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I. BEVEZETES

[.1.A faanyag, mint kémiai rendszer

A faanyag esztétikai megjelenését, valamint szamos, a gyakorlati felhasznalas szempont-
jébol fontos tulajdonsagat — anatdmiai sajatsagai mellett — alapvetden befolyasoljdk a fa
¢lettani folyamatai (a faanyagot felépitd kémiai alkotoérészek biokémiai szervezddése),
valamint a kiilonb6zé kornyezeti, illetve kémiai hatdsok, amelyek ¢él6 novényként vagy

feldolgozasa soréan érik.

A faanyag vazszerkezetét szerves makromolekuldk — celluldz, kiilonb6z6 polidzok és
lignin — Gsszetett rendszere képezi, valtozatos morfoldgiai szerkezetet alkotva. Ezek a szerves
OsszetevOok onmagukban is kompakt, inter- és intramolekularis kotésekkel 6sszekapcsolodo

rendszert képeznek, de egymashoz is kotddnek elsérendil és masodrendii kémiai kotésekkel.

A makromolekulds anyagok mellett a faanyag kis molekulatomegii, rendszerint vizben
vagy szerves olddszerben konnyen oldodo vegyiileteket is tartalmaz, a fokomponensekhez
képest viszonylag kis mennyiségben (/. tablazat). A fabol vald kioldhatdésaguk miatt ezeket

az anyagokat 0sszefoglalo néven extraktanyagoknak nevezik.

1. tablazat  Kiilonbozo fafajok kémiai ésszetétele (FILLO 1976) alapjan

poliszacharidok lignin extraktanyagok
%
lucfenyd 68,9 28,0 3,1
Oriasnyar 70,2 25,2 4,6
kozonséges biikk 71,0 24,0 5,0
fehérakac 63,6 31,1 53

Kémiai Osszetételiik szerint az extraktanyagok igen valtozatosak: alkoholok, mono-, di-
¢s oligoszacharidok, alifas savak és szarmazékaik, zsirok és olajok, fenolok, terpének és
szarmazekaik. ElsOsorban ezek a komponensek alakitjak a faanyag szinét, szagat €s tartos-
sagat, illetve befolyasoljak a fa olyan tulajdonsagait, mint ragaszthatosaga, feliiletkezelhetd-

sége, szarithatdsaga és kémiai feldolgozhatosaga (NEMETH 1997).

Az €16 fa, és minden novény, érzékenyen reagal a kornyezeti koriilmények megvaltoza-
sara, vagyis fokozza a hatdsoknak ellendlld vegyiiletek termelését, illetve olyan anyagokat

valaszt ki, amelyek kompenzalni tudjdk a kivaltott kémiai folyamatokat. Az ¢él6 faban a



biokémiai folyamatok bonyolult reakciésor eredményeként mennek végbe, amelyben a
makromolekulds matrix mellett a viznek, az oldott allapotban 1év6 szerves komponenseknek

¢s szervetlen ionoknak egyarant fontos szerepiik van.

A holt faban felhasznalasa és megmunkalasa soran bekovetkezd ho-, fény- és vegyi hata-
sokra Osszetett kémiai ¢€s fizikai-kémiai valtozadsok — sav-bazis reakciok, komplexképzddés,
redoxi reakciok — jatszodnak le, amelyek a faanyag mechanikai tulajdonsdgainak megvaltoza-
sa mellett szinének ¢és mas fizikai jellemzdinek mdodosulasat is eredményezik. A holt faanyag-

ban wjabb vegyliletek képzddése nem lehetséges, igy megindulnak a degradacios folyamatok.

A faanyagban biotikus és abiotikus hatdsokra egyarant rendkiviil 0sszetett bioldgiai,
kémiai és fizikai-kémia folyamatok jatszodnak le, amelyekben a faanyag anatomiai felépitése
mellett a vdzszerkezet és fafajra jellemzé mobilis komponensek egyarant fontos szerepet
toltenek be. A fdkomponensek elsddlegesen a faanyag degradécios folyamataiban, illetve a
teljes lebomlasaban meghatirozdéak. A kevésbé mélyrehaté kémiai atalakuldsokban a
vazanyagok mintegy matrixhatast idéznek eld, és jelentds valtozas féleg a szinezd hatast
extraktanyagok szerkezetében torténik (NEMETH 1998).

A faanyag szervetlen Osszetevoi — a viz mellett — az ¢16 novény szamara nélkiilozhetetlen,
az ¢életmiikdodéséhez sziikséges makro- és mikrotapelemek. A szervetlen komponensek
legtobbszor hig elektrolitok alakjaban vesznek részt a szervezetek elektrokémiai és 0zmozisos
egyensulyainak, valamint sav-bazis egyensulyanak fenntartdsdban, valamint elOsegitik a
kiilonb6zo6 kolloidok oldodasat, és mint aktivatorok, illetve inhibitorok az enzimreakciokat is
befolyasoljak (GASZTONYI - LASZTITY 1993).

A faanyag feldolgozasa soran a technologiai folyamatokban alkalmazott fémionok ugyan-
csak jelentdsen befolyasoljak a fizikai és kémiai atalakuldasokat. A faanyagvédelemben is
kiemelkedden fontos szerepe van a kiillonbozd fémsoknak €s ionoknak, amelyeket a kartevok
elleni védekezés céljabol a faanyag kezelésére hasznalnak (pl. réz- és kromationok). Fontos-
saga kovetkeztében a faanyag - fémion kolcsonhatds soran bekdvetkezo valtozasok vizsgalata
az 1970-es évek ota kiemelt témaja a fakémiai kutatasoknak (DAHLGREN és HARTFORD 1972-
1975; P1zz1 1981-1990; COOPER és UNG 1992, 1993). A vizsgalatok manapsag is els6sorban a
favéddszer - faanyag kolcsonhatds altalanos jellemzésére iranyulnak (BurLL 2000, 2001;
STEVANOVIC-JANEZIC, COOPER ¢€s UNG 2001). Tobb kutatocsoport foglalkozik a kiilonb6zo
fémionok megkotddésének (AOYAMA ¢és TSUDA 2001; YU és mtsai 2001; SHUKLA ¢és mtsai
2002) vagy kioldodasanak (SHIAU, SMITH és AVELLAR 2000) tanulméanyozasaval. Egyes

kozlemények csak a fafeliilet — a fémionok hatdsara bekovetkezd — szinvaltozasanak leirasara



szoritkoznak (STIPTA, NEMETH és MOLNARNE 2002a), masok viszont részletesen elemzik a
kémiai kolcsonhatas kinetikajat (JORGE €s mtsai 1999; NEMETH €s STIPTA 2002) is.

Kémiai szempontbol tekintve a rendszert, a fafeliilet és a fémionok kdlcsonhatdsa nem
egyszerlien szorpcios folyamat, hanem fennall a szilard fafeliileten végbemend ioncsere
folyamatok lehetdsége is (AJMAL és mtsai 1998). Ezzel parhuzamosan sav-bazis, komplex-
képzddési ¢és redoxi reakciok is lejatszodnak a fémionok és a fakomponensek kozott
(MOLNARNE 1994). A kémiai atalakuldsokat jelentdsen befolyéasoljak és modositjdk a kiilsd
tényezok is (pl. a pH, a homérséklet és a fény) (Pizzi 1983; COOPER 1991). A fafeliileten
kialakulé fémkomplexek fontos fényvédd szerepet is betdltenek (HON és CHANG 1985),
valamint befolydsoljak a faanyag iddjaras-allésagat (EVANS és SCHMALZL 1989; FEIST és
WILLIAMS 1991).

A faanyag - fémion kdlcsonhatds szempontjabol elsddlegesen az extraktanyagok, illetve
ezen Osszetevon beliil a novényvilagban legnagyobb valtozatossagban eléforduld alkotorészek
— a flavonoidok — eltéré mindségi és mennyiségi Osszetétele okozza az egyes fafajok kiilon-
bozbségét. A fémionok szerepe pedig abban all, hogy pozitiv toltésiik révén kolcsonhatasba
Iépnek a biomolekuldk negativ toltéssiirliségli csoportjaival, aminek kdvetkeztében lehetdség
nyilhat azok szerkezetének megvaltozasara ¢s tovabbi 0sszekapcsolodasokra.

A fémionok, az ¢€l6- és bizonyos mértékig a holt faban is, allandd kdlcsonhatisban
vannak a faanyag makromolekulaival és a kismolekulatomegii komponensekkel. Az ionok
jellemzden koordinativ kotéssel kapcsolodnak a faanyag alkotdrészeihez, elsdsorban a lignin,
a polifenolok ¢és a flavonoidok hidroxil-csoportjaihoz, vagy a pektinben és tanninokban jelen-
1év6 karboxil-csoportokhoz (SI@STROM 1993).

A faextraktanyag - fémion kolcsonhatds soran lejatszodo folyamatok Osszetettsége, bo-
nyolultsdga indokolttd és sziikségessé teszi egy-egy jelentds hatdsi kémiai komponens

viselkedésének, valamint kémiai reakcidinak vizsgéalatat a faanyagtol elkiilonitetten is.

[.1.1. A faextraktanyagok

A faanyag vizben, vagy inert szerves oldoszerben oldhaté komponensei — az extraktanya-
gok — igen nagy kémiai valtozatossagot mutatnak (bar mennyiségiik altalaban csekély, szaraz
fara vonatkoztatva altaldban 2 ... 10 tomegszazalék). Az apolaris szerves oldoszerekkel (pl.
dietil-éter, diklor-metan) extrahalhat6 lipofil frakcio foleg zsirokat, viaszokat, terpenoidokat,
¢s hosszu szénlancu alifas alkoholokat tartalmaz. A vizzel, vagy polaris szerves olddszerekkel

(pl. aceton, etanol) kioldhat6 hidrofil frakcié fenolos anyagok nagy mennyiségét tartalmazza.



Az extraktanyagok mindsége jelentés mértékben fligg a fa csaladjatol, nemzetségétol,
fajatol és még fajtajatol is (UCAR és FENGEL 1995), mivel bioszintézisiik genetikailag
meghatarozott. A fa szerkezetében adott morfoldgiai helyeken talalhatok meg elsésorban,
ezért az extraktanyagok egy torzson belill is jelentds mennyiségi és mindségi kiilonbségeket
mutathatnak (HELM 2000). Altalanossagban érvényes, hogy a szijacs lényegesen kisebb
mennyiségben tartalmaz extraktanyagokat, mint a geszt (BURTIN és mtsai 1998). Az értékek
fiiggenek tovabba az extrahald olddszer polaritasatdl (PASSIALIS és GRIGORIOU 1999), a
kioldas modjatol, idétartamatol és a fa kivagasanak idépontjatdl is (MONONEN, ALVILA és

PAKKANEN 2002a).

I.1.1.1. Az extraktanyagok savas-bazikus jellege

A vizzel kioldhat6 extraktanyagok savas-bazikus jellege meghatirozdo a faanyag
savassaga szempontjabol. A vizes extraktum pH-jat a vizzel kioldhat6, a savas kémhatasu
puffer-rendszert alkotd6 komponensek (sok, szerves savak €s fenolos anyagok) egyiittes hatasa
befolyasolja. Mivel mindségi és mennyiségi kiilonbség figyelhetd meg a fa kiilonbozd
tényezOk hatassal vannak a mért pH-értékre és a pufferkapacitasra, amelyek moddositjak a
faanyagbdl kioldhatdé komponensek Osszetételét (ALBERT és mtsai 1999). Az atlagértékektol
vald jelentds mértékii eltérést okozhatnak kornyezeti hatasok, tovabba koros vagy védekezd
¢lettani folyamatok is, amelyek miatt megvaltozik a fenolos anyagok mennyisége (ALBERT ¢&s
mtsai 2003). A savas jelleg egyarant befolyasolja az €16 fa bioldgiai folyamatait €s a holt fa
megkotddésének és telitddésének mértéke egyarant kapcsolatban van a faanyag pH-javal és

pufferkapacitasaval.

BALABAN ¢s UCAR (2001) korrelaciot keresett a faanyag savassaga és a kioldhaté kompo-
nensek mennyisége kozott. Extrakcios és pH-mérési, valamint pufferkapacitds meghatarozasi
vizsgalataikat 18 fafajra végezték el, tobb esetben kiilon a gesztre és a szijacsra vonatkozoan
(2. tabldazat). Osszehasonlitottak a forrd vizzel, valamint az 1 %-os NaOH-dal kivonhat6
anyagok mennyiségét, a szabad- és az Osszes savnak megfeleld lug ekvivalenciajat.

A mérési adatokbol szembetiind a geszt magas extrahalhatd anyag tartalma €s savassaga. A
szerzOk szerint az extraktanyagok savassdgahoz kisebb mértékben a mannanok és a xildnok
acetil-csoportjai is hozzajarulnak, de a tolgy és gesztenye gesztjére mért magas lag-ekvivalen-

ciat a nagyobb mennyiségii tanninoknak tulajdonitjak.



2. tablazat

Fenyoféléek és lombos fak extraktanyag-tartalma és savassaga
(BALABAN és UCAR 2001) alapjan

forrd vizzel | 1 % NaOH- | forrévizes savassag 0ssz-savassag
kioldhatd | dal kivonhat6 | extraktum | (mmol NaOH | (mmol NaOH
anyagok (%) (%) pH / 100 g fa) /100 g fa)
Pinus nigra 4,18 15,78 4,53 2,87 6,4
Pinus sylvestris 4,98 16,50 3,93 6,75 10,8
Populus tremula 3,23 17,67 4,51 3,25 6,2
Tilia argenta 2,61 17,74 5,32 1,50 32
Fagus sylvatica 3,36 18,01 5,40 2,50 4,1
Quercus petraea (sz) 6,42 19,80 4,59 5,0 8,4
Quercus petraea (g) 10,83 25,55 3,60 18,7 22,0
Castenea sativa (sz) 6,33 19,83 4,29 8,3 11,0
Castenea sativa (g) 12,50 27,23 3,58 24,0 28,0

ROFFAEL, POBLETE és TORRES (2000) vizsgalatai szerint a gesztenye (Castanea sativa)

faanyaganak forrdvizes extrakcidja esetén a geszt kb. 3,2 %-kal tobb kioldhatd anyagot tartal-

maz, mint a szijacs. Jelentds kiilonbséget talaltak a vizes kivonatok pH-jaban is (geszt 3,24,

szijacs 3,78), amit az anatomiai okok miatt eltérd illékony savtartalommal magyaraztak. Az

anatomiai kiilonbségek a pufferkapacitasban sokkal nagyobb eltérést eredményeztek. A geszt

pufferkapacitasa sokszorosa volt a szijacsénak (6,694 ¢és 0,905 mmol NaOH / 100 g fa).

Latvanyos kiilonbség figyelhetd meg a geszt €s a szijacs titralasi gérbéjének alakjaban is (/.

dbra), ami egyértelmiien mutatja, hogy az adatok differencidjat nem csupdn a savtartalom

mennyisége okozza, hanem mindségi dsszetétele is jelentdsen kiillonbozhet.
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1. abra Pufferkapacitas meghatdrozasa gesztenye (Castanea sativa) faanyagabol

(ROFFAEL, POBLETE és TORRES 2000) (- - - - geszt,

szijacs)

Eszrevételem szerint az egyes publikaciokban a kiilonboz6 faanyagokra kozolt sav- és

bazisekvivalencia, vagy pufferkapacitas adatai legtobbszor egymassal nem 0Osszehasonlit-




hatoak, mivel egyrészt nem azonos mértékegységben adjak meg az eredményeket, masrészt a
fogalom értelmezésében sem alakult ki egységes irdnyvonal.

Nagyon gyakran adnak meg a kozleményekben pufferkapacitdsra a mérési metodikéaval
szoros kapcsolatban 1év adatot, amely attdl fligg, hogy mennyi fat, milyen térfogatu oldattal,
mennyi ideig extrahaltak. Legtobbszor az a NaOH oldat mennyiség szerepel, amelyet az
extraktum adott térfogata a semlegesitésig (GRODZINSKA 1971), az ecetsav titralasi végpont-
jénak eléréséig (pH = 8,87) (BALABAN ¢és UCAR 2001), vagy pH = 10,00-ig (PASSIALIS és
GRIGORIOU 1999) elfogyaszt. Ezek az adatok inkabb nevezhetdk savtartalomra jellemz6 érté-
keknek, mint pufferkapacitasnak.

Maskor a titralasi gorbébdl hatarozzak meg a natrium-hidroxid ekvivalenciat (ALBERT és
mtsai 1999; JUNG és ROFFAEL 2002), és az eredményt extraktum térfogatara vonatkoztatjak.
Ebben az esetben azonban a titralasi gérbék elnyujtott alakja gyakran megneheziti az ekviva-

lenciapont korrekt megallapitasat (2. abra).

0 1 2 345 6 7 8B 8 1011 12 13 14 15 17
NaOH (cm?)
2. abra Kiilonbozo famintak titralasi gorbéi (JUNG és ROFFAEL 2002) alapjan

Célszerli lenne az extraktumok pufferkapacitasat a kémidban szokdsos modon az 1,00
pH-egység eltérést okozd HCI-, illetve NaOH anyagmennyiségével jellemezni, és az adatot
nem az extraktum térfogatara, hanem adott szemcseméretli faanyag tomegére vonatkoztatni.
fgy az eredmények egymassal jobban Osszehasonlithatoak és a mérési koriilményektdl
fliggetlenek lennének.

Tobb dolgozatban feltiintetik a faanyag Ossz-savassaganak mértékét is, mint a fajra,
illetve a faban végbemend folyamatokra jellemz6 szdmadatot. A szerzok a faanyagban 1évo
0sszes sav mennyiségi meghatarozasira SUBRAMANIAN, SOMASEKHARAN ¢s JOHNS (1983)

modszerét alkalmazzak, melynek soran natrium-acetat oldatot hasznalnak a savas karakter(i



komponensek extrakciojara. Az igy kapott pufferoldat titralasa soran az ekvivalenciapontig

fogyott natrium-hidroxid térfogatabol szamitjdk a szabad és a kotott savtartalom egyiittes

mennyiségét (ALBERT és mtsai 1998; BALABAN és UCAR 2001).

Ez a szadmadat véleményem szerint ténylegesen dsszetettebb folyamatok eredménye.

1.

A fabol vizzel kioldhato, ecetsavnal erésebb savakrol ledisszocialt H' -ionok az acetat-

ionokkal ekvivalens mennyiségli ecetsavat képeznek (szabad sav).

. A natrium-acetatos oldatban a makromolekuldk karboxil-csoportjairél és szabad fenolos

OH-csoportjairdl is H'-ionok disszocialnak le (kotott sav).

. A natrium-acetat oldat lugos kémhatasa miatt a vizben egyébként nem oldhatd poli-

.....

szintén H -ionok szabadulnak fel. Ekkor ezek a vegyiiletek az ecetsavval dsszemérhetd
erdsségll gyenge savként lesznek jelen, ami a kotott sav mennyiségére kapott eredményt

ndveli, holott valgjaban nem kotott savakrol van szo.

A natrium-acetatos vizes extraktum kémiailag tehat egy ecetsav - natrium-acetat puffer-

oldat, amely tovabbi, meghatarozatlan mindségli gyenge savakat is tartalmaz. Ennek kovet-

keztében a titralasi gorbe gyakran elnyjtott, lapos 1épcsdjii lesz, az ekvivalenciapont nem

mérhetd jol.

Sajat vizsgalataim szerint a faanyag savtartalmanak, illetve pufferkapacitasinak meg-

hatarozasakor kapott eredményeket tovabbi tényezok is Iényegesen befolyasoljak.

a.

A gyengén lugos oldatban bekdvetkezik a kioldott flavonoidok kémiai atalakuldsa
(szolvolizise) is, amely az egész rendszer Osszetételére kihat, mivel a lejatszodo
folyamat OH -ion fogyaszt6 reakcido (MOLNARNE 2002b).

A makromolekulds vazon — mar semleges elektrolitok (KCI, NaCl) hatasara is —
ioncsere folyamat jatszodik le, a megkotott kationnal egyenértékii mennyiségben H'-
ionok Iépnek ki az oldatba. Vagyis az extraktum kiilonb6z0 mértékii savasodésa figyel-
hetd meg az elektrolit oldatbeli koncentracigja fliggvényében is (MOLNARNE 1998).
JelentOs tovabba a fadrlemény szemcseméretének hatdsa, mivel a makromolekulas
vazon 1év0, szabad felszinre jutott funkcids csoportok szdma lényegesen modosul, és

az extraktum Gssz-savassaga is megvaltozik (3. tabldzat).

3. tablazat Feketefenyo famintak savassaganak valtozdasa a szemcseméret fiiggvényeben

elektrolitoldat hatésdra (extrakcio 0,1 mol/dm® KNOj oldattal) (sajat eredmények)

szemcseméret (mm) 1,4-1,0 1,0-0,63 0,63-0,2 0,2 alatt

savassag (mmol KOH / 100 g fa) 0,2 2,5 7,5 18,5




I.1.1.2. Az extraktanyagok szinezé hatasa

Elsddlegesen az extraktanyagok okozzdk a faanyag szinét is, és a szin legtobbszor
kiilonbozd hatasokra (napfény, fémionok, nedvesség, gombak) megvaltozik, ami szamottevo
fontossagu a fa dekorativ célu felhasznalasaban is. A szin nem a szerkezeti fokomponensektdl
fligg — a celluloz, a hemicelluloz és a lignin szintelenek, vagy csaknem szintelenek —, hanem
sokkal inkabb a kis molekulatomegli szerves 0OsszetevOktél (MONONEN, ALVILA ¢&s
PAKKANEN 2002b). Bar a szines anyagok a legtobb fabodl elkiilonithetéek alkalmas inert
oldoszerekkel torténd extrakcidval, altalaban nem tavolithato el az sszes szinezd anyag ezen
a modon. Ez a tény azt mutatja, hogy a szinez0 anyag jelentékeny mennyisége a faban
oldhatatlan alakban lehet jelen, vagy olyan erésen kotddik a vazkomponensekhez (ligninhez
¢s poliszacharidokhoz), hogy a fa szerkezeti lebomléasa nélkiil nem extrahalhatok oldoszerek
segitségevel.

A szinezd anyagok kémiai sajatsdgainak jobb megismerése hasznos tanacsot adhat abban
is, hogy a fafeldolgozas soran -elkeriilhetdk legyenek a nemkivénatos szinvaltozasok
(IMAMURA 1989), mivel a fafeliiletet ért napfény hatidsara csaknem valamennyi faanyag
szinvaltozast mutat.

Kimutathato, hogy a fafeliilet fizikai-kémiai sajatsagaiban is megmutatkozo fotodegra-
daciot elsdsorban az ultraibolya sugéarzas okozza, de tobb esetben a lathatd fény hatasara is
megtorténik. A bekovetkezd szinvaltozas természete és sebessége (mértéke) egyedenként
valtozik, ¢és a megvilagitds hatdsara szamos faanyag fakdva, kevésbé figyelemfelkeltd
arnyalativa valik, vagy megbarnul (STIPTA, NEMETH és MOLNARNE 2002a). Ahhoz, hogy
szinméréssel szignifikdns valtozast lehessen latni, a faanyag tobb mint 0,5 % extraktanyagot
kell tartalmazzon, és a fa eredeti szine csaknem fehér legyen (YOSHIMOTO 1989).
voros spektroszkopia DRIFT moédszere (FAIX €s NEMETH 1988; TOLVAJ 1991; BARTA ¢és
mtsai 1998). A szinvaltozas mértéke a faanyag fényabszorpcidjaban vagy reflexiojaban be-
kovetkezd kiilonbséggel is jol kifejezhetd (STIPTA, NEMETH €s MOLNARNE 2002b).

Kimutathatd, hogy a foto-indukalt gyokok mennyisége nagyobb azokban a fakban,
amelyek konnyen valtoztatjdk sziniiket, mint a nem szinez6dé faanyagban (YOSHIMOTO
1989), ezért elsdsorban fenolos extraktanyagok (flavonoidok) kémiai atalakuldsanak
vizsgalata adhat tovabbi informéciot a fény hatdséara lejatsz6dd folyamatokrol (MOLNARNE,

NEMETH ¢és STIPTA 2003). A faanyag kiilonboz6é fémionokkal torténd kezelése (NEMETH és
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STIPTA 2002), illetve a flavonoidok és fémionok kolcsonhatasa is jelentds valtozast idézhet

eld a fotodegradacidban (MOLNARNE ¢s NEMETH 2002-2003).

I.1.2. Fémionok a faanyagban

A faanyag — a viz mellett — csak nagyon alacsony mennyiségben tartalmaz szervetlen
komponenseket (foleg a sejtfalakban és azok felszinén lerakddott valtozatos sokat), amelyek
hozzéavetdlegesen a szaraz fa tomegének 0,5...1 %-at teszik ki. Kiilonboz6 fémsok jellemzé
lerakddasai a karbonatok, szilikatok, oxalatok és foszfatok. Egyes asvanyi anyagok csak
kismértékben oldhatodak, vagy a fa szerkezetének megkdzelithetetlen részében vannak jelen. A
fémionok mas része komplexkdtéssel kapcsolédik a faanyag fenolos alkotorészeihez
(ligninhez, flavonoidokhoz), vagy részlegesen kotddik a karboxil-csoportokhoz, ahonnan csak
vizes savakkal, vagy komplexképzokkel cserélhetok le, tavolithatok el (SIGSTROM 1993).

A kiilonboz6é kationok és anionok a biokémiai folyamatok és a kornyezeti hatdsok
kovetkeztében keriilnek a faanyagba, vagyis elsdsorban az ¢életmiikodéshez sziikséges makro-
¢s mikrotapelemekbdl szarmaznak. Mennyiségiik a lombos fakban magasabb, mint a feny6-
félékben, a fan beliil pedig a szijacs tartalmaz tobb szervetlen alkotérészt, mint a geszt, illetve
a levelek és a kéreg iontartalma kimagasld. A legnagyobb mennyiségben jelenlévd kompo-
nens a kalciumion (800-1500 mg/kg), amit a kalium- (200-1000 mg/kg) és magnéziumion
(100-500 mg/kg) kovet (NEMETH 1997).

Az ¢l6 fa a talaj tapanyagaibol kiilonb6zd asvanyi anyagokat vesz fel, ezért a mikro-
elemek feldusuldsa a faanyagban a biokémiai tényezdk mellett els@sorban a talaj kémiai
Osszetételétdl fligg. A fémionok felvételének mechanizmuséban ugyanis fontos tényezo a talaj
kémhatasa. Emellett komplexképz6 anyagok (a sejtek kismolekulatomegii komponenseinek)
jelenléte is sziikséges, mivel az €16 szervezet egyes szoveteibe a fémionok elsddlegesen
kelatképzés, ligandumcsere (vagyis komplexkémiai folyamatok), vagy gyakran redoxi atala-
kulésok utjan keriilhetnek be (PAIS 2000).

Szamos publikacio foglalkozik a kiilonb6z6 ndvények fémtartalmaval és a fémionok
extrahalhatosdgaval (FERRARA, MONTESANO és SENATORE 2001; LEMBERKOVICS és mtsai
2002; LozAk ¢és mtsai 2002). A kozolt adatok alapjan megallapithatd, hogy az aluminium-,
réz- és kromionok viszonylag magas koncentracidban taldlhatok meg a magasabbrendii

novényekben, €s hatasuk sem elhanyagolhato.

A holt faanyagon torténd fémionmegkotddés szignifikans eltérése a fafaj extraktanyaga-

nak mindségével ¢és mennyiségével hozhatdo kapcsolatba, ami a fafeliileten lejatszodo
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ioncsere- (AJMAL és mtsai 1998), valamint komplexképzddési folyamatokra utal (HON és

CHANG 1985; SHUKLA ¢és mtsai 2002).

A faanyag - fémion (illetve faextraktanyag - fémion) kolcsonhatds szempontjabol
alapvetd fontossagu a fémion oldatbeli allapota. Ez hatarozza meg ugyanis, hogy eljut-e azon
helyekre, ahol biologiai vagy kémiai hatasat kifejtheti. A faanyagon beliil a fémionok szabad
formaban, vizmolekuldkkal hidratdlva csak igen kis koncentraciéban vannak jelen, mert a
jelenlévd nagyszdmu potencidlis fémionmegkotd molekulaval torténd kolesonhatds eredmé-
nyeként sorozatos atalakuldson mehetnek keresztiil. A kis molekulatomegii bioligandumokhoz
koordinaldédott fémionok mobilisak, kémiai formdjuk meghatarozé jelentdségli szamos
reakcioban (pl. felszivodas, széllitas, sejtfalon vald atjutds, fixalodas, kioldddas). Ezen
folyamatok megértéséhez sziikséges a kérdéses fémion komplexben kotott mennyiségének
pontos ismerete, és a koordinacios kémiai aranyokat meghataroz6 oldategyensulyi folyamatok

leirasa (KISS és mtsai 2000).

Az egyes ionok bejutasa a sejtekbe — vagy megkotddése, felvétele — tobbféle modon, tobb
Iépésben jatszodhat le. A vizsgalt rendszer kémiai Osszetétele, pH-értéke, ionerdssége &s
redoxipotencidlja egyarant meghataroz6 az ionok felvételében.

A folyamat elsé 1épéseként altalaban a fémion (M) valamely specifikus ligandum (L,)
segitségével kotddik a fazishatarhoz (GERGELY, ERDODI és VEREB 2001):

M +Ls ¥ MLy

A kialakulo kotés jellegétol és erdsségétdl fliggden az egyes fémionok tovabbi ligandum-

helyettesitési reakciok soran jutnak az intracellularis térbe:
ML, + Lg = MLg + La,
MLg + Lc ¥ MLc + Lz

Ezzel egyidejlileg, vagy mar az elso 1€pés soran is megvaltozhat a fémion oxidacios allapota,
¢s ennek kovetkeztében mas tipust ligandumokkal valé kapcsolatok keriilnek eldtérbe. A
kolcsonhatasok eredményeképpen kiilonbozd térbeli felépitésii és stabilitasu komplexek
alakulnak ki, amelyek kinetikai szempontbdl is kiilonbozOképpen viselkednek. A fémion
ujabb komplexekbe valo attevodését elsddlegesen a kialakulé ML,, MLg, stb. komplexek
stabilitdsa és a koncentraciéviszonyok hatarozzak meg. Az egyes részlépések sebessége

valtozo, a fémion felvétele altaladban lassu folyamat (GERGELY, ERDODI és VEREB 2001).

Az aluminiumot bioldgiai szempontbdl sokdig kozombos elemnek tartottak, mivel az €16

szervezetekben eredetileg nincs funkcioja. Ennek egyik f6, de nem kizarélagos oka, hogy a
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ndvények szamdara az aluminiumot a viz, valamint egyes egyszerl szervetlen komplexképzdok
csak igen kis mértékben tudjak az aluminoszilikatokbol kivonni, és oldatba vinni (KOROS
1980). Az elmult 25 év vizsgélatai azonban kideritették, hogy ennek ellenére az aluminium
jelentds biokémiai hatdssal bir, mivel részben a savas esok, részben mas kornyezeti valto-
zasok miatt a kordbbinal 1ényegesen tobb aluminium keriil a ndvényi sejtekbe (WAGNER ¢és
HENCSEI 2001). Az aluminium megakadalyozza a magnézium, a kalcium, valamint mas,
létfontossdgu elemek felszivodasat, mivel képes az enzimek aktiv helyeirdl kiszoritani, és

szerves komplexeiben helyettesiteni azokat (PAIS 2000).

Az aluminium oldhatésdga nagymértékben pH-fiiggd, a savanyu talajokon, valamint a
savas esOk hatasara a talajban kialakul6 pH-csokkenés miatt a novények szamara felvehetd
mennyiség is megnd (KIDD, POSCHENRIEDER és BARCELO 2001). Amig egyes novényfajtak
igen érzékenyek az aluminiumra, addig masok nagy aluminiumtartalmu talajokon is
megélnek, kevésbé érvényesiil benniik az aluminium fitotoxicitdsa. A vizsgalt ndvények
aluminium-rezisztanciajat kapcsolatba hoztak polifenol-, illetve flavonoid tartalmukkal
(BARCELO ¢és POSCHENRIEDER 2002).

A novényeknek 4ltalaban a gyokereiben lokalizalodik az aluminium, és gatolja a gyokér-
zet fejlodését. A novények gyokereinek lassubb ndvekedését Osszefliggésbe hoztak azzal,
hogy a talajsavanyodéas kovetkeztében megnd az Al/Ca és az Al/Mg koncentracioarany.
Zavart okoz a novény foszfat-haztartasdban is, mivel az aluminium foszfat-s6 formajaban
kicsapodik, s a magasabb ndvényi részek — féleg a fiatal hajtasok — foszfatszegénny¢ valhat-
nak. (WAGNER és HENCSEI 2001). Az AI(IIl) szerves molekuldkhoz (citromsavhoz, oxalsav-
hoz, flavonoidokhoz) ktve azonban atjuthat a sejtfalon, és lehetové valik kronikus felhalmo-
zasa a novények egyéb részeiben is: pl. a teacserje (Camellia sinensis) id6sebb leveleiben
megdobbentden magas koncentraciot ér el (friss hajtasban: 600-700 ug/g, idésebb levelekben:
20 mg/g!) (Kiss 1996).

Az aluminium(Ill) - faanyag kolcsonhatas vizsgalata nem volt kiemelt témaja a fakémiai
kutatasoknak, mivel csak napjainkban mutattdk ki, hogy a fas novények gesztjében flavo-
noidokhoz kotédve is akkumulalodik az aluminium (BARCELO és POSCHENRIEDER 2002).
GIERER ¢s mtsai (2001) vizsgélatdnak eredményei szerint az Al(III) — ugyancsak komplex-
képzése révén — szerepet jatszik a lignin lebomlasi folyamataban is.

A réz(Il) a magasabbrendii ndvények esszencialis eleme, fontos szerepet jatszik azok

crer

moszatok) szamara viszont mar igen kis koncentracioban is toxikus (PAIS 2000).
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A fotoszintetikus folyamatok elektrontranszportjaban elektront juttat a membranhoz
kotott citokrom-f-rél a klorofill-P7o9 rendszeréhez. A réz(Il) a fehérje aktiv centrumaban
nitrogén és kén donoratomokkal kapcsolodik, ami részleges stabilitast biztosit mind a Cu’,
mind a Cu®" szamara, ezaltal konnyebbé valik az elektronatmenet. A réztartalmu fehérjékben
az apolaris kornyezet fokozza a réz(I)-allapot stabilitasat (GERGELY, ERDODI és VEREB 2001).

A réz(I1) részt vesz a novényi fehérjék és szénhidratok metabolitikus folyamataiban, vala-
mint komponensként szerepel példaul a citokrom-oxiddz, aszkorbinsav-oxidaz, vagy a poli-
fenol-oxiddz enzimekben. A réztartalmu enzimek specidlis helyet foglalnak el a bioaktiv
molekulak kozott, mivel a fehérje-ligandumok jellege és geometridja fiiggvényében széles
hatarok kozott valtozik a redoxipotencialjuk, és annak megfelelden tudjak kifejteni hatasukat
a rézhez koordinalodd oxidalandd anyagon. fgy katalizaljak tobbek kozott a flavonoidok
redoxi reakcidit (STRACK 1997).

A réz(Il) széles korben hasznalt favéddszer, amelyet altalanosan Cr(VI)-tal juttatnak a
faba, ¢és egyiitt oldhatatlan réz-kromat csapadékot képeznek (BuLL 2000, 2001). Egyre
nagyobb jelentdségli azonban a krommentes réztartalmua véddszerek felhasznaldsa is, amelyek
réz(Il)-tartalma a faanyag makrokomponenseivel és extraktanyagaival egyarant kolcson-

hatasba 1éphet (DRUZ, ANDERSONE és ANDERSONS 2001).

A kréom(IIl) a vizsgalatok szerint a novényi élet szamara nem esszencialis, de
esetenként segiti a ndvények novekedesét, és stimulald hatasa (PA1s 2000).

A krom(VI) formak (CrOs, Cr042_, Cr2072_) a novények, az allatok €s az ember szamara
egyarant toxikusak. Mérgez0 hatasuk oxidald és szabadgyok-képzd képességiikbdl ered, és

veszélyességiiket noveli, hogy athatolnak a sejtfalon, mutaciot indithatnak meg (PALNE 2001).

A kromvegyiiletek semleges vagy gyengén savanyu talajokban nem vizoldhatéak (a
novények szdmara nem hozzaférhetdk), viszont az er6sen savanyu talajban 1évo, jol oldodo

krom(III)- és krom(VI)-vegyiileteket a ndvények konnyen felveszik.

ZAYED ¢és mtsai (1998) mesterségesen adagolt Cr(III) és Cr(VI) felvételét, valamint akku-
mulalodasat tanulmanyoztdk kiillonb6zd zoldségfélékben. Rontgen abszorpcids spektrosz-
kopiaval (XAS) kapott eredményeik alapjan megallapitottak, hogy a felvett krém (oxidacios
allapotatol fiiggetleniil) a gyokerekben megmarad, és egy hetes vizsgélatuk alatt a hajtasban
csak nagysagrendekkel kisebb koncentracioban volt mérhetd. Elemzéseik egyértelmiien
kimutattdk, hogy a kéalium-kromat formajaban adagolt krom(VI) mar a névények gydkerében
teljes mértékben Cr(IlI)-ma redukalddott, és feltételezik, hogy a redukcio a vas(Ill)-reduktaz

enzim hatasara azonnal bekdvetkezik. Ezzel szemben a krom(III) felvétele viszonylag passziv
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moédon — a sejtfalak kationcseréld helyein — egyszerli megkotddéssel torténik, és ezaltal a

gyokerekben azonnal rogziil is.

A kromatok hasznélata altaldnosan elterjedt és nagy jelentdségli faanyagvédelemben. A
szabadban a talajba 4sott vagy vizbe helyezett faanyag telitéséhez altaldban CuSOj -
Na,Cr,O7 - NazAsOy4 Osszetételli (CCA), vagy CuSOy4 - Na,Cr,O7 - H3BO; tartalmu (CCB)
védoszereket alkalmaznak, amelyek egyszerre latnak el gomba- és rovar6ld hatast (BULL
2001). A konzervalt faanyag azonban idével hulladékka valik, és benne a réz-, krom- és

arzéntartalom sokszorosa a kezeletlen faanyagénak (4. tablazat).

4. tablazat  CCA-val kezelt és kezeletlen faanyag réz-, krom- és arzéntartalma

(PALNE 2001) alapjan
Cu [mg/kg] | Cr [mg/kg] As [mg/kg]
kontroll minta 1,1-3 0,3-21 0,26 -7,2

CCA-val kezelt fa | 1040 - 1070 1740 - 2360 290 - 2050

A védoszerrel atitatott faanyagbol iddvel a vegyszerek fokozatosan kioldodnak, és az
eredetileg Cr(VI) formaban bevitt krom egy része Cr(Ill)-ként tavozik (MOLNARNE 1994),
mikodzben feltételezhetd, hogy a fakomponensek (a lignin, a flavonoidok, valamint a poli-

szacharidok) hidroxil-csoportjai oxidalédnak (JORGE és mtsai 1999).

[.2. A flavon-szarmazékok

Az aromas, fenolos extraktumok fObb csoportjai — sztilbének, lignanok, tanninok és
flavonoidok — koziil a legfontosabb fenolos alkotok a flavonoidok csoportjaba tartoznak. Ezek
a vegylletek analog kémiai felépitésiik ellenére valtozatos szerkezetliek, a fa tulajdonsagaira
kifejtett hatasuk igen sokrétii, €s a faanyag felhasznélasa soran a sajatsagok alakulasaban is
jelentds szerepet jatszanak (SIOSTROM 1993).

A természetes flavonoidok a magasabb rendli ndvények mindegyikében megtalalhatdak,
biogenetikailag egy Cq egységli malonat-szdrmazékbol és egy sikiminsav-szarmazék Ce-Cs;
fenil-propanoidbol alakulnak ki, aminek kezdeti 1épése a kalkonok kialakulasa (1. melléklet).
A kalkon - flavanon izomerpar azutan tovabbi atalakuldsokon megy at, mint oxidacio,
atrendezd6dés, alkilezddés, acilezddés és glikozidacio, szerkezeti sokféleséget biztositva a

vegyiiletcsaladnak (MARBY és ULUBELEN 1980).

A flavonoidok szerkezeti alapvegyiilete a flavon (2-fenil-kromon) (3. dbra), amely a nagy

1étszamu vegyliletcsalad tovabbi osztilyozasanak kiinduldsi alapjaul szolgél. A flavonoidokra
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jellemzé a Cg¢-Cs-Cg (difenilpropan) alapszénvaz. A két benzolgyiri (A ¢és B) egy
oxigénatomot tartalmazo heterociklusos pirdn- vagy pirongytrin (C gylri) keresztiil

kapcsolodik (4. dbra).

16



3.abra A flavon szerkezete 4.abra A flavonoid alapvaz szamozdsa és
gytiriiinek jelzése

A flavonoidok egyes tipusai a heterociklusos gyliri oxidaltsagi fokdban térnek el
egymastol, azokon beliil az egyes vegyiiletek pedig a vdzon levé hidroxil- és metoxi funkcios
csoportok szamaban és helyzetében. Az alapvazhoz (aglikon) kiilonb6zé mono- és diszacha-
ridok kapcsolodhatnak, és a glikozidokban mas-mds a cukormolekuldk jellege, szama és
helyzete. A flavonoidok aglikonjaihoz O-glikozidos kotést rendszerint hat monoszacharid
1étesit: a gliikdz, a galaktdz, a xiloz, a ramndz, az arabindz és a glilkuronsav. Ezek a mono-
szacharidok altalaban piran6z formaban vannak jelen. A diszacharidokban is ezek a cukor-
molekuldk kombindlodnak. A két gliikozbol felépiilé diszacharid a leggyakoribb, mig a két
kiilonboz6 cukrot tartalmazd diszacharidok koziil messze a legelterjedtebb az a-D-gliikozbol

¢és B-L-ramno6zbol felépiild rutindz (HARBORNE és WILLIAMS 1988).

A természetes flavonoidok kozott a legéltalanosabb a flavon-csoport, amelyben a bio-
szintézis alapjat képezd kalkon szerkezete miatt kitiintetett a hidroxil-csoportok jelenléte az
A-gylirlin az 5, 7, illetve a B-gylirlin a 4’ helyen. Enzimatikus hatas okozza a C-gy{irli 3-as
helyzetében a hidroxil-csoport beépiilését, amely a variaciok ujabb sokasagat biztositja (pl. a
flavonolok és flavilium-ionok szerkezetében) (STRACK 1997) (5. dbra).

Az irodalomban a flavon-szarmazékokat legtobbszor trivialis névvel jelolik, és az altala-
ban valamilyen médon a névényi eredetre utal. Igy példaul a kvercetin a Quercus-bol, a rutin
a Rutacea-bol, a robinetin a Robinia-bol szarmazik (MARKHAM 1989). Gyakran alkalmazzak
a flavonvazra visszavezetett elnevezést is: kvercetin — 3,3°,4’,5,7-pentahidroxi-flavon,
robinetin — 3,3°,4’,5’,7-pentahidroxi-flavon, illetve a glikozidszdrmazékok nevét az aglikon-
bol szarmaztatjak: rutin — kvercetin-3-rutinozid (MAKRIS és ROSSITER 2000). Ezek mellett a
teljes szisztematikus elnevezés is el6fordul a szakirodalomban, pl. kvercetin: 2-(3,4-

dihidroxifenil)-3,5,7-trihidroxi-4H-1-benzopiran-4-on (ALLUIS és DANGLES 2001).
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apigenin

5.4bra A flavon és flavonol aglikonok fobb képviseldi

A novényvilagban azonositott kozel 6500 flavon-szarmazék koziil egyes ritka tipusok
jelenléte specifikus, és fontos jellemzé komponense egy-egy nodvénynek (pl. robinetin a
fehérakacban), viszont van szdmos, altalanosan megtalalhaté glikozidvaltozat is, amelyeknek
inkabb a hidnya lehet jellemzd egy-egy ndvényfajra, vagy csaladra (HARBORNE és WILLIAMS
1988). A flavonoidok altalaban a névényi szervezetek epidermisz sejtjeiben halmozddnak fel
glikozidok vagy aglikonok formajaban. Elsésorban a vakuolumokban vagy leukoplasztiszban
raktarozddnak, de néhany flavon-szarmazék a kloroplasztiszban is megtalalhatd (SAKIHAMA
¢s mtsai 2002). Bizonyos novények jelentds mennyiségili flavonoid tarolasara képesek, és nem
csak fajtajuktol, hanem termohelytik foldrajzi elhelyezkedésétdl fliggden is eltérd szarmazék
akkumulal6édhat benniik (VEIT és mtsai 1995).

A kiilonboz6 faanyagokbol tiszta alakban izolalt novényi szinezOanyagok tobbsége olyan
flavonoid, amelyek szine csaknem fehér vagy sarga (pl. flavon-, flavan- és kalkon szarma-
z€kok). A narancsszinli szinezékek korlatozott megjelenéstick a faanyagban ¢és csak a
szomorcefélék csaladjanak néhany fajaban taldlhatok meg. A fehérakacbol (Robinia
pseudoacacia) is szamos ritka, kiillonleges szerkezetii flavon-szarmazékot izolaltak és azono-
sitottak (COETZEE ¢€s mtsai 1995), gesztjében pl. az erésen szinezd hatast robinetin az egyik
6 flavonoid. A faanyagban ugyancsak nagyon ritkdn vannak jelen a virdgokban és gyiimdol-
csokben tipikus flaviliumion-szarmazékok, de azok szintelen leuko formai a fakban is el6-

fordulnak (IMAMURA 1989). A japanakac (Sophora japonica) szaritott virdgjaban kiilonos
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moédon a rutin a f6 flavonoid (202,8 mg/g) (CHEN, ZHANG és YE 2000), szemben a szines

viragokban altalanosan eléforduld flaviliumion-szarmazékokkal.

A flavonoidok bioszintézise a ndvényekben elsddlegesen azzal a céllal torténik, hogy
lassitsak, vagy megakadalyozzdk a korokozok benyomulasat, amelyek a sejtfal szerkezeti
anyagat pusztitanak el (SIOSTROM 1993). A flavon-szarmazékok, mint fémkelatorok gatoljak
azokat a biokémiai reakciokat, amelyek soran rendkiviil reaktiv szabad gyokok keletkeznek,
rdadasul az antioxidéns tulajdonsagaikat a flavonoid-fémion-komplex kialakuldsa utdn is
megtartjadk (KANDASWAMI és MIDDLETON 1994). A flavonoidok az oxidécios folyamatokban
résztvevo enzimek aktivitasat is jelentés mértékben befolyasoljak. Jelenlétiik és mennyiségiik
hatassal van a polifenoloxiddz enzim mikodésére, amely katalizdlja a monofenolok o-
hidroxilezését o-difenolld, és ezt kdvetden az o-difenol - o-kinon oxidaciot (JIMENEZ és

GARCIA-CARMONA 1999).

A ndvényt érd biotikus és abiotikus stressz legkiilonbdzobb formai (pl. ultraibolya sugér-
zas, er6s megvilagitas, alacsony hdmérséklet, sériilés, kevés tapanyag, korokozok behatolasa)
a novényben kivaltjak a flavonoidok felhalmozddasat. Az abiotikus stressz ugyanis eldidézi
az aktiv oxigén fokozott — a normal szabdlyozott mennyiségen feliili — keletkezését a sejten
beliil. A szuperoxid (0" 7) diszproporcionalodik hidrogén-peroxidda, amely képes keresztiil
diffundalni a sejtfalakon, és atmeneti fémek jelenléte esetén igen veszélyes hidroxil-gyok
(‘OH) keletkezik beléle. igy a H,0, eltavolitasa elengedhetetlen a ndvényi sejtek oxidativ
lebomlasdnak megakadélyozasahoz. Kimutattdk, hogy a flavonoidok, elektrondonor sajatsa-

gaik révén, alkalmasak a hidrogén-peroxid megkotésére (SAKIHAMA ¢és mtsai 2002).

Jelentés, hogy a kambiumban és a levelek epidermisz sejtrétegében 1évo flavon-
szdrmazékok alkalmasak az ultraibolya sugdrzas kéros hatdsdnak kivédésére, mivel ezek a
sejtrétegek vannak kitéve a legintenzivebb sugarzasnak. A megndvekedett UV-B sugarzas az
egyes novényekben kivaltja a flavonoidok szintézis utjadnak megvaltozasat, és mennyiségi
novekedését (WINKEL-SHIRLEY 2002). Az UV sugarzas hatasara a kvercetin-3-gliikozid
diacetilezett szarmazékdnak 20-30-szoros novekedését tapasztaltdk az erdeifenyd (Pinus
sylvestris) tliben (SCHNITZLER ¢és mtsai 1996), illetve hasonld eredményt mutatott a
magyaltolgy (Quercus ilex) levélszOrok vizsgalata is (SKALTSA és mtsai 1994). Bizonyitott,
hogy a DNS-t karositd ultraibolya sugarzas kivaltja fényabszorbeald flavonoidok felhalmo-
zasat a novényi test borszovetében (STRACK 1997). Kimutattak, hogy azok a flavonoidok a
leghatékonyabb ,,UV-védok”, amelyeknek maximalis fényelnyelése a 280-320 nm hullam-

hossz tartomanyban van (HARBORNE és WILLIAMS 2000).
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SMITH és MARKHAM (1998) szdmos UV-tolerans novény flavonoid-Osszetételének anali-
zise soran kimutatta, hogy a novényt ért UV-B sugarzés hatasara novekszik a B-gylriin o-di-
hidroxi-csoportot tartalmazo szarmazékok (pl. kvercetin) relativ aranya a monohidroxi-flavo-
noidokkal szemben (pl. kempferol). A szerzdk szerint ez azt sugallja, hogy a kvercetin sokkal
hatékonyabb ,,UV-véd6”, mint a kempferol, annak ellenére, hogy az UV-B tartomanyban az
abszorpcios egyiitthatdjuk kozel azonos. Feltételezik, hogy a fotoindukalt tautoméria, amely
szdmos flavonoid esetében megfigyelhetd, lehetdséget ad az elnyelt energia eloszlatasara és
mechanizmusa magyaréazat lehet az ,,UV-véd6” molekulak szerkezeti feltételeire. Ugy vélik,
hogy az enol tautomer alapallapotban kisebb energidju sugarzast tud elnyelni, mint a tal-
sulyban 1év0 keto-tautomer, ¢és ezaltal tobbféle részecskébdl allo mezomer rendszer tud
kialakulni (6. dbra). Kimutattak, hogy a flavonol - flavonol asszociacio révén enol-tautomer
kialakulasa lehetséges a kvercetin telitett vizes oldataban ¢és cellulézhoz kotott allapotaban

egyarant.

Gl O

6. abra A kvercetin-7-O-gliikozid fotoindukalt tautomériaja
(SMITH és MARKHAM 1998) alapjan

Nagyszadmu probalkozas tortént a funkcids csoportok, kettdskotések vagy szubsztituensek
¢és a fény hatasara bekovetkezd szinvaltozas kozotti kapcsolat kimutatasara. Megéllapitottak,
hogy jellemzd folyamat a kinoidalis atrendezddés mellett végbemend vizkilépés és dehidro-
génezés, gyakran keletkeznek teljesen konjugalt rendszerek. A flavonolokban fontos a 7-OH
csoport jelenléte a fényabszorpcidhoz, mivel a kinoidélis rész mindig ennél a funkcids cso-

portnal alakul ki a flavonok molekuldjaban, ¢s nem a B-gytirtinél (YOSHIMOTO 1989).

Osszefiiggést allapitottak meg a fenolos anyagok jelenléte és a ndvény virus vagy gomba-
fertdzés elleni védekezd képessége kozott is (pl. az apigenin-glikozidok és a kvercetin-3-
gliikkozid jelenléte tiiz-elhalés rezisztanciat biztosit tobb almafajtaban) (MARBY ¢s ULUBELEN
1980). Kimutattak, hogy a flavonoidok gomba6l6 sajatsaga hozzajarul a faanyag tartéssaga-
hoz. Potencialis gombaellenes vegyiiletek, pl. a dihidrokvercetin a duglasz-fenyOben
(Pseudotsuga menziesi), vagy a robinetin és a dihidrorobinetin a fehérakdcban (Robinia

pseudoacacia) (HART 1989). Egyes novények bakteridlis fert6zéssel szembeni ellenallo-
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képessége aranyosnak mutatkozott a benniik taldlhaté flavonoidok mennyiségével
(LATTANZIO ¢és mtsai 2000). DUBELER ¢s mtsai (1997) szerint a kdzonséges biikk (Fagus
sylvatica) kérgének flavonoidtartalmat az évszakok valtakozéasa csak kis mértékben befolya-
solja, de gombafert6z¢és hatdsara érzékenyen megvaltozik, sot a kiilsd- és a belsd kéreg valasz-

reakcidjaban is jelentds kiilonbség van.

Jelentds szerepet jatszanak a flavonoidok a rovar - novény kapcsolatban is. Kimutattak,
hogy egyes molyfé¢lék babjanak fejlddését a korai szakaszban a rutin és a kvercetin jelentds
mértékben gatolja, és ezek a vegyiiletek akadalyozzak a gabonazsizsik kifejlodését és tulélését
is (SIMMONDS 2001). Megfigyelték, hogy egyes fecskefarku lepkék kifejlett ndstényei taplalé-
kul a rutaféléket (Rutacea) vélasztjak, melyeknek megfeleld flavonglikozid tartalmu levelei
peterakast serkentd hatdssal birnak (HARBORNE és WILLIAMS 2000).

A nitrogén-megkotd novények nitrogén-anyagcseréjének szabalyozasaban is fontos szere-
piik van a flavonoidoknak, mivel a gyokérzetben serkentik a gyokérgiimd kialakulasat, vala-
mint antioxidativ sajatsaguk révén biztositjak az alacsony oxigénszintet. Ezzel késztetik a
novénnyel szimbidzisban €16 Rhizobium baktériumokat, hogy a nitrogénmegkdtéshez ¢és a
redukcidhoz sziikséges enzimeket eldallitsak (HAVSTEEN 2002).

A virdgokban jol lathatdo a flavonoid szinezdanyagok jelenléte, amelyek megporzasi
csalogatoanyagként befolyasoljak a szaporodasi folyamatokat, valamint az allelopatikus hato-
anyag funkciojat is betolthetik (MARKHAM 1989). A flavonoidok szabalyozzdk a ndvényi

hormonok miikodését, illetve befolydsoljak a ndvekedést is (HAVSTEEN 2002).

A flavonoidok az emberi szervezetben is igen széleskorii kémiai és biologiai aktivitast
mutatnak. Nagy mennyiségben talalhatok élelmiszereinkben is, naponta jelentés mennyiséget
(6-64 mg/nap) fogyasztunk ezekbdl a vegyiiletekbdl (GAMET-PAYRASTRE ¢s mtsai 1999). A
flavonoidok hatasukat az A- és C-vitaminnal, valamint a tokoferolokkal egytittesen fejtik ki,
azok hatasat erdsitik, illetve szinergizalnak veliik, ezért valdszinii, hogy szdmos betegség
kialakulasat képesek visszaszoritani (LUGASI 2000).

