltuk. Etanol - viz elegybd6l &tkristdlyositottuk, 1,2 g ter-
mék keletkezett.

Olvadéspont: 228-229°C.

Kitermelés: 15,8 %.

UV-spektroszképia; A 258 nm, 360 nm.

max "’

3.6.3. ¥,7-di-0-allil-kvercetin /53/

8 g kvercetin-pentaacetdtot /54/ feloldottunk 100 cm3

3

vizmentes acetonban és hozzdadtunk 16 g K CO,-ot és 50 cm

2
allil-bromidot, majd &4llandd keverés mellett 24 Ordn &t visz-
szafolyattuk. A K2C03-ot leszilirtiik, az acetont vdkuumban 30%-
on lepdroltuk. A nyers terméket benzol-hexdn elegybdl &tkris-
tdlyositottuk. A ¥,7-di-0-allil-3,3,5-tri-0-acetil-kvercetin

fehér tilikristdlyok formadjdban kristdlyosodott ki.

Olvad&spont: 120-121°C.



A termék t8mege: 5,5 g.

o®
.

Kitermelés: 63
AZ 5.5 8§ Q,?—di-O—allil-f,B,S—tri-O—acetil—kvercetint

feloldottuk 25 cm® etanolban &s hozzdadtunk 3 em® koncentrdlt

sésavat, ezutdn 2 O6rdn keresztil visszafolyattuk, majd leg-

végiil 20 cm3 vizet 6ﬁt6ttﬁnk hozza. A kivdlt sdrga szinll nyers

terméket aceton-metanol elegybdl dtkristdlyositottuk, 2,7 g

sdrga tikristdlyokat kaptunk.

Olvadaspont: 160-161°C.

Kitermelés: 14,7 %.

UV-spektroszkdépia, A 257nm, 374nm.

max’

3.6.4. 7-0-benzil-kvercetin /53/

10 g kvercetin-pentaacetdtot, 1,0 g KI-ot és 10 cm3
benzil-kloridot feloldottunk 150 cm3 vizmentes acetonban és
hozzdadtunk 25 g K2C03-ot. Hlisz &rédn keresztiil, 41landé ke-
verés k&zben visszafolyattuk. Ezutdn lesziirtiik és vakuumbe-
parlén, 30°C-on olajos anyagig bepdroltuk, majd benzol-hexdn

elegyb8l atkristdlyositottuk. A szintelen kristidlyokat 100 cm3

3

metanolban és 35 cm™ 10 %-os NaOH oldatban szuszpendaltuk,

majd vizfiirdén, 100°C-on 5 percig forraltuk. Ezutdn 300 cm3
vizet és 20 cm3 koncentrdlt sésavat adtunk hozzd. Sdrga szini
csapadék valt ki, amelyet megszdritottunk és 2 x 100 cm3 for-
ré benzollal extrahdltuk. Az oldhatatlan anyagot dtkristdlyo-
sitottuk etil-acetdtbdl, majd aceton-metanol elegybdl, 2,9 g
sdrga fﬁkristélyokat kaptunk.

Olvadéaspont: 252-253°C, Kitermelés: 37,9 %.

UV-spektroszképia, xmmx: 258 nm, 373 nm.



3.7. A levélfrakcidk és szintetikus termékek antifungdlis

hatdsédnak tesztelési mddszere, eredmények értékelése

Az antifungdlis hatds tesztelésére a lyukasztott agar-
lemez médszert alkalmaztuk /55/. Petri-csészébe 6ntdtt tdpta-
lajt a megfeleld gombdval beoltjuk és steril dugdfidrdval lyu-
kakat vdgunk bele. Ezekbe a lyukakba vdltozdé koncentrdcidban
200-300 /ul mennyiséglli tesztelendd anyagot mériink be. Az agar-
ban szétdiffunddldé anyag a hatékonysédgdtdl és a koncentrécid-
Jdtél fliggd mértékben hozza létre a kioltdsi zdéndkat. A k&-
zeg hatdsdnak kiklisz&b8lésére kontrollként csak tiszta o0ldd-
szert mériink be egy lyukba.