Régota ismert, hogy a citrom-flavonoidok ¢€s a rutin csokkentik a vérfalak torékenységét
(P-vitamin) (RUSZNYAK és SZENT-GYORGYI 1936). A rutin tartalmi gyogyszerkészitmények
(pl. Rutascorbin, Venoruton) kedvezden befolyasoljak a véredényrendszer miikkodését, néhany
percen beliil jelentdsen enyhitik a véredényekbdl eredd fajdalmat, illetve duzzanatot. A citrus-
félek flavonoidjai altalanos gyulladascsokkenté (BENAVENTE-GARCIA és mtsai 1997) és

baktériumold hatassal (BRAVO és ANACONA 2001) birnak.
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Fontos a kvercetinnek a sejtkultirdk burjanzasat gatld és a kémiai eredetli tumorok ki-
alakulasat megel6z6 biologiai szerepe (FILIPE és mtsai 2001). Antioxidans jellege folytan
meggatolja a szabad oxigén-gyokok és a lipid-peroxidacid hatdsat, ami koros koriilmények
kozott érfal vastagodast, rakot és kronikus gyulladést valthat ki (BURDA és OLESZEK 2001;
BROWN ¢és mtsai 1998). A kvercetin az aszkorbinsavval egyiittesen védelmet nyujt a bor-
szovetben a glutation iirités altal okozott oxidativ stressz ellen is (SKAPER ¢s mtsai 1997). A
luteolin és a kvercetin hatdssal van a H,O, és peroxidaz jelenlétében bekovetkezd glutation
oxidaciora is, mivel a reaktiv szabad gyokok, ¢és az atalakulassal aranyos mértékli oxigén,
keletkezése elmarad (GALATI és mtsai 2001).

Az emberi szervezetben a flavonoidok az enzimaktivitds szabdlyozasaban is fontos
szerepet jatszanak. A kvercetin erélyes inhibitora példaul a proteinkindz-C enzimnek, amely
kulcsfontossagu a sejtek szaporodasaban (GAMET-PAYRASTRE ¢és mtsai 1999). A hatékony
szerepet jatszik tovabba a glutation-S-transzferdz P1-1 enzim aktivitdsanak csdkkentésében is,
ezaltal fokozza a rakellenes gyogyszerek hatékonysagat a kemoterapia soran (VAN ZANDEN ¢€s

mtsai 2003).

Az in vitro vizsgalatok alapjan a flavonoidok kedvezd hatasai szdmos human-biokémiai

folyamatban érvényesiilnek, mint arr6l HAVSTEEN (2002) munkéjaban részletes 0sszegzést ad.
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II.IRODALMI ATTEKINTES

A flavonoid-kutatds eredményeit ismertetd koézlemények szdma az 1970-es évektdl
kezd6déen rohamos ndvekedést mutat. Ennek elsddleges oka, hogy tobbszordsére nétt az
elmult évek soran a ndvényekben kimutatott, illetve izolalt flavon-szarmazékok szama. 1970-
ben MABRY, MARHAM ¢és THOMAS még csak néhanyszaz, 1989-ben HARBORNE mar t6bb mint
4000 kiilonb6z6 ismert flavonoidrél szamol be, manapsag pedig 6500 koriili flavon-szdrma-
z¢€kot emlitenek (HARBORNE ¢és WILLIAMS 2000).

A kémiai kutatdsoknak a flavonoidok jelentés mértékii, szamos szakteriiletre kiterjedd
gyogyaszati hatasa és alkalmazasa is lendiiletet adott, mivel az ¢€lettani - bioldgiai sajatsagok
tanulmanyozéasa nem nélkiilozheti a kémiai vizsgalatok eredményeit. A flavonoidok in vitro
vizsgalata elsdsorban arra irdnyul, hogy a ndvényi, allati és emberi szervezetben lejatszodo
kiilonb6z6 folyamatokat kontrollalt koriilmények kozott lehessen megfigyelni, modellezni, €s
azokbol kovetkeztetni az Osszetett reakciok végbemenetelére. Osszefiiggés mutatkozik a
flavonoidok szerkezete és antioxidans (antiallergén, antikarcinogén, antibakterialis) hatasa
kozott (RICE-EVANS, MILLER €s PAGANGA 1996; HEIM, TAGLIAFERRO ¢s BOBILYA 2002).
Jelentés mértéki bioaktivitast fejtenek ki a flavonoidok fémkomplexei is (ROSHAL és mtsai
1998, 1999), ¢és a kelatképzés altalaban nem csokkenti biologiai hatdsukat (FERRALI és mtsai
2001; BRAVO és ANACONA 2001), s6t egyes fémionok koordindcidja ndveli az aktivitast

(AFANAS’EV és mtsai 1998, 2001).

A faextraktanyag - fémion kolcsOnhatas tanulmanyozasahoz a flavon-szarmazékok koziil
a kvercetin, a rutin €s a robinetin keriilt kivalasztasra, ezért elsdsorban ezen vegyiiletek
sajatsagait bemutatd publikicidkat idézem a flavonoidok vizsgalatat ismertetd nagyszamu
kozlemény koziil. A ndvényekben a kvercetin és a rutin széles kdrben megtaldlhat6, igy vizs-
galatuk is kiterjedt. Az erdsen szinezd hatasu robinetin viszont a legritkabban vizsgalt flavon-

szarmazékok kozé tartozik.

A kvercetin és a robinetin egyardnt pentahidroxi-flavon molekula, egymas szerkezeti
izomerei, a rutin pedig a kvercetin 3-hidroxi-csoportjan rutinozzal (gliikoz-ramno6z diszacha-
riddal) kondenzalt glikozid szdrmazék (7. abra). A harom vegyiilet 6sszehasonlité tanulma-
nyozasa ezért szamos Uj adattal szolgalhat a fakémiai kutatasokhoz, a kapott eredmények
Osszevetése pedig lehetdvé teszi, hogy szdmos elméleti informdaciot nyerjiink a hidroxil-

csoportok elhelyezkedésének és glikozidaltsaganak befolydsolo hatasarol.
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7.4bra A kvercetin, a rutin és a robinetin szerkezeti képlete

II.1. A kvercetin, a rutin és a robinetin kémiai
vizsgalatanak eredmeényei

A flavon-szarmazékok vizsgalatdhoz napjainkban is nélkiilozhetetlen alapként szolgal
MABRY, MARKHAM ¢és THOMAS (1970) Osszefoglald munkéja, amely spektrofotometrids,
kromatografids és tomegspektrometrids adatokkal segiti az egyes szdrmazékok azonositasat
(2. melléklet, 3. melléklet, 4. melléklet).

A miszerek ¢és vizsgalati modszerek 1970-es évek ota bekodvetkezett valtozasa (azok
érzékenységének, illetve hatékonysaganak novekedése), a szdmos 0j analitikai eljaras, vala-
mint az informatika rohamos fejlddése lehetdséget biztosit a flavon-szarmazékok kémiai

sajatsagainak ¢€s reakcioinak pontosabb megismerésére.

II.1.1. A kvercetin, a rutin és a robinetin geometridjanak meghatarozasa

A vegyiiletek egyes tulajdonsagai, oldhatdsadga, varhato reakcidi és a kotések megvalto-
zasanak modja egyarant megjosolhatd a molekulaszerkezeti jellemzOk alapjan. A flavon
alapvaz AC gylirtije kotéselméleti okok miatt — az sp” hibridallapota szénatomok kapcsol6-
dasa és a delokalizalt n-kotés kovetkeztében — planaris szerkezeti, amelyhez rotaciora képes
o-kotésen keresztiil csatlakozik a szintén aromas jellegii B-gytirti.

A kotéshosszak és kotésszogek szilard allapotban rontgendiffrakcios mérési technikaval
meghatarozhatok. A mai szadmitogépes molekulamodellezd programok lehetévé teszik a
legkisebb energidju alakzatok paramétereinek meghatarozasat, igy kvantumkémiai kozelitd

szamitasok alapjén is becsiilhetdk a geometriai paraméterek.

Geometria-optimalizacion alapuld, félempirikus szamitdsokat tobb kutatocsoport végzett
a kiilonbozo flavon-szarmazékok lehetséges molekulaszerkezeti adatainak feltérképezésére. A

kvantumkémiai szamitdsokat az egyes kutatdcsoportok altaldban valamilyen kisérletes munka
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eredményeinek értelmezése érdekében végezték, pl. a flavonoidok antioxidans, gyokfogd

sajatsadgainak vagy komplexképzo reakcioinak vizsgalatdhoz kapcsolodoan.

VAN ACKER ¢s mtsai (1996) 12 flavonoid — koztiik a kvercetin és a rutin — molekula-
szerkezetének szamitogépes modellezését végeztek el, valamint ESR vizsgalattal dsszefliggést
kerestek az egyes szdrmazékok szerkezetének és antioxidans hatasanak kapcsolatéra.

Szamitasaik kiindulasaként a kvercetin rontgenszerkezeti adatait hasznaltak fel. Megalla-
pitottdk, hogy a kvercetin és rutin flavon-alapvazanak AC gytrlije merev, sik szerkezett,
ahogy az a kiterjedt konjugalt n-kotések alapjan varhato, viszont jelentds eltérést tapasztaltak
az AC ¢és a B-gyliri kapcsolodasi modjaban, ami alapjan a kvercetin és rutin szamos eltérd
tulajdonsagat tudtak értelmezni. Szamitasaik szerint, a kvercetin teljesen sik molekula (az
AC-B gytirtik altal bezart szog -0,29° — csaknem nulla) (8. dbra), és az egész molekulara
kiterjed a konjugaci6. Ezzel szemben a rutin esetében az AC-B gytiriisikok +27,17°-ot zarnak

be, vagyis az elektronfelhd csak az AC, illetve a B gytriire lokalizalodik.

8.abra A kvercetin molekula szamitogépes modellje (VAN ACKER ¢és mtsai 1996)

Modelljiik a kvercetin molekuldban harom intermolekularis hidrogénkoétést is mutatott (9.
dbra), ami jelentés mértékben stabilizdlja a molekula szerkezetet, ugyanis ezek meglétének
feltételezésével kaptak a legkisebb képzddési energidkat. Az elvégzett toltéseloszlasi szamita-

saik szerint egy tovabbi H-kotésszerti kdlesonhatas tud kiala-

% kulni a 2°C vagy 6’C szénatomhoz kapcsolodo hidrogén és a

H O 3-OH csoport kdzott, mintegy a sikban rogzitve a molekulat.
O H
" H 9. abra Feltételezett H-kotések a kvercetin molekuldban
H o (VAN ACKER és mtsai 1996)

Megallapitottak, hogy szamitdsaik a vizsgalt flavonoidok ese-
tében akkor eredményeztek kozel planaris molekulat (fliggetleniil a B-gytriin 1év6 hidroxid-
csoportok szamatol), ha szabad 3-OH csoport talalhaté a molekuldban és a 2C-3C szénatomok
kozott kettdskotés van. Ezen két feltétel egylittes megléte hianyaban szamitasaik a flavo-

noidok B-gytriijének jelentds mértékii elfordulasat jelezték.
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Russo, TOSCANO és UCCELLA (2000) félempirikus szamitasai a kvercetin molekulaszer-
kezetére az eldzo6tdl jelentdsen eltérd képet adott. A B-gyliri rotacios szogének kiillonbozo
értékeire elvégzett energiaminimum szamitdsi modszeriik nem sikszerli molekula 1étrejottét
eredményezte, hanem az A-C-B gylriisikok altal bezart szogre legvaldszinlibb értékként
153°-ot, illetve 27°-ot feltételezett (/0. abra). Bar hozzafiizik, hogy a planaris szerkezet eléré-
s¢hez csak elhanyagolhatoan kis energia-befektetés sziikséges. Szamitasaik szerint ugyancsak
harom intramolekularis H-kotés kialakuldsa sziikségszerli, amelyek kozil a 3-OH és 4-

karbonil csoport kozattit tartjak stabilizald hatastunak,

= 1533.0

szerintik ez a kotés lehetové teszi a 2°C-H és a 3-OH

3 kozott gyenge kapcsolatot is.

10. abra A kvercetin molekula kotései

- (Russo, TOSCANO és UCCELLA 2000)

Ugy vélik, hogy a siktol val6 eltérés a nemkotd elektronparok jelenléte miatt nem akada-
lyozza meg a delokalizaciot a molekuléban, de az a kvercetin esetében is csak az A-C, illetve
a C-B gytriik kozott alakulhat ki, semmiképpen nem az A-C-B gyiiriikdn at. Koézleményiik-
ben tébbszor hivatkoznak VAN ACKER és mtsai (1996) szamitasi eredményeire, €s a tapasztalt

eltéréseket a szamitasi modszerek kiilonbozoségével indokoljak.

A molekulamodellezésrdl sz6l6 kozleményeikben CORNARD és mtsai a flavon-szarma-
z€kokban az egyes funkcids csoportok jelenlétének hatasat, a H-kotések kialakuldsanak lehe-
toségeit ismertetik. UV-VIS és FT-Raman spektrofotometrids kisérletes vizsgalataik a kiilon-
b6z6 ligandumok komplexképzddésére terjedtek ki. Szamitasaik szerint nem tapasztalhato
jelentds kiilonbség a C-B gytirlik sikjanak rotacios szogében az egyes flavonoidok esetén (5.

tablazat).

5. tablazat  AMI1 modszerrel végzett geometriai optimalizacio eredményei

a C-B gylri rotacios szoge (fok) kozlemény
3-hidroxi-flavon 27,88 |(BOUDET - CORNARD - MERLIN 2000)
5-hidroxi-flavon 28,1 (CORNARD - MERLIN 2001)
3’,4’-dihidroxi-flavon 28,4 | (CORNARD - BOUDET - MERLIN 2001)
3,3°,4’,5,7-pentahidoxi-flavon (kvercetin) | 26,7  |(CORNARD - MERLIN 2002a)
kvercetin-3-gliikozid -14,3 | (CORNARD - MERLIN 2002b)

A 3-hidroxi-, az 5-hidroxi- és a 3’,4’-dihidroxi-flavonokban csak egy-egy intermoleku-

laris H-kotés kialakulédsa lehetséges, igy ezekben a kvercetinnél tapasztalt 6sszetett hatas nem
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érvényesiilhet. A szamitogépes modellezésiik ennek ellenére mindharom flavon-szarmazék-
ban és a kvercetinben kozel azonos mértékii B-gytirti-elforduldst eredményezett, fiiggetleniil a
hidroxil-csoportok helyétdl és szamatol. Szamitasaik szerint a kvercetin 3-O csoportjan kap-
csolodo gliikoz ellentétes iranyu rotaciot indukdl az A-C-B gytirtik kozott, tovabba a

komplexképz6dés minden esetben alapvetden modositja a geometriai paramétereket.

SOLIMANI (1997) a rutin szamitogépes modelljét hasznalta, hogy értelmezze tobbek
kozott a kvercetin €s a rutin, valamint bioldgiai membranok, biopolimerek asszocidcios
kapcsolddasanak modjat. Megallapitotta, hogy a rutinmolekula kvercetin része egy sikban
helyezkedik el, és a diszacharid-csoport glikoz és ramndz gylrti ehhez a sikhoz kozeli

allapotban rendezddnek el (/1. abra).

11. abra A rutin szamitogépes modellje (SOLIMANI 1997) alapjan

A robinetinre nem végeztek hasonld molekulaszerkezeti szamitasokat, de geometriajara a
fentiek alapjan a kvercetinnel analog eredményt feltételezhetiink, mivel a szerkezeti adottsa-
gok nem kiilonboznek 1ényegesen. A robinetinben is megtalalhaté a szabad 3-OH csoport, a
kettoskotés a 2C-3C szénatomok kozott és a B-gyliriin szimmetrikus az OH-csoportok

elhelyezkedése.

A szamitégépes modellezések irodalma alapjan megallapithatjuk, hogy a kvercetin, a
robinetin és a rutin kozel azonos felépitésii molekulajaban az egymashoz kapcsolt A-C-gytirii
valamennyi atomja bizonyosan egy sikban van (és ezen beliil teljes az elektronok delokali-
zécigja), tovabba szamos intermolekularis hidrogén-hid kialakulésa lehetséges.

A kvercetin, robinetin és a rutin molekuldja megfeleld térallasban egyazon molekuldn
beliil tartalmaz protondonor és protonakceptor sajatsagi funkcids csoportot, amelyek térbeli
elhelyezkedése lehetdové teszi az intramolekularis (gytirizarodassal jard) hidrogénhidak
kialakulasat. Aktiv helyek lehetnek az o-dihidroxil-, vagy a hidroxil- és karbonil-csoportok.

Ha egymashoz képest megfeleld térbeli kozelségben (kvercetin), vagy orfo-allasban kettonél
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tobb funkcids csoport is van (robinetin), akkor egyidejiileg tobb forma kialakulasa lehetséges
(12. abra), attol fiiggden, hogy az oldatban ezek a funkcids csoportok szabadok-e, azaz

oldoszer-molekulakkal kialakitott H-kotés nem blokkolja-e az aktiv helyeket (BARCZA 1976).

12. Abra  Intramolekularis hidrogénhidak kialakulasanak lehetosége

CORNARD ¢és MERLIN (2002a) vizsgalatai szerint a kvercetinben az 5-OH- ¢s a karbonil-
csoport kozott kialakulo intramolekuléris H-hid metanolos oldatban Iényegesen erdsebbnek

mutatkozott, mint a 4-oxo- és 3-OH-csoport kozotti hidrogénkotés.

A kvercetin (rutin és robinetin) szerkezetének pontos ismerete nélkiil is valdszintisithetjiik,
hogy oldatban az egyes oldoszerek szolvatald hatdsa, a disszociacido mértéke, Gijabb inter- és
intramolekularis hidrogénhidak kialakuldsa, a molekuldk kotésatrendezddése is befolyasolja
az aktudlis szerkezeti paramétereket. Igy pusztan energiaszamitasokkal nem kaphatunk pontos

képet a molekulak oldatbeli allapotara.

I1.1.2. A kvercetin, rutin és robinetin spektrofotometrias jellemzése

I1.1.2.1. UV-VIS abszorpcios spektrofotometria

Az ultraibolya-lathatd abszorpcids spektrofotometria klasszikus modszere a flavonoidok
vizsgalatanak. A széles korben alkalmazott és hatékony eljaras alkalmazasi teriilete manapsag
is egyre szélesedik. A vegyiiletcsalad jelentés mértékli abszorpcioja kovetkeztében alkalmas
vizsgalati mdédszer a molekulaszerkezeti problémak eldontéséhez. A spektrumok felvétele, a
maximum ¢és minimum hulldmhosszanak megadésa fontos eszkdze a flavonoidok azonosité-
sdnak, a kémiai kolcsonhatasok kovetkeztében bekovetkezd eltolodasuk pedig fontos informa-
cioval szolgal a valtozasok jellegének megitéléséhez. Az ultraibolya-lathatd spektrofotometria

alkalmazasa nagy jelent0ségii a flavonoidok kvantitativ analitikai vizsgalata terén is.
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MABRY, MARKHAM ¢és THOMAS (1970) részletes spektrumtara lehetové teszi a flavonoidok
spektrofotometrids azonositasat, mivel 175 vegylilet adatait ismerteti, illetve bemutatja azok
abs. metanolos kozegben, és kiilonb6z6 adalékok (NaOMe, NaOAc, NaOAc + H;BOs, AlCI,
AICl; + HCI) jelenlétében felvett UV-VIS abszorpcios gorbéit. A nagyszamu, hasonlo szerke-
zetll vegyiilet spektrumtara arra kivaléan alkalmas, hogy az alapvegyiilet funkcids csoport-
jainak szamabol, illetve elhelyezkedésébdl adodo tényelnyelési kiillonbségeket azonos koriil-
mények mellett felvett gorbék segitségével azonositani lehessen.

6. tablazat Jellemzo fényelnyelési maximumok helye metanolos oldatban
(MABRY, MARKHAM ¢s THOMAS 1970)

funkcioés csoportok a
flavonvazon hullamhossz (nm)
kvercetin |3,5,7,3”,4” (OH)s 255 269v | 301lv 370
rutin 3-O-Ru, 5,7,3°,4° (OH)s 259 266v | 299v 359
robinetin  |3,7,3°,4°,5’ (OH)s 252 266v 320 367

A fényelnyelés valtozasanak a spektrumtarban megadott abrazoldsa azonban mennyiségi
kovetkeztetésekre nem megfeleld, mert a vizsgalatok soran nem torekedtek pontos mennyi-
ségek bemérésére és megadasara sem a flavonok, sem a reagensek tekintetében. A flavo-
noidok oldatat hozzavetélegesen oly mértékben higitottdk, hogy a fényelnyelési maximu-
mokon az abszorbancia érteke 0,6-0,8 legyen. Altalaban azonnali felvételeket készitettek,
vagyis legtobbszor csak a pillanatreakciok eredményét rogzitették. Ezért a spektrumokon nem
jelentkeznek olyan hatasok, mint példaul az aluminium-komplexek teljes kialakulasa, vagy a
kvercetin ligos kozegli felvételeként a disszociaciot kovetd szerkezeti valtozas eredménye-
ként létrejott spektrumot adjdk meg, és nem hivjak fel a figyelmet arra, hogy ez idében
kialakul6 spektrum (2. melléklet).

A flavonoidokban konnyen gerjesztheté kromofor csoportok jelenléte kovetkeztében
(aromas, delokalizalt és nemkd6td elektronok egyarant megtalalhatok) a kutatok a szerkezetre
altalanosan jellemzd fényelnyelési sdvokat tudtak azonositani, ¢s a molekulaszerkezetben
bekovetkezd valtozasokra kovetkeztetni. Megallapitasuk szerint a flavonolok altalaban két
jellemzd abszorpcids csucsot mutatnak. Az I. savot (328 - 385 nm) a B-gytirli cinnamoil rend-
szer¢hez, mig a II. savot az A-gylirii benzoil csoportjdhoz rendelik hozza (240 - 280 nm).
Felismerték, hogy az ultraibolya spektrum alapjdn nem megkiilonboztethetdek a flavonok és a
3-O-szubsztitudlt flavonolok, mivel mind a két vegyiiletcsoport 1. savja atfedi a 328 - 357 nm

tartomanyt.
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A flavonoidok spektrumfelvételeinek Osszehasonlitasaval altalanosan megallapithatjuk,
hogy

* a 4’-OH szarmazékok egyetlen II. csucsot mutatnak, mig a 3°, 4’ OH-szubsztitualt flavo-
nolok esetében egy vall jelenik meg a II. hosszabb hullimhossz fel6li oldalan,

* a B-gylrtn levé OH-csoportok — nemkotd elektronokat tartalmazo csoportok — szamanak
novekedésével az 1. sdv a magasabb hullamhosszak felé tolodik el (batokrom eltolddas),
¢s hatassal van a II. sav alakjara is,

» a 3- ¢és 5- vagy 4’-hidroxil csoportok metilez6dése vagy glikozidok képzddése hipszo-
krom eltolédast eredményez (az abszorpcios sav a kisebb hulldmhosszak felé tolodik el),
kiilonosen az 1. savon, €s hasonld valtozast okoz a molekulaban a kromofor mellett egy

pozitiv t6ltésli centrum jelenléte is.

A méréstechnika fejlodésével az UV-VIS abszorpcids spektrofotometria alkalmazésa
napjaikban is egyre nagyobb jelentdségii, és a flavonoid-kutatas szamos teriiletén is dontd

fontossagu (GOROG 1993, BURGER 1999).

I1.1.2.2. Derivativ spektrofotometria

Az ultraibolya-lathatd spektrumokbol elektronikus tton képzett derivalt gorbék alapjan
lehetéség van a kiilonbozé kémiai allapota részecskék Osszetett fényelnyelési savjainak
felismerésére. A moddszer alkalmas minimadlis fényelnyelési kiilonbségek kihangsulyozésara,
felnagyitasara is, mivel a derivativ spektrumok sokkal strukturaltabbak, mint az eredeti
alapspektrumok (GOROG 1993). Gyakran hasznaljak flavonoid keverékek osszetételének
kozvetlen megallapitasa, amely elsddlegesen a természetes kivonatok, extraktumok elemzése

soran nagy jelentdségii.

NIKOLOVSKA-COLESKA és mtsai (1996) derivativ modszerrel krizin (5,7-dihidroxi-flavon)
¢s kvercetin meghatarozasat dolgoztak ki, amelyet propolis flavonoid-tartalmanak mérésére
alkalmaztak. Etanolos oldatban felvették a két flavon-szdrmazék abszorpcids spektrumat,
melyekbdl elsé- és masodik derivaltat képeztek. Megallapitottak azon hulldmhossz értékeket,
ahol az egyik komponens derivalt gérbéje metszi az abszcisszatengelyt, és a masik ettdl jelen-
tosen kiilonbdzik. Tovabba mindkét 6sszetevore megvizsgaltak a Lambert-Beer-torvény érvé-
nyességi hatdrait. Gyors és egyszer eljarasuk jol hasznalhatonak bizonyult etanolos extrak-

tumban a krizin és a kvercetin szimultdn meghatdrozésara.
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BARANOWSKA és RAROG (2001) ugyancsak derivativ spektrofotometrias modszert alkal-
mazott metanolos kdzegben kétkomponensii flavonoid-keverékek (kvercetin - luteolin, kver-
cetin - kempferol, kvercetin - miricetin) 0sszetételének meghatarozasara. Az eljarast HPLC
elvalasztas utan kiegészitd technikaként hasznaltdk, mivel nem mindegyik kromatografids
metodika alkalmas mind a négy flavon-szarmazék tokéletes elvalasztasara.

ZSILA, BIKADI és SIMONYI (2003) a masodik derivalt alapjan feltételezi, hogy a 374 nm-
es fényelnyelési sdv a kvercetin UV-VIS abszorpcids spektrumaban eleve legalabb két,
egymasra lapolddo csticsbol tevodik 0ssze (367 €s 387 nm). Szerintiik ezt etanolos oldatban a
(Ringer-puffer, pH = 7,4) mar intenzivebbé valik. Véleményiik szerint ez a hatds mutatkozik
meg az abszorpcids maximum magasabb hullamhosszra tolddasaban és a fényelnyelési savok
kiszélesedésében. Elgondoldsukat ugyan az abszorpcids sdv semleges etanolos oldatbeli
Osszetettségrol kelléen nem tdmasztjdk ald — mivel dolgozatukban nem mutatjdk be a bizo-
ju etanol:viz elegyben mar valoban jelentés mértékti (MOLNARNE 2000). Dolgozatukban tar-
gyaljdk még azt a feltevésiiket, is, hogy a kvercetin fénygerjesztés hatdsara kétféle mezomer
szerkezetli lehet etanolos oldatban. A gerjeszté fény hulldmhosszatol fiiggden eltérd ikerionos
formak alakulhatnak ki, amelyekben a pozitiv és negativ toltésii részek a molekula elektron-

szerkezetének kinoidalis atrendezddésével jonnek 1étre (/3. abra).

HO O

HO eh

13. abra A gerjesztett dllapotu kvercetin mezomer alakjai (v <vy)
(ZSILA, BIKADI és SIMONYI 2003) alapjan

I1.1.2.3. Kiilonbségi (differencia) spektrofotometria

Ennek a méréstechnikanak els6sorban a mérés szelektivitasanak ndvelése, a meghata-
rozas alapjaul szolgalé abszorbancidhoz hozzdadodo idegen, zavar6 fényelnyelések csokken-
tése, vagy kikiiszobolése a f6 célja (GOROG 1993). Azonban jol hasznalhat6 a sav-bazis €s
komplexképzddési egyensulyok folyamatainak feltarasara, az idébeli kémiai reakciok nyomon

kovetésére is (MOLNARNE és NEMETH 2002). Nemcsak az UV-VIS tartomanyban kedvezd az
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alkalmazasa, hanem az IR-spektrumok kiértékelésénél is nagy jelentdségli — pl. fafeliiletek
degradacios folyamatainak vizsgalataban is, akar fény- (NEMETH és STIPTA 2002), akar ho

hatasara (NEMETH, MOLNAR-HAMVAS ¢és STIPTA 2003) bekovetkezd valtozast kdvetiink.

STEENKEN ¢és NETA (1982) fenol-szarmazékok oxidacios, gyokképzd reakcidjanak idébeli
valtozasat vizsgalta a kiindulasi oldatbdl felvett és az elektronatmeneti reakcio lezajlasa utan
detektalt abszorpcios spektrum kiilonbségét képezve. A kiilonbségi fényelnyelés gorbe a kver-
cetin és a rutin esetében is jelentds mértékli abszorpcidcsokkenést mutatott 400 nm tajan.
Viszont a fenoxi-gyok kialakuldsa miatt 500 nm hulldmhossz koriil intenziv novekedés volt

tapasztalhaté mindkét esetben (/4. abra).
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14. abra A kvercetin és rutin kiilonbségi abszorpcios spektruma lugos oldatban
kivaltott egyelektronos oxidacio lejdtszoddsa utdan (STEENKEN €s NETA
1982) alapjan

I1.1.2.4. Szilard mintak fényreflexioja

A modern kétsugarmenetes spektrofotométerek — megfeleld feltét alkalmazasaval —
lehetdvé teszik szilard mintak UV-VIS diffuz reflexids spektrumanak felvételét is. A reflexios
spektrumok szoros korrelacioban vannak az oldatfazisban felvett abszorpcios spektrumokkal,

ami a bomlastermékek szerkezet-felderitésében nagy jelentdségli. J6l alkalmazhat6 a technika

s

NEMETH 2003).

SMITH ¢€s mtsai (2000) vizsgalatai szerint celluloz rétegen a kvercetin széles, kb. 400 nm-
ig kiterjedd fényelnyelési savot mutat, ennek kovetkeztében a reflexid a lathato tartoméanyba

tolodik el, sargabb szint eredményez (/5. abra).
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ahszorp cidireflexio

300 350 400 hullamhossz [nm] 500

15. 4bra A kvercetin abszorpcios spektruma vizes metanolos oldatban (- - -) és
celluloz rétegen (—) (SMITH ¢€s mtsai 2000) alapjan

Tapasztalatuk szerint a xenon lampaval (500 W, 300-400 nm) torténd hossza idejii be-
sugarzas sordn a kvercetin cellulozrétegen jelentds mértékben degradalodott és szine elhalva-
nyult, ami a reflexi6 csokkenésében mutatkozott meg, egyenletesen a teljes spektrum-
tartomanyban (320-450 nm) (/6. abra). Feltételezik, hogy a keletkezd termék a 300 nm alatti
tartomanyban nyel el, és ezaltal hatdsa nem érzékelhetd a lathaté spektrumban. Megélla-
pitottak, hogy a szabad 3-OH-csoport jelenléte meghataroz6 a fotostabilitds szempontjabdl,

mivel annak oxigénnel szembeni reaktivitasa lehetdvé teszi a flavonoidok fotooxidéaciojat.

300 350 400  hullamhossz [nm] 500

16. Abra A kvercetin reflexios spektruma celluloz rétegen 17 (- - -) és 85 ora (—)
fénybesugarzas utan (SMITH €és mtsai 2000) alapjan

I1.1.2.5. Vékonyréteg-denzitometria

A denzitometrias méréssel kiegészitett vékonyrétegkromatografia (TLC) modszerét —
amely az elvalasztott komponensek in situ kvantitativ spektrofotometrias meghatarozasat is
lehetdvé teszi — régdta hasznaljak dsszetett rendszerekben talalhato kiillonb6z6é biomolekulak
elvalasztasara és azonositasara (MOLNAR ¢és mtsai 1983). A fényreflexio mérésével kapott

eredményeket nem csupan keverékek elvalasztds utani mennyiségi osszetételének megallapi-

33



tasara lehet felhasznalni, hanem kémiai folyamatok nyomon kovetésére is alkalmasnak bizo-

nyult (MOLNARNE 1980).

GARCIA és mtsai (1993) szilikagél, celluléz és poliamid rétegeken 12-féle flavonoidot —

koztiik a kvercetint és a robinetint — kromatografaltak. A flavonoid-foltok UV-VIS spektru-

mat el6hivas nélkiil és kiilonbozd eldhivokat alkalmazva is felvették. Osszehasonlitod adatként

megadjak a metanolos oldatban, illetve a rétegeken mért fényelnyelési maximumok helyét (7.

tablazat), valamint bemutatjak a kvercetin abszorpcids gorbéit az egyes rétegeken és kiilon-

b6z0, metanolban oldott eléhivo reagensek (NaOH, H3;BO;, AICl;, CH;COONa) jelenlétében

(17. abra).

7. tablazat

A kvercetin és robinetin abszorpcios maximumainak hullamhossza
(GARCIA ¢és mtsai 1993) alapjan

metanolban  |szilikagél rétegen | celluldz rétegen | poliamid rétegen
A [nm]
kvercetin 255 370 262 372 260 380 265 385
+ CH3COONa 274 390 270 385
+ AICl; 272 458 272 420 272 440
robinetin 252 367 260 370 260 375 262 382
+ CH3COONa 257 346 280 338
+ AICl; 273 447 270 405 270 445
A o
e ‘/\ fo
08 4 kvercetin E / .’{.E
+NaOH - / -
07T 4 N
. ; J_,/’f
05 1 - "a .’f
0.4 ‘::;"_4_.‘___._..-
0.3 o 4’”
02 ./’,_’,::‘"
s f :"
01 4/ ;
0 5 : —— ; ; . ]
200 240 320 60 400 440 480
hullamhossz (nm)
17. abra A kvercetin denzitométerrel felvett reflexios spektruma szilikagel TLC lapon

kiilonbozo elohivo reagensek alkalmazasaval (GARCIA és mtsai 1993)

SMITH ¢és mtsai (2000), valamint GARCIA ¢és mtsai (1993) altal celluloz rétegen kapott

abszorpcids spektrumok kismértékben kiilonboznek egymastol, ami az egyszerli impregnalas

és reflexiés mérési mod, illetve kromatografias elticio és denzitometria koriilményeinek el-
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térése miatt lehetséges. Részletes, koriiltekintd kozleményeik hasznos alapot szolgaltatnak
kutatasi eredményeim értékeléséhez, a kvercetin és a robinetin szilard feliileten végzett vizs-

géalatdhoz (MOLNARNE ¢és NEMETH 2002).

11.1.2.6. Fluoreszcencias analizis

Az ultraibolya-lathatd fénnyel gerjesztett molekuldk relaxacidja fényemisszioval jarhat,
¢és az emittalt fény spektruma, sdvjainak energidja és intenzitdsa ugyanugy a molekula-
szerkezeti jellemzOkre ad felvilagositast, mint az abszorpcids spektrofotometria (BURGER

1999).

FALKOVSKAIA, SENGUPTA és KASHA (1998) fluoreszcencids vizsgalatokkal bizonyitotta,
hogy etanolos oldatban kétféle szolvatalt kvercetin-részecske lesz jelen a fénygerjesztés utan.
Az 5-OH- és a 4-karbonil-csoport kozotti kelatban kotott hidrogén kilép az intramolekularis
kotésbol és intermolekularis hidrogén-hidat alakit ki a protonakceptor oldoszerrel, és ezért
valik a kvercetin intenziven fluoreszkaléva a gerjesztés hatasara (/8. dbra). Ezzel szemben
azok a flavonolok, amelyek nem tartalmaznak 5-OH-csoportot (pl. fizetin, vagy robinetin)

ilyen médon nem érzékenyek a fényindukciora.

18. abra A fotoindukalt 5-OH intra - intermolekularis H-kétés atalakulas
(FALKOVSKAIA, SENGUPTA ¢s KASHA 1998) alapjan

Feltételezésiik szerint a kvercetinnek mikrokristalyos celluléoz bevonata TLC lapokon
megfigyelhetd jellemzd (de nem szokasos) zold szinl fluoreszcencidja is arra a jelenségre
vezethetd vissza, hogy a cellulozréteg — szamos hidroxi- €s étercsoportja révén — hasonloan
protonakceptor szerepet tolt be, ezéltal lehetéveé valik az 5-OH-csoport és a cellul6z matrix

hidrogénkotéssel torténd dsszekapcsolodasa.
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II.2. A kvercetin, a rutin és a robinetin oldatbeli
sajatsagai

Az alapvaz donté mértékben aromas jellege miatt a kvercetin és a robinetin vizben szinte
nem oldddnak, mig a diszacharid oldallancot is tartalmazé rutin kismértékben oldédik. A
nagyszamu C—-O polaris kotéssel magyardzhatod viszont, hogy mindharom flavon-szarmazék
jol oldodik metanolban, etanolban (SOCZYNSKA-KORDALA és mtsai 2001), valamint aceton-
ban és alkohol - viz, valamint dioxan - viz elegyekben (JUNGBLUTH, RUHLING €s TERNES
2000). Ezek az olddszerek a donor-akceptor kolcsonhatasok révén kiillonbdz6 modon valtoz-
tatjak meg a folyamatban résztvevd elektronpalyakon az elektronstirtiséget. Ezen keresztiil
hatast gyakorolnak a szolvatalt részecskék elektronszerkezetére, ami a rendszer kémiai tulaj-
donsagainak és fizikai-kémiai paramétereinek megvaltozasahoz vezethet (BURGER 1999). igy
példaul jelentésen moédositjak a biomolekuldk ultraibolya (UV) és lathato (VIS) tartomanyt
abszorpcios spektrumat is, mind a fényelnyelés hulldmhosszat, mind intenzitasat tekintve
(BURGER ¢s mtsai 1976a), ezéltal az abszorpcios spektrum felvétele egyszerli lehetdséget

nyUjt az oldatban bekdvetkez6 szerkezetvaltozasok nyomon kdvetésére (GOROG 1993).

GUHA RAY és SENGUPTA (1997) a robinetin tautomer atalakulasi folyamatait vizsgalta kii-
16nb6z6 polaritast oldoszerekben fluoreszcencias spektrumok alapjan. Tapasztalatuk szerint
azokban az olddészerekben, amelyek hidrogéndonor és hidrogénakceptor tulajdonsaggal egya-
rant birnak (pl. metanol, etanol) a robinetin normal fluoreszcens savja jelentds mértékben a
hosszabb hulldmhosszak felé tolodik el, mig a tautomer savok mérsékelt hipszokrém eltolo-
dasa figyelheté meg. Vizsgalatuk alapjan az olddszer polaritdsanak novelése a kétféle sav at-
fedését eredményezte. Megallapitottdk, hogy az olddszer hidrogéndonor vagy -akceptor jelle-
gétdl fiiggetleniil a normal emisszids sav drasztikusan csokken. Eredményeik alapjan felté-
telezik, hogy metanolban az oldoszerrel két kiilonbozd tipustt hidrogénkotést 1étesitd ré-

szecske van jelen.

DANGLES, DUFOUR ¢és BRET (1999) megfigyelései szerint a kvercetin gyengén savas és
semleges kozegben nem mutat fluoreszcencias sajatsagokat, mivel ilyen koriilmények kozott a
molekula normal (4-oxo0) alakja dominal. A szerzék kétféle tautomer jelenlétét feltételezik
alapallapotban, amelyet az 5-OH ¢s 4-karbonil valamint a 3-OH ¢és 4-karbonil kozott
kialakul6 hidrogénkotés jellemez. Egyszeres toltésii kvercetin-anionra végzett félempirikus

kvantummechanikai szamitdsaik szerint a 4-oxo-tautomerek a legkisebb energiajuak (akar a

rrrrrr
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protonatmenetekkel 4-hidroxi-tautomerek (és azok ikerionos mezomerjeinek) létrejotte is
lehetséges (/9. dbra), amelyek mar erés fluoreszcencidt mutatnak. Véleményiik szerint az
atrendezddéssel 1étrejovo ikerionos szerkezet pozitiv toltésének tudhatd be a fluoreszcencia

spektrumban 530 nm-nél észlelt intenziv emisszios sav.

19. abra A kvercetin-7-O -anion tautomer dtrendezdodeése és mezomer szerkezetei
(DANGLES, DUFOUR ¢€s BRET 1999) alapjan

Gyakorlati (pl. oldhatdsagi) okok miatt a flavon-szarmazékok vizsgélatat gyakran oldo-
szerelegyekben lehet elvégezni, ami még Gsszetettebb hatast eredményez (MOLNARNE 1997;
JORGENSEN ¢és mtsai 1998). A szolvatacio a flavonoidok konformacidja vagy szekunder szer-
kezete megvaltoztatdsanak utjan is valtozast okozhat a kdlcsonhatasokban. Az olddszer tehat
nem tekinthetd inert matrixnak, amelyben egy adott folyamat lezajlik, hanem a rendszer
egésze szempontjabol az olddszer fontos reaktans, tulajdonsagai egyardnt meghatarozhatjak a
sav-bazis és komplexképzodési folyamatok jellegét €¢s mértékét (BURGER €és mtsai 1976b;
BURGER 1993).

IT.3. A kvercetin, a robinetin és a rutin sav-bazis
tulajdonsagai

A faextraktanyagok savassagat jelentésen befolydsolja, hogy a kiillonbozé kémhatast
oldatokban a flavonoidok a pH-t6l, a kdlcsonhatas id6tartaméatol és szerkezeti felépitésiiktol
fliggben reverzibilis vagy irreverzibilis valtozast szenvedhetnek. Ez hatassal van a kiilonb6z6
oldoészerekkel kapott faextraktumok Osszetételére is, €s kozvetleniil érzékelhetd médon meg-

mutatkozik az oldatok szinvaltozasaban is.

Ismeretes, hogy a flavilium-ionokban (pl. pelargonidin, cianidin) a kémhatas valtozasa
sordan jelentds molekulaszerkezeti atrendezddés megy végbe (STRACK 1997) (20. dbra).
Erésen savas kdzegben az oxdnium forma a stabil mdédosulat, amely ndvekvd pH hatésara
(hidroxid-ion felvételével) fokozatosan kinoidalis szerkezetlivé alakul, és a gyengén savas -

kozel semleges tartomanyban szine pirosbdl ibolya, majd kék arnyalativa valtozik. Ezzel par-
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huzamosan viz-addici6 megy végbe, amikor szintelen pszeudobazis alakul ki és az oldat
fokozatosan elhalvanyodik, amit a gytirGi felnyildsa kovet €és ugyancsak szintelen kalkon-

pszeudobazis jon létre.
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20. abra A4 kémhatas valtozasanak hatasa a flavilium-ion (pelargonidin) szerkezeti
dtalakuldasdara (STRACK 1997) alapjan

Hasonloképpen a flavonoidok mds csoportjai is érzékenyek a kémhatas megvaltozasara.
A disszociacioval parhuzamosan, vagy azt kovetden feltételezhetd a flavilium-ionokhoz
hasonlé pH-tol fiiggd tautomer atalakulés, kinoidalis atrendezddés, illetve vizes kdzegben
hidrolizis is bekdvetkezhet, valamint a levegd hatasara autooxidécio is végbemehet, ami mind

gatolja a protonalodasi folyamatok kvantitativ leirdsat (GOTTLIEB 1988).

FRIEDMAN ¢s JURGENS (2000) UV-VIS abszorpcids spektrum felvételével szamos ndvé-
nyi polifenol idébeli pH-stabilitasat tanulmanyozta vizes oldatban (pH = 3 - 11 tartomény-
ban), de kismértékii vizoldhatosdguk miatt sem a kvercetin, sem a robinetin vizsgalatit nem
tudtak elvégezni. A rutin 72 6rés vizsgélatanak kiilonbdz6 idOpontjaban felvett fényelnyelési
gorbéi alapjan megallapitottak, hogy a rutin idében kozel allandd abszorpcidt mutat még pH =
10,0 pufferben is. A ligos kémhatds miatt bekovetkezd batokrom saveltolodas kivételével a
spektrumban mas valtozast — pl. bomlasra utald id6beli intenzitasvaltozast — nem tapasztaltak,

a rutin disszocidlt alakja ellendllt a lugos kozegben varhaté oxidativ bomlasnak.

MAKRIS és ROSSITER (2000) hasonld kdzegben végzett vizsgalatai viszont egészen mas
eredményt mutattak. Gyengén lugos vizes kozegben, foszfat puffer jelenlétében (pH = 8,0)

spektrofotometriés modszerrel Vizsgélték a kvercetin €s a rutin magas hémérsékleten Végbe-

crer

240 perc alatt kb. 16-22 %-o0s bomlast eredményezett a két flavonoid esetében. Levego jelen-
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1étében, ugyanilyen koriilmények kozott, a kvercetin 98 %-a, mig a rutin 45 %-a bomlott el

(21. abra).
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21. abra A kvercetin (Q) és a rutin (R) termikus degraddcioja oxidativ (O) és oxigén-
mentes (NO) kozegben (MAKRIS €s ROSSITER 2000) alapjan

A lejatsz6do folyamatot abszorpcids spektrum felvételével is kovették, amibol megalla-
pitottak, hogy lugos kozeg és magas homérséklet hatasara a flavonoidok szerkezete teljes
mértékben modosul (22. dbra). A keletkezd anyagokat kromatografias (HPLC) és tomeg-
spektrometrids vizsgalatnak vetették ald. A szerzOk a kvercetin és a rutin f6 bomlasi terméke-
ként egyarant a 3,4-dihidroxi-benzoesavat (Amax= 258 €és 292 nm) azonositottdk, azonban a
keletkezé anyagok jelentdsen eltérd Osszetétele miatt a lejatszodo reakcidk kiilonbozoségét

allapitottadk meg.

idibeli
valtozas

abszorbancia

hullamhossz (nm)

22. abra A kvercetin bomlasanak folyamata pH = 8,0 foszfat-pufferben, 97 °C-on az
ido fiiggvényében (MAKRIS €és ROSSITER 2000) alapjan
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DANGLES, FARGEIX és DUFOUR (1999) UV-VIS spektrumok alapjan a kvercetin jellemz6
atalakulasat figyelte meg vizes karbonat-pufferben (pH = 8,6-11,2), amely az abszorpcids
savok latszolagos elsérendii kinetikdju csékkenésében és parhuzamosan egy révidebb hullam-

hossztsagu sav (324-314 nm) ndvekedésében mutatkozott meg (23. dbra).

idibeli valtozas |

950 800 850 400 450
hullamhossz {(nm)

23. abra A kvercetin spektrumanak valtozasa pH = 9,4 karbondat-pufferben
(DANGLES, FARGEIX és DUFOUR 1999) alapjan
(Civercetin: 5-107 mol/dm?; 25°C; 0,2 mol/dm> NaCl ionerdsség; 0,05 mol/dm® NaHCO;; felvétel 10 s-onként)

A folyamatot a szerzdk a kvercetin autooxidaciojaként értelmezték, mivel a spektrumok 4tala-
kulésat teljes mértékben analdgnak talaltdk a kvercetinnek metanolos oldatban natrium-per-
jodat hatasara bekovetkezd valtozasaval (28. abra), de a lejatszodd folyamatokra nem adnak

meg reakciosémat.

Sajat vizsgalataink szerint (MOLNARNE, BORCSOK és NEMETH 2002) a kvercetin ltgos
kozegben bekdvetkezo atalakulasanak kezdeti 1épése mindenképpen egy hidrogénion pillanat-
nak batokrém eltolddasa is jelez —, majd ezt egy latszolagosan elsdrendii reakcid kdveti — ami
a kvercetin-anion fényelnyelésének csokkenésében, illetve egy 1j abszorpcidos maximum
kialakulasdban mutatkozik meg.

A spektrumsorozatbdl az is megallapithatjuk, hogy a lejatsz6dod folyamat nem lehet tobb-
1épéses, Osszemérhetd sebességli reakciok sorozata, mert akkor az atalakuld részecskék eltérd
fényelnyelése miatt az izobesztikus pontok hullimhossza a reakci6 elérehaladtaval modosul-
na. Ezek alapjan vagy csak kétféle, idében fokozatosan atalakuld részecske van jelen (és az
egyik mindenképpen a kvercetin-anion), vagy a folyamatokban a reakciolépések sebessége
nem Osszemérhetd. Az abszorpcids maximum hipszokrom eltolodésabol pedig egyértelmiien a
delokalizacié — a reakcid sordn bekovetkezd — jelentés mértékii csokkenésére lehet kdvetkez-

tetni. A lagos kozegli kvercetin spektrumot (23. dbra) és a metanolos natrium-perjodattal

40



kivaltott oxidacio gorbesorozatat (28. abra) Osszehasonlitva megallapithatjuk, hogy alakjuk
nagyon hasonlo, de nem azonos. Az eltérés nem az oldoszer, hanem a kémhatas kiilonb6zo-
sége ¢és oxidaloszer jelenléte miatt adodik. Egyrészt a folyamat kezdetén nem mutatkozik
batokrém eltolddas (nincs hidrogénion disszociacid), masrészt az idében kialakul6 1) abszorp-
ciés gorbék alakja és maximumainak hullimhossza is eltérd, vagyis a lugos kodzegben
lejatsz6do atalakulasi folyamat nem azonos az oxidalészer jelenlétében végbemend

reakcioval.

DANGLES, FARGEIX és DUFOUR (1999) azt is megfigyelték, hogy karbonat-pufferben kb.
kétszer olyan gyors a kvercetin atalakulasa, mint glicin-pufferben ugyanolyan pH ¢és kvercetin
koncentraci6 esetén, azonban a jelenségre nem kerestek magyarazatot. Elgondolkodtaté az az
észrevételiik is, hogy az ,,autooxidacids folyamatra” szamitott sebességi allandd a NaCl kon-
centracioval linedrisan ndvekszik a 0 - 2,5 mol/dm’ tartoményban (kb. 17-szeresére).

A kvercetin ,,autooxidaciojara” szamitott latszolagos elsérendii sebességi allando kiilon-
leges 0sszefliggést mutatott a karbonat-puffer pH-javal a 8,6 - 11,0 tartomanyban (24. dbra).
A sebességi allandd pH-fliggését abrazold grafikonbdl gorbeillesztéssel egyensulyi allandot
hatiroztak meg, amit a szerz6k mas irodalmi adatok alapjan (ESCARDAR és SALA 1991) a
viszont Gjabb kdvetkeztetést nem vontak le, a folyamatot tovabbra is egy latszdlagosan els6-

rendi kinetikaji autooxidéacionak vélték.
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24. abra A kvercetin atalakuldsanak latszolagos elsorendii sebességi dallandojanak
fiiggése a NaHCOj; oldat pH-jatol (DANGLES, FARGEIX és DUFOUR 1999)
alapjan (Cyyercetin: 5.10”° mol/dm’ ,0,2 mol/dm® NaCl ionerdsség, 25°C)

A rutin abszorpcids spektrumanak hasonld vizsgalata soran csak kismértékii atalakulést

észleltek a 8,6 - 11,0 pH-tartoméanyban (még 0,2 mol/dm’® NaOH oldatban is 34-szeresen las-

sabban valtozik, mint ilyen kézegben a kvercetin — k = 6,3+0,2- 101/ s).
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Lugos kozegben a rutin és a kvercetin kozott tapasztalt jelentés mértékli reaktivitasbeli
kiilonbséget a szerzok a kvercetin szabad 3-OH-csoportjanak gyokstabilizald hatasaval ma-
gyaraztak. Szerintlik a szabad hidroxil-csoport lehetdvé teszi egy p-kinoidalis vegyiilet kép-
z0dését, amely gyors addicids reakcidba 1€p az olddszerrel €s tovabb tud oxidaldédni, deproto-
nalt alakja pedig biztositja a gyok tartos megmaradasat, ezaltal véleményiik szerint az auto-

oxidacio mar gyengén lugos kozegben is bekdvetkezhet.

A robinetin sav-bazis tulajdonsdganak tanulméanyozasa, illetve lugos kdzegben bekovet-
kezd atalakulasanak részletes vizsgalata nem volt témaja a hasonld kérdéssel foglalkozo, fel-

kutatott kdzlemények egyikének sem.

I1.3.1. Disszociéacid — protonalodasi egyensulyok

A flavonoidok disszocidcios, illetve protondlodési folyamatainak kvantitativ ismerete
nélkiilozhetetlen a faextraktanyagok és a fémionok kozotti kdlcsonhatds magyarazatdhoz,
elsdsorban a komplexkémiai egyensulyok értelmezéséhez.

A kvercetin, robinetin és rutin molekulédkban kialakul6 intramolekuléris hidrogénkotések
csoportokrol. Ezért rajuk is jellemzd (mint a flavon-szarmazékokra altalanosan), hogy gyen-

gén savas karaktertieck — csak a 7-OH-csoport disszociabilis kis mértékben.

Annak ellenére, hogy a flavon-szarmazékok kémiai egyensulyait évtizedek ota szamos
kutatocsoport vizsgalja (DETTY, HESTON és WENDER 1955; DELAPORTE és MACHEIX 1972;
BELIKOV és TOCHKOVA 1973; MAKASHEVA €s GOLOVKINA 1973; KENNEDY ¢és mtsai 1984;
MALESEV és RADOVIC 1987), a flavonoidok disszociacios egyensulyara vonatkozo6 kvantitativ
eredmények még ma is csak nehezen felderithetok. A hivatalosan elfogadott ,IJUPAC
Stability Constants Database” (80000 adattal) a kvercetin, a rutin vagy a robinetin disszo-
ciacios allandojara vonatkozo informéciot nem tartalmaz. Ennek oka lehet az is, hogy a kver-

cetin és a robinetin ilyen jellegli vizsgélata nagyon koriilményes (MOLNARNE 2002b).

A monohidroxi-flavonok disszociacios készségét, illetve protondlodasi allandodikat
Osszehasonlitva megallapithatjuk, hogy a potenciometrikus titralassal (THOMPSON, WILLIAMS
és ELLIOT 1976), az UV-VIS spektrofotometrias és fluoreszcencids vizsgalatokkal (WOLFBEIS
¢s mtsai 1984), valamint az elméleti szamitasokkal (LEMANSKA ¢és mtsai 2001) kapott
eredmények jol egyezd, analdég tendenciat mutatnak. Legkonnyebben a 7-OH és a 4’-OH

csoportok hidrogénje tud disszocialni a flavonmolekularol (8. tablazat).
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8. tablazat  Monohidroxi-flavonok protonalodasi allandoi (pK,) kiilonbozo irodalmi adatok

alapjan
flavonoid THOMPSON | WOLFBEIS | LEMANSKA
3-hidroxi-flavon 3-OH 10,34 9,9
5-hidroxi-flavon 5-OH 11,44 11,5
7-hidroxi-flavon 7-OH 8,48 7,39 8,5
4’-hidroxi-flavon 4’-OH 8,28 7.9
3’-hidroxi-flavon 3’-OH 9,75 9,5

LEMANSKA ¢és mtsai (2001) a 3-hidroxi-flavon €s az 5-hidroxi-flavon kismértékii disszo-
csoport és a 4-karbonil kozott. Megfigyelték azt is, hogy ezen szdrmazékok abszorpcios
spektruma a novekvé pH-val csak a ndvekvd anionkoncentraciot mutatja, vagyis csak disszo-
ciacios folyamatok mennek végbe, és egyéb reakciok nem.
valtoznak (9. tabldzat). Ez egyrészt nagyon kiillonbozo tulajdonsagu oldoszerek hasznalatabol,

masrészt a meghatarozas kivitelezésének bonyolultsagabol adodik.

9. tablazat A kvercetin és rutin disszocidacios allandoi (pK,) kiilonbézo irodalmi adatok

alapjan
irodalom p K p K> p Ks p Ky p Ks

TYUKAVKINA és POGODAEVA (1975) 6,74 9,02 | 11,55

THOMPSON, WILLIAMS ¢és ELLIOT (1976) | 8,46
§= ) sp.fotometr. | 5,7 7,1 8,0 9,9 11,0
% ESCANDAR &5 SaLA (1991) potenciom. 5,54 6,95 8,21 | 9,77
Z | SAUERWALD és mtsai (1998) 7,03 9,15

LEMANSKA ¢és mtsai (2001) 7,0

KUNTIC és mtsai (2003) 3,52 9,36

) sp.fotometr. | 7,1 8,3 10,0 |10,9

g ESCANDAR ¢és SALA (1991) potenciom, 6.95 830 | 10.04

JOVANOVIC és mtsai (1994) 7,1 9,15 | 11,65

A szakirodalomban egyaltalan nem tiikr6z6dik az a tapasztalat (MOLNARNE 1997-2002),
hogy a kvercetin ligos kozegben bekovetkezd igen gyors szerkezeti valtozdsa nem teszi
lehetévé a potenciometrikus titralas metodikéjanak hasznalatat. Még a napjainkban kozolt
dolgozatok kozott is megtalalhato a kvercetin disszociacids allandojanak sav-bazis-titralassal

torténé meghatarozasa.
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TYUKAVKINA és POGODAEVA (1975) a flavon-szarmazékok spektrofotometrids vizsgélata
soran szamos vegylilet protonalodasi allanddjat meghatarozta, amelyrdl kozleménysorozatban

kiilonb6z6 aranyt metanol:viz elegyekben.

THOMPSON, WILLIAMS és ELLIOT (1976) az egyes flavonoidok protonalddasi allanddjat
potenciometrikus titralassal hataroztdk meg 25 °C-on, 50 %-os (v/v) 1,4-dioxén:viz elegyben,
0,1 mol/dm’® NaClO, ionerésség mellett. A kvercetin esetében csak egyetlen hidrogénion
lataban kapott eredményiik 6sszehasonlitasa alapjan a 7-OH csoporthoz rendeltek.

A potenciometrikus meghatarozasi modszer miatt sajnos erds kritikdval kell fogadni (az
egyébként koriiltekintéssel végzett) munkajukat, mivel — sajat tapasztalatom alapjan
(MOLNARNE 2002c) — a kvercetin atalakulasi reakcidi kovetkeztében a nem pufferolt oldat
pH-ja nem stabil, és a sav-bazis-titralast csak kiilonleges feltételek betartdsa esetén lehet
elvégezni. A tobbi irodalmi adattal 6sszehasonlitva megfigyelhetd, hogy meghatarozasi mod-
szeriik azokra a vegyliletekre mutat egybevag6 értéket (8. tdblazat), amelyek az oldat kém-
hatasanak valtozdsa soran valdban csak disszocidcios egyensulyi folyamatokban vesznek

részt, tovabbi reakciok nem jatszodnak le.

ESCANDAR ¢és SALA (1991) potenciometrikus és spektrofotometrias modszert alkalmazott
a kvercetin €s rutin protondlodasi allandéjanak meghatdrozasara. Vizsgalatukat vizes kozeg-
ben, 20 °C-on, 0,1 mol/dm’® NaNO; ionerésség beallitasa mellett végezték. Kozleményiikben
ban nem megfeleld vizsgalati eljarasuk miatt azokat erds fenntartassal kell kezelni.

A szerzok a kvercetin €s a rutin oldasat ugyanis natrium-hidroxid oldatban végezték, és a
pH-értékeket utdlagos salétromsav adagolassal allitottdk be. Ez a — mas esetben elvében jo —
megoldas a kvercetin esetében a disszociaciot kovetd szerkezetvaltozasokat (pl. szolvolizis,
autooxidacio, bomlasi folyamatok) nem tudja elkeriilni, ami a bemutatott abszorpcios spektru-
mokbol egyértelmiien megallapithatd (25. abra). Vagyis — az elObbi fejezetben ismertetett
publikacidk (DANGLES, FARGEIX és DUFOUR 1999; MAKRIS és ROSSITER 2000) alapjan, vala-
mint sajat tapasztalatom szerint (MOLNAR-HAMVAS és mtsai 2002) — a kvercetin fényelnyelé-
sébdl vagy a titralasi gorbéjébol szamitott allandok nem a disszociacid, hanem valamilyen
mas reakcio egyensulyat fogjak jellemezni. A szerzok ott kovették el a hibat, hogy nem fi-
gyeltek fel a kvercetin savas kézegii (pH = 4,95) abszorpcids spektrumanak az irodalomban

kozolt gobétdl teljesen eltérd alakjara (MABRY, MARKHAM és THOMAS 1970).
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25. abra A kvercetin abszorpcios spektruma kiilonbozo pH-ju vizes oldatban lugos
oldast koveto kémhatas beallitas esetén (ESCANDAR ¢és SALA 1991) alapjan

SAUERWALD ¢s mtsai (1998) spektrofotometrids modszert alkalmaztak novényi poli-
fenolok protonalddasi allandojanak meghatarozésara. A kvercetin kis mértékii oldodasabol
eredd nehézségeket etanol:viz = 21,4:78,6 térfogataranyu elegy hasznalataval kiiszobolték ki.
Meéréseik soran a pH = 7-10 tartomanyban tapasztaltak a kvercetin fokozatos bomlésat, ezért
az atalakuléds kinetikdjat figyelembe véve, a t = 0 idépontra extrapolalt abszorbanciakkal
végezték a szamitdsokat. Koriiltekintd munkdjuk, adatokkal és abrakkal aldtdmasztott érve-
1¢ésiik, a mérési eredményeik megbizhatosdgat bizonyitja. A kvercetinre két 1épcsdben torténd
disszociacidt tudtak elkiiloniteni, és — az analdg vegyliletek allandonak értéke alapjan — elsd

1épésben inkabb a 4’-OH csoport deprotonalodasat tartjak valoszintinek.

LEMANSKA ¢és mtsai (2001) elméleti szamitasokkal — a disszociacids energia €s ionizacios
potencidl szamitogépes becslésével — hataroztdk meg kiilonbozd flavonok relativ protonalo-
dasi allandojat. Szamitasaik dsszhangban vannak a kiilonbozd kisérleti modszerekkel kapott
adatokkal, és megfigyelésekkel, hogy a 7-OH és a 4’-OH csoportokrol disszocial leginkabb a
hidrogén-ion. Dolgozatukban 6sszehasonlitottak az egyes polifenolok disszociacids készségét
¢s a vizsgalt vegyiiletek antioxidans aktivitasat, valamint tanulmanyoztdk a pH hatasat ezekre

a folyamatokra.

KUNTIC és mtsai (2003) dolgozatukban a kvercetin disszociacios allandojanak potencio-
metrikus meghatarozasdnak eredményeit ismertetik. A titralast 50 tf% etanol tartalmua vizes
oldatban végezték, kiilonb6zd hdmérsékleten. A szamitott értékek jelentdés mértékben eltérnek

a tobbi irodalmi adattol, és irredlisan erds savkeént jellemzik a kvercetint.
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A rutin protonalddasi allando6i a masodik disszociacios 1épéstdl kezdddden egy nagysag-
renddel kiilonboznek a két publikacioban kdzolt irodalmi adatok alapjan (9. tablazat).

ESCANDAR ¢és SALA (1991) vizsgalati modszere a kvercetinnél hasznalt metodikaval
megegyez0. A rutin kisebb foku lugérzékenysége miatt ezek az eredmények talan elfogad-
hatoak, bar a savas kozegben felvett abszorpcids spektrum széles Osszetett savokat mutat —
nem egyezik meg a spektrumtar megfeleld gorbéjével (3. melléklet) —, ami ebben az esetben is
kétségeket tamaszt.

JOVANOVIC és mtsai (1994) a protondlodasi allandokra kapott spektrofotometrids mérési
eredményeiket tablazatos forméaban adjak meg, mas publikaciokbol atvett adatokkal egyiitt, és
a mérési korilményeket nem ismertetik. A kdozleményben fenoxi-szdrmazékok spektralis, sav-
bazis és redoxi sajatsdgainak vizsgalati eredményeit mutatjadk be részletesen. A vizsgélatot
vizes oldatok pulzalé radiolizis technikaval, a kdzeg pH-janak fiiggvényében végezték. A
modszer gyokok képzédését valtja ki, vagyis nem disszocialo H'-ion tavozik a molekularol,
hanem H-atom. fgy annak ellenére, hogy elnevezésében megegyezik a két folyamat, a kapott
adat valdjaban nem a savi disszociacid mértékére ad felvilagositast. A rutin ,,deprotonalo-

dasara” kapott eredmény szamértéke is jelentdsen kiilonbozik az el6zotdl (p K = 4,3), és a

------

A fenti kozleményekben ismertetett vizsgalati modszer tobb esetben nem volt megfeleld a
kvercetin €s a rutin savi disszociacios allandoinak meghatarozéasara, igy a kapott eredmény
nem a valds savassagukat jellemzi. Napjainkban az analitikai miiszerek fejlett technikai
megoldasai viszont kedvezd lehetdséget kindlnak a mérések ismételt elvégzésére, hogy a
flavon-szarmazékok sav-bazis tulajdonsagait korrekt modon lehessen feltarni, illetve disszo-
ciacios egyensulyukat, és a fémionokkal torténd kdlcsonhatasuk folyamatat helyesen tudjuk

értelmezni.

IT.4. A kvercetin, robinetin €s rutin redoxi sajatsagai

A szakirodalomban megjelent kdzlemények igen nagy hanyada foglalkozik a flavon-szar-
mazékok oxidacios folyamataival. A novényélettani - orvosi - biokémiai vizsgalatok targya
legtobbszor a molekuldk antioxidans hatasa, gyokfogd kapacitasa, elektronatvitelt katalizalo,
illetve enzim-inhibitor szerepe (HARBORNE ¢és WILLIAMS 2000; HAVSTEEN 2002). A flavo-

noidok oxidacigjat eléidézhetik kiilonb6zdé fémionok, enzimek, vagy a hidrogén-peroxid.
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Tobb kutatdesoport vizsgalta a kvercetin €s a rutin elektrokémiai sajatsagait is (JORGENSEN és
mtsai 1998).

A biomolekuldk oxidéacidja sordn a molekuldris oxigén 1épésenkénti redukciojaval megy
végbe a vizz¢ torténd atalakulds (és az egymasba atalakuld intermedierek kozott veszélyes

szabad gyokok is megtalalhatdak):

0, —¢ 0, 2H.¢ o, —¢ ,o0n 20 JHop0

Az atmeneti fémek altalaban hatékonyan katalizaljak az oxidaciés folyamatokat. Részle-
tesen vizsgaltak a vas(Il) autooxidacigjat, illetve katalizald hatasat, amely szuperoxid- ¢€s
hidroxil-gyok keletkezését is eredményezi (Fenton-reakcio) (ZATTA €és mtsai 2002):

Fe(Il) + O, = Fe(Ill) + O,
Fe(IT) + H,O, — Fe(III) + *OH + OH™
Ezek a reaktiv részecskék tovabbi biokémiai kdlcsonhatasok révén hidroperoxidok (ROOH),

alkoxi- (RO®) és peroxi-gyokok (ROO®) 1étrejottét eredményezik.

A flavonoidok oxidéciojat is kivalthatjak, illetve katalizalhatjak a kiilonboz6 fémionok.
Ezekrol a reakciokrdl részletesen a fémion - flavonoid kolcsonhatast targyald fejezetben lesz
sz0, mivel ezek az oxidacios folyamatok altalaban komplexképzddéssel egyiitt, vagy annak
hatasara kovetkeznek be, illetve a komplexek modositjdk a flavonoidok antioxidans hatdsat
(VAN ACKER ¢és mtsai 1998). A kozlemények elsdsorban a vas(IIl) (FERRALLI és mtsai 2001)

¢s a réz(I1) (BROWN és mtsai 1998) szerepét mutatjak be.

Az oxidacios folyamatok gyorskinetikai vizsgalata, illetve a spektralis valtozasok nyo-
mon kovetése, ¢és a keletkezd termékek azonositdsa lehetdvé teszi annak megallapitasat, hogy
a kémiai vagy enzimatikus oxidaciéban a flavonoid molekuldk szerkezetében milyen vélto-
zasok kovetkeznek be, illetve milyen molekulaszerkezet esetén varhatd nagyobb reakcio-
készség. Megallapitottak, hogy mind a kémiai-, mind az enzimek altal katalizalt oxidacidoban
fontos szerepe van a 4-oxo- és az o-dihidroxil-csoportnak, a 2C-3C kozotti kettoskotésnek,
valamint a 3- és 5-hidroxil-csoportok altal kialakitott hidrogénkdtésnek (RICE-EVANS, MILLER

¢s PAGANGA 1996).

JIMENEZ ¢és mtsai (1998-1999) a polifenol-oxidaz és a fizetin, illetve a polifenol-oxidaz és
a kvercetin kozott, gyengén savas kozegben lejatszodod in vitro oxidéacios folyamatokat
abszorpcids spektrumok idébeli felvételével kovették. Mind a két esetben a flavonoidok 1.

savjanak (362, illetve 372 nm) gyors csokkenését tapasztaltak, és parhuzamosan fényelnyelés
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novekedést figyeltek meg 282, illetve 291 nm-nél (26. dbra). A kdézeg kémhatasanak
valtoztatasaval megallapitottdk, hogy az oxidacios folyamat (ecetsav - natrium-acetat puffert
alkalmazva) pH = 5,0 és 5,5 értéknél a leggyorsabb. A folyamatok kémiai magyarazatara,

illetve a szerkezeti Osszefliggések feltarasara nem vallalkoztak.

kvercetin
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| PPO = 33 pg/em? PPO = 71 pg/em?
‘ pH=55 pH=50
0.0 - 1 00

| |
250 300 350 400 450 250 300 350 400 250

A (nm) A (nm)
26. abra  Flavon-szarmazékok in vitro oxidacioja polifenol-oxiddz enzim (PPO)
hatasdra (JIMENEZ és mtsai 1998, 1999) alapjan
(Crigetin=75 umol/dm3 , Civercetin= 40 umol/dm3, spektrumfelvétel percenként)

A flavonoidok szerkezete és redoxi sajatsagai kozott felallitott Osszefiiggést igazolja
BURDA ¢és OLESZEK (2001) vizsgalatanak eredménye, akik kiilonb6z6 flavon-szarmazékok —
koztiik a kvercetin, a robinetin €s a rutin — antioxidans hatasat és gyokfogd képességét hason-
litottak Ossze (/0. tabldzat). Spektrofotometrias modszerrel mérték a flavonoidok gatld hata-
sat a B-karotin és a linolsav hé hatasara bekovetkezd oxidacidjara, valamint a metanolos
oldatban szabad gy6kok (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) altal kivaltott oxidacido mértékét.

10. tablazat Flavonoidok antioxidans hatdsa és gyokfogo képessége
(BURDA és OLESZEK 2001) alapjan

antioxidans gyokfogo
hatas (%) kapacitas (%)
kempferol 3,5,7,4’(OH)4 65,3 93,5
kvercetin 3,5,7,3’,4’(OH)s 63,6 89,8
robinetin 3,7,3°,4°,5°(OH)s 61,7 82,3
fizetin 3,7,3’,4’ (OH)4 61,6 79,0
7-hidroxi-flavon | 70H 0,0 2,8
rutin 30Ru, 5,7,3°,4’(OH)4 -10,2 90,9
dihidro-kvercetin | 2,3H5, 3,5,7,3,4’(OH)s -16,8 94,8
apigenin 5,7,4°(OH); -78.8 0,7
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FoTi és RUBERTO (2001) feltételezik a folyamatban egy szolvatalt, hidrogénhidas atme-

neti komplex 1étrejottét a flavonmolekula (ArOH) és a tdmado gyok (ROO®) kozott, amely

rrrrrr

ROO* + ArOH == [ROO"---HOAr]sslvaiai = [ROO ™+ "HOAT]ss01vas1—> ROO™ + H' + ArO°

Tobb kutatdcsoport véleménye, hogy az antioxidacids hatés kifejtésében azért hatéko-
nyak a flavonok 3’,4’-dihidroxi-szarmazékai, mert az o-difenol-csoportokon kialakuld fenoxi-
gyok tartosan stabilizalddni tud a két OH-csoportot rogzité hidrogénkdtés miatt (PEDRIELLI,

PEDULLI és SKIBSED 2001) (27. abra).

27. abra A fenoxi-gyok stabilizalodasanak folyamata (PEDRIELLI, PEDULLI €s
SKIBSED 2001) alapjan

Ez a sajatsdg azonban nemcsak a szabad gyokok megfogasdban, vagy a gyokds mecha-
nizmusu lancreakci6é folyamatdnak megszakitdsaban, hanem azok lehetséges inicidlaséban,
vagy mas oxidacios folyamatok kivaltasaban is nagy fontossagu. Ezeket a folyamatokat ezért
egyiittesen, Osszefliggéseik figyelembevételével kell szemlélni (DANGLES, DUFOUR ¢és
FARGEIX 2000). Ide sorolhaté a flavonoidok szerkezete és a kiillonbozd enzimekre kifejtett

inhibitor hatas kozotti 0sszefliggés vizsgalata is.

VAN HOORN ¢és mtsai (2002) a xantin-oxidaz enzim muiikddését gatld flavonoidok hatésat
hasonlitottak 6ssze. Ez az enzim az oxidativ stressz soran megnovekedett aktivitdst mutat, ami
szuperoxid-gyok, valamint hidrogén-peroxid keletkezésével jar egyiitt. Az inhibitor hatast az
a flavon koncentracid mutatja, amely a xantin-oxiddz enzim aktivitasat felére csokkentette
(11. tablazat). A hatékonysaghoz az 5,7-hidroxil-csoportok jelenléte sziikséges, mivel ezek

szerkezeti analdgidt mutatnak a xantin enol alakjaval, igy az enzim részben rajtuk fejti ki

hatasat.
11. tablazat A xantin-oxiddz enzim miikédését gatlo flavon-szarmazékok
(VAN HOORN ¢és mtsai 2002) alapjan
OH-csop. | ICsp [pmol/dm’] OH-csop. | ICsy [umol/dm?]
fizetin 3,7,3’ .4 11,3 kvercetin |3,5,7,3’,4° 1,5
robinetin  |3,7,3°,4°,5’ 9,0 miricetin |3,5,7,3°,4°,5° 1,5
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HODNICK, DUVAL ¢és PARDINI (1994) megallapitotta, hogy a mitokondrialis 1égzési folya-
matokban kulcsfontossagu enzimeket gatldo flavonoidok koziil azok a leghatékonyabbak,
amelyek szerkezete 4-oxo-csoportot, 2C-3C kozotti kettdskotést és 3°,4°,5 -trihidroxi-csopor-
tot tartalmaznak. Kimutattdk, hogy a NADH-oxidaz aktivitidsat a legnagyobb mértékben a

robinetin csokkentette (ICso = 19 nmol/mg fehérje).

DANGLES, DUFOUR ¢és BRET (1999) a kvercetin €s a rutin natrium-perjodat hatdsara be-
kovetkezd kémiai oxidacidjat vizsgalta metanolos kozegben, és a reakcio lejatszodasat UV-
VIS spektrumok felvételével kovették. A rutin fél 6ras iddtartam alatt nem mutatott valtozast,
a kvercetin abszorpcids savjainak (372 és 255 nm) intenzitasa viszont jelentds mértékben

csokkent, mikdzben egy 0j csucs megjelenését regisztraltak 293 nm-nél (28. abra).

ahszorbancia
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28. abra A kvercetin spektrumanak valtozasa NalO4 hatasara metanolos oldatban
(DANGLES, DUFOUR ¢és BRET 1999) alapjdn

(Cxvercetin: 5.107 mol/dm3, NalOg4 1 ekv., 25°C, felvétel idotartama 2 ora)

A szerz6k az UV-VIS abszorpcids spektrumok, valamint NMR mérések alapjan
feltételezik a kvercetin kinoidalis oxidacigjat (o-kinon ¢és p-kinoidalis tautomerek
képzddését), majd azt kdvetden egy gyors olddszeraddicio végbemenetelét a 2C-3C kettds
kotésre (29. abra). Ezekre a folyamatokra a disszocidlatlan kvercetinmolekula fényelnyelési
maximuman (372 nm) az intenzitds idébeli véltozasdbol sebességi allandokat (k; és k)
szamitottak. A szamitashoz sziikséges a kozbens6 termékek molaris abszorpcids egylitthatdja
¢s aktualis koncentracioja is, amelyekhez gorbeillesztéses modszerrel jutottak, de ezeket az

adatokat publikacidjukban nem kozlik.
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29. abra A4 kvercetin natrium-perjodattal kivaltott oxidaciojanak feltételezett lépései
(DANGLES, DUFOUR ¢és BRET 1999) alapjan

Vizes pufferekben natrium-perjodat hatasara a lugosodassal egyiitt (pH = 5,5 - 9,0) a
kvercetin sokkal gyorsabban lejatszod6 oxidéacios reakcidjat tapasztaltak (30. dbra), mint a

puffermentes metanolos oldatban.

1.4
121
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CERIRY
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300 400 500 600 700 pullamhossz (am)

30. abra A kvercetin spektrumanak valtozasa NalOy hatdsara pH = 9,0 vizes
oldatban 25°C-on (DANGLES, DUFOUR és BRET 1999) alapjan

(Civercetin: 5.10”° mol/dm’ , NalO4 1 ekv., 0,2 mol/dm® NaCl ionerdsség,
0,05 mol/dm® Na,HPO,-NH,CI puffer)

A pH novekedésének aranyaban megfigyelték az abszorpcids maximumok batokrém

eltolodasat, amit az egyszeres-, kétszeres- és haromszoros negativ toltési kvercetin-anion
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jelenlétének tulajdonitottak. Lugos kémhatasu (pH = 7,4 és pH = 9,0) NalO4 adagolasa
esetén egy gyorsan csokkend fényelnyelési sav is mutatkozott 690 nm koriil, és a szerzok
valdsziniisitik, hogy az egy kinon - kvercetin t6ltésatviteli komplex keletkezése és elbomléasa

miatt volt megfigyelhetd.

A szerzOk nem tértek ki annak 6sszehasonlitidsara, hogy a lugos kémhatasu vizes oldatban
a kvercetin spektrumsorozata (23. dbra) lényegesen kiilonbozik az oxidalé anyagot is tartal-
mazo6 oldatok gorbéitdl (30. dbra). Ez az eltérés szerintem viszont arra hivja fel a figyelmet,
hogy a lejatszodo folyamatok alapjaikban eltéréek — vagyis a lugos kozegben végbemend
valtozas nem lehet analogja a natrium-perjodatos oxidacionak. Mésrészt amennyiben feltéte-
lezik a kvercetin autooxidaciojat gyengén lugos kdzegben (23. dbra), akkor nem zarhatjak ki
ugyanezt a folyamatot akkor sem, ha a levegd oxigénjén kiviil mas oxidaloszer is jelen van az
oldatban (30. abra). A két, parhuzamosan lejatszodd oxidacios 1épés versengése viszont
kinetikailag nagyon nehezen leirhatd. Amennyiben nem autooxidéacio, hanem mas molekula-
szerkezeti valtozas okozza lugos kozegben a spektrumvaltozast (23. dbra), hatasat akkor is
szamitasba kellene venni, mivel a 30. dbra szerint tobb parhuzamos folyamat mutatkozik a
gorbéken. A szerzOk azonban szdmitdsaikban teljesen figyelmen kiviil hagytdk a levegd

oxigénjének hatdsat (a parhuzamos autooxidacio lehetdségét), vagy mas reakcio lejatszodasat.

11.4.1. Elektrokémiai viselkedés

A flavon-szarmazékok elektrokémiai vizsgélata, a lehetséges oxidacios folyamatok
mechanizmusanak és reverzibilitasanak feltardsa, vagy a redoxi potencidlok meghatarozasa
nagyban hozzajarul a mas koriilmények kozott lejatszodo redoxi reakcidk korrekt értelme-

zéséhez.

JORGENSEN ¢és SKIBSTED (1998) ciklikus voltammetrids modszerrel tobb flavonoid —
koztik a kvercetin és a rutin — redoxi potencidljat hatdrozta meg argonnal telitett vizes
foszfat-pufferben (pH = 7.,4), 0,16 mol/dm® NaCl ionerdsség mellett, és mérési eredményeiket
mas kutatok altal kozolt adatokkal is Osszehasonlitottdk. A mérési koriilmények kiilonbo-
z0sége (hémérséklet, polarizacios sebesség, pH, puffer) miatt kismértékii — de nem jelentds —
eltérés van az egyes értékekben. Kvercetin: 0,27-0,33 V, rutin: 0,40-0,42 V. Egyes flavonokra
a voltammetrids gorbét is bemutatjak, amelyek alapjan az elektrodreakcid reverzibilitasa is

megallapithatd. A kvercetinre és a rutinra ilyen informaciét a kdzlemény nem tartalmaz.
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ZHU és mtsai a kvercetin €s rutin kdlcsonhatasainak vizsgalata soran a flavonok elektro-
kémiai sajatsagait is tanulmanyoztak. A kvercetin és a rutin ciklikus voltammogramja alapjan
megallapitottak, hogy mind a két flavonoid gyengén savas kozegben reverzibilis feliileti

elektrodreakcioban vesz részt, és erdsen adszorbealodik az elektrod feliiletén.
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31.abra A kvercetin és rutin ciklikus voltammogramja (ZHU, L1 és Li2001; BAO és
mtsai 2002) alapjan
(Cxvercetin : 3,0-10'5 mol/dm3, 0,1 mol/dm® HAc-NaAc puffer, pH = 4,4,
polarizal6 sebesség: 100 mV/s, telitett kalomel elektrod
Crutin: 5,0-10° mol/dm>, 0,1 mol/dm® Britton-Robinson puffer, pH = 5,7,

polarizalo sebesség: 50 mV/s, Ag/AgCl elektrod)

A kvercetin gorbéjén (31. abra) a redukcios folyamatban egy, mig az oxidaciés folyamat-
ban két cstcs érzékelhetd, 0,36 V-nal (P, és Py.) a 3°,4’-hidroxidok redukcioja, mig 0,50 V-
on (P»,) a 3-OH oxidéacioja megy végbe (ZHU, LI és L1 2002). Az eldzetes varakozasnak meg-
felelden a rutin szimmetrikus voltammogramjan csak egy oxidacios (0,258 V) és egy reduk-
cios csucs (0,254 V) talalhato, ami a dihidroxil-csoporthoz rendelheté (BAO és mtsai 2001). A
kémbhatas, valamint a polarizald sebesség valtoztatdsaval nyert informacidk alapjan meghata-
roztak, hogy a kvercetin €s a rutin esetében is a szomszédos 3°,4’ hidroxil-csoportok elektrod-

reakcidjaban két elektron, valamint két hidrogénion vesz részt.

JORGENSEN ¢és mtsai (1998) a kvercetin, kempferol és luteolin részletes és szerkezeti
vizsgalatokkal alatamasztott elektrokémiai oxidaciojat tanulmanyoztak argonnal telitett aceto-
nitriles oldatban (ioner8sség: 0,10 mol/dm’® LiCl0y). Az elektrolizis killsnb6z toltésmennyi-
séget felhasznalt szakaszaiban UV-VIS abszorpcids spektrumokat vettek fel, illetve HPLC
elvalasztas utan kétdimenzids 'H és >C NMR, valamint tomegspektrometrids vizsgalatokat
végeztek. A kvercetin 2 elektronos oxidacidja soran eldszor egy erdsen vords szinl inter-

medier keletkezett, melynek fényelnyelési maximuma 515 nm-nél volt mérhetd, de a folyamat
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végén a termék mar szintelen volt (Amax = 293 nm, 321 nm-nél véllal). Méréseik soran
megallapitottak, hogy a kvercetin és a kempferol oxidacidja egyetlen oxidacids terméket
eredményezett, amelyek molaris tomegét tomegspektrometrids mérés soran 318, illetve 302
g/mol-nak talaltdk, vagyis mindkét vegyiilet esetén 16 g/mol ndvekedést tapasztaltak. A
luteolin esetében — annak ellenére, hogy az abszorpcids spektrumon a toltésmennyiség
novekedésével parhuzamosan jelentds valtozas mutatkozott — nem tudtak oxidacios terméket

azonositani, sot a kiindulasi flavon kozel fele az elektrolizis végén valtozatlanul megmaradt.

_ o—H

CH

+ +
HO O O O gt Ho
+
\O +H

sav-hazis egyensily
HO 0

mezomer

OH

gyirii felnyilas O i ;
HO 0 atrendezidés CH anron-szdrmazék

32.abra A kvercetin elektrokémiai oxidacioja (JORGENSEN és mtsai 1998) alapjan

Az NMR vizsgalatok a kvercetin és a kempferol oxidacios termékében egyarant két
karbonil-csoport jelenlétét és a 2C-3C kettdskotés hidnyat mutattdk ki, valamint a
heterociklusos gytirliben egy telitett szénatomra utald valtozast is észleltek. Ezek alapjan
feltételezték, hogy az elektrolizis soran a benzopiranon vazas alapvegyiiletek helyett egy
bezofuranon szerkezetli termék keletkezik, €s a flavon-szarmazékok B-gytlriijén nem torténik
valtozas (32. dbra).

JORGENSEN ¢s mtsai véleménye szerint a kvercetin oxidacidja soran keletkezd vords szinti
kozbensd termék a kvercetingydk diszproporciondlodasaval keletkezd o-kinon-szarmazék,

amely a tovabbi atalakuldsok soran szintelen végtermékhez vezet. Mivel a kempferol esetében

ilyen o-kinon-szarmazék nem tud kialakulni, ezért a vords szinii tautomert nem észlelték.
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YANG, ARAI ¢és Kusu (2001) ugyancsak a kempferol és a kvercetin elektrokémiai vizsga-
latat végezték el. Az elektrolizald cellaban aranyfoliat alkalmaztak elektrodként, és metanol :
vizes foszfatpuffer = 1:1 térfogataranyu elegyében in situ UV-VIS abszorpcids spektrumokat
vettek fel az elektrolizis alatt tobb idOpontban (33. dbra). A levegd oxigénjének zavard
hatasat nitrogénatmoszféraval kiiszobolték ki. A gyengén lugos kozegnek megfelelden a
kiinduléasi oldatban a disszocialt kvercetin fényelnyelési maximumai a magasabb hullam-

hosszak felé tolodtak el, majd a bekodvetkezd oxidacid hatdsara csokkennek és egy 1) sav

emelkedik ki.

abhszorhancia
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33.abra A kvercetin abszorpcios spektruma az elektrolizis elott és alatt
(YANG, ARAI és Kusu 2001) alapjan

A szerzOk nem szamolnak be arrdl, hogy az elektrolizis alatt észleltek volna mas szinii
atmeneti terméket. Feltételezik, hogy az oldoszer €s a kémhatas befolydsolo szerepe miatt a
kvercetin elektrolizise a kempferolhoz hasonldan (az o-kinon-szarmazék keletkezése nélkiil)

is végbemehet.

KRISHNAMACHARI, LEVINE ¢és PARE (2002) a kvercetin oxidacios folyamatainak iroda-
lomban ko6zolt lehetoségeit Osszegzi, valamint a HPLC-vel elvalasztott lehetséges termékek
UV-VIS spektrofotometrids, NMR és MS azonositasarol szamol be dolgozataban. Vizsgala-
taik sordn a kvercetin oxidaciojat acetonitriles oldatban peroxid gyok generdlasaval valtottak
ki. Erésen savas kozeg (alacsony pH) eléréséhez sosavat hasznaltak, és etanol vagy metanol
adagolassal valtoztattak az oldat nukleofil jellegét.

A kiilonboz6 koriilmények kozott elvégzett reakeid termékeinek analizisével megallapi-
tottak, hogy a kvercetin oxidacioja Osszetett folyamat, és a kisérleti koriilményektdl, valamint
az oxidaldszer jellegétdl (elektrolizis, szuperoxidion, fémionok, vagy enzimek) fliggden eltérd

eredményre vezethet (34. dbra). Az oxidaciés folyamat termékei kozott kimutattdk a
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JORGENSEN ¢és mtsai (1998) altal felallitott mechanizmus végtermékét (az auron-szarmazékot),
valamint a megel6z0 1épések vegyiileteit is.
fa) CH
HO 0

S "
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OH O OH o
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34. abra A kvercetin oxidaciojanak fo termékei
(KRISHNAMACHARI, LEVINE és PARE 2002) alapjan

Az oldoszer savassaga és nukleofil jellegének valtoztatdsaval kapott eredményeik (/2.
tablazat) megerdsitették a karbokationon (a 2C-atomon) keresztiill megvaldsuld oldoszer
kapcsolodast is, viszont kizartdk az aniongy6kds mechanizmust.

12. tablazat A kvercetin oxiddacios termékeinek HPLC csucsaranya kiilonbozoé oxidacios
koriilmények kozott (KRISHNAMACHARI, LEVINE és PARE 2002) alapjan

CH;CN CH;CN/H" |CH;CN/CH30H| CH3CN/CH;OH/H"
auron-szarmazék | 1,83 £0,08 | 1,49 +0,09 3,40 £ 0,02 0,35 £ 0,04
metoxi-szarmazék - - - 2,68 £0,25
dimer 0,95+0,21 0,60 = 0,09 3,39+ 0,41 1,99 + 0,42
depszid 4,86+0,24| 4,47 +0,35 3,43+0,17 1,53+0,13

I1.5. A fémionok - flavonoidok kémiai kolcsonhatasa

A faextraktanyagok in vivo vagy in vitro rendszerében rendkiviil sok komponens van
jelen, amelyek egymassal és a fémionokkal egyarant kolcsonhatasban allhatnak. Ennek soran
a fémionok vizmolekulakkal, szerves biomolekulakkal, vagy szervetlen ionokkal kapcsolodva
komplex ionokat, vegyiileteket képeznek, illetve oxidacios-redukcios folyamatok mennek
végbe. Annak ellenére, hogy ezekben a rendszerekben nagyszamu ligandum ¢és szamos
fémion egyarant talalhato, csak bizonyos komplexek kialakulasara van lehetség — vagyis egy
adott fémion egyes ligandumokat elényben részesit, masokkal viszont gyakorlatilag nem 1ép

kolcsonhatasba (KOROS 1980).
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A kvercetin és a rutin, valamint a kiilonb6z6 fémionok kolcsonhatasat vizsgald kozle-
mények szama napjainkban egyre novekvd tendenciat mutat, mivel elsédlegesen a gyogya-
szati hatasuk felderitése kertil a figyelem kdzéppontjaba, amibe eddig a robinetin nem tarto-
zott bele. Ezért a megjelend dolgozatok tobbsége nem kifejezetten koordinacios kémiai szem-
pontok alapjan targyalja a kolcsonhatast, hanem foleg a bioldgiai aktivitas kifejtését vizsgal-
jak. A hatékonysag mértékét kivanjak felderiteni, €s mintegy kiegészitésként végeznek olyan
vizsgalatokat, amelyek azokat a komplexkémiai ¢és redukcids-oxidacios folyamatokra vonat-
koz6 informacidkat is tartalmazzak, amelyek a faextraktanyag - fémion kolcsonhatasban

szintén jelentdsek.

A fémionok vizet tartalmazo rendszerekben mindig szolvatalt, illetve hidratalt ionként
vannak jelen. Altalanos sajatsagaik, reakciokészségiik és reakcidik jol értelmezhetdek a
Pearson-féle koncepcid alapjan, fiiggetleniil attol, hogy sav-bazis vagy oxidacids-redukcios
folyamatok jatszodnak-e le. A Pearson-féle koncepcio alapvetd szabdlya, hogy a hard savak a
hard bazisokkal, a soft savak pedig a soft bazisokkal reagalnak nagyobb sebességgel, és
képeznek nagyobb stabilitdsu komplexet. Ezért fontos a vizsgalt ligandumok ¢€s ionféleségek
hard vagy soft jellege.

A vegyértékvaltd fémionokkal kapcsolatban meghatdrozo még az is, hogy milyen hatas-
sal van a komplexképzddés a bioldgiai szempontbdl is fontos redoxi-rendszerek redoxi-
potencidljara (pl. Cu**/Cu"), vagyis hogy az adott ion milyen kénnyen oxidalhato vagy
redukalhat6. A kémiai folyamatokban szerepet jatszik még a reaktdnsok toltése, elektronaf-
finitasa, polarizalhatdsaga, térigénye, a kialakuld kotés ionos, illetve kovalens jellegének
mértéke, o- vagy m-kotés képzddése, elektronszerkezeti jelenségek, szolvatacios hatasok, stb.

(SzABO, BURGER ¢s KOROS 1970).

A flavonoidok oldatban egy- vagy tobbértékii gyenge savként viselkedhetnek, és a
komplexképzddés soran a fémion kiszorithatja kdtésébdl a fenol-csoportok hidrogénjét — ezért
a kiilonb6z6 disszocidcids egyensulyok is befolyasoljak a komplexképzddési folyamatokat. A
reakciokban kiilondsen jelentds szerepe van az olddszer mindségének és Osszetételének is
(mivel a komplexképzddés éppen a kdzponti ionhoz koordinalt olddszer-molekulék kicseréld-
désével jatszodik le). A kiilonbozo oldatokban tehat sokféle részecske jelenlétével, az egyen-

sulyi folyamatok igen bonyolult rendszerével kell szdmolni (INCZEDY 1970).

A flavonoid molekuldja vagy disszocidlt alakja — mint ligandum (L) — és a fémion (M)

kozt lejatszodo, tobb 1épésbal allo, egyensulyi folyamatra felirhatd a fémkomplexek képzo-
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désére alkalmazott altalanos bruttd reakcidegyenlet és egyensulyi alland6 (stabilitasi allando,
illetve komplex szorzat):

M_L
_ m_n

mM+ nL = M,L, Lt mnS
[M]"-[L]?

Az M kozponti iont és az L ligandumot tartalmazd oldatban természetesen nemcsak
egyféle Osszetételli komplex létezhet, hanem a komplexeknek egész sorozata, amelyek adott
sebességli reakcioban keletkeznek és bomlanak el, mig az oldat egyensulyi dsszetétele ki nem
alakul. A stabilitasi allando szamértéke igy a komplexképzddés egyensulyanak mennyiségi

viszonyaira ad fontos informéciot (BECK 1965).

I1.5.1. Koordinacios kémiai vizsgaldé modszerek

A fémionok és a biomolekulak kozotti folyamatokat vizsgdld modern koordinacids
kémiai kutatds a komplexképzddés egyensulyi koriilményeinek feltardsa sordn arra is valaszt
keres, hogy az oldatban levd részecskék — fémionok, ligandumok, komplex-ionok, vagy
molekuldk — a kémiai folyamatban milyen 4talakulason mennek at.

A komplexképzddés soran mind a fémion, mind a ligandum szamos molekularis és mak-
roszkopos fizikai-kémiai jellemzdje megvaltozhat. Ezek a valtozasok lehetévé teszik, hogy

bizonyos szerkezeti sajatsdgok kisérleti iton megallapithatok legyenek (BURGER 1967).

» Az ultraibolya ¢és lathato tartomanyu abszorpcios spektrofotometria a flavonoidkomplexek
vizsgalataban is az egyik legaltalanosabban hasznalt vizsgéalati mddszer, mert a kapott spekt-
rum savjainak helye (energiaja), a savok szélessége €s intenzitasa értékes adatokat szolgaltat a

komplexek, illetve a kdzponti atomok elektronszerkezetére.

= Viszonylag egyszerii eszkdzokkel jellemezhetd
0 aligandum fényelnyelési tulajdonsaga (NIKOLOVSKA-COLESKA és mtsai 1996;
BARANOWSKA €és RAROG 2001),
0 protolitikus atalakuldsa (FRIEDMAN ¢és JURGENS 2000),

0 esetleges oxidacios reakcidja (MAKRIS €s ROSSITER 2000).

= Széleskort informacidhoz lehet jutni a komplexképzddés lejatszodasara (BARANAC,

PETRANOVIC €s DIMITRIC-MARKOVIC 1996).

= Segitségével nyomon kdvethetd

0 a komplexképzddés folyamata (SOCZYNSKA-KORDALA ¢és mtsai 2001),
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0 reverzibilitdsa (BROWN és mtsai 1998),
0 teljessé valasa (CORNARD €s MERLIN 2001),

0 illetve inertsége (GONZALEZ ALVAREZ, DIAZ GARCIA €s SANZ-MEDEL 1989).

=  Meghatirozhat6 a komplexek 0sszetétele (MEL’NIKOVA, IOFFE és TSAREVA 2002),
0 a bekdvetkezod valtozasok kinetikai (ROSHAL és mtsai 1998)
0 ¢s termodinamikai paraméterei (ALLUIS €s DANGLES 2001),
0 analdg dsszetételti komplexekben sszehasonlithato a kotések kovalens jellege

(CORNARD ¢és MERLIN 2003).

» Az infravoros- és Raman-spektrometrids vizsgalatokkal meghatarozhatok a ligandum és
komplex molekula rezgései, csoportfrekvenciai. Ezekbdl az adatokbdl megismerhetd a
komplexet képezd atomok kozotti kotések jellege (NAGY és mtsai 1998), kdvethetd a komplex
képzddésének hatasa a ligandum elektronszerkezetére, polarizalhatdsadgara és szimmetridjara
(CORNARD, BOUDET ¢és MERLIN 2001), valamint kdvetkeztetni lehet a komplex szerkezetére,

izoméria jelenségeire (BRAVO és ANACONA 2001).

» A fluoreszcencias vizsgalat a ligandumok és komplexek szerkezeti sajatsagaira ad tajé-
koztatast. Az UV-lathat6 fénnyel gerjesztett molekuldk relaxacioja soran bekovetkezd fény-
emissziobol kovetkeztetni lehet a molekulavaz merevségére, delokalizal p-elektronok jelen-
létére, keto-enol-tautomer atalakulasokra (ROSHAL és mtsai 1999), valamint az oldatbeli
disszociacié mértékére, protonalddasi folyamatok végbemenetelére (GUTIERREZ ¢s GEHLEN

2002).

» A rontgenfotoelektron-spektroszkopia (XPS) a kozponti atom kovalencidjara és oxidacios
allapotara adhat felvilagositast (DRUZ, ANDERSONE ¢és ANDERSONS 2001). A rontgen-
abszorpcios ¢lek finomszerkezetének vizsgalati modszerével (EXAFS) az elébbiek mellett a
koordinacids szdmot és a szomszédos atomok tavolsagat is meg lehet hatarozni (STEINER,
MEYER-KLAUCKE és DIJKSTRA 2002). A rontgenkrisztallografias vizsgalattal megallapithato a
szilard komplexek kristaly- és molekulaszerkezete, szimmetridja, a kotéstavolsagok és kotés-

szogek (STEINER, KOOTER és DIJKSTRA 2002).

» A Mossbauer-effektus lehet6vé teszi a komplex kozponti atomjan, a mag helyén az elekt-
ronslrliség, illetve az elektronsiirliség-valtozas kozvetlen mérését, és ezaltal informacidt nyujt
a vizsgalt atom (pl. Fe, Sn, Sb, Eu, Au) kémiai kotésében, oxidacios allapotaban bekdvetkezd

valtozasrol. A koordinacios kémiai kdlcsonhatas a Mossbauer-spektrumban izomereltolodast
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valamint kvadrupdusfelhasadast hoz létre, ami lehetové teszi a komplexek térszerkezetének

megallapitasat (NAGY és mtsai 1998).

> A magmagneses rezonancia spektroszkopia ('H-, °C- és fém-NMR) segitségével — a
rezonanciafrekvencia kémiai eltolédasabol — meghatdrozhaté a magneses momentummal
rendelkezd atommagok koriili elektronkonfiguracid, a komplex szerkezete, szimmetridja
(BOUDET, CORNARD ¢és MERLIN 2000). A spin-spin kdlcsonhatas altal 1étrehozott felhasadas
révén nyomon kdvethetdk a bekovetkezd konformdécio- és tautomer szerkezet-valtozasok
(ALLUIS ¢és DANGLES 2001), valamint az intermolekularis kolcsonhatasok és protoncsere

folyamatok is (THOMPSON, WILLIAMS ¢s ELLIOT 1976).

» A tomegspektrometria az ionizalt részecskék molaris tomegének, ezaltal a komplex Gssze-
tételének felderitésében nyujt lehetdséget. Az elektroniitkdzési ionizaciot (ES-MS) alkal-
mazzak a lehetséges koordinalodott ligandumok azonositdsara (FERRALI és mtsai 2001),
dimerizédcioés és protonalddéasi folyamatok bizonyitdsdra (DENG és VAN BERKEL 1998),
valamint a részecskék toltésének meghatarozasara is (SATTERFIELD €s BRODBELT 2000). A
gyors atom litk6zési ionizacidé (FAB) soran pozitiv ionképzddés torténik, ami szintén lehetévé
teszi a flavonoid-ligandumok szerkezet-felderitését (DE KOSTER és mtsai 1985). A MALDI-
technika az anyag lézerfénnyel torténd bombazéasa révén a molekuldk enyhe ionizéaciojat
biztositja, azok kevésbé toredeznek, mint mas tomegspektrometrids vizsgalatok sordn — a
felvételen kevesebb csucs keletkezik — ezaltal az egyes részecskék jobban azonosithatdok

Osszetett rendszerekben is (WANG és SPORNS 2000).

» Az elektronspinrezonancia spektroszkopia (ESR) informaciot nyujt a parositatlan elektro-
nok szdmarol és helyérdl az atmenetifém-komplexekben, a kdzponti atom energiaszintjeinek
finomszerkezetérdl (oxidacios allapotardl) (DRUZ, ANDERSONE ¢s ANDERSONS 2001). Jol ko-
vethetd a szabad gyok képzddésével jard reakciok végbemenetele (JORGENSEN és mtsai 1999),
kimutathat6 az oldoszerhatds (PEDRIELLI, PEDULLI €s SKIBSED 2001). A modszer alkalmas a

flavonoid-ligandumok antioxidans hatasanak vizsgalatara is (VAN ACKER ¢s mtsai 1996).

» A ciklikus voltammetria jol alkalmazhat6 a flavonoid-ligandumok oxidativ atalakulasi
lehetéségeinek analizisére (YANG, ARAI és Kusu 2001), komplexképzddési folyamatanak
vizsgalatara, fliggetleniil attol, hogy a fémion oxidacids szama megvaltozik-e (FERRALI és
mtsai 2001), vagy sem (BODINI és mtsai 1999). A redoxi reakciok mechanizmusanak
megismerése mellett (JORGENSEN €s SKIBSTED 1998) megallapithat6 a folyamat reverzibilitasa
(YANG ¢és mtsai 2001), és a reverzibilis elektrodfolyamatban részvevd elektronok szdma

(JORGENSEN ¢és mtsai 1998).
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» A kromatografias elvalasztds az egyes komplexek szétvalasztdsara, mennyiségi viszo-
nyaikra €és a koordindcios kémiai folyamatokra, valamint a komplexek inertségére egyarant
felvilagositast ad. Egymashoz hasonl6 szerkezetli vegyiiletek eltérd komplexképzd sajatsagait
felhasznadlva a HPLC technika segitségével egymads jelenlétében is meghatdrozhatok
(VISWANATHAN, SRIRAM ¢€s YOGEESWARAN 2000). Ez az analitikai eljaras a kiilonb6zo
fémionok mérésére is felhasznalhato komplexeik révén (TIAN és SCHWEDT 1995). Az
ioncserés kromatografia, vagy az elektroforézis alkalmazaséval a komplexek molekularis -

crer

elsdsorban tajékozodni (CHEN, ZHANG és YE 2000).

I1.5.2. A flavonoidok aluminium-komplexei

A flavonoidok ¢és az aluminiumion kdlcsonhatdsa igen régdta ismert, mivel a festOcser
(Quercus tinctoria) kérgének kivonatat — amelynek kvercetin tartalma kimagasld — altalano-
san hasznaltdk hidrolizalo fémsokkal (elsdsorban aluminium-vegyiiletekkel) pacolt textiliak
szinezésére. Ezen kiviil az AI(III) kémiai analitikdjaban is alkalmazzdk a flavon-szarma-
z€kokat (morint, kvercetint, kempferolt) az aluminiumion spektrofotometrias meghatdrozésra
(BURGER 1969, CHERNAYA és MATYASHOV 1975; SAAD ¢és mtsai 2002). Forditott folyamat-
ban pedig az AlCl;s-ot hasznaljak a flavonoidok eldhivo reagenseként a vékonyrétegkromatog-
rafidban (GARCIA és mtsai 1993), valamint ndvényi drogkivonatok kvercetintartalmanak meg-
hatarozasara is (BELIKOV és TOCHKOVA 1973). Az Al(III)-komplex képzddését a HPLC-kro-
matografidban is felhasznaljak testnedvek kvercetintartalméanak rutinszeri meghatarozésara,
illetve az érzékenység ¢és szelektivitas fokozasara (HOLLMAN, VAN TRIJP és BUYSMAN 1996).
Feltételezik tovabba, hogy a flavonoid-komplexek képzddése lehetdvé teszi az aluminiumion
koncentraci6d csokkentését az emberi szervezetben, megakadalyozva ezzel az Alzheimer-kor
kialakuldsat (ZATTA és mtsai 2002). A flavonoidok aluminium-komplexének koordindcios
kémiai sajatsadgait vizsgald publikdciok szdma ezért meglehetdsen nagy, de a kialakuld

komplexek 0sszetételének és stabilitasanak tekintetében korantsem egységes a vélemény.

Az aluminiumion a leginkabb hard tulajdonsdgi haromértékii fémion, ami meghatarozza
kémiai kolcsonhatasait. Erdsen elektropozitiv, nem polarizalhato, elsddlegesen az er6sen hard
tulajdonsadgu bazisokkal 1ép reakcioba. Legstabilabb komplexeit a negativ toltésli oxigén
donoratomot tartalmaz6 tobbfogt ligandumokkal képezi (YOKEL 2002).

Az aluminium vizes oldatban csak +3-as oxidacios allapotban van jelen, redoxireak-

ciokban nem vesz részt. Vizes oldata savas kémhatast, mivel az [Al(H,0)e]’™ sszetételii
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hidratalt kation protondonorként viselkedik, mikézben [Al(H,0)s(OH)J*", [Al(H,0)4(OH),]",

stb. részecskék képzédnek (GREENWOOD és EARNSHAW 1999):
[Al(H,0)6]*" == [AI(H,0)s(OH)]*" + H™  (pKs ~ 5,5)

Az [Al(H,0)s(OH)]*"-ion mérhetd koncentracioban pH ~ 4,0-nél kezd képzédni, ennél
savasabb kémhatds esetén az [Al(H,O)s]’™-ion dominans az oldatban. A pH fokozatos
emelése soran az egymagvu részecskék deprotondlodasa mellett OH-hidas tobbmagvu
komplexek is megjelennek — pl. [AL(OH),(H,0)s]*" —, ami magyarazatul szolgalhat az Al(III)
biologiai szerepének hidnydra is.

Ahhoz, hogy a hidroxo-hidas oligomerek képzddése is bekovetkezzen, az Al(II)-kon-
centracionak egy bizonyos hatar (néhany mmol/dm?®) felett kell lenni. Az aluminium fiziold-
gids korilmények kozott (pH ~7) mar nem ionos allapotu részecske formdjaban van jelen,
mert mar sokkal savasabb kémhatdsndl aluminium-hidroxo-polimerek form4jaban kicsapodik

az oldatbdl, és ezt a csapadékot a komplexképzok legnagyobb része nem tudja feloldani.

Az Al(IIl)-ion komplexképzddés szempontjabdl altalaban mérsékelten labilis fémionnak
tekinthetd. A kiilonb6z6 AI(IID)-komplexek ligandumcsere reakcidinak sebessége széles haté-
rok kozott valtozik. Néhany egyszerii szervetlen ligandummal a komplexképzdés ezred
masodpercnél is rovidebb 1dd alatt lejatszodik, de vannak olyan szerves komplexei is, ame-
lyeknek képzddése orak, napok vagy hetek alatt végbemend folyamat, és ehhez a ligandumok
lassu intramolekularis atrendezddési reakcioi is hozzajarulnak (Kiss 1996). A biologiai rend-
szerekben a karboxilat-, a fenolat-, a foszfat- és az alkoholat a legerdsebb AI(III)-k6td donor-
csoportok. Az ilyen funkcios-csoportot tartalmazé biomolekulak vesznek részt leginkabb az
AI(IIT) felszivodasaban, szallitasaban és feltehetdleg bioldgiai hatasanak kifejtésében is (Kiss
¢s mtsai 2000).

PORTER ¢s MARKHAM (1970) koordindcios kémiai vizsgalatai soran metanolos oldatban
részletesen tanulmanyozta a kempferol, a morin, valamint a kvercetin és a rutin aluminium-
komplexének spektralis sajatsagait, megallapitottdk tovabba a komplexek oOsszetételét. A
semleges abs. metanolban végzett komplexképzddési egyensulyok vizsgalatat kiegészitették
perklorsav és kalium-acetdt tartalmt oldatokban folytatott kisérletekkel is. A kvercetin (Q)
spektrumfelvételei alapjan — alacsony fémion:ligandum ardnynal — semleges és savas kozeg-
ben egyarant AlQ, részecske képzddését feltételezték, viszont Al/Q ~ 1 esetén mar az ALL,Q
Osszetételt tartottak valdsziniibbnek. Kéalium-acetat jelenlétében végzett vizsgalatuk nem egy-

féle komplex képz6dését mutatta. Ugy talaltak, hogy az 1:1 Gsszetétel mellett kétféle bisz-
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komplex is kialakulhat (a 3°,4’-dihidroxi-kelat mellett vagy a 3-OH- vagy az 5-OH-csoportnal
koordinalédik az aluminium). A rutin (Ru) esetében is AlRu és Al,Ru Osszetételti komplexek
kialakulasat valoszinisitették semleges kozegben, nagy AIl(II) felesleg esetén. Perklorsav
(0,1 mol/dm’) jelenlétében felvett spektrumok alapjan viszont feltételezték, hogy az Al(III)
kelatkotést egyediil csak az 5-OH és 4-oxo csoportokkal 1étesit.

Az analitikai médszerek kidolgozasa soran BELIKOV és TOCHKOVA (1973) az AI(III) és a
kvercetin 1:1 6sszetételli komplexének (Ig K = 4,25) keletkezését detektaltdk etanolos oldat-
ban hexametilén-tetramin puffer jelenlétében. CHERNAYA és MATYASHOV (1975) ellenben
megfigyelte, hogy novekvd kvercetin (Q) koncentracio esetén AIQ*", AIQ," és AlQ; komp-
lexek képzddnek, ha tisztan metanolos oldatban dolgoznak. Azonban metanol:viz = 40:60
elegy hasznalata esetén csak AlQ*" jelenlétét, és a molaris abszorpcids egyiitthatok jelents
mértékli csokkenését tapasztaltdk. SAAD és mtsai (2002) szennyvizek aluminiumtartalméanak
meghatarozasakor vizes kozegben, detergens jelenlétében viszont AlQs; komplex képzddését

tapasztaltak (Ig p = 13,41).