A téptalaj Osszetétele a kdvetkezd volt:
5 g élesztd hidrolizdtum /Oxoid/
10 g D-gliikéz

20 g Bacto agar /Difco/

1000 cm3 vizes oldatban
A téptalaj sterilizdlédsét hdékezeléssel oldottuk meg. A lom-
bikba mért tdptalajt kuktdba helyeztilk, amelybe negyed ré-
széig vizet dntdttiink. Attdl kezdve, hogy a kuktdban felforrt
a viz 30 percig tartottuk benn a lombikot. Amikor lehiilt a
tédptalaj, Petri-csészékbe O6ntéttiik.
A tdptalajok beoltdsédt a megfeleld gombdk spérajdbdl, vagy
micélium sz8vedékébdl készlilt desztilldlt vizes szuszpenzid
felvitelével valdésitottuk meg.
A teszteléshez haszndlt gombékat.a JATE N&vényélettani Tan-

sz€ékét8l kaptuk.



A. Penészgombdk: Mucor racemosus
Aspergillus nidulans

B. Patogéngombdk: Botrytis cinerea 0036
Alternaria tennuis 0048
Fusarium oxysporum 0609

C. Elesztb6gombék: Kléeckera apiculata 1027

Candida tropicalis 0787

Két vizsgdlat kdz8tt a gombatdrzseket steril paraffinolaj
alatt, 4°C-on taroltuk.

Az inkubédcidés hémérséklet a Botrytis cinerea és az Alternaria
tennuis t8rzsek esetén ZOOC, a t8bbi gombédndl 309¢C wolt.

Az inkubdcidés iddé 48 d6ra volt.

Az azonositott levélfrakcidkon és az &dltalunk szinf
tetizdlt vegylileteken kiviil még tovédbbi tizendt flavonoid-
szdrmazék /6. &bra/ tesztelését végeztik el. A vizsgdlt anya-
gokat 2000 mg/dm3 és 1000 mg/dm3 koncentrdcidéban 10 %-os és
5 %-0s vizes acetonban oldottuk fel. Az antifungdlis hatés
erSsségére a kioltdsi zéndk 4tmérdjébdl kévetkeztettiink.

A kontrollként alkalmazott olddészer kioltdsi zdénadtmérdjét
levontuk az adott anyagra mért &tmérdébdl.

Eredményeinket az 5.-12. tibl&zatokban tilintettitk fel.

A kicltdsi zéndk &tmérSjét centiméterben adtuk meg. K, az

T
S5 %-os vizes acetont a K2 pedig a 10 %-os vizes acetont je-
lenti. Az "xx" a fungicid, az "x" a fungosztatikus haté4st

jelzi. Ahol nem tapasztaltunk antifungdlis hatdst, azt

"— " jellel jeldltiik.
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IV. frakcid luteolin rutin
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Az eredmények alapjadn az alédbbi kévetkeztetések von-
hatdk le a megvizsgdlt flavonoidszdrmazékok antifungdlis ha-
tasara.

1. A levélfrakcidk k&zlil egyik sem volt hatdsos a Candida
tropicalis gombdval szemben /5., 6. tdbldzat/. A I., II.
és III. frakcidk k&zel azonos erdsséggel gdtoltdk a Mu-
cor racemosus és Alternaria tennuis gombdk ndvekedését.

A hérom patogéngombdval szemben az I. és II. frakcid volt
aktiv. A sz816 levélbdSl azonositott luteolinnak volt a
legkisebb az aktivitdsa. A III. frakcidé hatdserdssége
nagyobb, mint a tiszta kereskedelmi rutiné, ugyanez mond-
haté el a II. frakcidérdl és az altalunk elddllitott izo-
-kvercitrinrél. Ennek magyardzata az lehet, hogy a levél-
frakcidkban hidrolizis miatt szennyezésként jelenlévé
aglikonok ndvelik az antifungdlis hatédsukat.

2. A szintetikus flavonolok k&ziil a kvercetin és a kvercetin-
-3-D-gliikkozid a leghatékonyabb /6., 7., 8., 9., és 12.
tadblézat/. A kvercetinre C- &s C-7 helyekre beépitett
allil-csoport, illetve C-7 helyzetbe beépitett benzil-
-csoport szinte nullédra csdkkentette az antifungdlis ha-
tdst. Habdr ezek a csoportok megndvelik a molekula lipofi-
litésdt, de leblokkoljédk a szabad hidroxil-csoportokat és
ezzel cs8kkentik az antifungdlis hatdst. A szabad C-7 és
gaq’ hidroxil-csoportok mellett a nagyobb aktivitds eléré-
séhez még sziikséges a g=3 hidroxil-csoport jelenléte, mi-
vel a fizetin, kvercetin, izo-kvercitrin hatékonyabb a