DENG €s VAN BERKEL (1998) kiilonboz6 oldodszerekben vizsgalta a kvercetin és a kemp-
ferol aluminium-komplexeit. Az UV-VIS abszorpcios spektrum felvétel mellett elektroniitko-
z¢si 1onizaciot (ES-MS) alkalmaztak a komplexképzddést kiséré dimerizacios és protonalo-
dasi folyamatok bizonyitasara. Vizsgalataik célja volt a kiilonb6z6 oldoszerek és olddszer-
elegyek hatdsanak tanulmanyozasa, és a komplexdsszetétel meghatarozasa. Metanolban 1:1 =
AIl(IIT):kvercetin koncentracié arany esetén is az [AlL,]" osszetételii komplex volt a dominans
(35. dbra), mig acetonitrilben és propan-2-olban ez a részecske elhanyagolhatéan kis mennyi-

ségben volt jelen.
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35.4abra A kvercetin és a kvercetin-Al(Il])-komplex metanolos oldatbol felvett ES-MS
spektruma (DENG €s VAN BERKEL 1998) alapjan

A komplex szerkezetére harom, jelentOsen eltérd koordinacids lehetdséget is felvetnek,
amelyek mindegyikében a 4-oxo-csoport kelat gylirlijéhez (az 5-OH-val vagy a 3-OH-val)
kapcsolodik az AI(III). Sem az oldészer koordinacidjat, sem a 3’,4’-dihidroxi-csoportok

kotését nem feltételezik.
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A kvercetin komplexének kialakuldsat metanolos oldatban kiilonb6z6 Al(III)-koncent-
racid mellett felvett abszorpcids spektrummal is kovették (36. dbra). Az a tény, hogy a gérbék
nem taldlkoznak egy ko6zds izobesztikus pontban, felveti a tobbfajta fényelnyeld részecske
(ligandum, kiilonboz6 6sszetételti komplexek) egyidejii jelenlétét az oldatban. A gorbék ilyen
alakulédsa tapasztalatom szerint (BURGER €s mtsai 1976b; MOLNARNE 1980) abbdl is kovet-
kezhet, hogy a vizsgalt oldatban még nem 4llt be a kémiai egyensuly — ilyen jellegli utalas
ugyanis hidnyzik a publikaciobol. Az Al(IID)-kvercetin-komplex képzddése ugyan pillanat-
szertinek tlinik (az intenziv sarga szin azonnal kialakul), de kinetikai vizsgélataim szerint ez

latszolagos csupan (MOLNARNE 1997).
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36. abra A kvercetin abszorpcios spektrumanak valtozasa metanolos oldatban
kiilonbozo Al(111) koncentracio esetén (DENG €s VAN BERKEL 1998) alapjan
([Q] = 100 pmol/dm’, [AI(IIT)] = 0 - 10 -100 - 500 pmol/dm’)

ALLUIS ¢és DANGLES (2001) szintén abszorpcios spektrumok felvételével tanulmanyozta a
kvercetin (Q) ¢és rutin (Ru) aluminium-komplexét, gyengén savas kémhatasu metanol : vizes
acetat-puffer elegyben. AlIQ, illetve AIRu 0sszetételii komplexet feltételezve — a molaris ab-
szorpciods egylitthatok meghatarozasaval, a pH allando értéken tartdsaval — lehetdségiik nyilt a
kvercetin és a rutin Al(II)-komplexének képzddési allanddjanak szamitasara. A kvercetin
szarmazeékainak vizsgalata révén megallapitottak, hogy az aluminium nem a 3’,4’-dihidroxi-
csoportoknal koordinalodik, mert a 3’-szarmazek esetén képzodési allando csokkenése helyett
annak kismértékli novekedését tapasztaltdk a kvercetinhez képest (/3. tablazat). A szerzdk
feltételezése szerint az aluminium a kvercetin 3-OH és 4-oxo csoportjain dttag kelatgytrii
kialakitasaval kapcsolddik, mivel az 5-OH hidrogénje nagymértékben rogzitett az intramole-

kularis H-kotésben.
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13. tablazat Az Al(1l])-komplexek stabilitasa (ALLUIS és DANGLES 2001) alapjan

K’-107 [dm’/mol] oldoszer
kvercetin 4,6 (+0,2) metanol : acetat puffer=1:1 pH=15,0

kvercetin-3’-gliikozid 7,0 (£0,8) metanol : acetat puffer=1:1 pH=35,0

kvercetin-3-rutinozid 12,0 (£1,2) metanol : acetat puffer = 5:95 pH =5,0

GUTIERREZ és GEHLEN (2002) kvercetin és morin aluminium-komplexek kialakulasat
metanolos oldatban UV-VIS abszorpcids spektrumok alapjan detektalta. Allando flavonoid és
novekvd Al(II)-koncentracidt alkalmaztak, és a fényelnyelési gorbék felvételére az egyensily
bedllta utan keriilt sor. A morin esetében a spektrumvaltozas két szakaszat tudtak elkiiloniteni.
El6szor egy hipszokrom eltolodas figyelhetd meg a spektrumsorozatban, amit egy ujabb
gorbesor kialakulasa kovet (37. abra). Az elsé szakaszt a morin molekula 4’-hidroxil-csoport-
jan bekovetkezd protondlodasi egyensulyanak valtozasaként értelmezték, amelyet magasabb
AI(NO3); koncentracid esetén a komplex kialakulasa kovetett. Ervelésiiket az is alatimasz-
totta, hogy salétromsavas metanolban (0,01 mol/dm® HNO3) csak a masodik (koordinacios)
folyamat végbemenetelét tapasztaltak.
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37.abra A morin aluminium-komplexének kialakulasa metanolos kézegben
(GUTIERREZ és GEHLEN 2002) alapjdn (Cporin= 10 pmol/dm?)

A kvercetin abszorpcios spektrumdnak valtozésa ilyen jellegli valtozast nem mutatott,
hanem azonnali batokrom eltolddas jelezte a komplex kialakulasat, és a folyamat egyetlen

izobesztikus pontot eredményezett a fényelnyelési gorbesoron (38. dbra).
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38. abra A4 kvercetin aluminium-kompl?eu;;j:ek kialakulasa metanolos kozegben
(GUTIERREZ és GEHLEN 2002) alapjdn (Ciyercetin= 10 pmol/dm’)

A szerzok a keletkezd részecskék tipusara fluoreszcencias spektrumok idobeli valtozasa
alapjan kovetkeztettek. Megallapitottdk, hogy savas kozegben mind a két flavonoid 1:1 dssze-
tételli komplexet képez, mig a salétromsavat nem tartalmaz6 metanolos oldatban az Al:morin
= 1:1 és 1:2 aranyu részecskék vannak jelen, illetve a kvercetin (Q) esetében az AlL,Q, Al,Qs
fordul elé nagyobb mennyiségben. Koordinacios helyként mind a két flavon-szarmazéknal a
4-o0x0- és a 3-OH-csoportokat tartjak valosziniinek, illetve a tobbmagvii komplexben a 3’- és

4’-OH-csoportok kelatkapcsolodasat feltételezik.

CORNARD kutatocsoportja (2000-2003) szisztematikus elemzést végzett az Al(III) és a
hidroxi-flavonok kozott 1étrejové komplexek Osszetételének, szerkezetének €s sajatsagainak
felderitése terén. Vizsgalataik soran UV-VIS abszorpcids, Raman és NMR spektroszkopids
felvételeket készitettek, valamint kvantummechanikai szamitasokat végeztek.

A kvercetin komplexképzddését CORNARD ¢és MERLIN (2002a) metanolos oldatban,
semleges, savas ¢és bazikus koriilmények kozott tanulmanyozta. A méréseket mindegyik eset-
ben allando kvercetin (4-10” mol/dm”) és valtozo AICI; koncentracid (4-107 - 4-107 mol/dm”)
mellett végezték. A kozeg kémhatasatol fiiggden jelentdsen kiilonbozd folyamatokat detek-
taltak, és a komplexek kialakuldsanak mértéke is nagymértékben eltért.

Semleges oldatban a komplexképzddés harom szakaszat tudtdk elkiiloniteni (39. dbra).
Kis mennyiségii AI(III) jelenléte esetén ([AICI;]/[Q] < 0,5) fokozatosan csokken a kvercetin
abszorpcios csucsa (372 nm), mikdzben 428 nm-en Uj sav alakul ki, és a gérbék 392 nm-en
izobesztikus pontban taldlkoznak. Feltételezésiik szerint ekkor azonnal az Ale+ Osszetétell

komplex alakul ki.
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39. abra A kvercetin-aluminium-komplex kialakulasa metanolos oldatban kiilonbozo
[AICL3]/[Q] mdlaranyok esetén (CORNARD és MERLIN 2002a) alapjan

Az aluminiumion koncentracid ndvelésével jabb izobesztikus pont (434 nm) és jabb
abszorpcids maximum (456 nm) mutatkozik, azaz két egymastdl fiiggetlen szakaszban torté-
nik a kiilonb6z6 komplexek kialakuldsa. A novekvo fémion tartalom hatdsara csak akkor kez-
dodik mas osszetételi komplex képzodése, ha a kvercetin teljes mennyisége kotott allapotba
keriilt. A szerzok szerint ekkor az AlQ2+ részecske, mint dtmeneti 6sszetételli komplex, tovab-

bi fémion felvételével AL,Q* -va alakul (0. dbra).

2Q —=AlQ;, —2 AlQ"—+2 ALQ™ 8%

40. abra A kvercetinkomplexek kialakuldsa névekvé mennyiségii AICI; hatasara
(CORNARD ¢s MERLIN 2002a) alapjan

A két fényelnyelési maximum hulldmhosszan mért adatokbol moél-arany modszerrel meg-
hataroztak a részecskék Osszetételét, ezzel bizonyitottak a komplexekben az AI(II1):Q = 1:2 ¢és
2:1 aranyokat. Véleményem szerint a spektrumsorozat alapjan valdszintlileg az 1:1 aranyu
részecske tartds jelenléte is bizonyithato lett volna, ha a mdlarany moddszert az elsé izo-
besztikus pont hullimhosszan is alkalmazzak.

CORNARD ¢s MERLIN (2002a) szerint az aluminium koordindcios szférdjdban metanol-

molekulak kapcsolédnak a szabad helyekre, valamint a kelatkotés elsddlegesen a 4-oxo- és a
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3-OH-csoportok révén jon létre, illetve nagy Al(IIl)-felesleg esetén a 3°,4’-dihidroxi-cso-
portoknal torténik kapcsoldodas. A szerzok elgondoldsukat a savas és lugos kozegli mérések,
valamint monohidroxi-flavonok kordbbi vizsgdlati eredményére is alapozzdk. Metanol-viz
(90:10) elegyben sosav jelenlétében (pH = 2,5) még 100-szoros Al(III)-felesleg esetén is csak
1:1 osszetételti kvercetin-komplex kialakuldsat tapasztaltadk, amelyben az aluminium koordi-
dihidroxi-flavon savas kozegli vizsgalatakor egyaltalin nem észleltek komplexképzddést
(CORNARD, BOUDET és MERLIN 2001). Natrium-acetatot tartalmazé oldatban (0,1 mol/dm?)
még hatarozottabban tudtak detektalni az egymast kovetd folyamatokban az Al(III):Q = 1:2,
1:1 és 2:1 sszetételt komplexek jelenlétét, mivel a 1épcsdzetes komplexképzddés egyes sza-
kaszai jobban elkiiloniiltek. A kvercetin gyengén ligos oldatban felvett abszorpcios spektru-
mén 382 nm-nél észlelték a fényelnyelés maximumat, és az ALQ’" komplexre jellemzd 456
nm-es csucs kialakulasat itt is nyomon lehetett kovetni. Nem emlitik a szerzdk, hogy ilyen
kozegben a kvercetin abszorpcids spektruma idében milyen allandosagot mutatott, utalnak

ugyanakkor arra, hogy lugosabb kdzegben a kvercetin gyors atalakulasa figyelhetd meg.

CORNARD ¢s MERLIN (2002b) a rutinhoz hasonld szerkezetii izokvercitrin (kvercetin-3-
gliikkozid) (Iso) aluminium-komplexének kialakulasat is vizsgalta, és az UV-VIS abszorpcios
spektrumsorozat hasonlosaga ellenére 1ényeges kiilonbségeket tapasztaltak az aglikonhoz vi-
szonyitva. A korai 1970-es évek rutinra vonatkozo publikacioira (pl. PORTER és MARKHAM
1970) alapozva a szerzOk a fényelnyelési gorbék alapjan eldszor csak kétféle komplex
1étrejottét feltételezték. Ugy vélik, hogy alacsony AI(III) koncentracid esetén az Al(Iso)”
Osszetételli komplexben az aluminium a 4-oxo- és 5-OH-csoporthoz kapcsolddik, majd no-
vekvd fémion koncentracional fokozatosan a 3’°,4’-dihidroxi-csoportndl is kialakul egy ujabb
kelatkotés, és Aly(Iso)’” komplex jon létre. A stabilitasi allandé szamitdsa soran azonban
akkor kaptdk a legkisebb szorasu allandokat, és a mérési adatokra legjobban illeszthetd
szamitott képzoédési gorbét, ha az Al(Iso),” komplex jelenlétét is figyelembe vették. A
részecske-eloszlasi gorbén (41. abra) lathatoan nem dominans ez a forma, de a szamitasi
eredményeket 1ényegesen modositani tudja. Az is megfigyelhetd a gorbéken, hogy a kver-
cetinhez hasonloan az o-difenol-csoport kelatképzése csak azutan kovetkezik be, amikor mar
a ligandum teljes mennyisége kotott formaban van jelen, vagyis a komplexképzodési folyamat

két egymast kovetd, fiiggetlen 1épés eredménye.
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41. abra A kvercetin-3-gliikozid szabad- és kiilonbozo komplexben kétott alakjainak
koncentrdcioja az aluminium koncentracio fiiggvényében metanolos
oldatban (CORNARD €s MERLIN 2002b) alapjan

Mivel a 3-glikozidszarmazékok lugos kozegben altalanosan kisebb mértékii bomlast
mutatnak, mint az aglikonok, ezért a natrium-acetat jelenlétében végzett vizsgalat tovabbi in-
formacidval szolgalt a komplexképzddés soran kialakuld részecskék jellegérdl. A fényelnye-
1ési maximum (359 nm) batokrom eltolodasanak (378 nm) mértékébdl a szerzok a kvercetin-
3-gliikozid molekula egyszeresen disszocialt alakjanak jelenlétére kovetkeztettek, €s a negativ
toltés jelenlétét a 4’-OH-csoporthoz rendelték. Az 1:1 dsszetételit komplexben kialakul6 kelat
helyét a B-gyliri katechol-csoportjanal azonositottdk, ami jelentds kiilonbség a semleges
oldathoz képest, ahol eldszor a 4-oxo- és 5-OH- kelat 1étrejottét feltételezik. Magas alumi-
nium-koncentracié mellett nem tapasztaltak kiilonbséget a semleges és a gyengén lugos oldat-

ban keletkezd komplex felépitésében.

CORNARD ¢s MERLIN (2003) a tobbéves kisérletes munkajukat Osszefoglald kozlemé-
nylikben altalanos tendencidkat tudnak bemutatni a flavonoidok koordinéacios helyeire, az
oldatok kémhatasara vonatkozoan, és megadjak a kiilonb6z6 Osszetételti komplexekre szami-

tott stabilitasi allandokat (/4. tablazat).

14. tablazat A hidroxi-flavonok aluminium-komplexeinek osszetétele és stabilitasi dallandoja
(CORNARD ¢és MERLIN 2003) alapjan

ligandum oOsszetétel | 1g B ligandum Osszetétel g B
3-hidroxi-flavon AIL," | 12,3 |34 -dihidroxi-flavon AIL" 6,7
5-hidroxi-flavon AIL* 6,5 ALY 6,5

' AlL," 11,8 |kvercetin-3-gliikozid AlIL," 10,5
kvercetin ALLY | 102 ALLY | 112
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A kutatdcsoport kvantumkémiai szamitdsokat is végzett ezen flavon-szarmazékok
aluminium-komplexeire (/5. tabldazat). A térszerkezeti valtozasok ismerete hozzajarul a
szakirodalomban kozolt kisérleti eredmények atfogd értelmezéséhez, hogy a kvercetin Al(III)-

komplexének kialakuldsakor milyen hatasokat célszerii figyelembe venni.

15. tablazat A flavon-szarmazékok és komplexeik geometridja

a C-B gytri rotacios szoge (fok) ) )
szabad molekulaban AI(IIT)-komplexben kbzlemény
3-hidroxi-flavon 27,88 |AlL, 15,15 [(BOUDET, CORNARD ¢és MERLIN 2000)
5-hidroxi-flavon 28,1 |[AIL(H,0)4]*" 7,6 | (CORNARD ¢és MERLIN 2001)
3’4’-dihidroxi-flavon 28,4 |AIL 30,1 |(CORNARD, BOUDET és MERLIN 2001)
, [AIL,]" 8,8

kvercetin 26,7 (ALL]" 24 (CORNARD és MERLIN 2002a)
kvercetin-3-glitkozid [AIL(H,0),]*" | -6,3 ,

-14,3 (ALL(H,0)] | 27.8 (CORNARD ¢és MERLIN 2002b)

Az energiaminimum szamitasok soran figyelembe vették a legvaldszinlibb koordinacios
szamok eldfordulasat, illetve az olddszer jelenlétét. Meglepd modon az 5-hidroxi-flavon ese-
tén az AC-B sikok altal bezart szog sokkal nagyobb mértékli valtozasat tapasztaltdk a
komplexképzddés sordn, mint a 3-hidroxi-flavon esetében — amit a nagyobb stabilitdsu hat-
tagu kelat létrejottével magyaraztak. Feltételezték tovabba, hogy az 5-hidroxi-flavon
[AIL(H,0)4]*" komplexében nem kizarhatd egy gyenge kolcsonhatas kialakulédsa a hetero-
ciklus 10 atomja ¢és a B-gylri 6’C hidrogénje kozott, vagyis a kapcsolddasi helyek
elektroneloszldsanak modosuldsa az egész molekuléra kiterjedd szerkezetatalakulast idéz eld.
A szamitasok alapjan legkevésbé a B-gyliriin 1év6 o-difenol csoport komplexbevitele valtoz-
tatja meg az eredeti rotacids szoget, a kialakul6d koordinativ kotés alig befolyasolja a teljes
molekula szerkezetét. A kvercetinben €s 3-gliikozidjaban a B-gylirii rotacids szoge egymastol
teljesen eltéré modon valtozik meg az analdg Osszetételii komplexeik 1étrejottekor. A szerzok
szerint ennek kivaltd oka lehet az a tény, hogy mig a kvercetin koordinacidja az aluminium-
hoz a 4-oxo- és 3-OH-csoportok kelatgytiriijén keresztiil torténik, addig a 3-gliikkozid esetében

a 4-oxo- €s az 5-OH- csoportoknal valoszinusitheto a kapcsolodas.
I1.5.2.1. Eszrevételek és megjegyzések az aluminium-flavonoid komplexek irodalmahoz

A kvercetin aluminium-komplexének kialakuldsdval foglalkozd publikdciokban kozolt
abszorpcids spektrumsorozatok jellegzetes formaja — a névekvd Al(IID)-koncentracié hatasara

1étrejovo izobesztikus pont (38. dbra) — minden esetben arra utal, hogy az oldatban egyide-
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juleg csak kétféle, egymassal egyensulyban 1évo fényelnyeld részecske talalhato. Ezek egyike
maga a kvercetin molekula, a masik pedig valamilyen Osszetételli komplex. Azonban a
komplexegyensulyt kvantitativan leird6 képzddési gorbék szdmitasa soran tobb kutatocsoport
szembesiilt azzal a helyzettel, hogy tovabbi, nem észlelt részecske jelenlétét is figyelembe
kellett venni a mért €s szamitott adatok kisebb szorasu egyezéséhez.

Véleményem szerint az lehet az ellentmondas egyik lehetséges feloldasa, hogy az AlQ és
az AlQ, részecske fényelnyelése a vizsgalt tartoményban kozel azonos (sajnos az egyes ré-
szecskékre meghatarozott molaris abszorpcios egyiitthatokat egyik kézleményben sem ismer-
tetik). Mivel CORNARD és MERLIN (2002a) publikacidjukban utalnak is ra, hogy a kvercetin
szempontjabol e kétféle komplexben a ligandum szerkezete nem kiilonbozik jelentsen, felté-
telezhetOnek tartom a nagyon hasonld fényelnyelési sajatsagot, amit az UV-VIS spektrumok
érzékenysége mellett nem lehet kiilon-kiilon detektdlni. A derivativ spektrumok alapjan
viszont ki lehetne mutatni a sdvok Osszetettségét, vagyis, hogy az izobesztikus pont csak lat-

szolagos, €s ténylegesen tobb mint kétféle fényelnyeld részecske van jelen az oldatban.

Az aluminium-kvercetin komplexek képzodését leird egyensulyi folyamatokat vélemé-
nyem szerint két fiiggetlen adgra kellene szétvalasztani, és mindkét részlépésnek az 1:1 dssze-
tétellt AIQ komplexbdl kellene kiindulni. A CORNARD és MERLIN (2002a) altal javasolt séma
(40. abra) nagyon jol magyarazza a koordinalt részecskék mennyiségi szempontjabodl a folya-
matokat, azonban a komplexképzddés ilyen mdédon végbemend egyensulyi 1épései nehezen
elképzelhetok mind a fémion, mind a ligandum tekintetében.

Ha feltételezziik, hogy elsd 1épésként a metanol molekuldkkal koordinalt Al(IIl) azonnal
két kvercetin molekulat kot meg, és ezt koveti a nagyobb aluminiumion koncentracio hatasara
az 1:1 Osszetételli komplex kialakulasa, akkor tobb kérdés mertil fel, amelyeket a kdzlemé-
nyeikben nem tartak fel. Ilyenek példaul, hogy milyen hatdsra disszocidl az AlQ, dsszetételii
komplex, hogyan fér be a koordinédcios szféraba a mésodik aluminiumion, vajon a kozolt
stabilitasi allandok (K és K;) meg tudjak-e magyarazni ezt a forditott sorrendiséget?

Személyes koordinacidés kémiai tapasztalatom alapjan (MOLNARNE 1980-2003) sokkal
inkdbb elfogadhatonak latom a folyamat olyan szemléletét, amely az AlQ komplex képzo-
désén keresztiil probalja leirni a valtozasokat (42. dbra). Elképzelésem szerint az AIQ és AlQ;
részecskék kozotti dinamikus egyensuly révén a fémion és a ligandum relativ ardnyatol fiig-
gben keriil tilsulyba a megfeleld Osszetételii komplex. Osszemérhetd koncentraciok esetén
inkdbb az AlQ van jelen nagyobb mennyiségben, €s ez a részecske tovabbi Al(III) hatdséara

egy masik komplexképzddési egyenstlyban alakul at AL, Q Gsszetételll bisz-komplexszé.
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42. abra A kvercetin — aluminium egyensuly két szakaszanak lehetséges elkiiloniilése

A koordinécio ilyen jellegli alakuldsat alatamaszthatja a folyamatok forditott koriilmé-
nyek kozott megvalositott vizsgalata, vagyis allandd fémion koncentracié mellett a ligandum
mennyiségének valtoztatdsa. A részletes ismertetésre a sajat mérési eredményeimet bemutatod

részben kivanok kitérni.

A masik szembetiind hianyossag valamennyi publikaciéban, hogy nem foglalkoznak az
aluminiumion sajat koordinacios szférajanak valtozasaival. Minden esetben ugy kezelik az
AI(III) jelenlétét, mintha az a vizsgalt koriilmények kozott Al -ion forméban lenne — holott
ez biztosan nem igaz. A kvercetinhez torténd koordinéacios folyamat kiindulési pontjaként az
aluminium hexaakva-komplexe — [Al(H,0)s]’" — vagy annak kiilsnb6z6 mértékben deproto-
nalt részecskéi — [AI(OH)(H20)s]*" és [AI(OH)»(H,0)4]" — johetnek szamitisba. Vagyis az
egyensulyi allandok szamitdsa soran figyelembe kellett volna venni egyrészt a H,O — Q
ligandumcsere reakcidkat, valamint a kvercetin €s az Al(III) protonalodési folyamatait is.

Nem utalnak arra a koriilményre sem, hogy a novekvd Al(IIl) koncentracidval miként
valtozott az oldat kémhatdsa. Tapasztalatom szerint ilyen feltételek mellett (puffer alkalma-
zésa nélkiil) az oldat ndvekvo fémion-koncentracioja a pH jelentdés mértékli csokkenését vonja
magéaval (MOLNARNE 1997), vagyis nagyon lényegessé valnak a komplexképzddés mellett
parhuzamosan lejatszodo sav-bazis folyamatok. Kozel semleges (pH = 5), vagy gyengén
lagos kozegben (0,1 mol/dm® natrium-acetat) pedig nemcsak a kvercetin szerkezetének atala-

kulésa zavarhatja a koordinacids 1épést, hanem a tobbmagvu aluminium-hidroxo-oligomerek
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kialakulasa is. Ezek jelenléte, és egyetlen részecskeként torténd kapcsolodasa a kvercetinhez
is okozhat olyan eredményt, ami azt mutatja, hogy Al,Q 0Osszetételi komplex keletkezik.
Ekkor azonban nem a kvercetin két kiilonb6zd helyén jon létre a kotés (nem bisz-komplex
alakul ki), hanem a tobbmagva aluminium-hidroxo-komplex koordinalédik a flavonoid-

ligandumhoz (MOLNARNE 2002a).

I1.5.3. A flavonoidok kolcsonhatasa réz(Il)ionnal

A flavonoid — réz(II) kélesonhatasnak a kémia szamos teriiletén nagy jelentdsége van, igy
vizsgalata az 1950-es évekig visszanyulik (DETTY, HESTON és WENDER 1955). A flavon-
szarmazékok vékonyrétegkromatografias kimutatdsaban példdul a réz-szulfat tartalmu
Benedict-reagenst is alkalmaztak el6hivoként, amely a kvercetinnel narancs-, a rutinnal pedig
sarga szinll vegyiiletet képez (CONDE, CADAHIJA és GARCIA-VALLEJIO 1992). A flavon-
szarmazékokkal képzett komplexek szerepet jatszanak a faanyagon torténdé a Cu(Il)-ionmeg-
kotddésben és -fixalodasban is (MCDONALD, MILA és SCALBERT 1996). A kolcsonhatas soran
lejatsz6dod folyamatok vizsgalata napjainkban szorosan illeszkedik a flavon-szarmazékok
antioxidans hatdsdnak tanulmédnyozasahoz (VAN ACKER és mtsai 1998), tovabba a folyamat
mechanizmusdnak felderitéséhez (MIRA és mtsai 2002). Az atmeneti fémek flavonoid-
komplexei meggatoljak, hogy ezek a fémionok (els6sorban a réz és a vas) szabad gyokot
generald reakciokban vegyenek részt (FERNANDEZ ¢s mtsai 2002). Az in vitro végzett
kutatdsok foként a réz-flavonoid-komplexek kialakulasa és az oxidacio lehetdsége kozott

keresnek kapcsolatot (BROWN és mtsai 1998).

Vegyiileteiben ¢s kémiai folyamatokban a réz kétféle oxidacios allapotban fordul elo:
Cu(ID)- és Cu(l) formaban. Vizes oldatban a Cu(Il) stabilis, kék szinii, hidratalt [Cu(H,0)e]*"
kation alakjaban van jelen, enyhén hidrolizal.

A Cu'-ionok kénnyen diszproporcionalodnak, ami jol értelmezheté a Cu®* két 1épésben
lejatsz6do redukcidjaval:

Cu’'+e—>Cu”  +0,153V

Cu" +¢ - Cu +0,490 V
A pozitivabb standard redoxipotencialii Cu’/Cu oxidalja a Cu**/Cu’ rendszert, ezért a reakcid
a diszproporcionalddas irdnyaba tolodik el (GERGELY, ERDODI és VEREB 2001):

2 Cu’(ag) ™ Cug + Cu'aq)
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Kiilonboz6 komplexképzd ligandumok jelenlétében a réz(Il)-, illetve a réz(I)-allapot
egyarant stabilizalodhat (KOROS 1980). A Cu®" a kationok Pearson-féle csoportositasaban
hard és soft jelleget is mutat. A Cu'-ion ligyabb Lewis-sav, mint a Cu’", és vizes oldatban
csak kis mértékben hidratalodik. Apolaris oldoszerekben a Cu' termodinamikai stabilitasa
fokozodik: pl. acetonitrilben a Cu’ nem diszproporcionalddik, és a Cu®" er8s oxidaloszerként
hat.

A réz(Il)ionok az oxigén donoratomot tartalmazo ligandumokkal stabilis komplexet
képeznek, amelyek szine legtobbszor kék vagy zold, egyetlen széles fényelnyelési savval. A
réz(Il)ion komplexvegyiileteiben a leggyakoribb koordinacios szam a 4, 5 és 6, de szabalyos
geometridk csak ritkan fordulnak eld, és a siknégyzetes ¢€s tetragonalisan torzult oktaéderes

szerkezetek kozott nem konny( kiilonbséget tenni (GREENWOOD és EARNSHAW 1999).

A réz(Il) és a kvercetin, illetve a rutin kdlcsonhatasa — a megegyezd koordinacios lehetd-
ségeik ellenére — alapvetden kiilonbozik egymastol. Eltérd komplexképzd sajatsagaikat
szamos publikacidoban ismertették.

DETTY, HESTON és WENDER (1955) tobb Cu(Il)-flavonoid komplex &sszetételét ampero-
metrias titralassal hatarozta meg. A méréshez olyan fesziiltség értékeket valasztottak, amely
alacsonyabb a vizsgalt flavonoid féllépcsdpotencidljanal (ezzel kikiiszobolték az elektro-
kémiai oxidaciot), de magasabb, mint ahol a Cu(Il) redukalodhatna. Vizsgalatuk szerint vizes
pufferoldatban a kvercetin és a rutin is 1:1 moélaranyu komplexet képez a réz(I1)-ionokkal (43.

abra).

kvercetin

aram intenzitas

PR T TR A | P I T S I |
@ o4 X =] [} o Q >4 o -z 6 20

[Cui{ll}] / [lavonoid]

43. abra A rutin (pH = 7,0), a morin (pH = 9,3) és a kvercetin (pH = 7,5) réz(Il)-
szulfattal térténo amperometrias titralasanak gérbéje (DETTY, HESTON ¢és
WENDER 1955) alapjan
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MAKASHEVA ¢és GOLOVKINA (1973) potenciometrikus és spektrofotometrids modszerrel
vizsgalta a Cu(ClOy), és a kvercetin (HQ) komplexképzd reakcidjat etanol:viz elegyben (pH =
4,5-5,5 tartomanyban). A koordinacios folyamatban CuQ" és CuQ, dsszetételii komplexeket
azonositottak, és a stabilitasi dllandokat is meghataroztak (K; = 4,1-106, B2=6,8: 1012).

TAKAMURA ¢és SAKAMOTO (1978) spektrofotometrids modszerrel metanolos oldatban
vizsgalta a réz(Il) és a kvercetin, valamint a rutin komplexek kialakulasat.

Tapasztalatuk szerint ndvekvo réz(Il) koncentracio hatasara a rutin abszorpciés maximu-
ma csokken, és egy 1) sav alakul ki, a gérbesorozat jol illeszkedd izobesztikus pontban talal-
kozik. A komplex képzddése azonban még magas réz-koncentraci6 esetén sem valik teljessé.
A kialakuldé komplex Osszetétele molarany moddszerrel és folytonos varidcid6 modszerével
egyarant 1:1 = fémion:ligandum aranyt mutatott.

Ezzel szemben a kvercetin abszorpcios spektruma alapjan a szerzOk csak azt tudtdk
megallapitani, hogy tobbféle fényelnyeld részecske van jelen az oldatban. A komplex dssze-
tételét — kiilonbozo hulldmhosszon elvégezve a meghatarozast — egymastol eltéronek (CuQ és
CuQ) talaltdk (44. dabra). Natrium-acetat tartalmi oldatban nem kaptak komplexkémiai
szempontbol értékelhetd spektrumokat, amit a réz(Il) jelenlétében bekdvetkezd katalitikus
oxidacionak tulajdonitottak. Kvantitativ eredményeket (stabilitasi dllandokat) a szerzék nem
tudtak megadni, mivel nem 4llt rendelkezésiikre sem a kvercetin, sem a rutin — az adott

oldoszerben meghatarozott — protonalodasi allandoja.
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44. abra A Cu(ll)-kvercetin komplex oOsszetételének meghatdrozasa metanolos
oldatban a) molarany modszerrel és b) folytonos varidacio modszere szerint
(TAKAMURA €és SAKAMOTO 1978) alapjan

ESCANDAR ¢€s SALA (1991) a kvercetin €s a rutin protonalddasi allandoinak meghataro-
zasa mellett (9. tabldzat) vizsgalta ezen flavonoidok réz(Il)-vel és vas(Ill)-mal képzett komp-

lexeinek egyensulyat is (vizes kozegben, NaNOj jelenlétében). A flavonoidok lugos oldasat

75



kovetden végezték el a pH, és a fémion:ligandum arany beallitasat, majd NaOH adagolassal
potenciometrikus titralast végeztek.

A kvercetin (HsQ) vizsgalata soran, 1:1 =Cu(Il):ligandum arany bedllitasa mellett, a titra-
las elején (pH ~ 3 - 5 kozott) csapadék jelent meg az oldatban, amit a semleges CuH3;Q ré-
szecske kis oldhatosagaval magyardztak. Novekvod pH hatasara — a fokozatos deprotonalodasi
Iépések miatt — az oldat kitisztult. A szerzk az alabbi folyamatokat feltételezik, amelyek
véleményiik szerint az adott koriilmények kozott befolyasolhatjak a koordinaciot:

Cu”" + Q +H0 = Cu(OH)Q" + H' Cu(OH)Q* + H" = CuQ’”
CuQ” + H" == CuHQ* CuHQ* + H" = CuH,Q~

A kvercetin 2:1 Cu(Il):ligandum ardnynal végzett potenciometrikus titralasa a szerzok
szerint kétmagvu komplex képzddését jelezte, melyben két-két OH-csoport is koordindlodik a
rezekhez. A Cu(OH)Q részecske képzddésére meghatarozott stabilitasi allandé irredlisan nagy
(g K=19,30).

A rutin vizsgalata (H4Ru) szembedtlden mas eredményt mutatott, mind az 1:1 mind a 2:1
Cu(Il):ligandum aranyu oldatban. Ebben az esetben a titralas elején (alacsony pH-kon) tiikros
oldat fokozatosan zavarossa valt, amit a szerzék a Cu(OH), csapadék megjelenésével indokol-
tak. A Cu(Il):rutin = 1:2 koncentracio alkalmazasa viszont a teljes titralasi tartomanyban
csapadékmentes oldatot eredményezett. A Cu(Ru), részecskére szamitott bruttd stabilitasi
allando a kvercetinhez hasonldan valoszeriitleniil magas érték (g = 23,51).

a szerzOk altal kivitelezett vizsgalati mddszer elve kifogasolhat6d, mivel a kvercetin ligos
oldasa sordn nem csak disszociacioés folyamat megy végbe, hanem molekulaszerkezete is
megvaltozik (MOLNAR-HAMVAS ¢és mtsai 2002), igy a stabilitasi allandoéra kapott eredmények

nem fogadhatok el.

SOCZYNSKA-KORDALA és mtsai (2001) a kvercetin és rutin réz(Il)-vel, 6lom(II)-vel és
vas(II)-vel alkotott komplexeinek stabilitasi allanddjat metanolos oldatban hataroztak meg. A
pontos mérési koriilmények (ionerdsség, koncentraciok, kémhatds) azonban nem ismertek,
mivel eredményeiket csak egy rovid kdzleményben ismertetik.

A kvercetin réz-komplexének kialakuldsat spektrofotometridsan kovették allando kver-
cetin és valtozd Cu®" koncentracio alkalmazasa mellett 1:1 = fémion:ligandum aranyig (45.

abra).
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45. abra A kvercetin (48,8 umol/dm3) titralasa metanolban rez(Il)-ionokkal 1:1
aranyig (SOCZYNSKA-KORDALA és mtsai 2001) alapjan

e

kvercetin fényelnyelésének fokozatos csokkenésével (A,), illetve a komplex magasabb
hulldmhossza abszorpcids savjanak kialakuldsdval (Aap). A spektrumsorozat alapjan ilyen
mértéki rézion felesleg valdsziniileg nem biztositja a teljes komplexképzddést.

Szamitasaik szerint metanolos oldatban kozel azonos stabilitdsu komplexet képez a kver-

cetin (K = 3,4-10" dm’/mol) és a rutin (K = 2,34-10* dm’/mol).

MEL’NIKOVA, IOFFE és TSAREVA (2002) vizes kdzegben (pH = 6,4) egyéb adalék hozza-
adasa nélkiil vizsgalta a kvercetin, rutin és dihidro-kvercetin valamint réz(Il)-acetat kozott
lejatszodo reakciot. A kvercetin és rézionok kolcsonhatdsa 1:1 moélardnynal azonnal meg-
mutatkozott a vizes oldat sargasbarna elszinez6désében (a 370 nm-es fényelnyelés teljesen
eltiint). A folyamat sotétbarna csapadék keletkezésével jart egyiitt és parhuzamosan az oldat
pH-csokkenését is tapasztaltak (0,15 egység). Tovabbi vizsgalatot nem végeztek.

Részletesen tanulmanyoztik a réz(Il)-acetat és a rutin kdlcsonhatdsat a fémion:ligandum
arany sz¢les tartomanyaban. Megaéllapitottdk, hogy az abszorpcids sdv hulldmhossza kis
mértékben fiigg a rézfelesleg mértékétsl, és intenzitasa allandosul a [Cu* )/[rutin] = 24

koncentracioarany felett (46. dbra).

77



0.8

(.64

0.4

W0 250 300 350 400 450 500 3
46. abra A rutin (4-10”° mol/dm’) abszorpcios spektrumdnak véltozdsa 8-szoros és
16-szoros Cu(Ac); koncentrdcio esetén, valamint a réz(Il)-acetdt (3,2-10™
mol/dm®) abszorpcidja (MEL’NIKOVA, IOFFE és TSAREVA 2002) alapjdn
A rutin abszorpcids savjanak batokrém eltolédasanak tartomanyabol (350 nm — 415 nm)
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a rutin 3’°,4’-dihidroxil-csoportjaival koordindlodik a
réz(I)-hoz. A koncentracidaranyok €s a spektrumadatok egybevetése alapjan pedig feltétele-
zik, hogy tobbmagvu réz-rutin-komplex képzddik az oldatban, de azt sem tartjak kizarhato-
nak, hogy kiilonb6z0 Osszetételli részecskék vannak egyidejlileg jelen. Az oldat kémhatasanak
valtozéasat nem vizsgaltak (vagy nem észlelték) a komplexképzddéssel egyidejiileg, igy annak

az abszorpciora gyakorolt befolydsold hatasat nem targyaljak.

A komplexképzddési folyamatok mellett szdmos kozleményben foglalkoznak a flavon-
szarmazekok oxidacios-redukcios reakcidinak réz(Il) hatasara bekdvetkezd megvaltozasaval,
illetve magyardzatot keresnek a Cu(Il)-flavonoid-komplexek kiilonboz6 oldoszerekben

tapasztalt eltérd viselkedésére.

YAMASHITA, TANEMURA és KAWANISHI (1999) a DNS oxidativ karosodasanak lehetséges
mechanizmusat tanulményozta. Ehhez in vitro vizsgélta a folyamatot kivalto flavonoidok ¢és a
CuCl; kolesonhatasat. A 37 °C-on natrium-foszfat pufferben (pH = 7,8) bekdvetkezd réz(1l) -
flavonoid kolesonhatast UV-VIS abszorpcids spektrum felvételével kovették (47. abra). A
kvercetin, kempferol ¢s luteolin abszorpcidjaban megmutatkozo azonnali valtozast toltés-
atviteli komplex keletkezéseként értelmezték, és az idében lejatsz6do folyamatot a flavonok
kiilonb6z6é mértékili autooxidacidjaval magyaraztdk. A kvercetin esetében sokkal gyorsabb, ¢s

mas jellegli valtozast tapasztaltak, mint a kempferolnal és a luteolinnal.
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47. abra A kvercetin, kempferol és luteolin spektrumadnak valtozasa (0) natrium-
foszfat pufferben (pH=7,8) Cu(Il) hatasara (1-8)
(YAMASHITA, TANEMURA és KAWANISHI 1999) alapjan
(flavonoid: 50 umol/dm3 , Cu(II): 20 pmol/dm’, 37 °C, felvétel 6 percenként)

Feltételezték, hogy a vizsgalt flavonoidok kéziil egyediil a kvercetin redukalja a Cu®'-t
Cu'-ionna. A reakcidelegy beszaritott mintdjarol MALDI technikaval készitett tomeg-
spektrumok {6 savjai 364 és 427 m/z értékeknél mutatkoztak, amit a kvercetin-komplexek
CuQ" és Cu,Q" osszetételéhez rendeltek hozza. A komplexképzédés és a réz(IT) redukcio-
janak kapcsolatarol, vagyis a folyamatok lehetséges lejatszodéasardl tényleges elképzelést
publikacidjukban nem kozoltek.

A kozleményben az orvos-csoport helytelentil feltételezi, hogy mind a harom flavonoid
esetében komplexképzddés, és azt kovetden redoxi folyamatok jatszodnak le. Az UV-VIS
spektrumokon ugyanis jol azonosithaté a luteolin esetében a komplexképzés (batokrém
eltolodas), mig a kvercetin és kempferol 4talakulasaban egyaltalin nem mutatkoznak a
koordinacidra utal6 jelek, hiszen csak hipszokrom eltolodés figyelhetd meg. Ennek ellenére a
MALDI-felvételeken megjelenhetnek a ,réz-kvercetin” adduktummal megegyezd tomeg-
szamu savok, mivel az nem az oldatrol késziil, hanem a beszaritott mintarol.

Nem kizarhat6, hogy a flavonoidoknal kisebb koncentracioban alkalmazott Cu(Il)ionok-
nak is lehet katalizalé hatdsuk a kvercetin atalakulasi folyamataban, azonban ilyen hémér-
sékleten és kémhatds mellett, az oldat ligossaga miatt, a valtozas spontan is bekovetkezik.
Sajat vizsgalataink szerint ugyanis (BORCSOK és MOLNARNE 2003) ugyanilyen atalakulas

figyelhetd meg foszfat-pufferben, szobahémérsékleten, réz(Il) hidnyaban is (62. dbra).
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MAKRIS ¢és ROSSITER (2000) gyengén lugos vizes kdzegben, magas hémérsékleten
végzett vizsgalatai soran a kvercetin és a rutin nagyfokt bomlasat tapasztalta (2/. dbra), amit
réz(Il) - kvercetin kolcsonhatas kezdetén kismértékii Cu(Il)-koncentracid csokkenést tapasz-
taltak, amit komplexképzédésnek tulajdonitottak. Ugy vélik, hogy a komplex kialakulasa nem
tudja megakadalyozni a kvercetin oxidacigjat, illetve a Cu(Il) redukciojat, mivel a levegd
oxigénjének hatasara a Cu(I) 4jbol oxidalodik. Feltételezik, hogy a bomlasi folyamat reaktiv

szabad gyokok keletkezése miatt fokozodik.

SATTERFIELD €s BRODBELT (2000) elektroniitkdzési tomegspektrumok (ES-MS) alapjan
tobb flavonoid (koztiik a kvercetin €s a rutin) komplexképzését vizsgalta atmeneti fémekkel.
A kolcsonhatasok eldidézéséhez metanolban oldott flavon-szarmazékokat és réz(II)-bromidot
hasznaltak, valamint a fémion:ligandum koncentraciot 1:1 moélaranynak megfelelden allitottak
be. A szabad ligandumok savas és bazikus oldatbeli tomegspektrumat is felvették (a metano-
los oldathoz kis mennyiségli jégecetet, illetve cc. ammoniat adtak), és az egyes részecske-
formak mennyiségi aranyat is megallapitottak (/6. tablazat).

16. tablazat A kvercetin és a rutin ES-MS vizsgalatanak eredménye
(SATTERFIELD €s BRODBELT 2000) alapjan

CH;COOH oldatban NH4OH jelenlétében
részecskék (%)
rutin kvercetin rutin kvercetin
(L+H)" 30 |(L+H)" >95 [(L-H)~ 90 [(L-H) 50
[Na(L)]" 25 [(L-H)L]” | 10 [(L-H+30)" 40
[Na(L),]" 20 [(L-H)(L+30)]~ | 10
[aglikon+H]" | 15
(L-ramnéz)" 5

A részecskék elofordulasat tekintve mind a kvercetin, mind a rutin esetében jelentds
mennyiségben mutatkozik a dimer molekuldk jelenléte savas €és bazikus oldatban egyarant,
amelyek kialakuldsat eldidézheti maga a vizsgalat, de nem kizédrhatd, hogy eleve ilyen alak-
ban is el6fordulnak az oldatban. DENG €s VAN BERKEL (1998) altal a kvercetin fémionmentes
metanolos oldatabol készitett ES-MS spektrumban szintén kimutathaté volt a dimerek
jelenléte (35. dbra).

A flavonoidok savas jellege miatt a kétértékii fémekkel semleges [M"(L—H),] 6sszetételii
komplex keletkezése varhatd, azonban ez a részecske nem ad intenziv jelet az elektroniitko-

z¢ési tomegspektrumban. A vizsgélat szerint a flavonoidok tobbsége két ligandummal —
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[MY(L-H)L]" formaban — kapcsolédott az atmeneti fémionokhoz, egyediil a rutin képzett

egyszeresen deprotonalt molekulaval [M"(L-H)]" dsszetételii komplexet (48. dbra).

1.2 6117 i - it :
o L+ H) o rutin + CH; COOH - poritiv mod
: \ [Na' @ 1243
305" / M (L]
05 4657
oo 1 Y -alu_._ Lo o L d Ao bt i L "l
L]
35 609" rutin -+ NH,;OH - negativ mod
g (L -Hy
2
S om
£ g
= 10 {L-H)LT
" |
]
100 rutin + CuBr; I
sllr [Cu'L ~H) .
50 iL+H* — lr12E2
[Cu™(L - HIL]"

978"

] i A\ 1 l i

48. abra A rutin elektroniitkozési tomegspektrumai savas és bazikus oldatban, illetve
réz(Il)-bromid jelenlétében (SATTERFIELD €s BRODBELT 2000) alapjan

BROWN ¢és mtsai (1998) az antioxidans hatas szempontjabol hasonlitottdk 6ssze a réz(I1)-
ion valamint a kvercetin, rutin, luteolin és kempferol kdlcsonhatasat. Spektrofotometrids vizs-
galataikat kalium-biszulfat tartalmG (10 mmol/dm’, pH = 7,4) (vizes?) metanolos oldatban
végezték, allando flavonoid koncentracidt (25 pmol/dm?) és valtozo réz(Il)-szulfat (12,5-50,0
pmol/dm’) mennyiséget alkalmaztak. Az UV-VIS abszorpcids spektrumokban a B-gyiiriihéz
tartozd sav nagyobb aranyu eltolodasa alapjan arra kovetkeztettek, hogy a réz koordinacidja
elsésorban a flavon-szarmazékok katechol-csoportjan kovetkezik be. A komplexképzddéssel
egylitt lejatsz6do oxidacio tényének megallapitdsa érdekében 2,5-szeres feleslegben EDTA-t
alkalmaztak — hogy a flavonoid-komplexbdl a rezet kiszoritsdk — ami lathatova tette a
kvercetin €s kempferol esetében a bekdvetkezett jelentds mértékii valtozast, mig a rutin és
luteolin esetén a ligandumok eredeti fényelnyelés gorbéjét kaptak vissza (49. dbra).

Megfigyeléseiket kapcsolatba hozzak a vizsgalt flavonoidok redoxipotencidljanak értékeé-
vel is, valamint a 3-OH-csoport jelenlétének fontossagaval. Vizsgalataik alatdmasztottak sajat
korabbi véleményiiket (RICE-EVANS, MILLER és PAGANGA 1996), és mas kutatocsoportok altal
is tamogatott elképzelést (HODNICK, DUVAL ¢és PARDINI 1994), hogy a 2C-3C kettoskotést
tartalmazo flavonoidok oxidacidjat megakadalyozza a 3-hidroxil-csoport hidnya (pl. luteolin),
illetve blokkoltsaga (pl. rutin). A kutatocsoport vizsgalata nem elsdsorban koordinacids

kémiai folyamatok targyaldsara, hanem az oxidacios reakciok felderitésére koncentralddott.
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49. abra A kvercetin és a rutin abszorpciodja (a) eredeti, (b) 2-szeres Cu’" hatasdra,
(¢c) EDTA hozzdaddasa utan (BROWN és mtsai 1998) alapjan

A Cu(II):flavonoid kiilonbozd aranyainal felvett spektrumokat nem mutatjak be — ami a
komplexképzddés reverzibilitdsara is informaciot adna —, csupan a fényelnyelési maximumok
fokozatos eltoloddsat alatdmaszté hullamhossz adatokat foglaljak tablazatba. A komplex-
képzddés ténye nem vitathatod, azonban kétségesnek vélem a kdzleményben megadott koordi-
nacid helyét. A szokéasosan B-gylirth6z rendelt fényelnyelési sav nagyobb mértékii batokrom
eltolodasabdl ugyanis nem kdvetkezik egyértelmiien, hogy a réz(Il)ion az o-difenol-csoport-
nal kapcsolddik. A fémionok koordinaciodja altalaban a teljes molekulaszerkezetre kihat — fiig-
getleniil attol, hogy a ligandum mely funkcids csoportjai vesznek részt a kotés kialakitasaban
—, ¢és jelentés mértékben a kisebb energiaju gerjesztés fog dominalni. Ezért a koordinacids

hely megéllapitasara a spektrofotometria modszere 6nmagaban nem alkalmas.

JUNGBLUTH, RUHLING ¢és TERNES (2000) vizsgalatai nagy viztartalma oldoszerekben hét
flavon-szarmazék (koztiik a kvercetin) valamint a Cu(Il), a Fe(IT) ¢és a Fe(IIl) kdlcsonhatasara
terjedt ki. Méréseikhez UV-VIS spektrofotometriat, HPLC-elvalasztast, NMR spekroszkopiat
¢s ciklikus voltammetridt hasznaltak.

Tapasztalatuk szerint a kvercetin és CuCl, reakcidja erésen fliggott az olddszer Gssze-
tételétol. A spektrofotometrias vizsgalatokat a fémion:ligandum aranyanak széles tartomanya-
ban végezték (1:16 és 5:1 kozott). Acetonitriles kdzegben rézionok hatasara a kvercetin 370
nm-es abszorpcids maximumdnak csokkenését észlelték, mikdzben 290 nm tajan 0j sav ki-
alakulasa volt megfigyelhetd. A komplexképzddési folyamat végbemenetelének cafolatat,
illetve a reakcid irreverzibilitdsdnak bizonyitasat ugy oldottdk meg, hogy kationcserélével
eltavolitottak a rézionokat az oldatbol, és a megismételt UV-VIS abszorpcids spektrumfelvé-
tellel egyértelmiien igazoltdk az oxidacids folyamat lejatszodasat. Ugyanis nem kaptak vissza

a szabad kvercetin jellemzd fényelnyelési gorbéjét, viszont A = 293 nm-nél valtozatlan mér-
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tékli abszorpcié mutatkozott. Az oxigén befolyasold hatasat kizartak, mivel azonos spektru-
mokat kaptak a nitrogénarammal telitett és nem kezelt oldatokbol.

Acetonitril, viz és Cu*"-ionok egyiittes jelenléte esetén a kvercetin, fizetin és miricetin
oldatanak mélyvoros elszinezédését is megfigyelték, amely a viztartalomtol fiiggden kb. 15
perc alatt eltlinik (minél tobb a viz, anndl kevésbé tartds a szin). A jelenségre nem kerestek
magyarazatot. A kvercetin abszorpcids spektruman az oxidacids folyamatot harom izobesz-
tikus pont jellemezte (245, 271 és 332 nm-nél), amely alapjan egyetlen fényelnyeld részecske
keletkezését valdsziniisitik. Mivel spektrumadataikat azonosnak talaltak JIMENEZ és GARCIA-
CARMONA (1999) publikacidojaban kozolt adatokkal, feltételezik, hogy ugyanaz a vegyiilet az
oxidacios termék, mint ami a kvercetin és a polifenol-oxidaz kdlcsonhatasakor (26. dbra).
Beszamolnak tovabba arrdl is, hogy ha az acetonitril helyett alkoholokat (etanolt vagy
metanolt) hasznaltak, erésen sarga szinli komplex kialakulasat figyelték meg, és az oxidéacios
folyamat nagyon lelassult, 293 nm-nél csak kismértékii abszorpciondvekedést tapasztaltak.

Sajnos abszorpcids spektrumokat JUNGBLUTH, RUHLING €s TERNES (2000) publikacidjuk-
ban nem kozoltek, és eredményeik ismertetése sokszor olyan attekinthetetlen, hogy nehezen

valaszthato el a sajat munkdjuk az irodalmi hivatkozastol.
11.5.3.1. Eszrevételek és megjegyzések a réz - flavonoid kolcsonhatas irodalmahoz

A kozlemények eredményei alapjan megallapithatjuk, hogy a réz(Il)ion és a flavonoidok
kolcsonhatdsa rendkiviil sszetett folyamat, mert a komplexképzddés mellett gyakran fennall
a redoxi reakcid végbemenetelének lehetdsége is. Igen nagy fontossagii az oldoszerelegy
hatasa, amely befolyasolja a réz(II)/réz(I) redoxirendszer standard potencialjat, és ezaltal ero-
sitheti vagy gyengitheti a réz(Il) oxidalo jellegét. Egymassal szinte azonos koriilmények
kozott acetonitril oldoszerben a kvercetin egyértelmiien csak oxidacids folyamatban vesz részt
(DELAPORTE és MACHEIX 1972), mig metanolban tisztan komplexképzés kovetkezik be
(SoCzYNSKA-KORDALA és mtsai 2001). Az oldatok kémhatdsanak jelentdségét, illetve
befolyasold szerepét egyik kozlemény sem targyalja, sét a réz(Il)-nek tulajdonitanak olyan
folyamatokat is, amelyek — sajat méréseink alapjan (MOLNARNE, BORCSOK és NEMETH 2002)
—a gyengén lagos (pH > 7) kozeg hatasara, fémionok hidnyaban is spontan lezajlanak.

A publikacidk tobbsége egy-egy kis részlet vizsgalatat dleli fel — atfogd, tobb részletre
kiterjed6 kutatasrol nem jelent meg kézlemény. Sokkal kevésbé kémiai szemléletiiek ezek a

dolgozatok, mint amilyenek az aluminiumra vonatkoz6 irodalmak voltak. Nagyon gyakran

egy-egy meghatarozott fémion:biomolekula arany vizsgéalatat végezték csak el, ami alapjan
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szamos téves kovetkeztetésre jutottak. Dominans a téma orvos-¢lettani megkdzelitése, ezaltal
hangsulyos a redoxi sajatsdgok targyaldsa, ott is, ahol kifejezetten a komplexképzddés a
meghataroz6 folyamat. Teljes mértékben hidnyoznak az egyenstlyi folyamatok kvantitativ

leiraséra, illetve a koordinacids helyek megéllapitasara tett bizonyito kisérletek.

I1.5.4. A Cr(IIT)/Cr(VI) rendszer és a flavonoidok kolcsonhatasa

A krom(IIl)- vagy a kromationok ¢és a flavonoidok kozotti kdlcsonhatas folyamatanak
vizsgalata elsdsorban ezen ionoknak a faanyagon torténd megkotddése és fixalodasa téma-
korében nyujt fontos ismereteket (P1zzi 1981; AOYAMA és TsubpA 2001). A flavonoidok
kivalthatjadk a favéddszerekben a krém(VI) redukcidjat is (JORGE és mtsai 1999), illetve
befolyéasolhatjak a kioldodas mértékét (STEVANOVIC-JANEZIC, COOPER €és UNG 2001). A krom
analitikdja kapcsan modszert dolgoztak ki a kromation HPLC kromatografias meghataro-
zasara, amely a rutinnal alkotott komplexképzd reakcion alapszik (TIAN és SCHWEDT 1995).
Tobben vizsgaltak a Cr(IIl) / Cr(VI) — kvercetin kdlcsonhatast is, és a komplex kialakuldsat a
krom(I11)-, illetve a kroméation spektrofotometrias mennyiségi meghatdrozasara hasznaltak fel

(GONZALEZ ALVAREZ, DIAZ GARCIA és SANZ-MEDEL 1989; EL-SAYED és mtsai 2000).

A krom +3 ¢és a +6 oxidacios allapota kiemelkedden stabil vizes kdzegben. A két forma-
ban jelen levé krom aradnya az adott koriilményektdl, kémiai és fotokémiai folyamatoktdl, az
iilepedéstdl és az oldddastol, az adszorpcios €s deszorpcids jelenségektdl fligg (PALNE 2001).

A Cr(Ill) vizes oldatdban zold szinii [Cr(H,0)s]’" részecske képzddik, amely a krom(I1I)
kationos kémidjanak alapvetd ionja. A Cr(III) egyik legkézenfekvdbb jellemzdje a hidrolizisre
val6 hajlama, és hidroxohidas tobbmagvu komplexek képzodése. Ez a koordinalt viz proton-
leadasaval, majd az ily modon képz6dott OH -nak egy masik kationhoz koordinalédasaval

jatszodik le (GREENWOOD €s EARNSHAW 1999):
[Cr(H,0)6]*" == [Cr(H,0)s(OH)]* + H

A proton leadésara valo hajlam eréssége megitélhetd abbol a ténybdl, hogy a hexaakva-
krom(Ill)ion majdnem olyan erds sav, mint a hangyasav (pKs ~ 4). A pH emelésével tovabbi
deprotonalddasi és polimerizacios folyamatok jatszodnak le.

A kationok hard jellege szerint felallitott sorrendben a Cr(IIl) kdzéptdjon helyezkedik el,
ugyszolvan minden elektronpar dondldsra képes részecskével stabilis komplexet képez.

Komplexei szinte kivétel nélkiil hatos koordinaciojuak, és oktaéderes szerkezetliek (SzABO,
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BURGER és KOROS 1970). A [Cr(H,0)s]*" igen renyhe ion, ligandumszubsztitucids és -atren-
dezddési reakcioi lassuak, komplexeinek kialakulasa gyakran csak szilard feliileten, vagy fe-
lilletaktiv anyagok jelenlétében megy végbe mérhetd sebességgel. A Cr(VI) redukcidja soran
in situ keletkezd, dehidratalt Cr(III) komplexképz6 aktivitasa sokkal nagyobb (KOROS 1980).
A Cr(VI) erds oxidaloszer:
% CrO7 +7TH +3e¢ = Cr'' +3 % H,0 E°=133V

A tetraéderes kromation vizes oldatat megsavanyitva egyensulyi folyamatokon keresztiil

dikromatta alakul:
2 CrO4” +2H' == Cr,07 + H,0

A +5 és a +4 oxidacids szdmu krom mint instabilis koztitermék ismert. A +5 nem stabilis
oxidacios allapota a kromnak, viszonylag gyorsan Cr(IlI)-méa és Cr(VI)-t4 diszproporcio-
naldédik (GREENWOOD és EARNSHAW 1999).

Oxigénszegény kornyezetben kizardlag a Cr(III) fordulhat eld. Oxigéndus oldatban a pH-
tol fiigg a részecskék oxidacids szama. A termodinamikai szdmitdsok szerint pH < 6 mellett
inkabb Cr(IIl), pH > 7 mellett inkabb CrO4> ionok dominalnak. Az dtmeneti pH-tartomany-

ban a Cr(III)/Cr(VI) aranya erdsen fiigg az oxigénkoncentraciotdl (PALNE 2001).

A vizes kozegli krom(IIl)ion nagyfokt komplexkémiai renyhesége, és a krom(VI) erds
oxidalo hatdsa miatt a krémformak és a flavonoidok koordinécios kdlcsonhatasdnak vizsgala-
tara vonatkozé szakirodalomban a kozvetlen reakciok targyaldsa kevésbé szamottevd, viszont
a Cr(III) és a Cr(VI) analitikajaban kitiintetett jelentésége van a feliiletaktiv anyagok jelenlé-

tében képz0dd vegyeskomplexeknek.

GONZALEZ ALVAREZ, DIAZ GARCIA ¢€s SANZ-MEDEL (1989) a krém(III) és a krom(VI)
spektrofotometrids meghatarozasahoz detergensek jelenlétében kiilonbozé flavonoidokat
hasznalt. A cetil-trimetil-ammonium-bromidot (CTAB) a kdlcsonhatas szempontjabol kedve-
z0 sajatsagu feliiletaktiv anyagnak talaltak. A Cr(IlI)ionnal csak a kvercetin komplexképzése
volt kimutathaté CTAB jelenlétében, etanol:viz 1:1 térfogataranyu elegyben. A keletkezd
vegyeskomplex nem mutatott fluoreszcenciat, fényelnyelési maximuma 430 nm-nél volt mér-
hetd, és a maximalis mértékii képzodést pH = 7,5 felett tapasztaltak. A Cr(VI) tobb flavonollal
reakcioba Iépett, analitikai meghatarozasra mégis a kvercetint talaltdk legalkalmasabbnak. A
kvercetin - Cr(VI) - CTAB rendszerben savas kémhatés (acetat-puffer, pH = 4,6) esetén kb.
30 perc alatt 440 nm-nél nagy intenzitdsi fényelnyelést mutatd termék alakult ki. Feltétele-
z¢ésiik szerint a meghatarozast a Cr(VI) redukcidjaban in situ keletkezé Cr(II) komplex-

képzése tette lehetdvé, mivel a krom(VI)-hoz képest a kvercetint kb. tizszeres feleslegben
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ahszorhancia

alkalmaztak. Megfigyelték, hogy a mas uton (hidrogén-peroxiddal) oxidalt kvercetin nem
Iépett kolcsonhatasba sem a Cr(I1l)-mal, sem a Cr(VI)-tal. A vizsgalati eljarast alkalmasnak

talaltdk a kromtartalom analitikai mérésére mas fémionok jelenlétében is.

TIAN €s SCHWEDT (1995) a rutin, kromdtion ¢€s cetil-trimetil-ammonium-bromid vegyes-
komplexének képzodését hasznalta fel a Cr(VI) kvantitativ HPLC kromatografids meghata-
rozasara. Szilard fazisu extrakcidt kovetden a Cr(VI)-rutin-CTAB vegyeskomplexet Nucleosil
Cig tolteten kromatografaltdk, eluensként 42,5 térfogatszazalék tetrahidrofurant és 0,003
mol/dm® CTAB-ot tartalmazé metanolt hasznaltak és spektrofotometrias detektalast (408 nm)
alkalmaztak. A CTAB pozitiv toltésii feliiletaktiv anyag révén noveli a szelektivitast, mivel
ionpar tud kialakulni rutin-komplexszel. Vizsgéltak a mozg6 fazis oldoszer-osszetételének,
CTAB-tartalméanak és pH-janak hatdsat is az elvalasztas hatékonysagara. Az eljarast alkal-

masnak talaltak kézetmintak kromattartalmanak meghatarozasara.

EL-SAYED és mtsai (2000) a kvercetin és a morin komplexképzésén alapuld, egyszeri,
gyors ¢€s érzékeny analitikai eljarast dolgoztak ki a Cr(IIl) és W(VI) mérésére. A krom(III)
spektrofotometrias meghatarozasahoz ligandumként a kvercetint, és feliiletaktiv anyagként a

poli-vinil-pirrolidont (PVP) talaltdk a legalkalmasabbnak(50. abra).

Az eljaras optimalis pH-ja a 4,0-4,6 tartomanyba

Cr(IID-kvercetin-PVP esett, amihez acetat-puffert alkalmaztak. A komp-
0 \ lexképzddést >0,2 % PVP tartalommal, valamint a
reakcioelegy 10 perces melegitésével (90 °C) se-

06 kvercerin pve |/ e s . . , , .
I gitették eld. A kialakult szines termék 441 nm-nél
\ mutatott fényelnyelési maximumot, aminek inten-

0.4 —

zitasat 4 oran keresztiil valtozatlanul megoérizte. A

acid6 modszerével is meghataroztdk, és egyarant

0.2 \& \ komplex Osszetételét molarany és folytonos vari-

0.0

abo do b Cr(IIT):Q = 1:2-nek talaltak.

hu]lamho £5Z (nm)

50. abra A4 kvercetin abszorpcios spektrumanak valtozdsa poli-vinil-pirrolidon
jelenlétében és krom(Ill)-ion hatasara (EL-SAYED ¢€s mtsai 2000) alapjan
(Civercetin: 2,0-10™ mol/dm’, Ceramy: 8,7-10°° mol/dm’, Cpyp: 0,4 %)

86



III. KISERLETI MUNKA

A faanyagot ért fizikai és kémiai effektusok egylittes hatasat olyan vizsgalati modszerek-
kel lehet nyomon kdvetni, amelyek az Osszetett folyamatok egészére adnak felvildgositast —
pl. szinmérés (STIPTA, NEMETH ¢s MOLNARNE 2002a), pufferkapacitas (ALBERT ¢€s mtsai
1999) vagy 0Osszes fenolos komponens meghatarozédsa (ALBERT ¢és mtsai 2003). Viszont a
zasahoz, a folyamatok részleteinek — esetleg mechanizmusanak, vagy kinetikdjanak — tiszta-
zasadhoz olyan vizsgalati eljarasok sziikségesek, amelyek specialisak (NEMETH €s STIPTA
2002), egyes molekulaszerkezeti (NEMETH, MOLNAR-HAMVAS és STIPTA 2003), illetve kon-
centraciobeli valtozasok jelzésére (BORCSOK és MOLNARNE 2003) és kvantitativ mérésére
alkalmasak (MOLNAR-HAMVAS ¢és mtsai 2002).

A fakomponensek tulajdonsagaiban a kornyezeti tényezok hatdsara és kémiai anyagok
jelenlétében végbemend globalis valtozasokat detektald vizsgalatokat (NEMETH, VARGA ¢és
ALBERT 1998) az egyes fakomponensek jol tervezett in vitro kisérleteivel kell megalapozni
(MOLNARNE, BORCSOK ¢és NEMETH 2002), ¢s azok eredményei alapjan lehet a faextraktanyag
- fémion kolcsonhatasban bekovetkezd Osszetett valtozasokat tisztazni (MOLNARNE 2002b). A
fakomponensek €s fémionok kozott lejatszodo kémiai folyamatok értelmezéséhez dolgozatom
né¢hany jellegzetes flavon-szarmazék koordinacios kémiai atalakuldsanak kutatdsi eredményé-

vel jarul hozza.

A fémionok és a flavon-szarmazékok kozott lejatszodo kémiai folyamatok korrekt értel-
mezeéséhez sziikséges:
1. az oldatbeli kémiai folyamatok és egyensulyok feltarasa:
* hogyan viselkedik a kvercetin, a rutin és a robinetin kiilonb6z6 kémhatasu oldatokban?
» milyen sav-bazis és redoxi reakcidk jatszodhatnak le gyengén lugos kozegben?
= a kvercetin és a rutin milyen mértékii disszociacidjaval kell szamolni etanol:viz
oldszerelegyben?
* milyen disszociacios allandoval jellemezhetd a kvercetin €s a rutin?
* hogyan alakulnak a komplexképzddési folyamatok aluminium-kvercetin és aluminium-
rutin, valamint réz-kvercetin és réz-rutin rendszerekben?
* hogyan befolyasolja a kdzeg Osszetétele és kémhatasa a sav-bazis, valamint a komplex-
képzddési egyensulyokat és a redoxi reakcidkat?
* milyen a képzddott aluminium- és réz-komplexek Osszetétele, €s milyen latszolagos

stabilitasi allandokkal lehet jellemezni a komplexképzodést?
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» milyen hatassal van oldatban a krom(III) és a krom(VI) a kvercetinre?
2. szilard feliileten fénybesugarzas hatasara lejatszodo folyamatok tanulmanyozasa:
* miben tér el az oldatbeli és inert feliileten impregnalt kvercetin és robinetin spektralis
tulajdonsaga?
» milyen valtozasokat szenvednek ezek a modellanyagok szilikagél rétegen fénysugarzas
hatasara?
* hogyan alakulnak a flavonoidok fotokémiai folyamatai krémionok jelenlétében?
* miként befolydsolja a krom(IIl) és a krom(VI) jelenléte a fotodegradacids folyama-
tokat?
3. a flavonoid-fémion kolcsonhatas kisérleti eredményeinek kémiai Gsszegzése és a kuta-

tasok folytatdsanak lehetséges iranyai.

ITT.1.Kisérleti koriilmények

A sav-bazis és komplexképzddési egyenstlyok vizsgalatdhoz a flavonoidokbdl kdzvetlen
beméréssel — a kisérlet sziikséglete fiiggvényében — 50,0-200,0 cm’ térfogati mérélombikban
frissen készitettem abs. etanolos térzsoldatot (~ 3,00-107 mol/dm?), amelybél a vizsgalandd
oldatsorozatot pontos higitassal (és egyéb adalékok hozzaadasaval), 25,0 cm’-es mérélombik-
ban allitottam el6. Legtobbszor 5,00 cm® / 25,0 cm” higitast alkalmaztam, ami a vizsgalando
oldatokban ~ 6,00-10” mol/dm’ flavonoid koncentraciot eredményezett.

A vizsgaland6 oldatokban a végsdé olddszer-Osszetétel minden esetben etanol:viz = 1:1
térfogataranynak megfeleld volt (ez aldl csak a kezdeti, olddszer-Osszetétel hatdsat vizsgalo
mérések képeznek kivételt). A 25,0 cm’-es mérélombikba bemért etanolos flavonoid-oldathoz
azonos térfogata vizes alapelektrolitot vagy pufferoldatot elegyitettem, majd — az etanol:viz
elegyben oldott egyéb reagensek hozzaadasa utan — az olddszereleggyel a mérélombikot jelre

toltottem, ezzel biztositva az oldoszerdsszetétel allandosagat.

« ey

crer

oldatot készitettem. A komplexképz3dési folyamatok vizsgalatahoz 1 mol/dm’ koncentracidju
vizes ecetsav- és kalium-acetat oldatok keverékét (HAc:KAc = 1:4) allitottam eld. A sav-bazis
reakciok vizsgalatdhoz kiilonbozé pH-ju foszfatpuffert alkalmaztam, Na,HPO42H,O és
KH,PO, 1/15 mol/dm’® oldatinak felhasznalasaval. A gyengén ligos kémhatasti oldatban
végbemend folyamatok dsszehasonlitdsara Na,SO; 7 H,O, Na;B,07- 10 H,O és CH;COOK

cres

altaldban 5,00 cm® / 25,0 cm® higitasban alkalmaztam.
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A kémhatés befolyasolod szerepének vizsgalatdhoz etanol:viz 1:1 térfogataranyu oldo-
szerelegyben oldott, pontos titerit HC1 és KOH mérdoldatokat is alkalmaztam. A koncentracio
pontos értékét a sdsav €s a kalium-hidroxid klasszikus titralasaval hataroztam meg (SCHULEK
¢s SzZABO 1971).

AlCl; - 6 HyO-t, CuCl; - 2 Hy0O-t, Cu(NO3); - 3 HyO-t, CrCls - 6 HyO-t és K,Cr,0O7-t hasznal-
tam fel. A koncentracid pontos értékét klasszikus titralassal ellendriztem, €s azutan tovabbi
higitassal (és az oldoszer-Osszetétel beallitasaval) 1,00-107*-1,00-10 mol/dm’ munkaoldatokat
készitettem. A fémion munkaoldatokat nagy pontossagu biirettadbol adagoltam a flavonoidhoz.
A kélium-bikromat torzsoldata kozvetlen beméréssel késziilt. Az Al(IIT) koncentracidt komp-
lexometrids, visszatitralasi modszerrel hataroztam meg. A Cu(Il) és a Cr(IIl) tartalom méré-

sére jodometrias eljarast hasznaltam (SCHULEK és SZABO 1971).

A kémiai folyamatok komplexképzd jellegének megéllapitasdhoz esetenként etilén-
Az adalékot a fémion - flavonoid kdlcsonhatdsi folyamat lejatszoddsa utan jutattam a kb.
90%-ig feltoltott mérélombikba. A flavonoidok komplexbdl torténd kiszoritasat, és koncent-

hasonlitas tette lehetové.

Az oldatok pH-janak megallapitdsdhoz felhasznaltam a IUPAC kiadvany (1998) 3.5.1.
tablazataban kozzétett, szerves komponenst tartalmazé vizes oldatokra vonatkozé pH-korrek-
cios adatokat. Eszerint az altalam hasznalt etanol:viz elegyben a 0,05 mol/dm® koncentraciéja
kalium-hidrogén-ftalat (KHPh) puffer pH-ja 25 °C-on 4,976. A hasznalatra kivalasztott iiveg-
elektrodot savas aktivalas utdn — hogy az liveg hirtelen zsugorodasat elkeriiljem — eldszor
fokozatosan novekvd alkoholtartalmt vizben kondiciondltattam. A pH-mérd miszer illesz-
tését etanol:viz = 1:1 térfogataranyt eleggyel készitett standard pufferekkel végeztem, majd

ellendriztem a KHPh pH-jat. Miutan azt 4,97-4,98 kozottinek talaltam, a tovabbiakban a

miiszer altal mutatott értékeket valds adatnak elfogadtam.

A favéddszer tartalmu vizes extraktumok krom-tartalmanak meghatdrozésa Cr(VI) alak-
ban, spektrofotometrias modszerrel tortént. A mérést az eredeti vizes oldatok kiillonb6zé mér-
tékl higitasa ¢€s difenil-karbazidos szinreakcidja utan, 543 nm-en végeztem — K,Cr,O7 kalib-
ralo oldatok felhasznalasaval. A mintaoldatok krom(VI) tartalmat kézvetlentil, az 6sszes krom

mennyiségét pedig peroxidiszulfitos oxidacié utan hataroztam meg. Az extraktumok réz-

crer

89



Ennek sordn az eredeti vizes oldatokat hig HNOs-val kétszeresére higitottam, és a savas olda-
tok fémtartalménak detektalasa jellemzd hullamhosszaikon (Cu: 324,754 nm; Cr: 205,559

nm), azonosan készitett kalibralé oldattok segitségével tortént.

crer

tat hasznaltam. Az inert (szilikagél) rétegre egyenletes eloszlatassal vittem fel a flavon-szar-
mazékokat, és szobahOmérsékleten szaritottam a feliileteket. Szaradas ¢és a megfelelé minta-
darabok méretre vagasa utan harom mintacsoportot képeztem. Egy-egy rész kezeletlen, illetve
krom(Ill)-klorid, vagy kéalium-bikromat 0,1 %-o0s vizes oldataval impregnalt mintat vizsgal-

tam.

I11.2. Vegyszerek, reagensek

A vizsgalatokhoz felhasznalt kvercetin és rutin a Fluka AG. (Svijc) terméke, a robinetin
pedig a ROTH Gmbh. (Németorszag) nagytisztasagi készitménye volt, amelyek utdlagos
tisztitds nélkiil kertiltek felhaszndlasra. A tovabbi vegyszerek a Reanal Finomvegyszer Rt.
(Budapest) a.lt. mindségli gyartmanyai voltak.

Inert feliileti rétegként Kieselgel 60 markanevil szilikagél TLC lapokat (Merck KGaA.

Németorszag) alkalmaztam.

II1.3.Muszerek, késziilékek, eszkozok

Az UV-VIS abszorpcids spektrotofometrids méréseket Shimadzu UV-3101PC tipust
UV-VIS-NIR Scanning Spectrophotometer késziiléken, 2, 5, 10 ¢és 20 mm-es kvarc
kiivettaban, valamint feliileti reflexios feltét alkalmazésaval hajtottam végre. A spektrumok
kiértékeléséhez felhasznaltam az UV-2101/3101PC Personal Spectroscopy Software 2.2
verzidjat.

A potenciometrids meghatarozasokhoz OP-274 pH/ION Meter-t (OP0808-P kombinalt
iivegelektroddal), valamint OP-930 automata biirettat hasznaltam — Radelkis Rt. (Budapest).
A pH-mérd illesztése, illetve kalibraldsa ugyancsak Radelkis gyartmanyt standard oldatokkal

tortént.

A kvercetin- ¢s aluminium-komplexének tomegspektrometrids vizsgalatat Finnigan
LASERMAT 2000 tipust MALDI-TOF tomegspektrométerrel végeztem. Favéddszerek biikk

¢és fenyd famintdkbol torténd kioldodasi vizsgalatdhoz — réz- és kromtartalom mérésére —
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GBC Integra XM tipusu ICP-atomabszorpcios spektrofotométert is hasznaltam. A foto-
degradacio kivitelezésére pedig SUNTEST (Hanau No. 7011) tipusu késziiléket alkalmaztam,

napfényspektrumu sztirével.

A flavonoidok 5-40 milligrammnyi tomegének mérésére 1 pg pontossagu Sartorius-
Werke mikromérleget, egyéb tomegmérésekhez Chyo JL-180 analitikai mérleget hasznaltam.

A komplexkémiai 4llandok szamitdsahoz SCIENTIST for Windows (MicroMath
Scientific Software, USA, 1994) szamitogépes programot vettem igénybe.

[IT.4.Egyensulyi allanddk szdmitasanak modszerei

A kvercetin és a rutin oldatdban lejatszodd kémiai egyenstlyi folyamatok kvantitativ
jellemzésére az egyensulyi dllandok meghatarozasa adott lehetdséget. A disszocidcios folya-
matokrdl a protondlodési, a fémionok koordinacidjarol pedig a stabilitasi alland6é nagysaga
nyQjtott felvildgositast. A szamitdsaim alapjat a részecskék spektrofotometrias eljarassal

meghatarozott koncentracidja kozotti dsszefliggések képezték.

A szamitasokban felhasznéaltam a protonalddasi allando6 definiélo egyenleteit:

L+ H == HL KPIZ[H_LL
[L]-[H"]
H,L
HL+H == HL K, _ Ll
[HL]-[H"]

amelyek alapjan a H,L sav elsd disszocidcios éallanddja csak kitevdjének eldjelében kiilon-
bozik a masodik protondlodasi allandotol (lg Ky, = pKii), de a komplexkémiai szamitasok
soran a szokasos savi disszociacios allandok helyett a stabilitasi allandokhoz hasonlo, és egy-

ségesen értelmezhetd protonalodasi allandokat volt célszerti hasznalni.

Az alland6 meghatarozasédhoz sziikséges volt a kiillonboz6 mértékben protonalt terméke-
ket egyiittesen tartalmazé oldat pH-janak, valamint a két forma koncentracidardnyanak
ismerete, €s a szamitast a

lg K =1g ([H,L]/[Hy L]) + pH

Osszefiiggés tette lehetdvé. A lg K pontos kiszamitasahoz a méréseket és a szdmitasokat olyan

oldatokkal volt ajanlatos végezni, amelyek pH-ja a (Ig K + 0,6) tartomanyba esik, ezért a

rrrrr

oldatokbdl allt, amelyekben varhatdo mindkét részecskeforma jelenléte.
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Az abszorpcids spektrumok alapjan ki lehetett valasztani azokat a mérési hullamhossza-
kat, ahol a lehetd legnagyobb fényelnyelési kiilonbség van a protonalt (HL) és a deprotonalt
(L) alak abszorpcidjadban (AL €s Ar), valamint a vizsgalat pontossdga szempontjabol is meg-
kon mért fényelnyelésének ismeretében (a molaris abszorpcios egyiitthatok nélkiil) az
abszorpcio csokkend vagy novekvo értékétdl fiiggden a protonalodasi allandot a

A-A A, —-A
lgK = lgﬁ+ pH (haApr>Ap) vagya lgK = lgﬁ +pH (ha AL > Anr)

HL HL

Osszefliggés alapjan tudtam kiszamitani, illetve alkalmazhaté volt a protonalodasi allando

grafikus modszerrel torténd meghatarozasa is (GOROG 1993).

A grafikus eljaras egyszerre tobb mérési adat felhasznéalasaval (y = n-x + a) alaku lineéris
kapcsolatot allapit meg a lg (ArL-A)/(A-ApnL) és a lg K kozott. Az egyes mérési adatokbol
szamitott 1g (ArL-A)/(A-Anp) érték a pH fliggvényében abrazolva egyenest ad, amelynek
iranytangense (n = -1) a hidrogénionok szamat jelzi, és a Ig K az abszcissza metszési pontnak
(x = 0) felel meg (INCZEDY 1970). Ez a modszer a mérési adatok illeszkedése alapjan azok

helyességérdl is vizudlis képet adott.

A grafikus modszer abban az esetben is hasznélhat6, ha tobblépéses disszociacios folya-
mat megy végbe ¢s az egyes allandok kiilonbsége nagy (A lg K > 2,8), tovabba a valasztott
hullamhosszon a kiilonb6z6 mértékben deprotonalt részecskék fényelnyelése is jelentdsen el-
térd. Ha ezek a feltételek nem adottak, csak szamitogépes kozelitéses mdodszer alkalmazhato.
Hasonloképpen az egyes komplexek képzddésére jellemzd stabilitasi allandok kozvetleniil
nem szamithatok — ehhez megfeleld fliggvénykapcsolatot kell talalni az egyes allandok és a
kisérletileg mérhetd mennyiségek kozott (pH, abszorpcid, analitikai koncentraciok). Bonyo-
hatasvaltozas is, ami a parhuzamosan lejatsz6do (a flavonoid-komplex képzddésével konku-
rald) protonalddasi - deprotonalodasi folyamatokat is kivaltja. Az Osszetett rendszer kdvetkez-
tében — mivel parhuzamosan szamos reakcid lejatszodasanak eredménye mutatkozik meg a
mért abszorbancia értékében — az egyszerli szamitdsi metodika mar nem volt alkalmas a

szamitasok elvégzésére, hanem csak szamitogépes kozelitési eljarast lehetett alkalmazni.
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A meglehetésen bonyolult matematikai 0sszefiiggések a komplexek Osszetételétdl fiig-

goen kiilonb6zo alakban voltak megadhatok:

1. Az oldat fényelnyelése a szabad ligandum kiilonb6z6 mértékben protonalt részecskéinek
a. kétligandumos komplex képzddése esetén:
A =ay[(flav)] + ajo- [H(flav)] + ayo- [Ha(flav)] + a;-[M(flav)] + a;»-[M(flav),]
b. vagy kétmagva komplex kialakulasakor:
A = ag[(flav)] + aio- [H(flav)] + ase [Ha(flav)] + a1 [M(flav)] + az1-[Ma(flav)]
2. Az oldat teljes fémion-koncentracioja (Cy) a kiillonbozé komplexek és a szabad koz-

crer

Cmer) = [M] + [M(flav)] + [M(flav),] = [M] + Ki-[M]-[(flav)] + KK [M]-[(flav)]’
egyenlettel, kétmagvu részecske keletkezésekor pedig a
Crviamy = [M] + [M(flav)] + 2-[My(flav)] = [M] + Ki-[M]-[(flav)] + 2-K;-Kow [MT*[(flav)]
Osszefiiggéssel irhato le.

e rer

Cittaviry = [(flav)] + [M(flav)] + 2-[M(flav),] = [(flav)] + K- [M][(flav)] + 2-K;-Ko-[M]-[(flav)]?
fejezi ki, vagy az M(flav) 1étrejotte esetén a
Cinaviem) = [(flav)] + [M(flav)] + [Mx(flav)] = [(flav)] + K;-[M][(flav)] + K-K> [MT*[(flav)]
kapcsolat adja meg.

crer

rrrrr

valddi koncentracidja — az Osszes ligandum koncentracidja ebben az esetben a kovetke-
70 Osszefiiggésekre modosul:
Ciaver) = [(flav)] + K- [M]-[(flav)] + 2-K,-Ko-[M]-[(flav)]* + [H]-[(flav)]-K,1 + [HI*[(lav)]-Kpi-Kpo
Caviem = [(lav)] + Ki-[M]-[(flav)] + Ki-K> [M]*[(flav)] +[H]-[(flav)]-Kpr + [H]*[(flav)]-Kp1-Kpo

A vizsgalati koriilmények megfeleld megvalasztasaval az egyenletek ésszerli egyszeriisitésére
is lehetdség volt. A komplexdsszetétel eldzetes meghatarozasaval, és az allandé pH-ju kozeg
alkalmazasaval egyes részecskék jelenléte eleve kizarhatd volt. Ily modon a folyamatokat
jellemzo latszolagos (vagyis a kdzeg Osszetételétdl, pH-jatol fiiggd) stabilitasi allandot tudtam

szamitani.
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Az éltalam hasznalt MicroMath SCIENCE program segitségével a kvercetin €s a rutin
protonalodasi allanddjat, valamint a 1atszolagos stabilitasi allandokat is meg tudtam hatarozni.
Ez a program feltételezett molaris abszorpcios egyiitthatok és egyensulyi allandok célszerii
intervallumabol kiindulva, a mérési adatok (pH, A, Cifiav), Cremion) €S a szlikséges matematikai
Osszefiiggések felhasznalasaval, tobb ciklusban futtatva iteracidos médszerrel kozeliti a valos
egyltitthatok és az egyensulyi allandok értékeét.

A meghatérozott egyensulyi allandok realitdsanak ellendrzésére az adott mérési sorhoz a

crer

az elméleti fényelnyelés értékét is. A mért €s a szamitott abszorpcid hibajat pedig a

YAy~ Ay
i 1

n—1

h=

Osszefiiggéssel jellemeztem.
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IV. KUTATASI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

A kvercetin, a rutin €s a robinetin sav-bazis tulajdonsdgainak vizsgalatara, valamint
kiilonbozé fémionokkal vald kolcsonhatasuk tanulmanyozasara iranyuld kutatdsi eredmé-
nyeimet témakoronként csoportositva mutatom be.

A kisérleti munka folyaman sikertiilt részletesen feltarni a flavonoidok sav-bazis tulajdon-
sagait, és lehetové valt a protonalddasi allandok meghatarozasa is. A kvercetin és a rutin
protonalodasi allandojanak ismerete lehetévé tette a kiillonb6z0 kémhatast oldatokban lejat-
sz0do komplexképzddési folyamatok pontosabb értelmezését, mivel a szamitisokban a
fémion - ligandum kolcsonhatas mellett végbemend disszocidcios egyensulyok is figyelembe
vehetdk voltak. A koordinacios folyamatok vizsgalata soran megallapitottam a kvercetin és
rutin aluminium- ¢€s réz-komplexeinek jellemzd sajatsagait, Osszetételét €s latszolagos
stabilitasi allandoikat. A kvercetin €s a robinetin, valamint a krom(IIl)ion és a bikromation
szilard feliileten végbemend kdlcsonhatdsanak vizsgélata révén tisztazni tudtam a folyamatok
komplexkémiai és oxidacios-redukcids vonatkozasait. Vizsgaltam tovabba a kvercetin és a

crer

kromformak jelenlétében.

IV.1.A flavonoidok oldatbeli sajatsagainak vizsgalata

Az a tény, hogy a flavon-szarmazékok vizben csak kissé oldodnak, sajnos nem teszi
lehetdvé a tisztdn vizes kozegl vizsgalatokat, pedig a biologiai és technologiai folyamatok
szempontjabol éppen e rendszerek lennének a legérdekesebbek.

Az oldészer kelld6 megvalasztasa a flavonoidok megfeleld oldhatésaga (és oldatban
tartdsa) szempontjabol, valamint a fémionok hidrolizisének, illetve redoxi reakcidinak elkerti-
Iése miatt egyarant fontos tényez6. A flavonoidok és fémionok kdlcsonhatdsanak vizsgala-
tahoz olyan olddszer kivalasztasa volt célszerii, amely biztositja a kvercetin, rutin €s robinetin
jo oldodasat, és a vizes kozeghez hasonléan protonakceptor - protondonor sajatsagt, valamint
kevésbé domindl benne a réz(Il)ion redoxi jellege. Ezen megfontolasok alapjan kertilt kiva-

lasztasra az etanol:viz rendszer (MOLNARNE 1997).

A koordinacios kémiai folyamatok nagymértékben oldoszerfliiggdek, mivel a komplex-
képzddés elsddleges hajtoereje a fémion ¢és a ligandum kozotti kdlesonhatés, amit a szolvata-
ci6 jelentdsen befolyasol. Egyes oldoszerek — miként a viz, vagy az etanol is — donorként és

akceptorként is reagalhatnak. Ezek oldataiban tehat a reaktansok (fémion, ligandum) és a
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reakcidtermék (fémkomplex) egyarant szolvatalva van. A szolvaticid6 megvaltoztathatja a
kozponti atom koordinacios szamat, a ligandumok kotési modjat és a keletkezé komplex szte-
reokémidjat is, ezért az oldoszer mindségétdl, illetve az oldoszerelegyek dsszetételétdl fiiggd-

en jelentdsen kiilonb6z6é komplexkémiai eredmény varhato.

A spektrofotometrids mennyiségi vizsgalatok megkovetelik a flavonoidok adott hullam-
hosszhoz tartozd molaris abszorpcios egyiitthatoinak, illetve a Lambert-Beer-torvény érvé-
nyességi tartomanydnak meghatdrozésat is. A moléris abszorpcids egylitthatd értéke nem
csupan a flavonoidok mindségétdl fiigg, hanem a kdzeg Osszetételével is valtozik. Az oldat
kémhatasa is jelentds szereppel bir, mivel a flavon-szarmazékok disszociacios vagy asszo-
ciacios reakcioi befolyassal lehetnek a fényelnyelés valtozasara. A sav-bazis vagy a komplex-
kémiai folyamatok kvantitativ értékeléséhez ezekre az adatokra altalaban a ligandumok vagy

a kialakulé komplexek fényelnyelési maximumanak hulldmhosszan van sziikség.

Az alkalmas oldészer-Osszetétel behatarolasa érdekében vizsgaltam a kvercetin-oldatok
spektrofotometrids sajatsagat (5/. dbra), valamint idobeli valtozatlansagat kiilonb6zo
etanol:viz aranyok esetén. Alacsony etanoltartalom (10 - 30 térfogatszazalék) mellett kb. 1 6ra
alatt szemmel lathato opalizacié alakult ki, amely miatt ilyen oldat a tovabbi vizsgalatoknal
nem jOhetett szdmitasba.

1.700

ahszorbancia

0.850}

0.000
200.0 350.0 hullamhossz (nm) 500.0

51. abra 4 kvercetin fényelnyelésének valtozasa vizes oldatban az etanoltartalom térfogat-
szdzalékanak fiiggvényében (Ciyercetin = 6,35 -10” mol/dm*; 0,1 mol/dm’® KCI
/kivétel: 100/; felvétel 90 perc utan 10 mm kiivettaban)
A mérési sorozatbdl megallapithatd volt, hogy a viztartalom 1ényegesen befolyasolja az

abszorpcids spektrum alakjat és a fényelnyelés értékét, vagyis pontos betartasara tigyelni kell.

Legalkalmasabbnak az etanol:viz 1:1 térfogataranyu elegye mutatkozott, amely még viszony-
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lag kevés etanolt tartalmaz, de mar kevésbé érzékeny az Osszetétel piciny valtozasara. Maga-
sabb etanol-koncentracié még kedvezdébb lett volna, mivel a fényelnyelés értéke sokkal kevés-
bé fiiggott az dsszetételtdl, azonban nem tette volna lehetévé a komplexkémiai egyenstlyok
vizsgalatahoz sziikséges allando alapelektrolit alkalmazéasat, mert a sok oldatban tartdsahoz
nem elegendd a viztartalom.

Az etanol:viz 1:1 térfogataranyu olddszer-0sszetétel a késdbbiekben a rutin és a robinetin
oldatbeli vizsgalatara is alkalmasnak mutatkozott. A fényelnyelési maximumok helye a viztar-
talom miatt kis mértékben eltérd az irodalmi értékektol (17. tablazat).

17. tablazat A kvercetin, rutin és robinetin abszorpcios maximumainak helye és intenzitisa
etanol:viz 1:1 térfogatardnyii elegyében (0,2 mol/dm® KCI) (spektrumok: 5. melléklet)

C [mol/dm”] Anm] [A(lcm)| A[nm] |A(lcm)| A[nm] |A (Il cm)
kvercetin 6,01 -107 256 1,462 308v 0,496 374 1,444
rutin 6,05 -107 258 1,310 305v 0,535 360 1,127
robinetin 6,69 -107 250 0,905 320 0,774 367 1,489

A Lambert-Beer-tovény érvényességének illusztraldsara példaként a kvercetin fényelnye-

l1ési maximuman mért abszorpcié 1 cm rétegvastagsagra atszdmitott adatait mutatom be a

crer

7.000 - Megallapitottam, hogy etanol:viz = 1:1 tér-
& ¥ =23928x fogataranyu elegyében a Lambert-Beer-tor-
8 r R? =0,9998 . . ) . L

£ vény a flavonoidok széles koncentracid tarto-
[}

| r . méanyaban érvényes. Az abszorpcid 5,95-10°

és 2,85‘10'4 mol/dm® koncentraciok kozotti
linedris Osszefliggése arra enged kovetkeztet-

ni, hogy ilyen hatarok koézott nem kovetkezik
374 nm

, be valtozas az oldott részecskék szamaban.
0.300

0.000
0.000

0.150
(mmoljdm3)

52. abra A kvercetin fényelnyelésének valtozasa a koncentracio fiiggvényében 1 cm

rétegvastagsagra atszamitva (etanol:viz = 1:1 térf. arany; 0,2 M KClI)

Vizsgalataim soran tobb parhuzamos vizsgalatbdl meghataroztam a kvercetin, a rutin és a
robinetin molaris abszorpcios egyiitthatdjat a fényelnyelési maximumok hullamhosszan

kiilonb6z6 alapelektrolitok mellett €s savas kémhatast pufteroldatban (/8. tabldzat).
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18. tablazat A kvercetin, rutin és robinetin molaris abszorpcios egyiitthatoja semleges és
gvengén savas kozegben

kvercetin rutin robinetin

A [nm] |a [dm*/mol ¢cm] |A [nm] |a [dm’/mol cm] | [nm] |a [dm’/mol cm]
256 | 23340(£0,2%) | 258 | 21877(%0,1%) | 250 13530

320 11570

374 | 23950(+0,3%) | 360 18785(%0,1%) | 367 22255

0,1 mol/dm® | 257 21715(£0,5%) | 258 | 21780(£0,6%)
KAc : HAc
A1 376 | 22470(+03%) | 362 | 18655(+0.3%)

0,2 mol/dm®
KCl

Eredmények, kovetkeztetések

Tobb publikacié a kvercetin abszorpcids spektrumanak — disszocidciobol vagy mezo-
mériabol eredd — Osszetettségére hivta fel a figyelmet (/3. dbra), és ezek alapjan sziikséges-
nek latszott Gjragondolni a flavonoidok A- és B-gyur(ijéhez rendelt savok valddi tartalmat.
Meéréseim szerint a kvercetin, rutin és robinetin abszorpcids spektruma semleges (kalium-
kloridos) kozegben teljes mértékben megfelelt az irodalmi adatoknak. A fényelnyelési gorbék
tovabbi elemzése azonban meglehetdsen bonyolult képet eredményezett. A spektrumok elsd
¢s masodik derivaltjait képezve szembetlinik, hogy sok inflexiés pontot tartalmaznak, ¢&s
nemcsak a helyi maximumok €s minimumok hulldmhossz értékei azonosithatok jol, hanem a
vallként jelentkezd rejtett cstcsok is (6. melléklet, 7. melléklet, 8. melléklet).

Semleges oldatban a kvercetin fényelnyelése az UV-tartomanyban Osszetett csucsot
tartalmaz (6. melléklet), az A-gylrihoz rendelhetd 256 nm-es abszorpcié mellett hatarozott
vallként mutatkozik a 272 nm-es maximum. Az eldbb idézett kozlemény allitdsat — miszerint
a kvercetin 374 nm-es abszorpcidja 367 ¢és 387 nm-es savokbol tevédik 0ssze — az altalam
hasznalt spektrumkiértékeld program segitségével nem tudtam igazolni, sem biztonsaggal
cafolni. A szerzok feltételezése szerint a felhasadas a kvercetin molekula disszociacios egyen-
sulya miatt kovetkezik be.

A rutin abszorpcids spektrumdt hasonld vizsgélatnak vetettem ala, és megallapitottam,
hogy az ultraibolya tartomanybeli sav (amit az A-gylirthoz szoktak rendelni) ugyanugy meg-
kett6zodott, de a 360 nm koriili fényelnyelésnél itt sem mutatkozik hatarozott felhasadas (7.
melléklet). A kvercetin €s a rutin kozds flavonoid alapvaza kovetkeztében inert koriilmények
kozott a két spektrum jellegében nem kiilonbdzik egymastol.

Véleményem szerint a gerjesztési energia kismértéki kiillonbozdségét okozhatja példaul a

hidrogénkotések eltéré modon vald kialakuldsa is (53. dabra), vagy a molekuldn beliili
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mezomer szerkezet lehetésége — mint

H ao----'kl' @*"”H'. azt més szerzok felvetik (Id. 6. dbra) —,
) ,:':,\\ illetve a molekuldk hidrogénhidas di-
H merizacidja, vagy asszociacidja.
je. He.
L\A\L N 53. abra A hidrogénkotés lehetséges
egyensulya a kvercetin és a rutin

molekuldjaban

A robinetin fényelnyelése viszont Iényegesen eltér a kvercetin és rutin abszorpcids spekt-
rumatdl. Az UV-tartomanyban kb. 210 nm-nél nagyon intenziv abszorpcidja van, amelynek a
nagyobb hullamhosszak fel6li oldalan egy kisebb kiemelkedés mutatkozik 250 nm-es maxi-
mummal. A B-gytirtire jellemz6 fényelnyelési savon pedig a kisebb hulldmhosszak feldli
oldalon (320 nm) taldlhat6 hasonld kis kiemelkedés (8. melléklet). A robinetin molekuldjaban
jelentdsen kiilonbozik a hidrogénkotések kialakuldsanak lehetdsége, ami szintén okozhatja az

abszorpcids savok megjelenését.

Vizsgalataimbol kideriilt, hogy ilyen koncentracidtartomanyban sem asszociacioval, sem
disszociacidéval nem kell szamolni a koordinécids folyamatok vizsgalata soran. Amennyiben
abszorpcid linearitasat is, mivel az egyre tdményebb oldatokban fokozatosan csdkkenne a
disszociacié foka, ami a fényelnyelés relativ ardnyat is mérsékelné. Ezt igazolja a kvercetin
tomény oldatabol készitett MALDI-tomegspektrum is (9. melléklet), amely etanol-viz elegy
esetén csak kis intenzitdsu csiicsokat mutatott ugyan, de egyértelmiien latszik, hogy az asszo-
ciatumnak (dimernek) megfeleld tomegértéknél (600-650 m/z) teljes mértékben hidnyzik a jel.
A vizsgalat eredménye azt a véleményemet is alatdmasztja, hogy a kvercetin spektruméban az

.....

mas szerkezeti magyaréazatot kell keresni.

IV.2.Fény hatasa a flavonoidok spektralis sajatsagaira

A szilard feliileten fénybesugarzas hatasara lejatszodo folyamatok tanulméanyozasa soran
arra kerestem valaszt, hogy milyen szerepe van a valtozasok jellegében a flavonoidoknak,
illetve a szerkezeti kiilonbségeik milyen hatdssal vannak a fotodegradacidés folyamatok
lejatszodasanak modjara. A flavonoidok oldatbeli viselkedése alapvetden kiilonbozik a szilard
fazison mutatott sajatsagoktol, ezért spektrofotometrids vizsgalataimat kiegészitettem inert

(szilikagél) rétegen impregnalt kvercetin ¢€s robinetin sajatsdgainak megismerésével
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(MOLNARNE és NEMETH 2002). Szédmos publikaciéban szerepel, hogy olyan flavonoid -
fémion kolcsonhatas is megfigyelhetd szilard feliileten, amelyek oldatban nem mennek végbe.
Ezek a flavonoidok rdadasul jo modellanyagai a fafeliileteken fénysugarzas miatt bekovetkezd

szinvaltozasnak is.

A szilard feliileten fényhatasnak kitett flavonoidok vizsgélata csak kevés kozleményben
jelenik meg, és a folyamatok bizonyit6é elemzése ott sem torténik meg, csupan feltételezik a
molekuldk szerkezeti atrendezddését. A kvercetin vizsgalata sordn (nem tul intenziv fény-
sugarzas hatasara) a 370 nm koriili sav kismértékii csokkenését tapasztaltak (/6. abra), de a

szerzOk nem vizsgaltak a 300 nm alatti hulldmhossz-tartomanyt.

A vizsgalt flavonoidok szilikagél rétegen mutatott fényelnyelési gorbéi nem kiilonboztek
alapvetden az etanol-viz olddszerelegyben mutatott jellegzetességektdl (/0. melléklet). Mind-
két esetben megfigyelhetd a lathato tartomanybeli sav nagyfoku kiszélesedése, amit a szakiro-
dalom a szilard feliilethez kapcsolodo hidrogénhidas kotések szambeli ndvekedésével hoz
kapcsolatba.

A kvercetin abszorpcios spektrumaban jol azonosithatdé a benzoil-csoport nagy intenzi-

tasu, 258 nm hulldmhossza fényelnyelése, valamint a cinnamoil-szerkezethez rendelhetd 375

nm-es maximum (54. dbra).
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54. abra A kvercetin abszorpcios spektruma oldatban (0), szilikagél feliileten (1) és
kiilonbozo ideig tarto fényhatas utan (2-4: t = 30, 60 és 120 perc)

A kiilonb6z0 ideig tartd ultraibolya fénnyel torténd besugarzas alapvetd valtozast idézett
eld az abszorpcids spektrumban. Mar 30 perces fényhatas is jelentésen csokkentette a kver-

cetin jellemzo6 fényelnyelési csticsait. Két oras fényhatas pedig olyan szerkezeti valtozast idé-
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zett eld, amely az aromads gytrikre jellemz6 maximumok nélkiili, csaknem linearisan emelke-
d6 abszorpcidt eredményezett az teljes ultraibolya tartomanyban

A robinetin szilard feliileti spektrumaban az irodalmi adatokkal megegyezden a benzoil-
csoport fényelnyelése 252 nm-nél csak egy vallban mutatkozik, mig a B-gylir(i abszorbancigja

365 nm-nél intenziv maximumot ad, 320 nm hulldmhossz koriili vallal (55. dbra).
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55. abra A4 robinetin abszorpcios spektruma oldatban (0), szilikagél feliileten (1) és
kiilonbozo ideig tarto fényhatas utan (2-4: t = 30, 60 és 120 perc)
Az ultraibolya fény hatasanak kitett robinetin abszorpcids spektruma intenziv valtozést
mutat. A B-gylirii 365 nm-es maximuman a fényelnyelés csokkenés olyan jelentds mértékii,
hogy abszorpcids cstics mar 30 perc utdn nem detektalhato, és 2 o6ra alatt linearisan ndvekvd

elnyelési gorbévé alakul a teljes spektrum.

Eredmények, kovetkeztetések

Az id6beli spektrumok kiilonbségét képezve mind a két flavonoid esetében megfigyel-
het6, hogy a molekulaszerkezetre jellemz6 abszorpcids maximumok csokkenésével egyide-
jileg 290 nm hullamhossz koriil egy 1) sav kezdetleges kialakulasa is bekdvetkezik. Tovabba
a lathato tartomanyban — 450 nm felett, adott hullimhosszhoz nem rendelhetd — abszorpcio-
novekedés 1¢ép fel a fénybesugarzas utdn, ami a rétegek sargas szinének atmeneti er6sddésében
is megmutatkozik (56. dbra).

A kvercetin abszorpcidjanak 294 nm-nél és a robinetin 287 nm-nél mutatkozé kisebb no-
vekedése — amit a molekulak kinoidélis atrendezddéséhez lehet rendelni — azonban csak iddle-
ges (57. abra), a tovabbi fényhatasra a molekulaszerkezetek teljes degradacidja kovetkezik

be.
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56. abra A4 30 perces fényhatasnak kitett flavonoidok abszorpcios spektrumanak és
eredeti fenyelnyelési gorbéjiiknek kiilonbsége
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57.abra A fényabszorpcio intenzitasanak valtozasa a fénysugdrzas idotartamanak
fliggvényében a flavonoidok jellegzetes hullaimhosszain
Vizsgalataim alapjan valdszintisithetd, hogy az intenziv fényhatas kovetkeztében (120
perc = kb. 2 év napsugérzas) a fotoindukalt tautomer atalakulast kdvetden a kvercetin és a
robinetin teljes szerkezeti lebomldsa kovetkezik be, azonban a keletkezd részecskék azo-

nositasa tovabbi (kromatografias és tomegspektrometrias) vizsgalatokat igényelne.

IV.3. A flavonoidok sav-bazis tulajdonsadgainak vizsgalata

Az eldzetes szakirodalmi publikacidk ismeretében a koordinacids kémiai egyensulyok
tanulmanyozasa mellett sziikséges volt annak vizsgalata is, hogy a kvercetin, a robinetin és a
rutin miként reagdl a kozeg kémhatdsanak valtozasara, milyen folyamatok mehetnek végbe
savas ¢és lugos oldatokban. Az egyes kozleményekben a kvercetin tobbféle modon lejatszodo

reverzibilis és irreverzibilis dtalakulasarol egyarant beszamolnak. Ezeket a valtozdsokat vagy
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tisztan vizes, vagy tisztan alkoholos (metanol, etanol), illetve acetonitriles oldatban vizsgal-
tak. Mivel az oldoszer-Osszetétel jelentds befolyassal bir a disszociacios folyamatokra és a
molekulaszerkezeti atrendezddés lehetdségére, a kvercetin, rutin és robinetin komplexkémiai
vizsgalatahoz alapvetd fontossagu volt eldszor a kémhatés szerepének tisztazasa.

A savak hatasat 1:1 térfogataranyu etanol:viz elegyben, 0,2 mol/dm® KCI jelenlétében
vizsgaltam. A kvercetin abszorpcios spektruma még 0,02 mol/dm® sosavat tartalmazé oldat-
ban sem mutat eltérést a semleges oldatétol, és iddben allando. A rutin és a robinetin semleges
és gyengén savas kozegben (KH,POj4, pH = 4,5) hasonl6 abszorpcids sajatsagokat mutat, ami
arra enged kovetkeztetni, hogy ilyen oldatban a semleges molekuldk protonal6ddsa nem megy
végbe, valamint a rutin diszacharid oldallancanak hidrolizise sem kdvetkezik még be.

Mar a tajékozodd vizsgalatok soran kideriilt, hogy fokozottan tligyelni kell a bazikus
oldatokban a kolcsonhatas iddtartamara, mivel idoben jelentésen megvaltozik a flavonoidok
abszorpcids spektruma. Ez abban is megmutatkozik, hogy az oldat 6sszedntéskor tapasztalt
intenziv sarga szine fokozatosan elhalvanyodik, végiil teljesen eltiinik. A folyamat lejatszoda-
sanak sebessége fiigg a hozzaadott bazis erdsségétdl és koncentraciojatdl. A jelenség ponto-

sabb megismerése érdekében tobbféle bazikus kémhatast vegyiilet hatdsat tanulmanyoztam.

IV.3.1. A kvercetin szerkezeti valtozasa bazikus kdzegben

Erés bazis jelenlétében (0,02 mol/dm® natrium-hidroxid vagy 0,1 mol/dm’ natrium-kar-
bonat hatdsara) a kvercetin oldatanak fényelnyelése azonosan valtozik (58. abra).
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58. abra A kvercetin abszorpciés spektrumvaltozdsa 0,02 mol/dm® NaOH, majd to-
vabbi 0,05 mol/dm’ HCI hatdsdra etanol-viz elegyben
(Civercetin = 6,05 -10™ mol/dm?*; 0,2 mol/dm’® KCI)
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Elészor intenziv sarga szinez6dés (majd zoldessarga és rozsaszin) mutatkozik, melynek
gyors eltlinésével parhuzamosan a 256 és 374 nm-es jellemz0d savok is csokkennek, helyettiik
egy Uj, nagyon intenziv abszorpcids csucs jelenik meg 315-320 nm koriil, amelynek jelleg-
zetes valla van kb. 350 nm-nél. A teljes kialakulds utan feleslegben adott sav hataséara a szin-
telen oldat fényelnyelése tovabbi hipszokrom eltolodast szenved, és a csucs intenzitasa a sem-
legessel 6sszemérhetd lesz.

Az erbés bazis jelenlétében végbemend folyamat sebessége nagy, de iddben (néhany
masodpercen beliil) adagolt sav segitségével befagyaszthatd (59. abra). A kalium-hidroxid
hozz4adasa soran megfigyelhetd volt a kvercetin oldatanak zoldessarga €s rozsaszin elszine-
zO0dése, ami a s6sav azonnali adagolasaval rogton elszintelenedett. A harom savas kdzegben
felvett gorbe izobesztikus pontokban talalkozik, ami azt is jelzi, hogy a sav-bazis folyamatok

szoros kapcsolatban vannak egymassal, két-két fényelnyelo részecske talalhaté az oldatban.
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59. abra A kvercetin savas kémhatdsu oldatban, illetve a lugos oldat kiilonbézo
idépontbeli visszasavanyitasa utan felvett abszorpcios spektruma
(Civereetin = 5,71 -10™ mol/dm?; 0,2 mol/dm’ KCI)

crer

reakcidira. Megallapithato volt, hogy a lejatsz6dd folyamatok mechanizmusa erdsen fliggott a
OH -ion és a kvercetin (Q) koncentracidaranyatdl. A valtozasok két szakasza volt elkiilonit-
hetd. Alacsony hidroxidion tartalom esetén — ha az [OH ]/[Q] < 2 — az abszorpciods spektru-
mok egyértelmiien jelzik a disszociacid lejatszodasat, mig magasabb arany alkalmazésa mas

molekulaszerkezeti valtozasokat is jelez (60. dbra a.).

crcr

egyre er6sddo disszociacio kovetkezik be, ami az oldatok szinében is megmutatkozik, mert a
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névekvé OH -koncentracid hatdsara egyre nagyobb mértékben valnak sarga sziniivé. Parhuza-
mosan az abszorpciés spektrumon a fényelnyelési savok fokozatos batokrom eltolodasa (276

¢s 395 nm-re), valamint izobesztikus pontok kialakulasa (243, 264, 332, 387 nm) figyelhetd

meg.
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60. abra A4 kvercetin abszorpcios spektruma kiilonbozo koncentracioju kalium-
hidroxid jelenlétében (Cyyercetin = 5,71 10”° mol/dm® ; felvétel 2 percen beliil)

A folyamat kovetkezd szakaszdban — amikor a OH -ion a kvercetinhez képest harom-
szorosnal nagyobb koncentracidoban van jelen — fokozddik a disszociaciot kovetd folyamatok
sebessége, ¢s ennek kovetkeztében megvaltozik az abszorpcios gorbék alakja. A ndvekvo
KOH koncentracioval parhuzamosan csokken a 274 és 414 nm-es csucsok intenzitasa, és 0]
fényelnyelési maximum és vall jelenik meg 320 illetve 350 nm-nél, valamint izobesztikus

pontok alakulnak ki (288 és 379 nm-en) (60. dbra b.).
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A gyengén bazikus kozegben lejatszodd folyamatok vizsgalatanak kivitelezéséhez puf-
fersorozatot allitottam eld KH,PO4 és Na,HPO,4 oldatdnak kiilonb6z6 aranyt keverésével,
amely biztositotta, hogy az eltéré pH-ji oldatokban a flavonoidok kiilonb6z6 mértékii disszo-

A kvercetin kiilonb6zé pH-ju oldatairdl 60-90 masodpercen beliil felvett abszorpcids
spektrumokon jol lathatod, hogy a valtozasok azonos modon jatszodnak le (61. dabra), mint
amit az alacsony KOH-tartalmua oldatoknal lehetett tapasztalni (60. dbra a.). Vagyis a fényel-
nyelési maximumok fokozatosan a magasabb hullamhosszak felé tolédnak és egyszerre tobb
izobesztikus pont is kialakul (243, 264, 332 és 387 nm), melyek hullimhossza megegyezik az
alacsony KOH-tartalomnal tapasztalt érté¢kekkel.
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61. abra A kvercetin abszorpciés spektruma kiilonbézé dsszetételii 0,013 mol/dm’
KH>PO -Na;HPO ;-pufferoldatokban (Ciyercetin= 5,91-10” mol/dm?)