kempferolndl. A B-gyliriin az orto-dihidroxil-csoport ak-



R A

tivabb vegyliletet eredményez, mert a morin hidba tartal-
maz két hidroxil-csoportot a B-gylriin, mégis kevésbé ak-
tiv. Ugyanakkor a B-gyliriin a hidrom szabad hidroxil-cso-
port lerontja az antifungdlis hatdst, a miricetin sokkal
kevésbé aktiv az Qrto-dihidroxil—csoportokat tartalmazé
anyagokndl. A C-3 helyzetl gliikoziddlds nem befolydsolja
az antifungédlis hatdst, kivételt képez a rutin /lésd I.,
IT. levélfrakcid, izo-kvercitrin/.

A flavonok k&éziil /6., 9., 10. tdbldzat/ maga az alapve-
gylilet csak a Candida tropicalis gombdval szemben nem
hatékony. Az apigenin és a krizin gyakorlatilag inakti-
vak. A luteolin a flavonndl erdsebben gdtolja a gombék
ndvekedését /nagyobbak a zbénadtmérdk/, tehdt a B-gylirlin
az orto-dihidroxil-csoport ndveli az antifungdlis hatést.
A luteolinban a C-4 hidroxil-csoport metildlédsa és a C-7
gliikoziddldsa /diozmin/ nem csdkkenti az aktivitdst.

. A flavanonok k&zilil az alapvegylilet kevésbé antifungidlis
hatdsu, mint a naringin és a naringenih /11. tébléazat/.
A naringeninben a C-7 helyzetil glilkoziddlds nem valtoz-
tatja meg az aktivitdst. A kalkon antifungdlis hatésa
Osszemérheté a hdrom flavanonszdrmazék hatdsdval /10.t&b-
lazat/. A két izo-flavonoid vegylilet k&ziil a genistein-
nek erdsebb az antifungdlis hatdsa, amelyet a c-2 hely-
zetll glikoziddlds /sophorikozid/ lecs®8kkent /11. tdbla-
zat/. A megvizsgdlt Osszes flavonoidszarmazék kdziil a

flavanonok és a kalkon gatoljdk legkevésbé a gombdk n&-

vekedését.



4. KISERLETI EREDMENYEK OUSSZEFOGLALASA, ERTEKELESE

A Vitis vinifera gombds megbetegedésekkel szembe-
ni rezisztencidjdnak jobb megismerése cé&ljdbdél az Othello
sz8l8levél flavonoidjainak azonositdsdt valésitottuk meg.
Mivel az irodalomban még nem irtdk le a levélextraktumok
antifungdlis hatdsdnak rendszeres vizsgdlatdt, ezért elvé-
geztlk a biclégiai tesztelésiiket. Ennek érdekében a sz81l8-
levél extrakcids feldolgozédsa utdn a nyers névényi extrak-
tumot oszlopkromatogrdfids technikdval védlasztottuk szét.
Elsé l1épésként poliamid adszorbenst alkalmaztunk, amelyen
nagy mennyiségli extraktumot lehetett szétvdlasztani. Az igy
kapott frakcidkat - amelyek még t&bb komponensiiek voltak -
Sephadex LH-20 t8lteten tovdbbi szepardldsnak vetettik ala.
Ennek eredményeként egyedi Osszetevdkre valasztottuk szét

az extraktumot.

A megtisztitott levélextraktumok flavonoid tartal-
ménak azonositdsdt UV-spektroszkédpidval és vékonyréteg-kro-
matogrdfidval valdsitottuk meg. A vegyliletek azonositdsdhoz
két flavonoid szédrmazék kémiai szintézisét végeztilk el. Ez
a két vegylilet a kempferol /3,¥,5,7-tetrahidroxi-flavon/ és

az izo-kvercitrin /kvercetin-3- B -D-gliikopiranozid/ volt.

A sz8l8levél-extraktumbdél hat flavonoid szdrmazé-
kot azonositottunk, amelyek a k8vetkezdek voltak:
kvercetin-3- B -D-gliikopiranozid, kvercetin-3- B -D-gliiku-
ronid, kempferol-3—45 -D-gliikuronid, rutin, miricetin és

luteolin. Az &ltalunk azonositott flavonol-glilkozidok ugyan-



azok, mint amelyeket Bachmann /40/ leirt, kivételt képez

a miricetin, mivel ezt aglilkon formd&ban azonositottuk.