Az oldatok pH-janak novekedésével parhuzamosan a spektrumok egyre gyorsabb iddbeli
moédosuldsa kovetkezett be, ami legszemléletesebben a 0,013 mol/dm® Na,HPO, tartalmi
oldatban (pH = 8,36) mutatkozott meg. Az oldat szine kozel 3 ora alatt teljesen kifakult, mi-
kozben a fényelnyelési gorbe is alapvetéen megvaltozott (62. abra). Az idobeli folyamat
KOH tartalmu oldatok abszorpcids gorbéjétdl (60. dbra b.). Szembetling a 350 nm koriili vall
hianya a kialakuld 0j savon (max. 335 nm), valamint a jellegzetes izobesztikus pontok

hullamhossza is eltérd (292 és 365 nm, a 288 és 379 nm helyett).

Tovabbi lagosan hidrolizalo sok (Na,SOs3, Na;B,O7 és CH;COOK) hatasat vizsgalva azt
tapasztaltam, hogy anyagi mindségiiktdl fliggetleniil egyforma valtozast idéznek eld a kver-

cetin abszorpcios spektrumaban (/1. melléklet).
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62. abra A kvercetin fényelnyelésének idobeli valtozdsa 0,013 mol/dm’ Na;HPO,
oldatban (Cyyercetin = 5,96 107 mol/dm3; idépontok: =2, 6, 10, 15, 20, 33,
45, 60, 90, 150 és 200 perc)

Eredmények, kovetkeztetések

Az etanol-viz elegyben a hidroxid-ion koncentracio fliggvényében kapott spektrum-
sorozat vizudlis képe, ¢és jellegzetes pontjai megdobbentden azonosak az irodalomban kozolt,
adott pH-ju vizes kvercetin-oldat id6beli valtozasaval (I1d. 23. dbra), ami arra utal, hogy
lejatszodo folyamatban az etanolnak nincs befolyasold hatdsa. Sajnos technikai feltételek
hianyaban nem tudtam rogziteni az erds bazis hatdsara végbemend (€s jellegzetes meggyvoros

szin megjelenésével jard) igen gyors folyamat kialakulasat.

A kvercetin gyengén bazikus kémhatast oldataban lejatszodo folyamatok a spektrumok
alapjan jobban elkiilonithetdk voltak, és meg lehetett kiilonbdztetni a gyors disszociacios

1épést, valamint az azt kovetd, lassabban végbemeno reakciokat.

A disszocidcio mértékének novekedésével parhuzamosan a kvercetin A-gytiriijére jellem-
70 sav athelyezddése egyértelmiibben megmutatkozik az abszorpcids spektrumokban, mint a
B-gytrié. Az anion részecske (276 nm) és a nem disszocialt kvercetinmolekula fényelnyelése
(256 nm) sokkal jobban szeparalddik, mint a kétféle részecske lathatod tartomanyba esé savja.
Az UV-tartomanyban a novekvé pH-val fokozodo disszociacid (az anion alak koncentra-
cidjanak emelkedése) hatarozottan megfigyelhetd. Ezek a spektrumjellemzdk kifejezetten ala-
tamasztjak azt a feltételezését, hogy a disszocialdo hidrogénion levalasa valéban a 7-OH-
csoporton megy végbe, és a lathatd tartomanyban a saveltolédast csupan a kvercetin mole-

kulajanak elektrongerjesztésében egyiittesen bekdvetkezd valtozas idézi eld.
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A kvercetin fényelnyelésének idébeli valtozasa a pH ~ 8,0-8,5 oldatokban (62. dbra) azt
mutatja, hogy az anionforma koncentracidja fokozatosan csokken, és a kvercetin jelentds
mértékii szerkezeti atalakulasa valoszinti-

A | 333om  Sithetd. Az anion mennyiségének csokke-
nése (276 nm) és a keletkezd részecske
1,200 |

novekedése (333 nm) egyarant telitési

gorbével jellemezhetd (63. dbra).

176nm 03+ Abra A kvercetin fényelnyelésének
0,400 valtozasa az ido fiiggvényében 0,013
mol/dm’ Na 2HPO, oldatban és a folyamat
reakciosebességi allandoja

(Civercetin = 5,96-10° mol/dm’)
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crer

kezdeti szakaszaban (kb. 20 perc id6tartamig) latszolagosan elsérendii kinetikaju valtozast
jelez (12. melléklet). Ez azonban az 1d0 fiiggvényében modosul. A vizsgalatok kivitelezésekor

tapasztaltak alapjan a reakcidsebesség jelentdés mértékben fligg az oldat OH -ion koncentra-

crer

A kvercetin atalakuldsa feltehetben mas-mas uton jatszodik le a hidroxidion koncent-
raciotol fliiggden, €és a két folyamatban keletkezd termék szerkezete spektruma alapjan nem
azonos. Ezért vératlan eredménye volt a vizsgalatoknak, hogy savfelesleg hatasara oldatok
spektruma meglepd modon teljesen azonos lesz akar alacsonyabb, akar nagyobb OH -ion
koncentracio valtotta ki az iddreakciot (Id. 59. dbra 2 spektrum). A folyamat feltételezett

reakciosémajat a molekulaszerkezeti magyardzat fejezetében ismertetem.

IvV.3.2. A rutin sav-bazis egyensulya

A rutin disszociacids egyensulya gyengén lugos oldatban hasonlé méddon alakul, mint a
kvercetin esetében. Lényeges kiillonbség azonban, hogy a disszociaciét nem koveti tovabbi
szerkezeti valtozas, a folyamat reverzibilis (még pH = 10-11-nél is). Kélium-hidroxid hatasara
intenziv zoldessarga szinii oldat keletkezik, amely szinét tartdsan megorzi, €s a folyamat lejat-
szodasa utan adagolt savfelesleggel az eredeti abszorpcids gorbe csaknem teljesen vissza-

allithato (64. dbra).
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64. abra A rutin abszorpciés spektrumdnak valtozasa 4-10* mol/dm’® KOH, majd
tovabbi 8-10° mol/dm® HCI hatdséra
(Crutin = 6,21 107 mol/dm3; 0,2 mol/dm’ KCI; etanol:viz = 1:1 térf. ardny)
A bazis és a sav egymast kdvetd tobbszori adagolasaval arrdl is meggydzddtem, hogy a
végbemend reakcid teljes mértékben reverzibilis, vagyis a rutin esetében a disszociacios fo-
lyamaton kiviil mas valtozas nem kovetkezik be. A pH ndvelésekor a jellemzd fényelnyelési

savok batokrom eltolddasa mellett egyszerre tobb izobesztikus pont kialakulasa is megfigyel-

hetd (245, 264, 324, 376 nm), amelyek pH = 7,8-ig megmaradnak (65. dbra).
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65. abra A4 rutin abszorpcios spektruma kiilonbozo osszetételii KH>PO4~Na,HPO 4
pufferoldatokban (Ciyin = 6,44- 107 mol/dm3)

A rutin magasabb pH-tartomdnyban felvett abszorpcids spektrumai azonban lathatéan

nem illeszkednek a sorba (66. abra), ami arra enged kovetkeztetni, hogy nagyobb [OH ]-kon-

.....
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66. abra A rutin abszorpcios spektrumdanak valtozasa a pH fiiggvényében
(Crutin = 6,44-10” mol/dm’)

Eredmények, kovetkeztetések

A rutin ndvekvd pH-n bekdvetkezé fokozatos spektrumvaltozasa az ultraibolya tarto-
manyban egyértelmiien mutatja a rutinanion kialakulasat (274 nm), és a kvercetinhez hason-
l6an a B-gytrtire jellemz6 sav csak kis mértékben tolodik a magasabb hullamhosszak felé (65.
dbra). Az abszorpcid ilyen jellegli valtozasa ebben az esetben is a 7-OH-csoporton bekovet-
kezd disszociaciora utal.

A Tugos oldat spektrumanak derivaltjait képezve meg lehetett allapitani, hogy a savok
nem Osszetettek, vagyis csak egyféle szerkezetli részecske van jelen (/3. melléklet), és a

spektrofotometrids mérési adatok segitségével a disszocidcios egyensuly egyértelmiien

leirhato.

A két f0savhoz kapcsolodo izobesztikus pontokban magasabb pH-n is csak kis mértékii
elmozdulas figyelheté meg, azonban a spektrumok alakja alapvetéen modosul (66. dabra). A
gorbék majdnem a teljes tartomanyban egymason futnak, mintegy kotegeket alkotnak, csupan
a B-gylirtth6z rendelheté maximum fokozatos batokrom eltolodasa, és ezzel egyiitt a sav szé-
lesedése mutatkozik. A novekvd pH-val valtozatlan intenzitasu savok jelenléte a spektrumban
pedig a kromofor csoport allanddsult koncentraciojat tikkrozi. Mivel ligosabb kozeg esetén is
reverzibilisnek mutatkozott a rutin és KOH kolcsonhatdsanak folyamata, a spektrumvaltozas
hogy a disszocidlatlan rutinhoz tartoz6 hulldimhosszon mért fényelnyelést a pH fiiggvényében

abrazolva 1épcsOzetes valtozast mutatod gorbe keletkezik (67. dbra).
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1100 ran ar b * azonban a masodik disszocidcios 1épés
csak nagy hibaval irhat¢ le.
1,000 ; . .
4,00 6,00 8,00 pH 10,00

67. abra A4 rutin 258 nm-en mért fényelnyelésének 1 cm rétegvastagsdagra szamitott
adatainak valtozdsa a pH fiiggvényében (Cryin = 6,44-107° mol/dm’)

IvV.3.3. A robinetin atalakuldsa gyengén lugos kézegben

rrrrrr

kovetkezik be, és folyamatdt hasonld gorbesereg illusztralja (68. dbra), mint amilyen a

kvercetin esetében volt megtigyelhetd.

1.500 : : : : : : : : :
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68. abra A4 robinetin abszorpcios spektruma kiilonbozo osszetételit KH,PO 4~
Na,HPO s-pufferoldatokban (Ciobinetin = 6,69-10'5 mol/dm3)

Az oldat pH-janak novekedésével a robinetin gyengén savas oldatdban mért abszorpcids
maximumok (250, 320, 367 nm) batokrom eltolodéasa kisebb mértékii, mint a kvercetiné volt,
viszont jellemzd, hogy a csucsok megduplazodnak, illetve vallak keletkeznek (254, 265v,
321, 332 nm) és két maximum kozvetlen kozelében is kialakul izobesztikus pont (307, 338,

248, 278 nm) (/4. melléklet).
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A disszociaciot kovetd atalakuldsi folyamatok mar pH =~ 7,0-8,0 puffer hatasara is nagyon
latvanyosan zajlanak le. Az oldat szine eldszor hatarozott zoldre valtozik, majd sziirke atme-

neti szin utan hosszabban voroses lildra modosul, ami fokozatosan elhalvanyul (/5. mellékiet).

Eredmények, kovetkeztetések

.....

gyobb sebességgel megy végbe KH,PO4-Na,HPO4-tal pufferolt kozegben.

A kvercetin ¢€s a robinetin molekulaszerkezeti valtozasa egyrészt abban kiilonbozik egy-
mastol, hogy a robinetin oldatdban alacsonyabb pH-n, sokkal gyorsabban mennek végbe a
folyamatok. Mésrészt az atalakulast a robinetin jellemz6 szinvaltozéasa is mutatja, ami a kver-
cetinnél nem tapasztalhatd. A szinvaltozas alapjan egymast kovetden legalabb négy kiilon-

b6z szerkezetli részecske jelenléte feltételezhetd az oldatban (69. abra).

1.600 r . r T r T r
idobeli valtozas

.8

g r 1. sarga 7

-;E 2-3. ziild

B 4-5. viiris

s L szintelen
0.800
0.000 L L L L

200.0 350.0 hullamhossz (nm) 500.0

69. abra A4 robinetin abszorpcios spektrumanak idobeli valtozasa KH,PO4:Na;HPOy = 1.9
puffert tartalmazo oldatban (pH =7,59), és a megfeleld oldat szine
(Crobinetin = 6,69-107 mol/dm’> , id6pontok: =2, 5, 10, 20, 30 és 60 perc)

A 7z61d szinli szakaszban 1évd oldat sav hatdsara még nagymértékben visszaalakul, spekt-
ruma az eredetitdl csak kisebb mértékben lesz eltérd (70. abra), tehat a folyamat kezdetén
egyensulyi, reverzibilis atalakulast lehet feltételezni. Amennyiben a sav hozzaadésa a voroses
lila &rnyalat elérésekor torténik, mar nem lehet ilyen mértékben visszadllitani a semleges
robinetin oldatra jellemzd abszorpcids spektrumot, hanem egy elnyujtott, kis sav-intenzitasu,
jellegtelen fényelnyelési gorbe keletkezik, vagyis irreverzibilissé valik a reakcio.

A folyamat spektrofotometrids eredményeken alapuld, feltételezett reakciosémajat a

molekulaszerkezeti magyardzat fejezetében ismertetem.
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70. Abra A4 robinetin spektrumanak valtozasa 0,013 M NaHPO ,-pufferben és feleslegben
adagolt sosav hatasara (Ciopinetin= 6,69 107 mol/dm3)
A robinetin tovabbi részletes vizsgalatdnak elvégzését sajnos a vegyiilet rendelkezésre
allé kis mennyisége nem tette lehetdvé, igy disszociacios egyensulydnak kvantitativ leirasa-

hoz sziikséges méréseket sem volt moédomban elvégezni.

IV.4. A kvercetin €s rutin protonalodasi allandojanak
meghatdrozasa

Adott kdzegben a flavonoidok komplexképzési hajlamat jelentés mértékben befolyasolja
az olddszer proton-akceptor vagy -donor jellege, valamint a ligandumok bazisossaganak
mértéke is. Minél kisebb a konjugalt sav disszociacids allandoja, anndl erdsebb bazis a ligan-
dum, és altaladban anndl nagyobb a keletkezett fémkomplexek stabilitasa is. Mivel a flavo-
noidok rendszerint disszociaciora hajlamosak, igy a koordinal6dé ligandum valodi koncentra-
cioja az oldat pH-jatol fiigg — azonos mennyiségii komplexképzo jelenléte esetén is. A kverce-
tin és a rutin komplexképzddési egyenstlydnak kvantitativ értelmezéséhez ezért elézetesen
szlikséges volt — a sav-bazis reakciok megismerése mellett — a flavonoidok disszociacids
(protonalddasi) allanddjat meghatarozni.

A kvercetin €s a rutin megegyez0 flavonvaza alapjan azt valoszinlsithetjiik, hogy azonos
koriilmények esetén a disszociacids készségiik is kdzel azonos. Tovabba mind a két molekula

potencialisan tobbértékli gyenge sav, és a fenolos OH-csoportokrdl a hidrogénionok 1épcsd-

.....

crer
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potenciometrias titralasa soran mért pH-értékek €s a fogyott bazis (vagy sav) mennyiségének

crcr

fotometrids meghatarozasa, ¢és az oldat pH-janak mérése, révén lehet kivitelezni.

A lagos kozegben lejatszodd folyamatok ismeretében varhatd volt, hogy a kvercetin
esetében a meghatarozasra potenciometrias modszert nem lehet alkalmazni. A titralas valoban
kivitelezhetetlen volt, mert a OH -ion felesleg elérése utan olyan intenziv lett a hidroxid-
fogyasztdé mellékreakcio, hogy lehetetlenné tette a pontos pH-értékek leolvasasat. Mivel a
folyamat sebessége egyre fokozddik a novekvd lugkoncentracidval, nem volt célszerii a
mérést egyéb feltételekhez kotni (mint pl. a titrdlé oldat adagoldsanak {iteme, vagy a miiszer
leolvasasanak id6pontja), mivel a kapott titraldsi gorbe alakja teljes mértékben szubjektivvé
valt volna.

A kvercetin és a rutin protonalodési allandojanak meghatdrozasara egyarant spektro-
fotometrids modszert alkalmaztam, mivel mar megismertem a korrekt kivitelezéséhez sziiksé-
ges elokovetelményeket. A vizsgélatok tervezésekor figyelembe vettem a kvercetin és a rutin
sav-bazis tulajdonsagainak tanulmanyozasakor nyert tapasztalatokat. Olyan oldatsorozatot
készitettem, amelynek minden tagja a flavonoidot azonos koncentracioban tartalmazta, ¢s a
pufferoldat hozzdad4sa utdn azonnal mértem az abszorpcidt (minden oldatot a sajat vakjaval
szemben). Ezaltal a disszociaciot kovetd mellékreakcid torzitd hatasat minimalisra tudtam
csokkenteni. Az alkalmazott pufferoldat nagy kapacitasa és az alacsony flavonoid-koncentra-
ci6 pedig lehetdve tette, hogy a pH-mérést a vakoldatokbdl végezzem el (ezaltal elkeriiltem a

pH-mérés bizonytalansagat).

Mivel tapasztalat szerint valamely ligandum teljes protondltsdgdhoz az oldat pH-janak
hozzavetdlegesen (Ig K - 2)-nél kisebb értéke sziikséges, és a pH > (Ig K + 2) a feltétele a
teljesen disszocialt alak 1étrejottének, igy a vizsgalatok varhato tartomanya a pH =4 - 10 k6zé
esett. Ebben az intervallumban a kvercetin és rutin molekulajanak fényabszorpcids sajatsagat
teljes spektrumok felvételével is kovettem. A teljesen disszocidlt alakhoz tartoz6 spektrum
felvételét erds bazis hozzaadasaval nem lehetett megoldani, mert a kvercetin ligos kozegi
gyors atalakuldsa ezt az eljarast nem teszi lehetéve, de a rutin esetében ez a mddszer alkal-

mazhatonak tint.

A méréssorozattal arra is valaszt kerestem, hogy mibdl adddik az irodalmi adatok tobb
nagysagrenddel eltérd eredménye (1d. 9. tablazat), illetve az altalam hasznalt oldoszerelegy-

ben miként modosulnak a protonalddasi alland6 szamszert értékei.
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IvV.4.1. A kvercetin protonalddasi dllanddjanak meghatarozasa

Az egyes kvercetin-oldatok pH-t6l fliggd fényelnyelésének alakulasat a /8. mellékletben

mutatom be. A gorbék alakja alapjan a pH ndvekedésével a kvercetinmolekula egyszeres

rrrrrr

HQ = Q + H'
A protonalddasi allandd (K,) meghatarozasdhoz a kvercetin savas kdzegben mutatott

abszorpcids maximumait (257 €s 374 nm), valamint a disszocialt alakhoz rendelhetd fényel-

nyelési savokat (276 és 402 nm) egyarant alkalmasnak talaltam.

A szamitasokhoz szamitogépes kiértékeld programot és grafikus abrazoldsi modszert
egyarant alkalmaztam (/9. tabldzat) (a mérési adatokat és a szamitasok részeredményeit a /9.
melléklet tartalmazza). Az egyes mérési pontokbdl kozvetlen szamitdsokat nem végeztem,
mert feltételeztem, hogy a disszociacidt kovetd (a pH novelésével egyre nagyobb sebességil)
mellékreakcidok miatt — éppen a sziikséges pH-tartomanyban — az egyes oldatok abszorpcidja
nagy hibaval terhelt.

rrrrr

terfogataranyu elegyben, foszfatpuffer alkalmazasaval

savas kozeg bazikus kozeg 5
A [nm] a [dm’/mol cm] | a[dm’/mol cm] le & R

257 22407 15031 6,922 0,9959 lg K, =
2 276 6848 22407 6,744 0,9953 6.916
2 )
= 322 7422 11009 6,806 0,9850
b 374 23276 14612 6,952 0,9956

402 8152 22049 7,044 0,9972

257 21983 15213 6,953 0,9999
é 276 9872 22620 6,935 0,9992 lg K, =
:gﬁ 322 7999 11040 6,908 0,9998 6,952
:% 374 22846 14745 6,979 0,9999
2 402 8615 21008 6,985 0,9993

A grafikus értékelés soran a kivalasztott hullamhosszakon a protonalt és a disszocialt
részecskéhez tartozo abszorpciok, valamint az aktualis oldat fényelnyelése ismeretében min-
den egyes oldatra kiszdmitottam a lg(Aq-A)/(A-Ang) adatokat. Ezeket az oldat pH-janak
fiiggvényében abrazolva az abszcissza metszési pontbol megallapitottam a lg K, értékét (20.

melléklet €s 21. melléklet).
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A mérési pontok kozel azonos illeszkedése ellenére a csokkend fényelnyelési savokon
(257 és 374 nm) egymassal jobban egyezOk a protonalddasi allandok, mint a disszociacio
fokozodasaval novekvd abszorpeidt mutatd hullamhosszakon (276 és 402 nm). A savas €s a
bazikus alak fényelnyelésében 322 nm-en olyan kis kiilonbség van, hogy a mérési adatok
nagyobb szorassal kovetik a meghatarozott egyenest. Ennek ellenére a szamitott 1g K, nem tér
el a tobbi hullamhosszon kapott eredménytdl. Az egyes hulldmhosszakon gratikus modszerrel

¢s szamitogépes programmal meghatirozott protonalodasi dllandok egyezése jonak mondhato.

A molaris abszorpcids egyiitthatok ismeretében, a protonalddasi allandd és a kiindulasi
flavonoid-koncentraci6é segitségével minden pH-értékhez kiszamitottam az elméleti fény-
elnyelést, amelynek a mért adatokkal val6 egyezése megmutatja a 1g K, megbizhatosagat. A

szdmitasok elvégzéséhez a kovetkezd Osszefiiggéseket tudtam felhasznélni:

- [HQ] -
Co=[HQI+[Q] K,=——""—  Ay=aug [HQ]+a¢ [Q]
" OIQTIH]
A szamitott és mért abszorpcido egyezése elfogadhatd hibaval jellemezhetd még a
nagyobb szorasu hullamhosszak esetén is (71. dbra). A mérési pontok illeszkedése azonban

csak a gorbe kozépsd szakaszdn meg-

A
* felel6, ami arra utal, hogy a disszo-
1.400 ~
374 nm ciacio mellett végbemend egyéb reak-
= + M4 /4 14 14 *r r r :
h=%0,0119 ciok lathatdéan befolyasoljdk a mérési
1,200 .
eredményeket.
1,000 ) o
. 71. abra A kvercetin mért (®) és sza-
mitott (—) fényelnyelésének egyezése a
0.500 374 nm-en mért adatok alapjan

Crvercetin= 6,44-10”° mol/dm’
4,00 35,00 6,00 7.00 $00 pH (Chovercetin= 6, )

A kvercetin elsd protondlodasi allanddjara kapott eredményem 6sszhangban van az iroda-
lomban koz6lt adatokkal. A kvercetin disszocidcids folyamatat jellemz6 allandd — méréseim
szerint — az adott koriilmények kozott csupan egyetlen hidrogénion levalasat igazolja. Ez a
disszociacids 1épés jol elkiiloniil az esetleges tovabbi deprotondlodasi folyamatoktol. A maso-

rrrrrr

lehetett érzékelni, bar ligosabb kémhatasu oldatokban feltételezhetd azok végbemenetele is.
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vV.4.2. A rutin protonalodasi allandojanak meghatarozasa

A rutin 4-10 pH-tartomanyban felvett abszorpcids spektrumainak valtozasa egyértel-
miuen jelezte, hogy ebben az esetben nem egyetlen disszociacios 1épés zajlik le, ezért azt a
korabbi elgondolast, hogy a savas és a bazikus forma fényelnyelésének meghatarozasat sav és
bazis hozzdadasaval meg lehet oldatni, el kellett vetni. A pH - abszorpci6 dsszefiiggés dbrazo-
lasakor kapott gorbék aszimmetrikus alakja arra hivta fel a figyelmet, hogy egymast kdvetéen

legalabb két hidrogénion levalasa megy végbe (22. melléklet):
H,Ru == HRu + H' HRu == Ru” + H'

A rutin vizsgalatdhoz tobb hulldmhossz mutatkozott megfelelonek — a novekvd vagy
csOkkend abszorpcidos maximumok (274 és 408, illetve 258 ¢és 361 nm) mellett két olyan
hullamhossz is kivélaszthat6 volt, ahol jelentés mértékii a savas €s a lugos kdzegii részecske
fényelnyelés-kiilonbsége (296 ¢és 347 nm). Az egyes hullamhosszakon az egyszeresen negativ
toltésti anionhoz tartozo fényelnyelés értékének meghatdrozasara szamitdégépes kozelitéses
modszert hasznaltam.
két allando kis kiilonbsége miatt csak nagyobb hibaval volt alkalmazhat6. Az UV-tartomany-
ban mért fényelnyelés értékeibdl ugyan kis szorassal kozelitheté a lg [HoRu]/[HRu] és a pH
kozott fennalld linearis Osszefliggés (23. melléklet), azonban a masodik disszociacids folya-
mathoz a két allando kis kiilonbsége miatt grafikus modon nem lehetett allandot rendelni.

A grafikus ¢és szamitégépes meghatarozds eredményei jO egyezést mutatnak (20.
tablazat).

20. tablazat A rutin disszociacios dllandoinak szamitasi eredménye etanol:viz = 1:1
terfogataranyu elegyben, foszfatpuffer alkalmazasaval

A molaris abszorpcios fik . s s
[nm] egylitthato [dm3 /mol cm] gratikus szamitogepes R?
aH,L aHL ar ps AL A

258 | 21400 | 18095 | 18813 6,526 6,720 8,712 0,9866
274 | 15231 | 25453 | 27010 6,746 6,733 8,734 0,9891
361 | 21480 | 13025 | 11183 6,791 6,751 8,575 0,9891
408 | 2020 | 14835 | 22826 6,844 6,736 8,744 0,9822
6,727 6,735 8,730

Egyediil a disszocidlatlan rutinmolekula fényelnyelési maximuman szamitott masodik

disszociacids allando tér el jelentésebb mértékben az atlagtol.
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a mért abszorpcid 0sszehasonlitasa tette lehetové. A szamitdsokhoz az alabbi 0sszefiiggéseket

hasznaltam fel (feltételezve, hogy csak kétszeres a protonalddas):

B B 1 [HRu ] 1 [H,Ru]
Cro = [H:Ru] + [HRu ]+ [RW>] K, = — = Kyy=—m=?
o = HRRA IR IR D = Rty 7 T Ky T R 1]

Az egyes részecskék koncentracioja

C
[H,Ru] = ——————&
I+ + + +12
K2p [H ] Klp ‘KZp [H ]
[HRu | = [HzRIq [Ruzf]: [H,Ru] —
KZp.[H ] Klp.KZp'[H ]

segitségével meghataroztam az elméleti abszorpciot:

Ay, = ay[H,Ru] + a;-[HRu | + ag-[Ru’]

boznek az altalam meghatarozott értékektdl. Az eltérés ebben az esetben a kdzeg eltérd anyagi
mindségével magyardzhatd. A szamitott ¢s mért fényelnyelés kis hibaja (h = = 0,0103)

ellenére 361 nm-en a két adatsor lathatdoan

A -
eltér egymastol, mivel a szamitott gorbét a
1,100 - , .
mért adatok szakaszosan egy-egy oldalrol
1,000 361 nm . , ,
’ kovetik (72. abra). Ezen a hulldmhosszon
h=+0,0103
0.900 7 ugyanis a masodik disszocidcios 1épés allan-
0,800 7 doja csak nagyobb hibaval hatarozhaté meg.
0,700 on o
) 72. abra A rutin mért (0) és szamitott (—)
0,600 ' ' HI fényelnyelésének egyezése a 361 nm-en mért
4,00 6,00 8,00 P2 adatok alapjan (Cun= 6,04-10° mol/dm®)

IV.5. A sav-bazis folyamatok molekulaszerkezeti
¢rtelmezése

A kvercetin, rutin és robinetin lugos kdzegben bekovetkezd atalakulasanak feltarasaval
eddig egyetlen kutatdcsoport sem foglalkozott ilyen behatéoan. Ennek kovetkeztében a szerke-

zeti magyarazatok mindegyikében megjelenik egy oxidacios Iépésnek, vagy gyok kialaku-
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lasanak feltételezése. A kvercetin lugos kdzegben végbemend valtozasat, amely az abszorpcio
hipszokrom eltoloddsaban is megmutatkozik, példaul tobbnyire a levegd oxigénjének hatasara
végbemend oxidativ atalakulasnak értelmezi a szakirodalom. Azonban a spektrofotometrias
vizsgalati eredményeim nem tdmasztjak ald ennek egyértelmii végbemenetelét.

A kvercetin €s robinetin abszorpcios spektrumanak derivalt gorbéi alapjan mind a bazikus
(14. melleklet és 16. melléklet), mind a visszasavanyitott oldat fényelnyelése 0sszetett sdvok-
bol 4ll, ami tobb kiilonbozo szerkezetii részecske egyidejli jelenlétét mutatja (/7. mellékler). A
fényelnyelési maximum alacsonyabb hullimhosszak felé¢ tolodasa egyarant jelezheti a konju-
gacid csokkenését (er0sen lugos kozegben), vagy az atrendezddott szerkezetli molekuldban
pozitiv toltésii centrum kialakulasat (savas kozegben).

A harom flavonoid atalakulasi folyamatai jellegiikben is kiilonboznek. A robinetin oldata-
nak szinvaltozéasai szemléletesen mutattdk a részlépéseket, és ennek ismerete nagyban hozza-
jérult a lugos kozegben lejatszodo reakciok értelmezéséhez. A rutin diszacharid oldallanca
jelentds hatasa is megmutatkozott a sav-bazis folyamatokban, mivel teljes mértékben megaka-
dalyozta a disszociaciot kovetd szerkezeti atrendezodést.

A harom flavonoid molekulaszerkezeti adottsagait, a szakirodalmi kutatasi eredményeket
¢s sajat spektrofotometrids méréseim tapasztalatait, valamint a protonalddasi allandéra kapott
értékeket egybevetve, megalapozott a molekulak disszociaciot kovetd tautomer atrendezodé-
sének ¢és az oldoszer szolvolizisének feltételezése, viszont nem sziikségszerii az oxigén jelen-

1éte a folyamatok lejatszoddsahoz.

A vizsgalati eredményeimbdl kiindulva a kovetkezd kémiai folyamatokkal magyarazhato

a vizsgalt flavonoidok lugos kozegili kdlcsonhatasa (1d. 24. melleklet és 25. melléklet):

1. Savas kozegben majdnem szintelen kvercetin, rutin és robinetin disszocialatlan moleku-
laként van jelen az oldatban. A disszociacios allandojuk értékének megfeleld pH-nél
ltgosabb kémbhatast oldatban azonban jelentds hanyaduk a 7-OH-csoportrdl disszocialt
hidrogénion miatt anion alakban fordul eld, ami az oldat erdsen sarga szinezddését
okozza. Ez folyamat a disszociacios egyensuly kdvetkeztében reverzibilis atalakulas.

2. Az egyszeres negativ toltésli molekulaionok 4-oxo-csoportjan id6beli oxo-enol tautomer
atrendezddés kovetkezik be, a negativ toltés pedig a kvercetin és a robinetin 3-OH
helyén lokalizalodik, ezaltal az oldat szine zdldes arnyalatuva valik.

3. A rutinban az oxo-enol atalakulas a 3-rutinozid oldallanc miatt nem tud végbemenni. Az
oldat pH-janak novelésével a 4’-OH-csoportnal bekdvetkezik a rutin masodik disszo-

cidcios 1épése (domindl a sarga szin) (73. abra).
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73. abra A rutin disszocidcios egyensulya

4. A kvercetin és a robinetin oxo-enol tautomeridja mar gyengén lugos kdzegben megvald-
sul, sebessége fligg a pH-tdl is. A z6ldes arnyalat erdssége feltehetden a 7-oxo-4-enol és
a 3-enol-4-oxo alakok relativ ardnyanak fliggvényében modosul. Sav hozzdadasaval mar
nem lehet teljes mértékben az eredeti molekuldahoz jutni, mivel a tautomériat gyorsan
tovabbi reakciolépések kovetik (24. melléklet és 25. melléklet).

5. Idében a kvercetin €s a robinetin oxo-enol-tautomeriaja teljessé valik, a részecskék
aranya mindjobban a 7-kinoidalis alak irdnyéba tolodik el, a szabad 3-OH-csoport révén
gyors intramolekularis atrendez6dés is megvalosulhat, emiatt egyidejiileg tobb mezomer
forma jelenléte is lehetséges. A mezomer részecskék a molekuldn beliili ikerionos
szerkezet kialakuldsaval jonnek 1étre.

6. A robinetin oldatdban molekuladtrendezddéssel a 4’-kinon szerkezet 1étrejotte is tor-
vényszerli mar alacsonyabb pH esetén is, mert nagyon stabil intramolekuléris hidrogén-
hidas strukttra tud kialakulni a 3’- és az 5’-OH-, valamint a 4’-oxo-csoportok kozott.
Ennek a formanak egyre nagyobb mennyisége er6sodo lilasvords szinezddést okoz. A
4’-kinon sav hozzaaddsaval mas molekulava alakul, mint ami a 7-oxo-csoportot tartal-
mazo részecskébdl jon 1étre, mivel a sav nincs hatdssal az oxo-csoportokra.

7. Az ikerionos szerkezeti részecskék toltésatrendezddése lehetoveé teszi az olddszer (viz)
addicigjat a kvercetin €s a robinetin molekulajaban is, ami mindkét flavonoid esetében
szintelen termékhez vezet, mivel a molekuldban jelentdsen csokken a delokalizacid
mértéke, és a folyamat egyértelmiien irreverzibilis (25. melléklet).

8. A kvercetin magas ligkoncentracidé esetén gyorsan kialakuld és eltind meggyvoros
szine szintén a 4’-kinon 1étrejottével, és intenziv atalakuldsaval magyarazhatd. Ebben a
molekulaban nem stabilizlja a hidrogénkotés a 4’-oxo szerkezetet, igy gyors vizfelvé-

teli reakcio kovetkezik be (24. mellékiet).

Ezek a feltételezett 1épések kifogastalanul magyarazzak a kisérletek soran tapasztalt jelen-

ségeket, és Osszhangban vannak az irodalomban eddig kozolt eredményekkel is. Ujdonsaga a
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reakciosémanak, hogy kimarad a levegd oxigénjének (vagy az oldatban oldott oxigénnek)
hatasara bekovetkezd oxidacios 1€pés feltételezése, viszont az elméletbe jol beilleszthetové

valik a késébbi (CuCl,-re vonatkoz0) vizsgalataim eredménye is.

A fenti folyamatok megfontoldsa egyuttal magyarazattal szolgél arra is, miért nem alkal-
mas a faanyagok Osszes sav tartalmanak kvantitativ mérésére a natrium-acetatos kivonat ké-
szitése (hiszen a kdlcsonhatas id6tartamatodl és a vizsgalt faanyag flavonoid osszetételétol fiig-
gben mas €s mas a komponensek reakcidja a bazikus oldattal). Figyelmet érdemld azért is,
mert ravilagit a polifenolok lugos kozegben bekovetkezd, rendkiviil Gsszetett atalakulasi

folyamataira, amelyek miatt szamos mas vizsgalat is téves eredményt szolgaltathat.

IV.6. A flavonoid - fémion kdlcsonhatas tanulméanyozasa

A fémionok és a biologiai molekuldk kolesonhatdsanak tipusa, tovabba reverzibilis vagy
irreverzibilis volta nemcsak a biologiai rendszerek miikodése szempontjabodl alapvetd, hanem
szamos abiotikus folyamatban is meghataroz6. Barmelyik fémion - biologiai ligandum rend-
szert vizsgaljuk, mindegyik esetben szamtalan komplexkémiai problémaval allunk szemben,
rdadasul a flavonoidok a koordinacios kémiai folyamatok mellett redoxi reakcidkban is fontos
résztvevok.

Ahhoz, hogy a fémionok és a flavonoidok kdolcsonhatasa soran lejatszodd kémiai
folyamatokat egyértelmiien meg lehessen magyarazni, els6sorban a kialakuldé fémkomplexek
Osszetételét, térbeli felépitését, valamint komplexegyensulyi és kinetikai paramétereit kell
megismerni. Ennek részeként figyelembe kell venni a kdzeg hatdsat a flavonoid - fémion
kolcsonhatas folyamatéara, valamint a komplexképzodéssel egyiitt jard, vagy azzal parhuza-
mosan végbemeno reakciokat is.

A komplexkémiai folyamatokat alapvetden befolyasolja a flavonoid-molekuldk térbeli
szerkezete, koordinaciora alkalmas funkcids csoportjainak szdma és helyzete. A vizsgalt
ligandumok esetében egymastol térben jol elkiiloniilé helyen tobb kelatgytrti kialakuldsara
van lehetdség. Ezek a flavonoid-ligandumok merev vazaak, a kelatgytirtik kialakuldsat csak a
rutin esetében zavarhatja a kapcsolddo diszacharid térigénye. Az egyszeri, egymagvi komp-
lexek keletkezése mellett (amikor egy fémionhoz csak egy, vagy két flavonoid tud kapcsolod-

ni) a tobbmagvu komplexek létrejotte sem kizart, vagyis egy flavonoidhoz tobb fémion is
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koordinalodhat. S6t — megfeleld koncentracio-aranyok esetén — tobb flavonoid és tobb fémion

is alkothat egy Osszetett komplexumot.

A spektrofotometria mddszere eldnyosen hasznalhaté a flavonoid-komplexek oldatbeli
vizsgalatara, mert nem zavarja az egyensulyi viszonyokat, és kis mennyiségli anyagok nagy
pontossagi mérését teszi lehetévé. A fényelnyelés mérésén alapuld egyensulyi koriilmények
kvantitativ leirasanak fontos feltétele, hogy a ligandum ¢és a komplex fényelnyelése a koncent-

raciéval egyenesen valtozzon, vagyis a kon-

6.000—— C L . .
centracid széles tartomanyaban minden ré-
.g 422 nm
g L yZIex 1 szecskére érvényes legyen a Lambert-Beer-
';E R =0,9988
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=
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lexekre is érvényesnek mondhat6 (74. abra).

74. abra Az aluminium-kvercetin komplex fényelnyelésének valtozasa a ligandum

s rer

(Catamy= 4,01-10” mol/dm’; 0,2 M KCI)

IV.7. Az aluminium - flavonoid koordinaci6 vizsgalata

Az aluminium - flavonoid rendszerben az aluminiumion és a flavonoid-molekula oxigén-
atomjai kozotti koordindcios kémiai kolcsonhatas sordn redoxi reakcid végbemenetével nem
kell szamolni. Az aluminium-flavonoid-komplex képzddésének magyarazatakor viszont
figyelembe kell venni a viz jelenlétében végbemend egyéb reakcidkat is — elsdsorban az
[Al(H,0)s]*" részecske deprotonalodasanak, dimerizaciojanak és esetleges polimerizaciojanak
lehetdségét. Ezért a kvercetin és a rutin komplexképz6 reakcidinak vizsgalatat kiillonb6zo
kémhatast kozeget biztosito rendszerekben is elvégeztem, ami lehetovée tette a kolcsonhatasok

folyamaténak pontosabb leirasat.
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IvV.7.1. A kvercetin aluminium-komplexe

A kvercetin aluminium-komplexének kialakuldsat etanol:viz = 1:1 térfogataranyu elegy-
ben, kezdetben pufferoldat hasznalata nélkiil, csak kalium-klorid alapelektrolit jelenlétében
vizsgaltam. A komplexre jellemzd fényelnyelési sdvokat nagy fémion-felesleg alkalmazasa
mellett felvett UV-VIS abszorpcios spektrumok (26. melléklet) alapjan hataroztam meg, majd
néhany kivalasztott hullimhosszon kdvettem a komplex idébeli kialakulasat. Az Al(Ill)ion
renyhe sajatsaga ellenére szemmel lathatoan gyors lefolydsu komplexképzddést tapasztaltam.
A kinetikai vizsgalatbol megéllapitottam, hogy a fényelnyelés kb. 90 perc utan stabilizalodik
(27. melléklet), vagyis ennyi id6 sziikséges a komplex-egyensuly beallasahoz.

A koordinacids folyamat vizsgalatahoz allandé kvercetin és valtozo Al(III) koncentra-
cioju oldatsorozatot alkalmaztam (a fémion:ligandum ardnyt széles hatarok kozott valtoztat-
tam), és felvettem minden oldat abszorpcids spektrumat is a 200 - 500 nm hulldmhossz-

tartomanyban (75. dbra).

1.600 : : : : : : : :

ahszorhancia

0.600}

0.000
200.0 350.0

hullamhossz (nm) 500.0

75. abra A4 kvercetin aluminium-komplexének kialakulasa novekvo Al(11l)-ion
koncentracio hatasara etanol:viz = 1:1 térfogataranyu oldoszerben
(Civercetin= 5,81-107 mol/dm*; 0,2 mol/dm® KCI; 1-8. Caqy= 0, 8:10°, 2107,
4-107,8-107,2-10*, 4-10%, 4-10° mol/dm”)

A fényelnyelés-gorbék azt mutatjdk, hogy a komplex teljes kialakulasa csak a kdzponti
ion nagy feleslege esetén valosul meg. A ndvekvd fémion koncentracié hatasara — a kver-
cetinre jellemz6 abszorpciés maximumok csokkenésével parhuzamosan — uj fényelnyelési sav
alakul ki 270 és 422 nm hullamhosszakon, a gérbesereg izobesztikus pontban talalkozik 261
¢s 395 nm-en. A spektrumok alapjan a kvercetin mellett egyetlen fényelnyeld részecskeféle
jelenléte feltételezhetd, mivel az aluminium 80-szoros feleslege esetén sem mutatkozik ujabb

sav, vagy izobesztikus pont.
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Az alkalmazott vizsgalati koriilmények kozott a spektrumok alakja a savas kdzegben fel-
vett irodalmi gorbéknek felel meg (2. melléklet). Az aluminiumion hidrolizise miatt a ndvek-
vO fémion-koncentracio az oldat fokozatos savasodasat okozza (a vizsgalt tartomanyban ~4,2-
16l ~2,3-ra valtozik a pH). Az Al(Ill)-kvercetin-komplex kialakuldsat viszont a pH-csokkenés
jelentds mértékben gatolja, mivel a ligandum teljesen protonalt részecskéje lesz dominans az
oldatban, a koordinaciét viszont inkdbb a deprotondlt (anion) forma segitené eld. Ez az oka,
hogy a savas kémbhatast oldatban egyre nagyobb feleslegli Al(Ill)ion jelenléte sziikséges a
komplex teljes kialakulasahoz.

A mért fényelnyelést a lg [AI(II])] fiiggvényében abrazolva a komplexképzddés jelleg-
zetes gorbéi alakulnak ki (28. melléklet), amelyek lathatova teszik a kvercetin magas Al(III)-
ion jelenlétében visszaszoruld koordindcidjat. A képzddési gorbéken az is megmutatkozik,
hogy nincs nyoma a 1épcsdzetes komplexképzddésnek, vagyis tobb aluminiumion egymast
kovetd, tobb 1épésben végbemend koordinacidja nem valdszind.

A korabban hivatkozott publikaciok kutatéinak tapasztalata alapjan a spektrumsorozat
jellemzd izobesztikus pontjainak valtozatlansaga ellenére (1d. 38. dbra) tobbféle fényelnyeld
részecske jelenléte volt varhatod az oldatban. Ezért a feltételezett komplexdsszetétel megalla-
pitdsara a moélardny moddszert alkalmaztam. Az oldatok fényelnyelését a képzodo komplex
hullamhosszan (422 nm-en) mértem, majd a valtozo és allandé koncentraciok hanyadosanak
fliggvényében abrazoltam (76. abra). A gorbe kezdeti és végsd szakaszahoz huzott egyenesek
metszéspontjahoz tartozd abszcissza-érték alapjan a komplexben kotott ligandumok-, illetve

fémionok szamara (relativ aranyuktol fiiggden) eltéré eredményt kaptam.

A - A A
kvercetin felesleg
iisszetetel: AlQ), 1,400 -+ iisszetetel: A1Q

aluminium felesleg

4,000 -
3,500 -
3,000 -
2,500 1
2,000 1 _
1,500 -
1,000 1 '

0,500 -
0,000 : : Ckv.mfcﬁ@ 0000 C.M(D.I)fc%m.

0 2 4 6 8 1o 0 2 4 6 8§ 10 12 14 16 18

76. abra Az aluminium-kvercetin-komplex osszetételének meghatarozdasa molarany
mdodszerrel
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A metszéspontok alapjan nem zarhat6 ki a tobbligandumos komplex 1étrejotte (ha a kver-
cetin van jelen magasabb koncentraciéban). Viszont lathatd, hogy — a varakozasnak megfele-
16en — a sokszoros aluminiumion koncentracié sem kedvez ilyen vizsgalati koriilmények
kozott a tobbmagva komplex 1étrejottének. A kvercetin:aluminium = 10:1 koncentracio-
aranyu oldatbol készitett mintardl felvett MALDI-tomegspektrum is két kvercetin molekula
koordinacidjat mutatta ki egy aluminiumhoz (A1Q,"), sét kisebb mennyiségben még nagyobb

ligandumszamu részecske is azonosithato volt (29. melléklet).

Neheziti a kolcsonhatas folyamatdnak kvantitativ leirdsat, hogy az AlQ-re jellemzd
fényelnyelést, illetve a molaris abszorpcids egyiitthatot csak nagy hibaval lehet megallapitani,
mivel kialakuldsahoz nagy ligandumfelesleg sziikséges. A kvercetin nagyfoku fényelnyelése
viszont akadéalyozza a komplex valos abszorpcidjanak észlelését, mivel széles €s intenziv
savja elnyomja a képz6dé komplexét (77. abra). A savas kozeg viszont kissé egyszerlsiti a
folyamatok leirasat, mivel pH = 4 alatt visszaszorul az oligomer aluminium-hidroxo-komp-
lexek kialakuldsa, azaz biztositott, hogy az aluminiumion csak [Al(H,0)s]’" vagy

[AI(OH)(H,0)s]*" forméaban legyen jelen az oldatban.
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77. abra A kvercetin - Al(Ill) komplex kialakulasa magas kvercetin koncentrdcio
esetén (Caiam = 2,0-107 mol/dm’; 0,2 mol/dm’® KCI; 10 mm rétegvastagsag)

Az [Al(H20)s]**-ionok deprotonalddasabol adodd mellékreakcid befolyasold hatdsanak
feltarasa érdekében a vizsgalatsorozatot megismételtem kalium-acetat - ecetsav pufferoldat
jelenlétében is. A pufferolt (pH = 5,15) és a KCl-os kozegben felvett abszorpcios gorbék

eltérd alakja jellegében alapvetden kiilonb6zd folyamatok végbemenetelét mutatta (78. abra).
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78. abra A kvercetin aluminium-komplexének kialakuldasa novekvo Al(11l)-koncent-
racié hatdsdra etanol:viz=1:1 térfogatardnyii elegyben 0,2 mol/dm’ kdlium-
acetat - ecetsav puffer jelenlétében (pH = 5,15)
(Crvercetin=5,59-10” mol/dm”, 1-11. Cayqm= 0 — 2,1-10° — 4,1-10° — 8,3-10° —
1,710* = 3,1-10* = 6,2:10* = 2,1.10° - 4,1-10° — 1,6:10° — 4,1-10” mol/dm")

A novekvé aluminiumion-koncentracié hatdsdra a spektrumok izobesztikus pontjanak
néhany nm-es elmozdulasa is megfigyelhetd, azonban ennél feltlindbb a magas AI(II)-kon-
centracié mellett felvett spektrumok alakjanak kiilonbozdsége a kétféle kozegben (75. abra és
78. abra). Az acetat-pufferben kialakul6é komplex abszorpciés maximuma magasabb hullam-
hosszra tolddik (435 nm), ami az oldatok kissé narancssarga szinében is megmutatkozik, de a
tobbi spektralis jellemzé nem valtozik.

Az Al(IIT) magas koncentracioja (kb. 0,04 mol/dm®) esetén olyan nagy mennyiségii hid-
rogénion szabadult fel a deprotonalddasi folyamatokban, hogy az alkalmazott puffer kapacita-
sa mar nem tudta kompenzalni azt, és a pH 3,22-re csokkent. Ez viszont a képzddott komp-
lexek felbomlasat idézte eld, és az abszorpcids spektrumban is alapvetd valtozast eredménye-
zett (a - - - gorbe teljesen megegyezik a KCl-os kozegli felvétellel). A képzddési gorbéken
szintén megfigyelhetd a magas Al(Ill)-koncentracidé mellett az aluminium-kvercetin-komplex
képzddésének visszaszorulasa (30. melléklet).

A kozeg kémhatasa (pH = 5,15) eldsegiti az aluminium-hidroxo dimerek képzddését,
ezaltal nem meglepd, hogy a komplex Osszetételére a savas oldatétol Iényegesen eltérd ered-
ményt kaptam a molarany moddszer segitségével. Ebben az esetben tobbmagva részecske

kialakulasa volt kimutathato (79. abra).
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79.

abra Az Al(lll)-kvercetin komplex Ossze-

tételének megallapitisa 0,2 mol/dm® KAc:HAc

=4,

4

6

‘1 pufferoldatban

A pufferolt kozegben a kétmagvi

komplex egyetlen 1épésben keletkezik, amit a

stabilitasi allandok szamitdsa is igazolt (21.

tablazat).

21. tablazat Az ALQ Jsszetételii komplex képzédésének jellemzd adatai 0,2 mol/dm’
KAc:HAc tartalmu etanol:viz 1:1 térfogataranyu elegyben (pH = 5,15)

molaris abszorpcios o
A [nm] egyiitthatd [dm’/mol cm] szanigolgepes R2
dkvercetin AAl-kvercetin
257 21216 17030 4,022 0,9999
269 15628 25635 3,544 0,9998
374 21056 7765 3,916 0,9994
435 1824 21554 3,941 0,9993
3,960

A szamitogépes kozelités ugyanis csak abban az esetben volt eredményes, ha felté-

teleztem, hogy nem két kiilonalld aluminiumion koordindlodik a kvercetin két kiillonb6zo

pontjan, hanem egy AIl(IIl)-dimer kapcsolédik a flavonoid-molekuldhoz. A meghatarozott

latszolagos stabilitasi allando segitségével kiszamitottam az elméleti fényelnyelés értékeket,

¢s 0sszehasonlitottam a mérési adatokkal (80. abra). Az adatsorok egyezése megfeleld, csak a

magas Al(IIT)-koncentracidkndl tapasztalhato kiss¢ nagyobb hiba.
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A latszolagos stabilitasi allando ebben az
esetben a lathatd tartomany hullam-
hosszainal mutat jobb egyezést, mig a 269
nm-en mért adatokbol szadmitott allando

eltérése igen nagy.

80. abra Az Al(1l])- kvercetin komplex
képzodeése az osszes aluminiumion kon-

crer



(—) szamitott fényelnyelés

IvV.7.2. Az aluminium-rutin komplex kialakulasa

Az Al(IIl)-rutin-komplex képzddésének vizsgalatat a kvercetinnel analég mddon végez-
tem. Ebben az esetben is kalium-klorid alapelektrolitot hasznéaltam, és a fémion koncentraciot
valtoztattam. A abszorpcids spektrumokban mar nagyon kis mennyiségli aluminiumion jelen-
léte esetén hatarozottan megmutatkozik a komplex kialakulasa (81. abra), viszont még igen
nagy fémion-felesleg esetén sem valik teljessé
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81. abra A4 rutin aluminium-komplexének kialakulasa novekvo Al (111)-koncentracio
hatasara etanol:viz = 1:1 térfogataranyu oldoszerben, KClI jelenlétében
(Crutin= 5,72-10” mol/dm’; 0,2 mol/dm’ KCI; 1-7. Cajamy= 0, 2-107, 8-107,
1,6-10*, 4-10*, 8-10™, 8107 mol/dm”)

Uj abszorpciés maximumok kialakulasa figyelheté meg (271 és 404 nm), és egyszerre
tobb izobesztikus ponton taldlkozik a gorbesor (265, 294 és 383 nm). Az irodalmi spektrum-
mal (3. melléklet) 6sszehasonlitva a felvételeket, megallapithato, hogy a rutin mérési sorozata

is savas kozegre jellemz6 fényelnyelési gorbéket eredményezett.

Az oldatok kémhatasanak vizsgalata megerdsitette, hogy a novekvd Al(IIl)-koncent-

racioval parhuzamosan csokken a rutin-oldatok pH-ja, rdadasul linearis kapcsolat van az oldat

crer

jelezte, hogy a pH csokkenés csaknem kizardlag az [AI(H,0)6]*" részecske deprotona-

l6dasanak eredménye.
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pH v = 0,4838x + 1 8366
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82. abra Az Al(1ll) analitikai koncentracioja és az oldat pH-janak osszefiiggése a
rutin-aluminium-komplex kialakuldsa soran etanol:viz = 1:1 térfogataranyu
elegyben (Cryin=5,72-10" mol/dm’; 0,2 mol/dm’® KCI)

Kalium-acetat - ecetsav puffert (pH = 5,44) alkalmazva a vizsgalatokhoz, az Al(III)-rutin-
komplex kialakulasa a kalium-kloridoshoz hasonl6 abszorpcids gorbesort eredményezett (83.
abra).
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83. abra 4 rutin aluminium-komplexének kialakulasa névekvo Al(11l)-ion koncentracio
hatasara KAc:HAc pufferben, etanol:viz = 1:1 térfogataranyu oldoszerben
(Crutin=5,72-10” mol/dm’; 0,2 mol/dm® KAc:HAc = 4:1 (pH = 5,44); 1-9. Caan=
0,2:107, 8107, 1,6:10%, 4-10*, 810, 2:107, 8:107, 2,4-10 mol/dm”)

Kismértéki eltérés mutatkozott a fényelnyelési maximumok hulldmhosszaban (271 és 418
nm), azonban az izobesztikus pontok helye nem valtozott a KCl-os alapelektrolitban felvett
spektrumokhoz képest. Az aluminiumion kb. 100-szoros feleslege mar jelentdsen csokkentette

az oldat pH-jat, és a tovabbi fémion adagolasa —a kvercetinhez hasonldéan — a komplex képzo-

désének visszaszorulasat idézte elo, ami a képzodési gorbén is megfigyelhetd (31. melléklet).
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A kiilonb6zé kozegben felvett spektrumok

AT 404
08 o nagyfoku hasonlosdga — az izobesztikus pon-
tok azonos hulldmhossza és a gorbék egyezd
0.7 ~
alakja — azt sejteti, hogy a keletkezd rutin-
0.6 .. . i i .,
aluminium felesleg | omplexek Gsszetétele nem tér el egymastol. A
03 4 dsszetétel: AlsRu
- molarany moddszerrel megallapitott Gsszetétel
0.4 7 KCl-0s ¢és pufferolt kdzegben egyarant e
| C i i p g gy gy
03 7777777777771 rutin molekula és két aluminium koordina-

2 ; ) ,
o4 6 8 1012 ciojat mutatta (84. dbra).

84. abra Az aluminium-rutin-komplex osszetételének meghatdrozdasa

Mivel a képzddési gorbék alakja a rutin esetében sem mutatott 1épcsézetes komplex-
képzodésre utalo jeleket (31. melléklet), megalapozott volt az a feltevés, hogy az aluminium-
rutin-komplex kialakulasa nem két kiilonallo fémion koordinacidjat jelenti, hanem az Al(III)-
hidroxo-dimerek kapcsolodasat. Ezt a feltételezést a szamitogépes stabilitasi alland6 szami-
tasa teljes mértékben alatdmasztotta, mert a mérési adatokbdl nem lehetett 1épcsdzetes stabili-

tasi allandot meghatarozni (22. tablazat).

22. tablazat Az AlRu osszetételii komplex jellemzo adatai

molaris abszorpcios o
) [nm] | egyiitthaté [dm*/mol cm] szarnllgtolgepes R>
Arutin AAl-rutin
258 21105 16614 3,581 0,9999
271 18037 23827 3,400 0,9999
362 17105 9800 3,657 0,9996
376 15319 11788 3,581 0,9999
418 3915 17504 3,611 0,9981
3,608

A szamitdsokat viszont csak az allando pH-ju pufferolt oldatokbol volt célszerl elvégezni,
mert azokban volt biztositott a ligandum egyfajta részecskéinek jelenléte, és az aluminiumion
kornyezetének megvaltozasat is ki lehetett zarni. Abban az esetben, ha ezek mellett a két
AI(IIT) egyetlen 1épésben torténd koordindcidjat vettem kiindulasi alapként, a szamitott 1atszo-
lagos stabilitasi allandok meglepden jo egyezést mutattak. Az egyes hullamhosszakon a mért

¢és szamitott abszorpcio hibdja 0,007 - 0,015 nagysagu volt.
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IV.7.3. Az aluminium-flavonoid-komplexek vizsgalati eredményeinek
értekelése
A kisérletsorozat tapasztalatait egybevetve egy Osszetett kémiai rendszer képe tarul fel. A
folyamatok tiizetes elemzése tulmutat ezen dolgozat keretein, és a kolcsonhatasok részleteinek
felderitéséhez tovabbi kiegészitdé nagymiiszeres vizsgalatok is sziikségesek. Eredményeimbdl
azonban az is kitlinik, hogy mas kutatocsoportok vizsgalatai szdmos részlépést elhanyagoltak.
Emiatt az eddig megismert megallapitasok alapjan nem lehet egyértelmli kovetkeztetést

levonni a kvercetin vagy a rutin és az aluminiumion koordinécidjanak lefolyasarol.

Az egyes publikdciok M kozponti iont és a (flav) flavonoid-ligandumot tartalmazo oldat-
ban altalaban 1épcsdzetes komplexképzddést feltételeznek, és az

[M(flav)]

M + (flav) = M(flav) K= m

- - _ [M(flav),]  [M(flav); ]
valamint az ~ M(flav) + (flav) M(flav), Ky = IM(Tav)]-[(flav)] = i [(ﬂav)]2
[M;(flav)] — [M;(flav)]

M(flav) + M == M;(fl = -
vagy az (flav) 2(flav) [M(flav)]-[M]  [M]? -[(flav)]

komplexképzddési folyamatok egyenletét irjak fel, és azok egyensulyi allandodit adjak meg.

Vizsgalataim eredményei alapjan azonban a Al(IlI)-flavonoid-komplexek képzddése nem
ilyen egyszertien jatszodik le.
1. Nem elhanyagolhatdo az oldat kémhatasatol fiiggden a flavonoidok disszociacios,
vagy protonalddasi egyensulya:
[H, (flav)]
[Hy-x (flav)]-[H7 T

Hy(flav) + x H == Hy(flav) K, =

2. Az aluminiumion esetében ezeket a folyamatokat ki kell egésziteni a
[AI(H,0)]>" == [Al(H,0)s(OH)]*" + H" pKar=5,53
deprotonalddasi reakcioval.

3. Tovéabba pH = 4,0 felett még a dimerizécios folyamat sem kizart:

2 [AI(H0)5(OH)] = [a{zoﬁ4M<§§§>ﬁJa{zD)4l“+ + 2H,0
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4. A pufferoldatok hasznalata esetén az Al(III) egyéb egyensulyi reakcidit is figyelem-
be kell venni, mivel az acetat-, a hidrogén-foszfat- vagy a citrat-ionnal képzett

komplexei is befolyésoljak a flavonoidokhoz torténd koordinacidé mértékét.

A vizsgélataim sordn felvett abszorpcids spektrumok, valamint a képzddési gorbék
egyértelmiien arra utalnak, hogy a tobbmagvi komplexek kialakuldsa nem tobblépéses folya-
mat — és az Al(IIl) koordinacioja nem a flavonoidok két kiilonb6z6 pontjan torténik —, hanem
a kozeg kémhatasatol és az aluminium koncentraciojatol fliggden aluminium-hidroxo-dimerek
vagy -oligomerek kapcsolodnak a flavonoidokhoz.

Indokolt annak feltételezése, hogy gyengén savas kémhatast (pH = 4,5 - 5,5) etanolos ol-
datban a kezdeti alacsony Al(III) koncentracié (< 1-10* mol/dm?) még nem elegendd a tobb-
magvl aluminium-hidroxo-dimerek kialakuldsdhoz — ezért akkor a kvercetinhez egyetlen alu-
miniumion koordindlodik. A novekvo fémion koncentracié hatasara viszont elétérbe keriil az
AI(IIT) dimerizacioja, és mar az aluminium-hidroxo-dimerek 1étesitenek kotést a kvercetinnel.

A komplexképzddés szempontjabol tovabbi informativ jelenség, hogy alacsony AIl(III)
koncentracio esetén a kalium-kloridos oldatban nagyobb mértékii a komplex kialakuldsa, mint
az 5,1 - 5,4 pH-ju kalium-acetat - ecetsav pufferben. Ez azt jelzi, hogy az acetationt tartalma-

76 oldatban az AI(IIT) és az CH3;COO™ kozétti koordinacié sem elhanyagolhatdo mértékii.

Az aluminium-kvercetin- és aluminium-rutin-komplexek képzddésének vizsgalata soran
kapott eredményeim ravilagitottak, hogy a komplexek Osszetételére, vagy a stabilitasi
allandok nagysagdra vonatkozo6 irodalmi adatok jelentds mértékii eltérése elsdsorban abbol
adodik, hogy a szerz6k milyen mellékreakcidkat tudtak figyelembe venni a mérési adatok
kiértékelése soran. Tekintettel arra, hogy a parhuzamosan szdmos reakcié lejatszodasanak
eredménye mutatkozik meg a mért abszorbancia érté¢kében — az egyes allandok ¢és a kisér-
letileg mérhetd mennyiségek (pH, abszorpcio, analitikai koncentracidk) kozotti valos fiigg-
vénykapcsolat meglehetésen bonyolult. Emiatt az egyes Al(IlI)-flavonoid-komplexek képzo-
dését jellemzo egyensulyi (stabilitasi) allandok korrekt szamitdsa csak akkor valik lehetové,

ha a lejatszodo reakciok minden részletét sikeriil majd feltarni.

IV.8. A réz(Il) - flavonoid kdlcsonhatas vizsgalata

A 1éz(Il) - flavonoid kdlcsonhatassal foglalkozo kozlemények nagy szdma ellenére igen
kevés a réz(I)-flavonoid-komplex kialakuldsat és egyensulyat vizsgald dolgozat, szinte kiza-

rélagosan az oxidacios folyamatok keriilnek bemutatasra. Egy-egy bizonyos fémion:ligandum
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aranynal tett megfigyelések pedig nem tudnak a komplexképzddés folyamatira pontos ma-

gyarazattal szolgalni.

Kisérleteimben a komplexképzddés és a lehetséges redoxi reakciok minél teljesebb
kiilonvalasztasara torekedtem, ezzel is bizonyitva a kdzeg nagyfoku befolydsold szerepét. A
vizsgalatokat mindegyik esetben alland6 flavonoid és valtozé Cu(Il) koncentracié alkalma-
zéasa mellett végeztem.

A réz(Il) komplexképzo és egyuttal oxidativ sajatsaga kovetkeztében a réz(Il) - flavonoid
kolcsonhatas vizsgalata a koriilmények kortiltekintd megvalasztasat igényelte. A kvercetin
gyengén lugos kdzegben bekovetkezd molekulaszerkezeti atalakuldsa, és a réz(Il) hidrolizisre
valo hajlama ismeretében a koordinacios folyamatok tanulmanyozasara eleve csak gyengén
savas, illetve kozel semleges kémhatasu — pufferoldatot (pH = 5,1 - 5,3) vagy kiilonb6z6 inert
sot (KCI, KNOs3) tartalmazo — etanol:viz elegy volt hasznalhatd. A koordinacids folyamatok
mellett bekdvetkezd mellékreakciok kimutatasara az egyensuly beallta utan erésebb komplex-
képzd (etilén-diamin-tetraecetsav) adagolast alkalmaztam. Ennek hatdsdra a kvercetin vagy
rutin a komplexébdl szabadda valik, és az igy kapott oldat fényelnyelési gorbéjét a ligandum

eredeti spektrumaval 6sszehasonlitva megallapithato, hogy milyen folyamatok jatszodtak le.

IV.8.1. A réz(Il) - flavonoid kolcsonhatas vizsgalata kalium-nitrat
alapelektrolitban

KNO;s jelenlétében a réz(Il)ion és a kvercetin, illetve a rutin kdlcsonhatdsa soran intenziv
sarga szinl oldat keletkezett, a komplex képzddésének egyensulya 25-30 perc alatt bekdvet-

kezett.

A kvercetin abszorpcids spektrumaban a névekvé Cu(NOs), koncentracid hatasara 1j
fényelnyelési sav kezdddo kialakuldsa volt megfigyelhetd 420 nm koriil és a gorbék 396 nm-
en izobesztikus pontban illeszkednek (85. dbra). A Cu(Il)-kvercetin-komplex kialakuldsa a
haromszoros réz(Il) feleslegnél lathatdban még nem teljes, azonban a koncentracié tovabbi
novelése az oldat olyan mértékli savasodasat okozta, amely a komplexképzddés vissza-
szoruldsat idézte eld, igy tovabbi vizsgalatokat nem végeztem. EDTA adagolas hatdsara a
kvercetin eredeti spektruma csaknem teljes mértékben visszakaphato (- - -), csak az UV-tarto-

manyban zavar a Cu(I)-EDTA komplex fényelnyelése.
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85. abra A kvercetin komplexképzése novekvé Cu(NOj3), koncentrdcio hatdasdra
(Crvercetin= 6,48-10” mol/dm’; 0,2 mol/dm’ KNOs, 1-5. Ceyam= 0 — 2,0-107 —
4,0-10° = 1,0-10* — 2,0-10™* mol/dm’; 4a: + 1,0-10” mol/dm® EDTA)

A rutin spektruma az eldzetes irodalmi adatokhoz képest csak igen csekély komplex-
képzddést jelez (86. dbra). Mas kozegben, ilyen réz(Il)-feleslegnél, szinte teljes mértékben
kialakult komplexek képzddésérdl szamolnak be. Az EDTA adalék utan felvett spektrum

viszont egyértelmiien mutatja a redoxi reakcid hianyat, mert a rutin jellemzd savja a ligandum

crcr
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86. abra A4 réz(1l)-rutin-komplex kialakulasa KNOj alapelektrolit jelenlétében
(Crutin= 6,09-10 mol/dm’; 0,2 mol/dm® KNOs; 1-7. Ceya= 0 — 2,0-10” — 8,0-107
~2,0-10%-4,0-10" - 8,0-10™ — 2,0-10” mol/dm’; 4a: + 1,0-10” mol/dm’ EDTA)

500.0
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« ey

intenzivebb valtozast jelez, mint a rutiné (86.

415 . f g e .

A o dbra), ami arra utal, hogy a képzddott kvercetin-
0.20 - komplex stabilitdsa nagyobb. EDTA hozzaada-
saval mind a két ligandum kiszorithaté volt a

rez felesleg . , .,
fisszetatel: CuRu komplexébdl, és a spektrumok alapjan nem,

0,10 - . ST . .,
vagy csak igen kismértékli mellékreakcidt lehe-
tett megfigyelni. A képz6ddé Cu(Il)-rutin-komp-

| Conn/Crutin _
0,00 ; . . . . lex 1:1 aranyu Osszetételét a vizsgalatsorozat
0 1 23 4 3 egyértelmiien megmutatta (87. dbra).

87. abra A réz-rutin-komplex osszetételének megallapitasa molarany modszerrel

IV.8.2. A réz(Il) - flavonoid kdlcsonhatés vizsgalata kalium-klorid
alapelektrolitban

A rutin azonos korilmények kozott elkészitett spektrumfelvételei kalium-klorid
alapelektrolitban is hasonld reakcio lejatszodéasara utaltak, mint amilyen KNO; jelenlétében
volt tapasztalhat6. Azonban abban kiilonbozott az eldbbi vizsgalatsorozatnal észlelt folya-
matoktol, hogy az oldatok elkészitésekor egy rovid ideig tartd meggyvords elszinezddés mu-
tatkozott, majd a rutin komplexképzésére jellemz6 krémsarga szin tartdsan megmaradt. A kol-
csOnhatas reverzibilitasat az erésebb komplexképzd adagolasa nem tadmasztotta ald, ugyanis a
komplexébdl kiszoritott rutin eredeti spektrumat nem lehetett visszakapni (88. dbra).

A fényelnyelési gorbén nem jelent meg 0j sav. A 360 nm hullimhosszi maximum csok-
kenése (€s kismértékii hipszokrom eltolodasa — 354 nm) mellett, csak a Cu(Il)ionok nagy UV-
tartomanybeli abszorpcidja noveli a 258 nm-es savot. A novekvo rézkoncentracioval egyiitt
két izobesztikus pont alakul ki (325 és 390 nm), és kissé emelkedik a lathatd tartomdnybeli
fényelnyelés, amit nem lehet pontos hulldmhosszhoz koétni. Maradandé valtozést csak a réz(I1)
feleslege idézett eld, viszont a rutinnal alacsonyabb, vagy vele 6sszemérhetd réz-koncentracid
esetén a spektrumvaltozas nem volt szignifikans.

Fontos informacidval szolgalhatna a kolesonhatési folyamat kezdetén mutatkozd szines
termék azonositasa, azonban megjelenése és eltlinése olyan gyors lefolyast, hogy az adott

technikai felszereléssel a fényelnyelési sajatsagai nem voltak felderithetdek.
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88. abra A4 rutin abszorpcios spektrumanak valtozasa novekvo CuCl; koncentracio
hatasara KCI alapelektrolitban, etanol:viz = 1:1 téfogataranyu elegyében
(Crutin= 6,03-10” mol/dm’; 0,2 mol/dm’® KCI, 1-5: Ccya= 0 — 2,0-10” —
2,0-10* -8,0-10™ — 1,0-10” mol/dm’; 3a: + 1,0-10” mol/dm’ EDTA;
Cu(ID): Ceyan= 2,0-10™ mol/dm?; Cryin= 0)
A kvercetin - réz(Il)ion kolcsonhatas KCI tartalmu kdzegben a rutintol eltéré folyama-
tokra utalo fényelnyelést eredményezett a novekvd rézion koncentracid fliggvényében (89.
abra).
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89.abra A4 Cu(ll) - kvercetin kélcsonhatas spektrumsorozata KCI alapelektrolit
tartalmu etanol:viz = 1:1 térfogataranyu elegyben
(Civercetin= 6,25-10” mol/dm*; 0,2 mol/dm® KCI; 1-13. Ceyay= 0 — 1,0-10” —
2,0-10° - 4,0-10° - 8,0-10° - 1,2:10* — 1,6:10" — 2,0-10* — 2,5-10* — 3,0-10*
—4,0-10% - 6,0-10* — 8,0-10* mol/dm’; 6a: +1,0-10~ mol/dm’ EDTA
Cu(I): Ceyan= 2,0-10™ mol/dm’*; Ciyercetin= 0)
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A Cu(Il) és a kvercetin oldatanak elegyitésekor nem a komplexképzddésre jellemzo
szinezddés mutatkozott, hanem nagyon rovid ideig tartd meggyvords arnyalatot kdovetden
zOldessargara valtozott az oldat, majd fokozatosan elszintelenedett. A spektrumsorozatban a
kvercetin 374 nm-es maximumanak csokkenésével egyidejiileg egy 10j fényelnyelési sav
kialakuldsa figyelhetd meg 293 nm-nél, és a gorbesereg 240, 273 és 324 nm-eknél izo-
besztikus pontokban talalkozik.

A lejatsz6d6 folyamatban a kvercetin egyértelmiien irreverzibilis valtozast szenved,
eredeti abszorpcids gorbéje sem aszkorbinsav, sem EDTA hozzaadasaval nem nyerhetd
vissza. A Cu(II)-EDTA komplex kialakulasa kovetkeztében az ultraibolya tartomanyban kissé
modosul a spektrum, de az nem érinti 374 nm hullamhosszndl a maradék kvercetin
fényelnyelését.
vett abszorpcids spektrumok, ha az oldat CuCl, koncentraciéja meghaladja a kvercetinét (90.

abra).
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90. abra  Alland6 CuCl,- és vdltozé kvercetin koncentracidjii oldatok abszorpcids
spektruma 0,2 mol/dm’ KClI jelenlétében
(0: Ceuan= 0; Civercetin = 1,25-10° mol/dm’; 1-4: Ceyqry = 4,00-107° mol/dm’;
Crvercetin= 2,50-10° = 6,25:10° — 1,25-10”° — 2,50-10° mol/dm?)

A folyamat bizonyosan nem a réz(Il)-kvercetin-komplex képzddése. A fényelnyelési
savok elmozduldsa ugyanis nem a hosszabb hullimhosszak irdnyéba torténik, hanem csak
hipszokrém eltolodas kovetkezik be. Atmeneti komplexek keletkezése feltételezhetd ugyan,
de jelenlétiik nem kimutathaté a kolcsOnhatas eredményeként. Mivel a kvercetin A- ¢és B-

gyurtire jellemzd abszorpcios savok teljesen eltlinnek, okkal feltételezhetd a folyamatban a

delokalizacié csokkenése, vagy teljes megsziinése.
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IV.8.3. A réz(Il) - flavonoid kolcsonhatés vizsgalata ecetsav - kalium-acetat
pufferben

Mivel az etanol:viz elegy kevésbé kedvez a redoxi reakciok lejatszodasanak, és az
ecetsav - kalium-acetat puffert tartalmazo oldatban véarhaté volt, hogy tisztdn koordinacids
folyamat megy végbe, ezért célszertinek latszott a Cu(Il) - flavonoid kdlcsonhatast ilyen
kozegben is megvizsgalni. A varakozasnak megfeleléen acetatos pufferben (pH = 5,1-5,2)
réz(Il)-nitrat hatdsara a kvercetinnek ¢és a rutinnak egyarant erésen sarga szinti oldata keletke-
zett, amely szinét tartosan megdrizte.

Az abszorpcids spektrumok alapjan réz(II)-nitrat hataséara a rutin egylépéses koordinacios
folyamatot mutatott (91. dbra). A képzodott komplexet 420 nm-en egyetlen intenziv
fényelnyelési maximum jellemezte, ¢és a spektrumok 384 nm-nél jol definialt izobesztikus
pontban talalkoztak. Az alkalmazott Cu(Il)-koncentracio (t6bb mint 50-szeres felesleg a ligan-
dumhoz képest) ugyan nem volt elegendd a komplex teljes kialakuldsdhoz, mint az a képzo-
dési gorbéken is megmutatkozik (32. melléklet), de annak ivébdl vilagosan latszik, hogy
egyetlen komplex képzddik a folyamatban.
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91.abra A rutin réz-komplexének kialakuldsa 0,2 mol/dm® KAc:HAc = 4:1 puffert
tartalmazo etanol:viz = 1:1 térfogataranyu elegyében (pH = 5,22)
(Crutin = 6,07-10” mol/dm’, 1-15. Ceyan=3,2:107 — 4,0-10” mol/dm’;
Cu(Il): Ceyy= 2,0-10"* mol/dm®; Cryin= 0)
Feleslegben adagolt EDTA hatéasara a Cu(Il) a komplexekbdl teljesen kiszorithaté volt, és
a ligandumok abszorpcids spektruma a 360 nm-es fényelnyelési savon eredeti értékére vissza-

tért, az ultraibolya tartomdnyban pedig a réz(II)-EDTA komplex nagy abszorpcidja miatt

Osszeadodott a fényelnyelés.
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A fényelnyelési jellemzok csak a rutin csokkend intenzitast hulldimhosszan (361 nm) és a
képz6do komplex sdvjan (420 nm) tették lehetdveé a latszolagos stabilitasi alland6 szamitasat.
Mivel a pufferolt kézegben a koordinacids folyamat soran nem modosul sem a rutin proto-
naltsaga, sem a réz hidrolizisének mértéke, viszonylag egyszerli egyenletekkel lehetett az
egyensulyt jellemz6 allandé matematikai 6sszefliggéseit megadni.

A réz(Il)-rutin-komplex stabilitasi allanddjanak meghatarozasat el0szor kozelitd grafikus
modszerrel végeztem el (33. melléklet), ami a komplex 1:1 aranyt Gsszetételét is bizonyitotta,

majd a pontos értékek kiszamitasahoz szamito-

A 4 gépes programot hasznaltam. A szamitdogépes
1,100 - kiértekelés eredményeként a mért és a szadmitott
1,000 adatok (34. melléklet) a fényelnyelési gorbén jo
0,900 - 361 nm illeszkedést mutatnak (92. dbra), a latszdlagos
0,800 h=10,0034 stabilitasi allandok egyezése is megfeleld (23.
0,700 - tablazat).

0,600
0.500 92. abra Az 1:1 osszetetelii réz(1l)-rutin-komplex
T ) ' ' ' lo € ' képzbdéséhez tartozo mért () és szdamitott
-6,00 -5,00  -4,00 & “cum abszorpcio (——), és az adatok relativ hibaja

23. tablazat A réz(ll)-rutin-komplex (CuRu) latszolagos stabilitdsi dallanddjanak
meghatdrozdsa etanol:viz = 1:1 térfogatardanyii elegyben 0,2 mol/dm® KAc - HAc puffer
jelenlétében (pH =5,22)

molaris abszorpcids o
A [nm] egyiitthatd [ dm®/mol cm] grafikus | szamitdgépes R
lg K lg K
Arutin ACu-rutin
361 18845 7500 3,201 3,210 0,9999
420 822 21330 3,062 3,121 0,9999
3,131 3,165

A réz(Il) és a kvercetin acetat-puffert tartalmazd kozegben (pH = 5,13) lejatszodo
kolcsonhatasa — a novekvo Cu(NOs), koncentracido mellett felvett abszorpcios spektrumok
alapjan — rendkivil Osszetett reakcid (35. melléklet). A spektrumsorozat, valamint néhany
jellegzetes hullamhosszon a képzddési gorbék (36. melléklet) egyarant azt mutattak, hogy a
kolesonhatas folyamataban legalabb két fliggetlen szakaszt lehet felfedezni.

Az alacsony Cu(Il)-koncentraci6é tartomanyaban (kb. 8-10-szeres feleslegig) uj fény-
elnyelési sav alakul ki ~425 nm hulldmhosszusdgi maximummal, és a gorbék 314 és 396 nm-

en izobesztikus pontokban illeszkednek (93. dbra).
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93. abra A4 réz(ll)-kvercetin-komplex kialakuldsa kalium-acetat - ecetsav puffert
tartalmazo oldatban (pH = 5,13) alacsony Cu(NO3), koncentraciok esetén
(Civercetin= 3,84-10”° mol/dm’; 0,2 mol/dm® KAc:HAc = 4:1;
1-8: Ceyan=0—1,6:107 = 2,0-10™ mol/dm’; 4a: + 1,0-10” mol/dm® EDTA
Cu(I): Ceyan= 2,0-10™ mol/dm’*; Ciyercetin= 0)

A lejatszodo reakcio hatasa egyaltalan nem mutatkozik a kvercetin ultraibolya tarto-
manybeli fényelnyelési maximumén, mivel hullamhosszaban eltolodas nem kovetkezik be,
csupan a névekvdé mennyiségli Cu(Il) abszorpcidja noveli egy additiv értékkel. Ebben a sza-
kaszban kizarolag komplexképzddés megy végbe, mivel az egyensuly beallta utan feleslegben

adagolt EDTA hatasara a kvercetin eredeti spektruma mutatkozik. A réz(II)-koncentracio

tovabbi emelése a komplexképzddési folyamat befejezddését idézi eld (94. abra).

1.600 — : : : : .
Cmm:CCu(ﬂ)
-2 1 2. 1:05 6. 1:7
8 T ; 3.1:11 7.1:9 7
5 S 4. 1:21 8. 1:11
¥} -
: I 9. 1:14
0.800+
0.000 P
200.0 350.0 500.0

hullamhossz (nm)
94. abra A4 kvercetin - réz(Il) kélcsonhatas spektralis valtozasai a kozepes fémion-
koncentrdcio tartomanyban kalium-acetat - ecetsav puffer jelenlétében
(Civercetin= 5,84 107 mol/dm3; 0,2 mol/dm®> KAc:HAc = 4: 1; 1. Cu()-
mentes, 2-5: alacsony, 6-9: kdzepes Cu(NOs), tartalom)
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A magasabb réz(Il)-koncentracio hatasa a spektrumsorozatban is meglatszik, mivel a
komplex 425 nm-es sédvjdnak intenzitdsa allandosul, és a 314 nm-es izobesztikus pont 328
nm-re tolédik el, a 396 nm-es pedig 405 nm-re mdédosul, mikézben a kvercetin 374 nm-es
abszorpcids maximuma tovabbra is fokozatosan csokken.

Ebben a koncentracio-tartomanyban meg lehetett allapitani a kialakulé komplex Gssze-
tételét és stabilitdsi allandojat (95. dabra). Molarany modszerrel és a stabilitasi allando

(komplex szorzat) grafikus meghatdroza-

A A — o . sanak egyenletébdl (irdnytangens) egyarant
*
405 nm Cu,Q Osszetételi részecske keletkezését
lehetett megjosolni (34. melléklet). A két-
0.6 - réz felesleg
dsszetetel: CuyQ magvu komplex Iépcsdzetes képzddését
nem lehetett kimutatni.
0.5 1
C iC
S S Clll':m | kTerCI 95. abra A réz(Il)-kvercetin-komplex

osszetételének megallapitdsa

[ ]
=

6 8 10

A meghatarozas tobb fiiggetlen hulldmhosszon kozel azonos latszolagos stabilitasi
alland6 értéket eredményezett (24. tablazat). A szadmitdsokat csak a képz6dd tobbmagvu
komplex abszorpciés maximuman, valamint az 10 izobesztikus ponton lehetett elvégezni,
mivel a komplexképzddési folyamat csak ezeken a hulldmhosszakon zarult jol definialhaté
hatarértékli abszorpcidval.

24. tablazat A réz(ll)-kvercetin-komplex (Cu,Q) latszolagos stabilitdsi allandojanak
meghatdrozasa szamitogépes program segitségevel etanol:viz = 1:1 térfogataranyu elegyben
0,2 mol/dm’ KAc - HAc puffer jelenlétében (pH =5,13)

moléris abszorpcids o,
A [nm] egyiitthatd [dm’/mol cm] szamllgt(}%ep cs R2
Akvercetin ACu-kvercetin
328 9258 7820 4,377 0,9999
425 1151 14372 4,237 0,9998
442 433 13015 4,073 0,9998
4,229

crer

a fényelnyelési savok egyenletes csokkenése mutatkozott (35. melléklet). A spektrumok nem
talalkoznak izobesztikus pontban, ami az egyensulyi folyamat hidnyara utal. Ebben a koncent-

racio-tartomanyban mar nem lehetett EDTA adagolassal a kvercetin eredeti abszorpcios
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spektrumat visszaallitani, a magas Cu(Il)-koncentracid kvercetin irreverzibilis valtozasat

1dézte elo.

IV.8.4. A réz(Il) - flavonoid kolcsonhatas vizsgalati eredményeinek értékelése

A kiilonb6z6 ionok jelenléte az etanol : viz elegyben jelentésen eltérd hatast eredménye-
zett a réz(Il) - flavonoid kolcsonhatads vizsgéalataban, ami magyarazatul szolgéalhat a témaval
foglalkoz6 publikdciok egymdsnak ellentmondd kovetkeztetéseire is. Mindenesetre nyilvan-
valova valt, hogy a kozeg hatasat sokkal nagyobb figyelemmel kell vizsgalni, mert jelenték-

telennek tiin6 kiilonbségek is alapvetden masfajta folyamatot valtanak ki.

Vizsgalataim els0sorban a Cu(Il) - flavonoid koordindcié pontosabb megismeréséhez
szolgéltattak Ujabb ismereteket. A kdlcsonhatdsi folyamatok lejatszodasanak értelmezéséhez
donté fontossaglh az a megfigyelésem, hogy azonos Cu(Il):kvercetin koncentraciéviszonyok
esetén is alapvetden eltéré folyamatok mennek végbe a kdzeg Osszeteviinek hatasara. Nem
elhanyagolhatd példaul az a spektralis kiilonbség, amit a kvercetin ¢s Cu(NOs), kozott lejat-
sz0do reakcid kalium-klorid alapelektrolitban, illetve kéalium-acetat - ecetsav pufferben ered-
ményez (96. abra). Bar a kvercetin tekintetében — bizonyos Cu(Il) koncentraci6 felett — mind
a két folyamat irreverzibilis valtozast idéz eld, a kdlcsonhatas korantsem azonos moédon megy

végbe, és nem azonosak a képzddott termékek sem.

1.600

ahszorhancia

0.800}

0.000 -
200.0 350.0 hull amhossz () 500.0

96. abra A4 kvercetin (0) abszorpcios spektrumanak valtozasa Cu(NO3), hatdasdara KCI
alapelektrolit (1), illetve KAc:HAc = 4:1 puffer (2) jelenlétében
(Civercetin= 6,16-10” mol/dm’; 1-2: Ceyay= 4.,0-10™ mol/dm’)
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A kalium-kloridot tartalmaz6 oldatban a reakci6 kezdetén megjelend meggyvords szin
nagyon hasonld a kvercetin lugos kozegben bekovetkezd valtozasahoz, ami a lejatszodo
folyamatok hasonl6 kimenetelére is utalhat. Ellentmondhat ennek a feltételezésnek az a tény,
hogy a kvercetin és a CuCl, kdlcsonhatasa savas kozegben ment végbe. A feltevés helytalld
voltat erdsiti viszont a kétféle reakcio befejezddése utan felvett abszorpcids spektrumok

Osszehasonlitasa (97. dbra).

1.600 ¥ : | |
s |t
5 b -
s[4
_c.‘: ’\ lugos reakeid
B \ savval befagyasztva y
|
0.800 \' |
4 S I
\ . |
- \ I reakecio kiilinhizé |
! 4. koncentraciéji CuCly-dal
\ e .. ’d
/ - KCl-os kiizeghen
. 2
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97.abra A kvercetin abszorpcios spektruma kiilonbozo reagensek altal kivaltott
kélcsonhatasok utan

A kalium-klorid alapelektrolitot tartalmazé oldatban a kvercetin és a CuCl, kozott lejat-
sz0do6 folyamat terméke, valamint a kvercetin és KOH reakcidjaban keletkez6 vegyiilet proto-
nalt alakjanak abszorpcids spektruma csak a Cu(Il) UV-tartoménybeli magasabb fényelnye-
1ése miatt megkiilonboztethetd. A kétféle reakcio eredményeként kialakulé anyag abszorpcios
maximumanak helye és intenzitasa, valamint az izobesztikus pont hulldmhossza teljesen
megegyezo.

A kvercetin lugos kozegben végbemend atalakuldsat az irodalom egységesen oxidacios
reakcioként értelmezi, ami a levegd oxigénje hatdsara kdvetkezik be. Tovabba a kvercetinnek
a Cu(Il)/Cu(I) redoxi rendszer hatasara, savas kdzegben végbemend oxidaciodja is dltalanosan
elfogadott. Azonban a két folyamatot sohasem hoztdk egyméassal Osszefiiggésbe, mert a
kétféle oxidacidoban nem keletkezhet azonos termék, hiszen a feltételezett oxidacios Iépések
lIényegesen eltérdek. Csak gyengén lugos pufferoldatban kapott eredmények alapjan vetik fel,
hogy ilyen kozegben a Cu(Il) — a Fenton-reakcioval analog modon — szabad gyokoket (O5°)

general, amely aztan az erésen lugos kozeggel azonos mddon tud oxidélni.
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Arra probaltam valaszt keresni, hogy milyen — esetleg nem oxidacios — folyamat jatszod-
hat le lugos kozegben és réz(I1)-klorid hatasara kloridionok jelenlétében savas kézegben, ami
a kvercetin atalakulési reakcidjdban azonos eredményre vezethet. Hangsulyozni sziikséges a
réz(Il) mellett mind a savas kozeg, mind a klorid ionok egyiittes hatasat, mert nitradt anion
jelenléte, vagy ecetsavas puffer esetében nem tapasztalhaté ilyen jelenség. Ez arra hivja fel a
figyelmet, hogy a magas kloridion koncentracié (0,2 mol/dm®) lehetdvé teheti a kis stabilitasa
[tetrakloro-kuprat(Il)]-komplex kialakuldsat is, amelynek sajatsagai lényegesen eltérnek a
hidratalt Cu(II)-ionétol.

A vizsgalatom sordn felvett — ndvekvd Cu(Il) koncentracidhoz tartozdé — abszorpcios
gorbék meglepden pontos illeszkedése az izobesztikus pontokban (89. dbra) azt sejteti, hogy a
spektrumsorozat valamilyen egyensulyi folyamatot jellemez. A réz(II)-koncentracio - fényel-
nyelés Osszefliggést megvizsgalva, az ugyancsak az egyensulyi képzddési gorbék jellegzetes
alakjat mutatja (38. melléklet), amelyhez meglepd pontossaggal rendelhetd egyensulyi allando
is (39. melléklet). A folyamatot olyan Osszefiiggés jellemzi, amelyben a Cu(Il) koncentracioja

els6é hatvanyon szerepel.

Oxidaciods reakciot feltételezve azonban az egyensulyi folyamatra utald valtozasok nehe-
zen értelmezhetdk. Tovabba a kvercetin reakcioja lugos kozegben is teljesen hasonld koncent-
cioju kalium-acetattal reagaltatott, majd a feleslegben vett sdsavval megsavanyitott kvercetin
oldat abszorpcids spektrumai és a CuCl,-os reakcidé megegyezd gorbesort eredményeztek (40.
melléklet).

Feltételezésem szerint a lugos kozegli és a réz(Il)-klorid hatasara végbemend atalakulasi
folyamatok alapja a kvercetin azonos molekulaszerkezeti valtozasa lehet, amely a mezomer
szerkezetek kialakuldsat, és az oxo-enol-tautomer atrendezddést kdvetd szolvolizis révén jon
létre. A feltételezett folyamat részleteinek targyaldsa a kisérletek jelenlegi stddiumaban azon-
ban nem célszerti, mivel a réz(Il)/réz(I) atalakulas igen egyszerlien, az azonos kdzegben

elvégzett ESR vizsgalatokkal azonnal bizonyithaté vagy cafolhat6 lenne.

A savas pufferben végzett vizsgalatok eredményei arra hivtak fel a figyelmemet, hogy a
Cu(Il) - kvercetin kolcsonhatas folyamataban dontd jelentésége van a fémion:ligandum arany-
nak is. Szdmos koncentracid-aranynal elvégzett spektrumfelvétel alapjan tudtam megallapi-
tani az egyes folyamatok jellegét, illetve a valtozasok szakaszossagat. Tobb kutatocsoport

probalkozott mar felderiteni ezt az élettani szempontbdl is fontos kdlcsonhatast. Igaz ugyan,
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hogy a vizsgalatokat a szdveti nedvek ligosabb kémhatdsa miatt pH ~ 7,0-7,5 tartomanyban
végezték. Altaliban néhany kiragadott fémion:ligandum &sszetételt vizsgaltak, ezért nem volt
szembetlind, hogy a novekvo Cu(Il)ion koncentracidé hatdsara mas-mads uton jatszodhat le a

reakci6. Igy az atalakulas szisztematikus megismerésére korabban nem volt lehetéség.

IV.9. A krom(IIT)/kré6m(VI) - flavonoid kdlcsdnhatés
vizsgalata

A flavonoidok ¢és a kiilonb6zé oxidacios allapoti krom kozotti kdlesonhatds tanulma-
nyozasanak fontossaga eldszor akkor meriilt fel, amikor kromat-tartalmt favéddszerek kioldo-
dasi vizsgalata sordn keletkezett oldatok elemzését végeztem (MOLNARNE 1994). A favédo-
szerrel kezelt biikkk (Fagus sylvatica) és lucfenyd (Picea abies) mintak vizes extraktumaban
ugyanis eltéré mennyiségben jelentek meg a krom kiillonbozd oxidacios allapoti speciesei
(25. tablazat).

25. tablazat Kiilonb6zo bikromat-tartalmu védoszerekkel kezelt faanyagbol kioldott
kromformak, és koncentrdaciojuk az extraktumban (MOLNARNE 1994)

cereld ol Mycotox B Tetol RKB

czel6 oldat (Cr,0:, F) (Cr,0-, Cu™)
koncentracioja kioldott kromforma és mennyisége [mg/dm’]

faminta (tdmeg%) Cr(VD) Cr(III) Cr(VD) Cr(III)
biikk 2 - 19,0 - 7,8
3 25,5 29,4 - 6,1
I p 2 31,8 12,0 1,3 1,9

ucfenyd

3 81,9 10,8 4,9 0,2

A mérési adatokbdl a fafajra jellemzd szembe6tld kiilonbségeket lehetett megallapitani.
Azonos koriilmények kozott végezve a kisérletet a krom donté hdnyada Cr(III)ion formajaban
oldédik ki a biikk-mintdbdl, szemben a lucfenydvel, amelynek extraktuma nagyobbrészt
Cr(VI)-ot tartalmazott. A biikkb6l kioldott krom Gsszmennyisége is joval kevesebb, mint
amennyi a lucfeny6bdl tavozik. Ez a tendencia hozzavetdlegesen akkor is megmarad, ha a
kezeldoldat réz(I)-t is tartalmaz (Tetol RKB), de a képzddo réz(11)-kromat csapadék miatt az
aztatassal kioldhaté krém mennyisége lényegesen lecsokken. A kolcsonhatdsi folyamatok
eltéré eredményében jelentOs szerepe van a két fafaj kiilonbozo extraktanyag-osszetételének.

Krom(IIl)-, illetve krom(VI) hatasara a fafeliilet szinének (STIPTA, NEMETH ¢és

MOLNARNE 2002a) és abszorpcids sajatsagainak vizsgalata sordn (MOLNARNE, STIPTA ¢és
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NEMETH 2002) szintén tapasztaltuk a krém(VI) oxidacids szamanak megvaltozasara utald
jeleket.

Krom(IIl)-ionok hatasara a nyar (Populus robusta) és az akdc (Robinia pseudoacacia)
famintdk a fafajra jellemzd jellegzetes eltéréseket mutattak az abszorpcids spektrumban. A
nyar faminta abszorpciés spektruma alapjan az extraktmentes faanyag feliilete és a krém(III)-
ion kozott jelentds kémiai valtozast okozd kolcsonhatds nem kovetkezett be, mig az akac
esetében a fényelnyelési sav kiszélesedése volt megfigyelhetd (98. dbra), ami a faanyag-
fémion kolcsonhatast jelzi, és feltételezhetéen a fenolos anyagok, flavonoidok valamint a
krom(IIT) koordinacioja kdvetkeztében jon 1étre. Ugyanis a flavonoidok jelenlétére utalo 320
¢s 380 nm hulldmhossz koriili vallak eltiinnek, vagyis ezen komponensek kémiai szerkezete

jelentésen megvaltozott a krém(I1I)-ionok hatasara.
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98. abra Az akdc faanyag ultraibolya és lathato abszorpcios spektrumanak valtozasa
kiilonbozé oxidacios dllapotu krom hatasara, valamint a Cr(Ill) és Cr(VI)
fényelnyelése inert feliileten
A bikromationnal kezelt akac atlagos fényelnyelése a teljes lathatod tartomdnyban 1énye-
gesen nagyobb, mint a natur faanyagon meghatarozott érték, ami a Cr(VI), valamint a sok
kiilonb6z6 kémiai komponens kozott kialakuld kémiai folyamat eredményeként jon létre,

illetve azok valtozatos termékei miatt kovetkezik be.

A Cr(III)/Cr(VI) és a kvercetin, illetve a robinetin kolcsonhatdsat vizsgald kutatdsaim
arra irdnyultak, hogy milyen mértékben lehetnek okozdi ezek a flavonoidok a fafeliileten
megkotddd krom(VI) vegyértékvaltasanak, a krom(VI) - krom(IIl) atalakulasnak, és a redoxi

reakcio mellett koordinacids kémiai folyamatok is lejatszédnak-e. Mivel viztartalmu oldatban
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a Cr(IIT) kozismerten renyhe sajatsdgu (nehezen mozdithatd ki hexaakva komplexébdl), vizs-
galataimban nagyobb hangstlyt kapott a szilard feliileten megvaldsuld folyamatok tanulma-
nyozasa.

Szilikagél rétegen a krém(IIl), illetve a krom(VI) és a flavonoidok kdlcsonhatasat elso-
sorban abbdl a szemszogbdl vizsgaltam, hogy milyen hatdsa van ezeknek az ionoknak a
kvercetin €s a robinetin fénysugarzas hatasara bekovetkezd bomlési folyamataira. A kisérlet-
sorozatban arra is valaszt kerestem, hogy miként moddositja a kvercetin €s a robinetin fény
hataséara bekovetkezd bomlasat a kiilonbozd oxidaltsagi foku krémionok jelenléte, vagyis van-
e degradaciot csokkentd szerepe a krom(Ill)-mal vagy a krom(VI)-tal torténd kezelésnek

(MOLNARNE ¢és NEMETH 2002, 2003).

IV.9.1. A Cr(IIT)/Cr(VI) - flavonoid kolcsonhatas oldatbeli vizsgalata

A krom(I1T)/krém(VI) oldatbeli sajatsagainak vizsgalata azt mutatta, hogy etanol:viz=1:1
térfogat-aranyu elegyben a Cr(Ill) és a kvercetin fényelnyelése egyszertien 0sszegzddik, 20
ora reakcioido alatt sem alakul ki koordinativ kotés kozottiik (41. melléklet).

Ezzel szemben a kvercetin jelentés mértékli spektrumvaltozasa kovetkezik be Cr(VI)
hatasara (99. dabra), bar az oldat szinének semmilyen valtozasat nem lehet észlelni (a KOH

vagy CuCl, hozzdadasakor megjelend meggyvords szin nem mutatkozott).
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99. abra A4 kvercetin abszorpcios spektrumanak valtozasa bikromationok hatasara
0,2 mol/dm’ KCI tartalmii etanol:viz = 1:1 térfogatardnyii oldészerelegyben
(0-4: Ciyercetin= 6,64-10° mol/dm’; Ceryr= 0 —2,0-107 — 4,0-10° — 1,0-10™
—2,0-10* mol/dm’)
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Mivel a K,Cr,07 is erésen sarga szinli — ebben a hullamhossz-tartomanyban a bikromat-
ionnak is nagy intenzitasu abszorpcioja van — csak Cr(VI)-ot azonos koncentracioban tartal-
maz¢6 vakoldattal szemben regisztralt felvételek voltak értékelhetdk (/00. abra). A kiillonbségi
spektrumokon — a kvercetinre jellemzd fényelnyelési maximumok hulldmhosszanak valtozat-
lan megmaradasa mellett — megfigyelheté a 296 nm-es sav fokozatos novekedése és az aro-
mas csoportok fényelnyelésének gyors csokkenése a krom(VI) koncentracio fiiggvényében. A

gorbesereg 280 ¢s 330 nm-en két izobesztikus pontban talalkozik.

1.600

ahszorhancia

=
=2
=
=

0.000
200.0 350.0 hullamhossz gum)
100. abra A kvercetin — bikromation kolcsénhatasanak kiilonbségi spektrumai (0 - 4)
és a K;Cr,07 abszorpcioja (2a)
(0-4: Ciyercetin= 6,64-10 mol/dm”; Ceryry= 0 —2,0-10° — 4,0-10° — 1,0-10™
—2,0-10"* mol/dm’; 2a: Ciyercetin= 0 mol/dm’; Ceryiy= 4,0-107 mol/dm”)

500.0

A vizsgalt sorozatban a kvercetin és a krom(VI) koncentracidja egymadssal 6sszemérhetd
nagysagu, ami a bikromation fokozott reaktivitasat is jellemzi. Az olddszerben 1évo etanol és
a kalium-bikromat kozotti esetleges reakcid meglétét nem tudtam detektalni, a spektrumok
valtozadsaban nem okozott olyan hatast, amely egyértelmiien az olddszer Osszetételének

modosulasat mutatta volna.

IV.9.2. A Cr(III)/Cr(VI) spektralis jellemzoi szilikagél rétegen

A krom(IIl), illetve a krom(VI) kolcsonhatasa soran bekovetkezd abszorpcid-valtozas
értelmezését nagymértékben megkonnyiti a szines krémformak vizsgalt feliileten felvett
abszorpcids spektrumanak ismerete. A fényelnyelési jellemzdok alapjan jol megkiilonboztet-
heté a krom két oxidacios allapota (/01. abra), €s ez a spektralis eltérés lehetdvé teszi a

Cr(IIT) vagy a Cr(VI) és a flavonoidok kolcsonhatasat kdvetden is az oxidacios allapot, illetve
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a komplexben kotottség felismerését. A bekovetkezo valtozasok jellegének megallapitasaban
segitséget nyujt tovabba a kiilonbségi spektrumok elkészitése, ami a fényelnyelési gorbék

matematikai kivondsa révén kozvetlen informaciét ad a lezajlo folyamat tipusarol.
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101. abra Krom(lll)-klorid és kalium-bikromat szilikagél rétegen felvett abszorpcios

spektruma
(a felvételek 0,1%-os vizes oldatban felvitt sboldatok beszaritdsa utan késziiltek)

A krém(II)-oldattal kezelt inert réteg spektruma additiven tevédik Ossze a hordozoé és a
Cr(I1I) fényelnyelésébol. igy a lathatd tartomanyban a 420 nm, valamint 600 nm koriili maxi-
ciondl mindkettd kis intenzitast, kozel azonos értékkel. Az ultraibolya tartomanyban pedig
Osszegzddik a szilikagél réteg és a krom(IIl) fényelnyelése, ami a feliilet kissé kékes arnyalata
z6ld szinében is megmutatkozik.

A kélium-bikromat oldattal tortént impregnalds hatisara az szilikagél réteg abszorpcios
spektrumaban a Cr(VI) fényelnyelési savjai jellemzdek. 265 és 440 nm koriil egy-egy vall
mutatkozik, mig 350 nm-nél jelentds fényelnyelési maximum jelentkezik, tehat egyszertien

6sszeadodik a feliilet sajat UV-tartomanybeli fényelnyelése és a Cr,0,>-ion abszorpcidja.

IV.9.3. A kvercetin és a robinetin kdlcsonhatasa krom(I1I)-mal szilikagél
rétegen

A szilikagél rétegre metanolos oldatban felvitt kvercetint — a minta szaraddsa utan — vizes
krom(I1I)-klorid oldataval impregnéaltam, majd ismételt szaritast kovetden vizsgaltam a fény-
elnyelés modosulasat. A kvercetin UV-lathato abszorpcids spektruma Cr(Ill)-ion jelenlétében

szamottevoen megvaltozott (/02. abra). A benzoil-csoportra jellemz6 258 nm-es csucs beol-
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vadt az ultraibolya-tartomanybeli emelked6 fényelnyelési savba, és a B-gylirii abszorpcids
maximuma jelentds mértékben kiszélesedett mindkét iranyban, valamint felismerhetévé valt a

Cr(III)-ion fényelnyelésébdl szarmazd, elnyult, viszonylag gyenge maximum is 580 nm koriil.
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102. abra A krom(Ill)-mal kezelt kvercetin abszorpcios spektruma szilikagél rétegen

A robinetin vizsgalata soran analdg valtozasokat tapasztaltam. Krom(IIl) hatisara szili-
kagél rétegen a robinetin fényelnyelése is csak kis mértékben valtozik. A 365 nm koriili sav

kiszélesedik, és a Cr(Ill)-ion jelenlétét az 590 nm koriili gyenge maximum mutatja (/03.

abra).
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103. abra A krom(lll)-mal kezelt robinetin abszorpcios spektruma szilikagél rétegen

Eredmények, kovetkeztetések

A bekovetkezett valtozasokat sokkal szemléletesebben tiikrozi Cr(Ill)-mal kezelt és az

eredeti flavonoidok fényelnyelési gorbéjének kiilonbségi spektruma (104. dbra és 105. abra),
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fényelnyelését is feltiintettem.
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104. abra A krom(Il1)-mal kezelt kvercetin és az eredeti kvercetin abszorpcios spektru-
manak kiilonbsége (- - - az impregnalashoz hasznalt Cr(II1) abszorpcioja)
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105. abra A krom(1ll)-mal kezelt robinetin és az eredeti robinetin abszorpcios spektru-
manak kiilonbsége (- - - az impregnalashoz hasznalt Cr(III) abszorpcidja)

Ezek a gorbék a Cr(Ill)-kvercetin, illetve Cr(IIl)-robinetin komplexre jellemz6, 450-454

nm hullamhosszasagu abszorpcids savok hangsulyossa valasaval mutatjak a folyamat koor-

dindcios jellegét. Masrészt — a krom(Ill)-ra jellemzé maximum (584-588 nm) mellett — a

kvercetin 374 nm-es, illetve a robinetin 352 nm-es abszorpcidjanak jelentdés mértékii csokke-
nése révén jelzik a reakcidoban résztvevo flavonoid mennyiségét is.

A spektrumfelvételek alapjan megéallapithaté volt, hogy a szilikagél rétegen végbemend

folyamatok jelentdsen kiilonbdznek az oldatbeli reakcioktol. Viztartalmu oldatban a krom(I1I)
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[Cr(H,0)s]>" komplexionként van jelen, és a koordinalt vizmolekuldk mas ligandumra trténd
cser¢je gatolt, vagyis a Cr(IlI)-flavonoid komplex nem tud 1étrejonni. A szilard feliilet viszont
biztositja a Cr(IlI)-flavonoid komplex kialakulasat, mert — a feliilettel valo kolcsonhatas
révén, illetve a réteg szaradadsa soran — fokozatos vizvesztéssel a Cr(Ill)-ionhoz koordinélt viz
részben eltavozik, és ezéltal a [Cr(H,0),]”" részecske komplexkémiai inertsége megsziinik.
Kiilonbségi spektrumok segitségével az irodalomban leirt komplexképzddést is bizonyi-
tani tudtam, mert ezek a gorbék egyértelmiivé tették a lejatszodo folyamatokat, és igazoltak,
hogy a spektrumbeli savszélesedést — a felszini réteg kémhatdsanak valtozasa, valamint a
szilard fazison kialakuld komplexek eredményeképpen létrejové — tobbféle részecskéhez

rendelhetd abszorpcids maximumok egybeolvadasa eredményezi.

Iv.94. A kvercetin és robinetin reakcioja kroém(VI)-tal szilikagél rétegen

A szilikagélre metanolos oldatban felvitt kvercetin és robinetin, valamint a kalium-
bikromat kolcsonhatasa kovetkeztében az elézdektdl kiillemében is kiillonbdzd abszorpcids
spektrumok jottek 1étre. A Cr(VI) hatdséara a kvercetinre és a robinetinre jellemz6 fényelnye-
1ési maximumok eltlintek. Mindkét esetben az ultraibolya tartoméanyban a kisebb hulldm-
hosszak felé folytonosan novekvd, nagy intenzitasu, és jellegtelennek mondhaté fényelnyelési
gorbék mutatkoztak. 300 nm koriil egy intenziv abszorpcios cstcs alakult ki, valamint 320 és
440 nm t4jan hatarozott vallak jelentkeztek (106. abra és 107. abra), ezek alapjan azonban a

flavonoidokat nem lehetett azonositani.
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106. abra A krom(VI)-tal kezelt kvercetin abszorpcios spektruma szilikagél rétegen
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107. abra A krom(VI)-tal kezelt robinetin abszorpcios spektruma szilikagél rétegen

Eredmények, kovetkeztetések

Az abszorpcios spektrumokon sem a flavonoidok, sem a bikromat sajatsagai nem voltak
kiilon-kiilon felismerhetdek, ezért kiilonbségi gorbéket képeztem, amelyek mar szamos jelleg-
zetességet mutattak (/08. abra és 109. abra). Ebben az esetben a bikromation intenziv fényel-

nyelése miatt célszerli volt annak hatésat is ellendrizni, vagyis kétféle kiilonbségi spektrumot

késziteni.
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108. abra A krom(VI)-tal kezelt kvercetin kiilonbségi spektrumai

A kezelt és a kezeletlen mintdk kiilonbségi spektrumdban (folytonos vonalak) jol azono-
sithatd a kolcsonhatds eredményeként a kvercetin, illetve a robinetin f6 savjainak nagy-

mértékli csokkenése, és helyettiik két intenziv csiucs megjelenése. Ezekbol a gorbékbol
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viszont teljes mértékben hidnyoznak a krom(VI)-ra jellemzd fényelnyelési maximumok, ami
alapjan feltételezhetd a Cr(VI) nagyfokt redukéalddasa. Az 0j sdvok (hullamhosszuk alapjan) a
flavonoidok oxidalt szarmazékai és a Cr(III) kozott kialakuld komplexek intenziv fényelnye-

1ésébdl szarmaznak.
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109. abra A krom(VI)-tal kezelt robinetin kiilonbségi spektrumai

A Cr(VI)-tal impregnalt mintdk és a bikromat kiilonbségi spektrumaibdl (szaggatott
vonalak) is megallapithatd a flavonoidok krom(VI) kezelés soran bekovetkezé mennyiségi
csokkenése (365 - 356 nm), és parhuzamosan kimutathaté a Cr(III) megjelenése a folyamat-
ban (414 - 424 nm). A lathat6 tartoménybeli széles elnyujtott maximumok pedig a keletkezd
Cr(III)-(oxidalt flavonoid)-komplexek jelenlétét igazoljak.