Egy flavon szdrmazékot is sikerilt kimutatnunk
az Othello sz818 levelében - a luteolint. Noha Nutsubidze
/56/ beszédmolt arrél; hogy a sz&18k levelében a luteolin
megtaldlhaté, azonban a Vitis viniferaban sem Bachmann, sem

Egger és munkatdrsai /39/ nem mutattdk ki.

Megvizsgdltuk a levélfrakcidk antifungdlis hatdséat
hét gombatdrzsre. Mivel az irodalomban még nem irtak le
rendszeres vizsgdlatokat a flavonoidok antifungdlis hatd-
sa és kémiai szerkezetiik k8z6tti kapcsolatrdl, ezért a le-
vélfrakcidkon kiviil tovdbbi tizendt kereskedelmi és dlta-
lunk szintetiz4&lt négy flavonoid sz&rmazék antifungdlis
tesztelését végeztiik el. A 7-0O-benzil-kvercetin és a ¢57—
-di-0O-allil-kvercetin szintézisét azért végeztilk el, hogy
tanulményozzuk a hidroxil-csoportok szerepét az antifungd-

lis hatds kifejtésében.

A levélfrakcidk k&zll az izo-kvercitrin, a kverce-
tin—3—/9 -D-glilkuronid &s a kempferol-3- B -D-gliikuronid
tartalmuak a legaktivabbak, mindegyik gdtolta a patogén-
gombéak névekedését. A sz8618 levelébdl azonositott flavon
szdrmazéknak, a luteolinnak volt a legkisebb az antifun-

gdlis hatésa.

A szintetikus flavonolok k&ziil a kvercetin és az

izo-kvercitrin a leghatékonyabbak. Azokban az esetekben,



amikor a B-gylirin orto-dihidroxil-csoport van jelen sok-
kal erb8sebb az antifungdlis hatds, mint akkor, ha nincs
dihidroxil-csoport, vagy nem orto-helyzetiiek /kvercetin
a kempferolndl és a morinndl sokkal hatékonyabb/. Az an-
tifungdlis hatds kifejtésében alapvetd szerepe van a sza-
bad C-7 hidroxil-csoportnak, ha leblokkoljuk /7-0-benzil-
-kvercetin/ megsziinik az antifungdlis hatds. A C-3 hid-
roxil-csoport gliikoziddldsa nem befolydsolja a flavono-
lok fungicid, illetve fungosztatikus hatdsat /kivételt
képez a rutin, amelynek antifungdlis hatdsa joéval kisebb,

mint a kvercetiné/.

A megvizsgdlt flavonok k&zil a luteolin a leg-
aktivabb, amely szintén aldtdmasztja azt az eredményt,
hogy az antifungdlis hatds kifejtésében fontos szerepe
van a B-gyliriin elhelyezkedd orto-dihidroxil-csoportnak.
A flavon szdrmazékok kevésbé hatékony vegyliletek, mint
a flavonolok.

A flavanonok és a kalkon rendelkezik a leggyengébb an-

tifungdlis hatdssal a tesztelt vegyliletek k&ziil.

Osszevetve a levélfrakcidék és szintetikus fla-
vonoid szdrmazékok antifungdlis tesztelési eredményeit,
megdllapithaté, hogy a flavonolok rendelkeznek a legerd-
sebb antifungdlis hatdssal. Ez aldtdmaszotta azt az eld-
zetes feltevéslinket, hogy direkt termd sz81dk gombds meg-

betegedésekkel szemben mutatott rezisztencidjéban - a fi-



toalexin termelése és kondenzdlt-tannin tartalma mellett -

a levél flavonol tartalmédnak is fontos szerepe van.

Eddigi vizsgdlataink nem elégségesek annak elddn-
tésére, hogy a flavonoidok milyen mechanizmus szerint ga-
toljédk a gombdk ndvekedését. A tovabbiakban meg fogjuk vizs-
gdlni hatédsukat a gombdk hidrolitikus enzimjeire /pekti-
ndzok, celluldzok/. Specifikus enzimekkel orto-kinonokkd
oxiddljuk S6ket, hogy bizonyitsuk azt a feltételezést, hogy
a flavonoidok a ndvényekben ilyen formdban fejtik ki ha-

tasukat.
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