A kvercetin és a robinetin, valamint a krom(VI) kozott inert feliileten lezajlé kdlesonhatas
részleteinek pontosabb megismeréséhez tovabbi kiegészitd vizsgalatok sziikségesek, amelyek
a reaktansok koncentracioja, vagy mas koriilmények fliggvényében tovabbi részeredményeket

szolgéltatnak, és ezaltal lehetdvé teszik az oxidacids €s komplexképzd 1épések azonositasat.

IV.9.5. A Cr(III) és Cr(VI) hatéasa a flavonoidok fotodegracacidjara

Ultraibolya fénysugarzas hatdsara a krom(Ill)- vagy bikromation tartalmt oldattal kezelt
nyar (Populus robusta) és akac (Robinia pseudoacacia) faanyag szinvaltozdsa — méréseink
szerint (STIPTA, NEMETH €s MOLNARNE 2002a) — jellemz6 kiilonbségeket mutat a kezeletlen
mintakhoz képest. Mivel a vildgossag €s a szinezet valtozasat fafajtol fliiggdnek tapasztaltuk,
valdszinlinek latszott, hogy az eltérések okat a két fafaj eltérd extraktanyag Osszetételében

keressiik.
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Hasonloan jelentds eltérést tapasztaltunk a Cr(III)-mal impregnalt nyar és akéc famintak
abszorpcios spektrumédban is a kiilonb6zo ideig tartd ultraibolya fénysugarzas hatasara
(STIPTA, NEMETH és MOLNARNE 2002b). A krom(IIl)-mal torténd kezelést kovetd megvila-
gitds mind a két fafajnal megnovelte a fényelnyeld képességet, szinte a teljes vizsgalt hullam-
hossz tartomanyban, amint az a kiilonbségi spektrumokon jol kovethet6. Az akac faminta

esetében komplexképzddésre jellemzod valtozasokat is azonositani lehetett (42. melléklet).

A folyamatok tisztdzasanak érdekében szilikagél rétegre metanolos oldatban felvitt flavo-
noidokat krom(III)-kloridos, illetve kdlium-bikromatos impregnalas utan kiilonb6z6 idétarta-
mu fénybesugarzasnak vetettem ald, majd abszorpcios spektrumok felvételével kovettem a
bekovetkezd valtozdsokat (MOLNARNE és NEMETH 2003).

A Cr(III)-mal impregnalt, kvercetin tartalmu feliilet abszorpcids spektruma mar nagyon
rovid idejli (30 perc) fénysugarzas hatdsdra tovabb moédosult (/10. abra). A 375 nm-es
kiszélesedett sav maximuma hatdrozottan a magasabb (425-430 nm) hullamhosszak felé tolo-
dott, ami a kvercetin molekulajaban a kotésviszonyok hatarozott megvaltozasara, illetve a
Cr(IlT)-kvercetin-komplex egyértelmii kialakulasdra utalt. Tovabbi fénysugarzas (60-120
perc) kovetkeztében viszont a fényelnyelési maximum fokozatos csokkenése volt megfigyel-

hetd.
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110. abra A Cr(lll)-mal impregnalt kvercetin abszorpcios spektruma a fénybesugarzas
idotartamanak fiiggvényében (0: kezeletlen kvercetin, 1-4: Cr(III)-mal
impregnalt kvercetin, £ = 0, 30, 60, 120 perc)

A krom(IIl)-mal impregnalt robinetin abszorpcids spektruma fény hatdsara a kverceti-

néhez hasonldan valtozott (/11. abra). A szabad robinetinre jellemz6 elnyelési maximum mar

nagyon rovid fénykezelés utan eltlint. A spektrumot dontden a kialakulé komplexre, valamint
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a krom(III)-ionra jellemz6 abszorpciés maximumok és fényelnyelés intenzitasok hataroztak
meg. A besugarzas hatdsara a robinetin fokozatos fényelnyelés csokkenése figyelhetd meg az

ultraibolya tartoményban, €s jellegtelen abszorpcidja lesz a magasabb hulldmhosszaknal.
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111. abra A Cr(lll)-mal impregnalt robinetin abszorpcios spektruma a féenybesugarzas
idétartamanak fiiggvényében (0: kezeletlen robinetin, 1-4: Cr(III)-mal
impregnalt robinetin, ¢ = 0, 30, 60, 120 perc)

Eredmények, kovetkeztetések

A krommentes fotodegradacié vizsgalatanak felvételével 6sszehasonlitva ezeket a spekt-
rumokat (43. melléklet és 44. melléklet), szembetiind volt, hogy a krém(IIl)-oldattal torténd
impregnaldas lassitja a flavonoidok bomlasanak mértékét, de az nem volt megallapithato, hogy
milyen modon valosul meg a gatlé effektus.

Az azonos ideji fényhatdsnak kitett krommentes kvercetin fényelnyelését kivonva a
krom(IIl)-mal impregnalt kvercetin spektrumabdl kiilonds eredményre jutottam. A kiilonbségi
spektrumok alapjan a Cr(III)-kvercetin-komplex mennyisége a fényhatds elején majdnem
kétszeresére novekszik, és a 120 perces fénybesugarzas hatasara sem valtozik (/12. dbra). Ez
a kiilonbségi gorbesor azt bizonyitja, hogy a fénysugarzas csak a komplexben nem kotott
kvercetin bomlasat okozza, a kialakult krom(Ill)-komplex (= 440 nm) mennyisége nem
valtozik, a fényhatdsnak ellenall. Mivel a komplexben nem kotott ligandum mennyisége
Cr(III) jelenlétében joval kisebb, mint az eredeti mintaban, ezért az ultraibolya tartoméanyba
esO hullamhosszakndl (=370 nm alatt) a besugarzas mértékével ardnyosan relativ savintenzitas

novekedés figyelhetd meg.

156



0.400 : , : , . , . ,
NN
o fény besugarzas
Ny
o
-8 120 perc
E - 4
E 60 perc Cr(IIT) - kvercetin kilesinhatas
w
i 30 perc
0150+ - p
4 K— s
0.000 : S8
\J I:'- ————— fénysugarzas neélkiil
-0.100 . . . . .

200.0 500.0 hullamhossz (nm) 800.0

112. abra A Cr(lll)-kvercetin kélcsonhatast kovetd fénybesugarzas hatdsa (kiilonbségi
spektrumok)

A robinetin kiilonbségi spektrumaiban a fénybesugarzas idétartamdval parhuzamosan a
kezelt minta abszorpcidjanak relativ ndovekedése figyelhetd meg, ami abbdl eredhet, hogy a
vizsgalat kivitelezése nem volt kelléen gondos (/13. abra). A flavonoid felviteli mennyiségét
kontrollalni kellett volna a Cr(III)-mal térténé impregnalas elétt, ami nem tortént meg. Ennek
kovetkeztében a két fotodegradalt minta kis koncentracio-kiilonbsége egy additiv értékkel
megnoveli a kiilonbségi spektrumokban a fényelnyelést. Ettdl eltekintve a kvercetinnel
megegyez0 valtozast tapasztalunk a robinetinnél is, vagyis csak a komplexben nem kotott

robinetin bomlasa kovetkezik be a fénysugarzas hatasara.
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113. abra A Cr(lll)-robinetin kolcsonhatdst koveto fénybesugdrzas hatdsa (kezeletlen
mintahoz hasonlitott kiilonbségi spektrumok)
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A vizsgalati eredményekbdl tehat az a kdvetkeztetés vonhato le, hogy a kvercetin és a
robinetin krém(IIl)-mal torténd kolcsonhatdsa egyértelmiien fokozza a feliilet fényhatéassal
szembeni ellenalld képességét, a képzddd komplexek jelentds mértékben csokkentik a foto-
degradacio mértékét. Tovabbi vizsgalatot igényelne még annak megéllapitasa, hogy ez a sajat-
sag milyen fémion:ligandum aranynal a leghatékonyabb, illetve — a kvercetinen és a robine-

tinen kiviil — mely flavonoidok alkalmasak ilyen hatés kivaltasara.

IV.9.6. A Cr(VI) hatésa a flavonoidok fotodegracaciojara

A krom(VI)-tal impregnalt kvercetin €s robinetin fény hatdsara bekovetkezd atalakula-
sanak vizsgalatat is hasonlo elemzésnek vetettem ala.

A krém(VI) - kvercetin kolcsonhatast kovetden a fény besugarzas hatdsara az abszorp-
cios spektrumban nem mutatkozott Gjabb fényelnyelési sav kialakuldsa (/74. dbra), hanem
mar 30 perces fényhatas esetén is egyenletes abszorpcid-csokkenés volt tapasztalhato a teljes

hullamhossz-tartomanyban.
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114. abra Kiilonbozo idotartamu fénysugarzas hatasa a Cr(VI)-kvercetin
kolcsonhatasra (0: kezeletlen kvercetin, 1-4: Cr(VI)-tal impregnalt
kvercetin, t =0, 30, 60, 120 perc)

800.0

A krom(VI)-tal impregnalt robinetin spektruma analdog modon valtozott a fénysugarzas
hatdsara — a 326 ¢és 428 nm-es maximumok fokozatos csOkkenése mellett —, a teljes
hulldmhossz-tartoményban az abszorbancia mérséklddése volt megfigyelhetd (/75. dbra). Az
atalakulas jellege mind a két flavonoid esetében egyértelmii bomlési folyamatot jelzett (45.

melléklet €s 46. melléklet).
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115. abra Kiilonbozo idotartamu fénysugarzas hatasa a Cr(VI)-robinetin
kolcsonhatasra (0: kezeletlen robinetin, 1-4: Cr(VI)-tal impregnalt

robinetin, ¢ = 0, 30, 60, 120 perc)

Eredmények, kovetkeztetések

A folyamat Osszetettsége miatt a fénykezelt mintabol a flavonoid vagy a Cr(VI) kivona-
saval képzett kiilonbségi spektrumok segitségével mar nem lehetett kimutatni a parhuzamosan
végbemend folyamatokban esetleg valtozatlanul megmaradé komponenseket. Ugyanis vala-
mennyi komponens kémiailag atalakul: a Cr(VI)-tal reagalnak a flavonoidok, ¢s Cr(IIl)ion,
valamint Cr(IIl)-komplex keletkezik. Tovabba a fény hatdsara a maradék kvercetin, illetve
robinetin is degradalodik. Ezért csak a fénybesugarzas idétartamanak fiiggvényében abrazolt

fényelnyelés valtozasok szolgalhattak informacidval az atalakulés lehetséges Gsszetevoirdl.
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116. abra A kiilonbozo ideig fény besugarzasnak kitett Cr(VI)-tal kezelt kvercetin
minta kiilonbségi spektrumai
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Ily modon vizsgalva a Cr(VI)-tal kezelt kvercetin spektrum-valtozasat — a 400 nm koriili,
valamint a 600-640 nm kozotti sz€les fényelnyelési savok kisebb mértékii csokkenése alapjan
— a Cr(III) tartos jelenlétét tudtam azonositani, mig az dsszes tobbi részecske mennyiségének
folytonos, intenziv csdkkenése volt megfigyelhetd (//6. abra). A kiilonbségi gorbéken a
kvercetin oxidalt (kinoidalis) alakjanak fény hatasara bekdvetkezo tovabbi bomlasa (296 nm),
illetve a képzddott komplexek hatarozott atalakulasa (460 nm) is lathatova valt.

A krom(VI)-tal impregnalt robinetin kiilonbségi spektrumai is hasonld valtozasokat
jeleztek (117. abra). A Cr(VI)-tal oxidalt robinetin fénysugarzas hatdsara ugyan a kvercetin-
nél nagyobb stabilitast tiikrozott (298 nm), de az impregnalds soran keletkezett krom-komp-

lexek hasonldan erdteljes bomlasa volt kimutathaté (458 nm).
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117. abra A kiilonbozo ideig fény besugarzasnak kitett Cr(VI)-tal kezelt robinetin
minta kiilonbségi spektrumai

A krom(VI)-tal impregnalt és a kezeletlen flavonoidok fény hatdsdra bekdvetkezo
valtozasanak Osszehasonlitdsa révén (45. melléklet és 46. melléklet) megallapithato volt, hogy
a Cr(VI)-os kezelés latszolag ellenallobba teszi a kvercetint vagy a robinetint a fotodegra-
dacids folyamatokkal szemben, azonban a magasabb abszorpcidhoz a bikromat sajat fényel-
nyelése is jelentés mértékben hozzajarul. Mivel a Cr(VI) eleve roncsolja a flavon-szdrma-

z€kokat, a latszolagos fényvédelem nem a flavonoidok mennyiségének és mindségének lesz a

crcr
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V.A KISERLETI EREDMENYEK OSSZEGZESE

A faextraktanyagok ¢és fémionok kozotti kdlesonhatéas Osszetettsége miatt kutatési felada-
tom a faanyag jellemzd6 flavonoidjai koziil a kvercetin, a rutin és a robinetin vizsgalatara
terjedt ki. Ennek részeként vizsgéltam ezen flavon-szarmazékok spektrofotometrias sajatsa-
gait szilard feliileten impregnalva ¢és kiilonbozé kémhatasti oldatokban, valamint tanulma-
nyoztam kolcsonhatdsuk kémiai folyamatait aluminium-, réz(Il)-, krém(IIl)- és bikromat-
ionok jelenlétében. Kutatdsom soran koriiltekintéen tanulményoztam a rendelkezésre allo
szakirodalmat, amely — ezen flavonoidok koordinacidés kémiai folyamatainak, redoxi reak-
cioinak feltdrdsa mellett — lehetdséget nyljtott a biologiai, élettani hatasok részletes
megismerésére, ¢s ravilagitott az ipari szempontbol is fontos kdlcsonhatasok soran bekovet-

kez6 kémiai valtozasokra.

Kisérleti eredményeimet témakoronként csoportositva mutatom be.

I. A flavonoidok sav-bazis tulajdonsagainak tanulmanyozasa

1. Kivalasztottam a megfeleld 0Osszetételii olddszerelegyet (etanol:viz = 1:1 térfogat-
aranya), amely protondonor és protonakceptor sajatsagl, €s egyuttal a fémionok
kolcsonhatasanak vizsgalatdhoz kevésbé oxidativ koriilményeket biztosit. Ebben az
olddszerelegyben ellendriztem a kvercetin, rutin és robinetin f0 spektralis adatait,
valamint a Lambert-Beer-torvény érvényességét (MOLNARNE 1997).

2. A pH fiiggvényében felvett fényelnyelési gorbék alapjan felismertem, hogy a kvercetin
egyértékll savként viselkedik, a rutin pedig két 1épésben disszocial. Szamitdgépes prog-
ram segitségével €s grafikus abrazoldsi modszer alkalmazasaval meghataroztam a kver-
két, amelyek csak a kozeg eltérd dsszetétele miatt kiillonboztek kissé az irodalmi adatok-
tol (19. tablazat és 20. tablazat).

3. A vizsgélat soran tapasztaltam, hogy a kvercetin €s a robinetin alapveto szerkezeti atala-
kul4dsa megy végbe a disszociaciot kdvetden mar gyengén lugos kdzegben is, mig azo-
1998). A spektrofotometrias valtozasokbdl kovetkeztettem a kvercetin lugos kozeg
hatasara lejatszodé irreverzibilis atalakuldsara, és megallapitottam a folyamat latszo-
lagos sebességi allandojat (63. dbra).

4. A kvercetin és robinetin kiilonb6z6 koriilmények kozott felvett spektrumanak elemzése

alapjan a molekuldk szerkezetvaltozasanak valdszinli Utvonalat allitottam fel, amely
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tartalmazza a disszocidcios 1épést, mezomer ¢€s tautomer atalakulasokat, valamint az
olddszer szolvolizisét (24. melléklet és 25. melléklet). Felismertem, hogy erds €s gyenge
bazis hatdsdra ugyan mas utvonalon megy végbe a szerkezeti atalakulds, de a keletkezd

termék protonalt alakja megegyezik (MOLNARNE 2000).

I1. Az aluminium(III) - kvercetin és az aluminium(III) - rutin koordinacio

1.

Nyomon kdvettem az aluminium-komplexek kialakulasat kalium-klorid alapelektrolitot,

illetve ecetsav - kdlium-acetat puffert tartalmaz6 kdzegben (MOLNARNE 1997, 2000).

. Megallapitottam, hogy magas fémion:ligandum aranynal f6ként tobbmagvu komplexek

képzddnek, amelyekben az aluminium(III)-kapcsolddasa nem a kdzleményekben feltiin-
tetett modon megy végbe. Ugyanis a fémionok nem a ligandum két kiilonb6zo helyére
koordinalédnak, hanem aluminium-hidroxo-dimerek kapcsoldédasa kovetkezik be

(MOLNARNE 2002a).

. Szamitogépes kozelitéses modszerrel pufferolt kozegben, tobb hullimhosszon mért ada-

tokbol — az Al(IIl)-dimerek kapcsolodasat feltételezve — meghataroztam az aluminium-
kvercetin ¢és aluminium-rutin komplexek kialakulasat jellemzd latszolagos stabilitasi
allandokat (21. tablazat és 22. tablazat). A kapott eredmények jo egyezése is igazolta a
feltevésemet, mely szerint az Al,Q és az Al,Ru komplexek képzddése egyetlen 1épésben

torténik meg.

III. A réz(Il) - kvercetin és a réz(Il) - rutin kolcsonhatas

1.

A vizsgalatot harom, jellegében kiilonbozd alapelektrolitot tartalmazo kdzegben végez-
tem. A kvercetin és a rutin reakcidit tanulmanyoztam, és megéllapitottam, hogy a kozeg
(azonos oldoszer-Osszetétel esetén is) jelentds mértékben befolyasolja a komplexkép-
z0dés lehetdségét, mivel a harom esetben Iényegesen kiillonbozo reakciok lejatszodasat

figyeltem meg (MOLNAR-HAMVAS és mtsai 2002).

. Mélarany-mddszer alkalmazasdval meghatdroztam, hogy a rutin réz(Il)-vel 1:1 =

fémion:ligandum 0sszetételti komplexet képez kalium-nitrat alapelektrolitot, vagy ecet-
sav - kalium-acetat puffert tartalmazo6 oldatban, de a kvercetin koordinacios folyamatara
inkabb a Cu,Q képlettel leirhaté komplex keletkezése jellemzd, amit a latszolagos
stabilitasi allandok meghatarozasaval is aldtdmasztottam (23. tablazat és 24. tabldzat)

(MOLNARNE, BORCSOK és NEMETH 2002).

. A kvercetin olyan kiilonleges viselkedését vettem észre kalium-klorid alapelektrolit

jelenlétében, amilyen sajatsagdt még nem irtak le a szakirodalomban (MOLNARNE
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2002a). A reakcié alapos vizsgalata eredményeként feltételezhetd, hogy a lejatszodo
folyamat hasonl6 termék keletkezéséhez vezet, mint amilyen a kdlium-hidroxid hataséara
bekovetkezd valtozasban alakul ki (40. melléklet). A feltevés bizonyitdsa azonban to-
vabbi vizsgalatokat igényel.

4. A kvercetin réz(Il)-komplexének képzddését irodalmi adatok hidnydban ecetsav -
kalium-acetat pufferben is megvizsgaltam, amelyben magas Cu(Il)-koncentracio esetén

oxidacids folyamat végbemenetelét tapasztaltam (BORCSOK €s MOLNARNE 2003).

IV. A Cr(III)/Cr(VI) kolesonhatasa kvercetinnel és robinetinnel

1. Favédodszerrel kezelt biikk és lucfenyd famintdk vizes extraktumainak vizsgalata soran
megallapitottam, hogy a bikromation kiilonb6zé mértékben redukalodik, amit elsOsor-
ban a két fafaj eltérd extraktanyag 6sszetétele befolydasol (MOLNARNE 1994).

2. A krém(IIT) valamint a kvercetin és a robinetin szilard fazison bekovetkezd kolcson-
hatdsanak vizsgalati eredményei alapjdn bizonyitottam, hogy egyértelmiien komplex-
képzodés megy végbe, ami eltér az oldatbeli folyamatoktol, ahol a Cr(IIl) ligandum-
csere reakcioi gatoltak (MOLNARNE €s NEMETH 2002).

3. Megallapitottam, hogy a kvercetin és a robinetin szilikagél rétegen bikroméation hatdséara
oxidalodik, a folyamatban keletkezé krom(III) pedig kdlcsonhatasba 1€p az oxidalodott
termékkel (MOLNARNE 2002b).

V. Fotodegradacios folyamatok vizsgalata

1. A kvercetin és robinetin — szildrd feliileten — ultraibolyafény hatdsara bekdvetkezd
spektrumvaltozasabol megallapitottam, hogy a kialakuld kinoidélis molekulaszerkezet
csak iddleges, mar nagyon révid fényhatasra a flavonoidok teljes bomlasa kovetkezik be
(MOLNARNE és NEMETH 2002).

2. Kiilonbségi spektrumok alapjan kimutattam, hogy a krom(IlI)-mal vagy krom(VI)-tal
kezelt flavonoidok fénysugarzas hatasara alapvetden kiilonb6zé moéddon valtoznak. A
krom(I1I)-komplexek képzddése a kvercetin és a robinetin jelentds mértéki fényvédo
hatasat eredményezi, mig a krom(VI)-tal oxidalt flavonoidok esetében csak kis mértéki
lassulds kovetkezik be a fotodegradacidban, a feliilet fénnyel szembeni ellendllo

képessége elsdsorban a bikromat mennyiségétdl fiigg (MOLNARNE és NEMETH 2003).
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VI. OSSZEFOGLALAS

Kutatasi feladatom — a kvercetin, rutin és robinetin sav-bazis tulajdonsagainak vizsgélata,
valamint kiilonb6z6 fémionokkal valé kdlcsonhatdsuk tanulményozasa révén — szamos 1j,

fakémiai vonatkozast tudomanyos eredményre vezetett.

Tanulményoztam a vizes olddszer etanol-tartalmanak hatdsat a kvercetin spektralis
jellemzdire, melynek alapjan a tovabbi spektrofotometrias vizsgélatokat etanol:viz = 1:1
térfogataranyu elegyében végeztem. Részletesen vizsgaltam a kvercetin, a rutin és a robinetin
abszorpcids spektrumanak valtozasat erdsen lugos- €s gyengén bazikus kozegben. Meg-
hataroztam a kvercetin és a rutin disszocidcios allandojat. A szamitasokhoz szamitdogépes
programot ¢s grafikus abrazoldsi moédszert egyarant alkalmaztam. A kiilonb6z6é technikai
megoldassal kapott eredmények j6 egyezést mutattak az irodalmi értékekkel. A kvercetin és a
robinetin disszociaciot kovetd atalakuldsanak hasonlosaga, illetve eltérése alapjan molekula-
szerkezeti magyardzatot kerestem a végbemend folyamatokra.

A flavonoidok sav-bazis tulajdonsigainak részletes vizsgdlata soran tett megfigyeléseim
magyarazattal szolgalnak a faanyag pH-janak, pufferkapacitasanak és ossz-savassdganak mé-
résekor tapasztalt ellentmondéasokra. Felhivjak a figyelmet ezen modszerek hibdira, és az
adatok mérési koriilményektdl fliiggd pontatlansagara. Tovabbi vizsgalatot igényelne a kver-
cetin és a robinetin lugos kozegben bekodvetkezd atalakuldsanak megismerése, a folyamat
kinetikai paramétereinek pontositasa. A szerkezeti valtozasok értelmezéséhez sziikséges lenne

a kolcsonhatas soran keletkez6 részecskék azonositasa.

Kutatasom fontos része volt a flavonoidok komplexképzddési egyensulyanak tanul-
manyozasa. A feladat magiban foglalta az oldatban levd ionfajtak jellegének megallapitasat,
¢és a megfeleld stabilitasi dllandok meghatdrozasat, amely altal lehetévé valt az egyensulyi
rendszer alapvetd tulajdonsagainak leirasa. Ezek a vizsgélatok feltartak a fémkomplexek
1étrejottének, atalakuldsanak, illetve bomlasédnak lehetdségét €s modjat, a reakciok idobeli

lefolyasat is.

Kiilonboz6 kémhatasu kozegekben tanulméanyoztam a kvercetin és a rutin Al(IlI)ionnal
képzett komplexének kialakulasat, megallapitottam a komplexek Osszetételét, valamint meg-
hataroztam a folyamat egyensulyi allanddjat. Vizsgalataimmal valaszt kerestem a szakiro-

dalomban talalhato ellentmondd eredmények okara.

164



A kvercetin és a rutin aluminiumionnal alkotott komplexének vizsgalati eredményei
alapjan értelmezni lehet az ¢l6 fa altal felvett AI(III) koncentraci6 magas értékét. Mivel a
flavonoidok képesek a kisebb oldhatosdgi aluminium-speciesek koordinéaciojara, azokkal a
részecskékkel is stabil komplexet képeznek, igy lehetdvé valik felvételiik a talajbol. Célszerti
lenne a kiilonbozé Al(III)-részecskék vizsgalatara alkalmas specidlis analitikai modszereket is
alkalmazni a kutatdsban. Kiilonb6z6 Osszetétell, eltérd kémhatasu kozegben végzett kiegé-
szitd vizsgalatokkal pedig lehetdség nyilik az emberi szervezet AI(III) iiritésének fokozasara

alkalmas ligandumok kivalasztasara is.

A vizsgalt flavonoidok ¢és a réz(IT)ion kdlcsonhatasat a varhatd koordinacios és oxidacios
folyamatok fiiggetlen vizsgalata érdekében tobbféle inert s6 jelenlétében és kalium-acetat -
ecetsav pufferben is végeztem vizsgélatokat. Kalium-klorid alapelektrolit haszndlata esetén a
Cu(Il) - kvercetin kolcsonhatés kiilonleges, de egyértelmiien nem komplexképzddési spekt-
rumvaltozasat figyeltem meg. Az egyensulyi sajatsdgokat mutatd folyamat a Cu(Il)ion
valtozast szenvedett. Kalium-acetat - ecetsav altal pufferolt kozegben 1:1 fémion:ligandum
Osszetételll rutin-komplex képzOdését tapasztaltam, amelyre egyensulyi allandot is meghaté-
roztam. Ilyen kdzegben, a réz(Il) — alacsony koncentracidja mellett — kis stabilitasa, kétmagva
komplexet alkot a kvercetinnel, mig kb. tizszeres Cu(Il) felesleg esetén irreverzibilis reakcio
jatszodik le. A kiilonb6zo kozegben a kvercetin nem azonos atalakulasa kovetkezik be.

A réz(Il)-flavonoid kolcsonhatas részleteinek megismerése elengedhetetlen a réz-tartalmi
favéddszerek kioldodasat csokkentd technologidk kidolgozasdhoz. Tudomanyos szempontbol
— a kinetikai mérések mellett — nagy jelentdségli lenne a lugos kozeggel analog folyamat
reakciosoranak bizonyitasa, a meggyvords szinli dtmeneti termék azonositdsa, valamint a

Cu(II)/Cu(]) atalakulas lehetdségének feltarasa.

A kvercetin és robinetin oldatbeli sajatsagainak vizsgalatat kiegészitettem szilikagél réte-
gen bekovetkezd fotodegradacios folyamataik elemzésével, ami lehetdséget ad a fafeliiletek
szinvaltozasainak értelmezésére is. Tovabbi vizsgélatot igényel a folyamatban keletkezd
részecskék azonositasa, a bekovetkezo valtozasok kinetikai és szerkezeti értelmezése, és sziik-

séges a kiilonbozo szerkezetii flavonoidok dsszehasonlitd elemzése.

Szilikagél rétegen vizsgaltam a krom(IIl)- és a bikromationok kolcsonhatasat kvercetin-
nel és robinetinnel, valamint ezen ionok hatdsat a flavonoidok fotobomlasi folyamatéara. Az

abszorpcids spektrumok alapjan Cr(III)-flavonoid-komplexek képzddése kovetkezik be
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szilard feliileten, valamint oxidacios reakcid jatszodik le a Cr(VI) és a flavonoidok kozott. A
fénysugarzas degradald hatasat egyediil a Cr(III)-mal torténd impregnalas tudja hatékonyan
csOkkenteni.

A krom(IIT)-kvercetin és a krom(I1I)-robinetin kdlcsonhatés vizsgélati eredményei magya-
razatot adnak a krom(IIl) erds kotddésére a novények gyokérzetében. A fényvédd hatas
fokozasat célzo technologiai megoldéasok kifejlesztése a Cr(IlI)-flavonoid-komplexek tovabbi
részletes tanulméanyozasat igényli, illetve annak megallapitdsat, hogy milyen optimalis
Cr(III):flavon arany a leghatékonyabb.

A bikromation és a flavonoidok kolcsonhatasa soran tapasztalt reakcid a favédé kromatok
Cr(Ill)-ma torténd redukalodasanak lehetséges modjara ad Gtmutatdt. Azonban a tudoma-
nyosan megalapozott eredmények megkovetelik a reagaldé komponensek feliileti koncent-

crer

azonositasat.
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1. melléklet A flavonoid aglikonok tipusai a bioszintézis utvonala szerint
csoportositva (MARBY - ULUBELEN 1980) alapjan



65 QUERCETIN

MeOH
oM MeOH + NaOMe -—-———-
Ho. 0
402 Ya
OH
OH 0
CHROMATOGRAPHIC DATA
Spot Appearance: (UV) yellow

(UV/NH,) yellow
R, Values: 0.57 (TBA), 0.03 (HOAc)
UV SPECTRAL DATA (g nm)

MeOH 255, 269sh, 301sh, 370 \J/
NaOMe 247sh, 321 (dec.)
AlCI, 272, 304sh, 333, 458 \
AlCl,/HCI 265, 301sh, 359, 428 \
NaOAc 257sh, 274, 329, 390 (dec.) N
NaOAc/H,BO, 261.303sh, 388 \1\‘- o
(Proc. IT) - TR 350 [ - ]
X, nm
MeOH + AICI, MeOH + NaOAc
MeOH + AICl; + HCl  =====

MeOH + NaOAc + H,BO,

——
————
——
-
R

A,nm

2. melléklet A kvercetin kiilonbozo kézegben felvett abszorpcios spektruma
(MABRY - MARKHAM - THOMAS 1970) alapjan



69 RUTIN

O

CHROMATOGRAPHIC DATA

Spot Appearance: (UV) deep purple
(UV/NH,) yellow

R, Values: 0.44 (TBA), 0.56 (HOAc)
UV SPECTRAL DATA (M, ,nm)

MeOH

MeOH + NaOMe —————

MeOH 259, 266sh, 299sh, 359
NaOMe 272, 327, 410
AlCI, 275, 303sh, 433
AICl,/HCl1 271, 300, 364sh, 402
NaOAc 271, 325, 393
NaOAc/H,BO, 262,298, 387
(Proc. I)
MeOH + AICI, MeOH +NaOAc

MeOH + AICl; + HCl  ———=~

—

MeOH + NaOAc + H,80, =====

3. melléklet A rutin kiilonbézo kozegben felvett abszorpcios spektruma
(MABRY - MARKHAM - THOMAS 1970) alapjan
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ROBINETIN

CHROMATOGRAPHIC DATA

Spot Appearance: (UV)

fluorescent yellow
(UV/NH,) fluorescent yellow

R, Values: 0.25 (TBA), 0.03 (HOAc)
UV SPECTRAL DATA (\qpnm)

MeOH
NaOMe
AlCl,

AlCl,/HCl
NaOAc

252, 266sh, 320, 367
264sh, 333, 475 (dec.)
273, 281sh, 313, 447
267, 275sh, 318, 426
257sh, 307sh, 346 (dec.)

NaOAc/H,BO, 256sh, 316, 385, 462sh

(Proc. IT)

1
L]
|
|
]
|
1
|
|
|
|
|
1
1
|
]
1
\

\
\
\
\
\

MeOH
MeOH + NaOMe

1 " 1

g
8-
L

X, nm

-

—
—

1
I
1
1
I
]
|
1

MeOH + AICI,
MeOH + AICI, + HCI  ===--

MeOH

MeCOH + NaOAc + H;;BO3 ----

+ NaOAc

4. melléklet

A robinetin kiilonbozé kézegben felvett abszorpcios spektruma
(MABRY - MARKHAM - THOMAS 1970) alapjan
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5. melléklet A4 kvercetin, rutin és robinetin abszorpcios spektruma etanol:viz 1:1 térfogataranyu elegyében
(i=0,2MKCI])
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6. melléklet A kvercetin abszorpcios spektruma 0,2 M KCl jelenlétében etanol:viz = 1:1 térfogataranyu oldatban (——)
és a gorbe masodik derivaltja (- - -) a jellegzetes hullamhossz adatokkal (Cxyercetin = 6,48-10'5 mol/dm3)
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7. melléklet A rutin abszorpcios spektruma 0,2 M KCl jelenlétében etanol:viz = 1:1 térfogataranyu oldatban
(——) és a gorbe masodik derivaltja (- - -) a jellegzetes hullaimhossz adatokkal
(Cruin = 6,05-10”° mol/dm”)
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8. melléklet A4 robinetin abszorpcios spektruma 0,2 M KCl jelenlétében etanol:viz = 1:1 térfogataranyu oldatban
(——) és a gorbe masodik derivaltja (- - -) a jellegzetes hullaimhossz adatokkal
(Crobinetin = 6,69-10” mol/dm?)



Sample:
Filename:

quercetin standard 0,01 M etanol-viz 50-50 matrix nelkul

C\LASERMAT\DATA\ALOQUST.000 09:29 Wed Apr 23 1997

Operator: Mne Livia
Calibration: External

202

200

196:
194
19.24
19.0

18.8

174
172
17.0-

1684

162

160

Laser Aim: 3

i.
s kb
166 Fm_'l h‘.‘l,ﬂ
AP
164 |

Laser Power:21 Summed:11 shots Polarity: Positive A:-0.016 B/V:0.528475

11299

380.07

114.96 i

[l a18.01
It |
34247 h
25045 30325 psaos

"l.a..\\ bl m vy «14\ ot wmi}mwﬂ 'ﬂfw ‘#‘U W"i[ \ W‘&"M‘MW MWM‘% Wiy ,\ﬁw

150 200 250

650 700 750 800 850 900 950 1050
550 600 650 Bass 1952

300 350 400 450 500

9. melléklet

A kvercetin MALDI-tomegspektruma etanol:viz = 1:1 térfogataranyu elegyében
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10. melléklet A kvercetin és a robinetin abszorpcios spektruma etanol:viz = 1:1 térfogataranyu elegyében (szaggatott vonal)
es szilikagél rétegen impregnalva (folytonos vonal)



1.600 . I - T - T - |
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11. melléklet A4 kvercetin spektrumdnak idobeli valtozasa 0,01 mol/dm’ Na;B,07 jelenlétében etanol:viz = 1:1
térfogataranyu elegyben
(Cxvercetin= 5,92-10-5 mol/dm3; 0: borax-mentes, 1-8 idépontok: ¢ = 3, 10, 20, 65,120, 180, 240 és 300 perc)



koncentracid

1d6 [perc] [s] |abszorbancia 3
[mol/dm"] k=1/t-Inc,/c k (1/s)
1,355 0,000059623

2 120 1,289 5,67189E-05 | 0,000416123

6 360 1,163 5,11746E-05 | 0,000424441
10,5 612 1,044 4,59383E-05 | 0,000413876 4,17(+ 0,07).1()‘4

15 900 0,937 4,12301E-05 | 0,000409859

20 1200 0,818 3,59938E-05 | 0,000420579

33 1980 0,656 2,88655E-05 | 0,000366362

45 2700 0,595 2,61813E-05 | 0,000304813

60 3600 0,538 2,36732E-05 | 0,000256583

90 5400 0,483 2,12531E-05 | 0,000191026

150 9000 0,439 1,9317E-05 0,000125229

200 12000 0,414 1,82169E-05 | 9,88076E-05

anion fényelnyelési hullamhosszan (276 nm)

12. melléklet A kvercetin atalakulasanak kinetikai szamitasa gyengén ligos Na,HPO-pufferben (pH = 8,36) az
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13. melléklet A rutin abszorpcios spektruma 0,013 M Na,HPOy jelenlétében (pH = 8,27) etanol:viz = 1:1
térfogataranyu oldatban (—-) és a gérbe masodik derivaltja (- - -) a jellemzo hullamhossz
adatokkal (Cpugin = 6,04-10° mol/dm?)
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14. melléklet A robinetin abszorpcios spektruma 0,013 M KH,PO,Na,HPO, puffert tartalmazo etanol:viz = 1:1 térfogataranyu
oldatban (pH = 7,6) (——) és a gorbe mdsodik derivaltja (- - -) a jellemz6 hulldmhossz adatokkal (Crapinein = 6,69-10” mol/dm?)
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15. melléklet A robinetin abszorpcios spektrumanak idobeli valtozasa 0,013 M KH,PO4~Na,HPO, puffert
tartalmazo etanol:viz = 1:1 térfogataranyu elegyben (pH = 7,6) (Crobinetin = 6,69-10'5 mol/dm3)
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16. melléklet A kvercetin abszorpciés spektruma 4,37-10" mol/dm® kalium-hidroxid jelenlétében etanol:viz = 1:1
térfogataranyu oldatban (—-) és a gorbe mdsodik derivaltja (- - -) a jellemz6 hullamhossz

adatokkal
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17. melléklet A kvercetin abszorpcios spektruma bazissal (4,37-10% M KOH, vagy 0,013 M Na;HPO,) valé
kélesonhatds utan megsavanyitott (2,06-107° M HCI) etanol-viz = 1:1 térfogatardnyii elegyben (——)
és masodik derivaltja (- - -) a jellemz6 hullamhossz adatokkal



A —
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18. melléklet A kvercetin féenyelnyelésének valtozasa foszfatpuffer tartalmu etanol:viz = 1:1 térfogataranyu
elegyben adott hullamhosszakon a pH fiiggvényében
(Cxvercetin = 6,44- 10”° mol/dm® , a pufferek dsszeallitdsa: KH,PO, és Na,HPOy kiilonboz6 aranyu keverésével)



pH [257nm  [276mm  [322nm  [374nm  [402nm  [257nm  [276mm  [322nm  [374nm  [402 nm
abszorbancia lg [HL]/[L] = 1g(Ar-A)/(A-Anr)

4,84 1,402 0,668 0,523 1,451 0,601

5,75 1,375 0,690 0,528 1,421 0,620

5,98 1,363 0,712 0,534 1,413 0,638

6,20 1,360 0,743 0,545 1,405 0,662

6.33 1,342 0,770 0,553 1,393 0,686
6,44 1,324 0,795 0,559 1,358 0,705 | 0475903 | 0262572 | 0267606 | 0,470917 | 0,599034
6,53 1,309 0,826 0,564 1,344 0,732 | 0,40565 | 0204824 | 022687 | 0414973 | 0,521618
6,60 1,293 0,861 0,576 1,326 0,759 | 0335792 | 0.141674 | 0,132626 | 0,347415 | 0,450986
6,68 1,273 0,889 0,583 1,305 0,785 | 0,253851 | 0.092232 | 0,079181 | 02733 0,3878
6,79 1,245 0,948 0,597 1,271 0,839 | 0,145815 | -0,0104 | -0,02633 | 0,160579 | 0,267246
6,93 1,208 1,027 0,619 1,234 0,008 | 0,009143 | -0,1488 [-0,19498 | 0,043622 | 0,126071
6,97 1,190 1,061 0,626 1,221 0,941 |-0,05677 |-0.21033 [-025118 | 0,003113 | 0,061242
7,04 1,163 1,109 0,638 1,196 0,982 |-0,15712 [-030103 |-035286 |-0,0749 |-0,01844
7,13 1,144 1,153 0,647 1,168 1,023 |-023016 |-039008 |-0.4355 |-0,1638 | -0,09844
7,20 1,128 1,194 0,660 1,148 1,067 |-0,29419 |-0.4806 | -0,56988 |-0,22934 | -0,18622
7,32 1,095 1,243 0,669 1,108 1,118 |-043778 |-0,60314 |-0,67897 |-0,36946 | -0,29305
7,47 1,075 1,292 0,680 1,076 1,177 | -0,53646 | -0.75095 | -0,84295 |-0,49601 | -0.42864
7,70 1,042 1,338 0,681 1,016 1245 |-0,73391 | -0.9316 | -0,86034 | -0,80889 | -0,61429

8,27 1,022 1,358 0,691 0,962 1,255

19. melléklet A kvercetin protonalodasi dallandojanak meghatarozdsa soran mert és 1 cm rétegvastagsagra
szamitott fényelnyelési adatok és a szamitott protonalt - deprotonalt részecske
koncentracioaranyanak logaritmusa




y=-1,0001x + 6,7446
05 ¢ R’ =0,9953
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087 402 nm
v=-1,0003xz+ 70461
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04 -

0,6 1
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20. melléklet A kvercetin protondlodasi allandojanak grafikus meghatdrozasa kiilonbozo hullamhosszak esetén



06 o 257mm 0.6  374nm
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21. melléklet A kvercetin protonalodasi allandojanak grafikus meghatdrozasa kiilonbozo hullamhosszak esetén
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22. melléklet A rutin fényelnyelésének valtozasa foszfatpuffer tartalmu etanol:viz = 1:1 térfogataranyu elegyben
adott hullamhosszakon a pH fiiggvényeben
(Crutin = 6,04-10'5 mol/dm® , a pufferek dsszeallitasa: KH,PO,4, Na,HPO,4 és KOH kiilonboz6 aranyt keverésével)



274nm L — 4 0009x + 6,7523

RZ =0,9943

5.00 7. pH

pK, = 6,746

1,59 36lnm
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: 347 y=-100262+67436 | 2_
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[:I T T 1 I:I T T
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23. melléklet A rutin elsé disszociacios allandojanak grafikus meghatarozasa kiilonbozé hullamhosszak esetén



HO

24. melléklet A kvercetin atalakuldsanak lépései ligos kéemhatdsu oldatban
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25. melléklet A robinetin atalakuldsanak lépései ligos kémhatdsu oldatban
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26. melléklet A kvercetin (1) és aluminium-komplexének (2) abszorpcios spektruma etanol:viz = 1:1 térfogataranyu elegyben
0,2 mol/dm’ kalium-klorid alapelektrolit jelenlétében és a komplex mdsodik derivdltja (- - -)
(Civercetin=5,81-107° mol/dm’, [AI**] = 4,02:10~ mol/dm”)
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27. melléklet Az aluminium-kvercetin komplex kialakulasanak idofiiggése (Cyvercetin= 5,96 10”° mol/ dm3, [A13+] = 8,02 102
mol/dm’)
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28. melléklet Az aluminium-kvercetin-komplex képzodési gorbéje az Al(1ll)-koncentracio fiiggvényében
(Civercetin= 3,91-107° mol/dm’, i = 0,2 mol/dm® KCI)



Sample: quercetin-aluminium standard 0,01-0,001 M etanol-viz 50-50 matrix nelkul Operator: Mne Livia
Filename: CI\LASERMAT\DATA\AL1QUST.002 09:59 Wed Apr 23 1997 Calibration: External
Laser Aim: 3 Laser Power:21 Summed:10 shots Polarity: Positive A: 0016 B/V:0.528475
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!
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w .
: i
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29. melléklet  Aluminium-kvercetin-komplex AlQ," dsszetétele etanol-viz elegyben a fémion:ligandum=1:10 koncentrdcio-ardanyii
oldatabol készitett MALDI-tomegspektrumon
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30. melléklet Az aluminium-kvercetin-komplex képzodése kiilonbozo hullamhosszakon mért abszorpcio alapjan
(Civercetin= 5,59-107° mol/dm’, 0,2 mol/dm® KAc:HAc = 4:1, pH = 5,15)
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31. melléklet A rutin aluminium-komplexének kialakulasa kiilonbozé hullamhosszakon mért abszorpcio alapjan,
etanol:viz = 1:1 térfogataranyu oldoszerelegyben
(Cruin= 5,72 -10”° mol/dm’, 0,1 mol/dm® KAc:HAc = 4:1, pH = 5,44)
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32. melléklet A rutin réz(Il)-komplexének képzddési gorbéje 0,1 mol/dm’ ecetsav - kdlium-acetdt puffert tartalmazé
etanol:viz = 1:1 térfogataranyu elegyben (pH = 5,22)

(Cruin= 6,07-10” mol/dm’, KAc:HAc = 4:1)
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33. melléklet Cu(ll)-rutin-komplex stabilitdsi allandojanak és osszetételéenek megallapitasa kiilonbozo hullamhosszakon mért

fényelnyelési adatokbol

(Crutin= 6,07-107 mol/dm3, 0,1 mol/dm® KAc:HAc = 4:1 (pH = 5,22), etanol:viz = 1:1 térfogatarany)



Ccu(u) lg CCu(H) 361 nm 420 nm
Amert Aszimitott Amert Aszimitott

7,99E-06| -5,09765 1,131 1,136204 0,060 0,062004
1,60E-05| -4,79661 1,132 | 1,128338 0,072 0,073851
2,40E-05| -4,62053 1,119 1,120637 0,082 0,085487
3,19E-05| -4,49559 1,118 1,113095 0,097 0,096919
3,99E-05| -4,39868 1,103 1,105709 0,109 0,108152
5,19E-05| -4,28474 1,093 1,094912 0,125 0,124636
6,39E-05| -4,19456 1,087 | 1,08444 0,142 0,140699
7,99E-05| -4,09765 1,070 1,070962 0,163 0,161485
0,00012 | -3,92156 1,038 1,039507 0,213 0,210495
0,00020 | -3,69971 0,989 | 0,984863 0,298 0,297387
0,000399 | -3,39868 0,884 | 0,883172 0,472 0,465619
0,000519| -3,28474 0,838 | 0,838472 0,547 0,542529
0,000639| -3,19456 0,802 | 0,80202 0,603 0,606704
0,000799| -3,09765 0,767 | 0,762808 0,671 0,677279
0,000983 | -3,00745 0,722 | 0,727156 0,740 0,7429
0,001198| -2,92156 0,693 | 0,694674 0,802 0,803943
0,001597| -2,79661 0,650 | 0,651061 0,888 0,887877
0,001997| -2,69971 0,625 | 0,620818 0,952 0,947457
0,002396 | -2,62053 0,594 | 0,598634 0,988 0,991903
0,002795| -2,55359 0,578 | 0,581679 1,025 1,026306
0,003195| -2,49559 0,569 | 0,568299 1,058 1,053723
0,003993 | -2,39868 0,554 | 0,548543 1,095 1,094646

34. melléklet A réz(I1l)-rutin-komplex képzodésének mért és szamitott fényelnyelési
adatai az osszes Cu(ll) koncentracioja fiiggvényében




1.600

ahszorhancia

n.800}

0.000 : ' : ' :
200.0 350.0 hullamhossz (nm) 500.0

35. melléklet A Cu(ll) - kvercetin kolcsonhatds folyamata névekvé Cu(NO3); koncentracio hatasara kalium-acetat - ecetsav =
4:1 puffert tartalmazo etanol:viz = 1:1 térfogataranyu elegyben

(Civercetin= 5,84-10'5 mol/dm3, 0,1 mol/dm> KAc:HAc = 4:1 (pH = 5,13), 1: Cu(Il)-mentes,
2-16: 1,6:10” — 2,4-10™ mol/dm® Cu(NO3),)



A | A

- 1.200
0.630 T - 1,000
0.600 T - 0,800
0330 ¢ - 0.600
0,500 | - 0.400
0,450 - 0,200

lgCrymm 450 -400 350 300 -2.50

36. melléklet A réz(1l) és a kvercetin kélcsonhatasanak fényelnyelés valtozasa kalium-acetat - ecetsav pufferoldatban
(pH = 5,13) (Cyercetin= 35,8410 mol/dm’, 0,1 mol/dm® KAc:HAc = 4:1)
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37. melléklet A réz(1l)-kvercetin komplex képzodés latszolagos stabilitasi allandojanak meghatarozasa kalium-acetat - ecetsav
pufferoldatban (pH = 5,13) (Civercetin= 5,84-10” mol/dm’, 0,1 mol/dm’® KAc:HAc = 4:1)
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38. melléklet A réz(1l)-klorid - kvercetin kélcsonhatas soran a fényelnyelés valtozasa a Cu(ll)-koncentrdacio logaritmusanak
fiiggvényében (Ciyercetin= 6,25-10~ mol/dm’, i = 0,2 mol/dm’ KCI)
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39. melléklet A réz(ll)-klorid - kvercetin kolcsonhatas egyensulyi dllandojanak grafikus meghatarozadsa

(Civercetin= 6,25-10” mol/dm”, i = 0,2 mol/dm’® KCI)
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(Ckvercetin: 6,24 10-5 mol/dm3)
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41. melléklet A4 kvercetin abszorpcids spektrumanak alakulasa Cr(11l) jelenlétében, 20 ora reakcioido utan, etanol:viz =
1:1 terfogataranyu elegyében

(Civercetin= 6,16-10” mol/dm”, Ceqmy- 1,0-107* mol/dm”® Cry(SO4)s, alapelektrolit nélkiil)
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42. melléklet Krom(lll)-oldattal impregnalt akac és nyar famintak kiilonbségi spektrumai a fénykezelés idotartamaban
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A Ph.D értekezés tartalmi kivonata

A disszertacioban a faextraktanyagok koziil a flavonoidok jellegzetes képviseldi, illetve
n¢hdny kivalasztott fémion kozott lejatszodd kémiai kolesonhatasok tanulméanyozasa soran
elért eredményeit mutatja be a szerzd. Szamos flavonoid meghatarozé egy-egy adott fafaj
szinének kialakitdsaban. A faanyagban gyakran ezen vegyiiletek leuko-formaja van jelen, ami
csak savak-lugok, fémionok, vagy oxidacio hatasara valik szinessé. Ez indokolja kdlcson-
hatasaik részletes vizsgalatat.

A dolgozat elsédlegesen a favédelemben fontos szerepet jatszd fémionok — a réz(Il)-, a
krom(II)-, illetve a kromationok —, tovabba a kornyezeti hatdsok miatt a talajban egyre
nagyobb mértékben mobilizalodo, és az €16 faban is jelentdsen akkumulalodo, aluminiumion
hatasara oldatban és szilard feliileten, a fakomponensek jelenlétében végbemend kémiai
folyamatokat tarja fel. A kémiai valtozasok kutatasahoz bioligandumként a flavonoidok koziil
a kvercetin, a rutin és a robinetin keriilt kivalasztasra. Ultraibolya-lathat6 tartomanyu abszorp-

ci0s spektrofotometria, valamint a potenciometria volt a disszertacid f6 vizsgalati modszere.

A szerz0 tanulmanyozta a vizes oldoszer etanol-tartalmanak hatdsat a kvercetin spektralis
jellemzdire, melynek alapjan a tovabbi spektrofotometrias vizsgalatokat etanol:viz = 1:1
térfogataranyu elegyében végezte. A kvercetin és robinetin oldatbeli sajatsagainak vizsgalatat
kiegészitette szilikagél rétegen bekovetkezd fotodegradacios folyamataik elemzésével is, ami
lehetdséget ad a fafeliiletek szinvaltozasainak molekularis szinten torténd értelmezésére.

Az értekezés részletesen targyalja a kvercetin, a rutin €s a robinetin abszorpcios spektrumanak
valtozasat erésen lugos- és gyengén bazikus kozegben. A szerzé meghatarozta a kvercetin és
a rutin disszociacios allandojat is, a szamitasokhoz szamitdégépes programot és grafikus
abrazolasi moddszert egyarant alkalmazott. A kiilonbdzd technikai megoldassal kapott
eredményei jO egyezést mutatnak az irodalmi értékekkel. A kvercetin €s a robinetin
disszociaciot kovetd atalakuldsanak hasonlosaga, illetve eltérése alapjan molekulaszerkezeti
magyarazatot ad a végbemend folyamatokra.

A disszertacio fontos része a flavonoidok komplexképzddési egyenstlyanak tanulmanyozasa.
A feladat magaban foglalja az oldatban levd ionfajtdk jellegének megallapitasat, és a
megfeleld stabilitasi allandok meghatarozasat, amely altal a szerzének lehetdsége nyilt az

egyensulyi rendszerek alapvetd tulajdonsagainak leirasa. Ezek a vizsgalatok feltartak a fém-
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komplexek létrejottének, atalakulasanak, illetve bomlasanak lehetdségét és modjat, a reakciok
id6beli lefolyasat is.

Az értekezés bemutatja a kvercetin €s a rutin Al(Ill)ionnal képzett komplexének kialakuldsat
kiilonb6z6 kémhatast kozegekben, ismerteti a komplexek Osszetételét, valamint bemutatja a
folyamat egyensulyi alland6janak meghatarozéasat. A vizsgalatok eredményei valaszt adnak a
szakirodalomban talalhat6 ellentmondo6 adatok és magyarazatok okara.

A varhato koordinécios és oxidacios folyamatok fliggetlen vizsgélata érdekében a flavonoidok
¢és a réz(Il)ion kolesonhatasanak vizsgalatat tobbféle inert so jelenlétében, valamint kalium-
acetat - ecetsav pufferben is elvégezte a szerzd. Kalium-klorid alapelektrolitban a Cu(Il) -
kvercetin kolcsonhatas kiilonleges, de egyértelmiien nem komplexképzddési spekt-
rumvaltozasardl szamol be a dolgozat. A latszélagosan egyensulyi folyamatot a szerzd a
valtozasat is bizonyitotta a reakcidban. Kélium-acetdt - ecetsav altal pufferolt kozegben
viszont 1:1 fémion:ligandum Osszetételii rutin-komplex képzdodését tapasztalta, amelynek
egyensulyi allandojat is meghatarozta. A disszertacid beszamol arrdl is, hogy ilyen kdzegben
a kvercetinnel a réz(Il) — alacsony koncentracioja mellett — kis stabilitasti, kétmagva komp-
lexet alkot, mig kb. tizszeres Cu(Il) felesleg esetén irreverzibilis, és a kalium-kloridostol
eltérd reakcio jatszodik le.

A szerz6 szilikagél rétegen vizsgalta a krom(III)- €s a bikromationok kdlcsonhatasat kver-
cetinnel és robinetinnel, valamint ezen ionok befolyasat a flavonoidok fotobomlasi folyama-
tara. Az abszorpcids spektrumok alapjan Cr(III)-flavonoid-komplexek képzddését, valamint a
Cr(VI) ¢és a flavonoidok kozotti oxidacios reakcid lejatszodasat mutatta ki szilard feliileten.
Vizsgélataival igazolta, hogy a fénysugarzas degradalo hatasat egyediil a Cr(III)-mal torténd

impregnalas tudja hatékonyan csokkenteni.

A dolgozatban ismertetett kutatdsi feladat — a kvercetin, rutin és robinetin sav-bazis
tulajdonsagainak vizsgalata, valamint kiilonb6zé fémionokkal vald kolcsonhatasuk tanul-
manyozasa révén — szdmos U0j, fakémiai vonatkozasi tudoményos eredményre vezetett,

amelyek jol hasznosithatok a favédelem és fafeldolgozas kiilonbozd teriiletein.
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Investigation of interaction between wood-extractives and metal ions

Abstract of dissertation

The most important results on spectrophotometric investigations on some of the most
common and unique wood components — quercetin, rutin and robinetin — are summarized in
the dissertation. Each chosen flavonoid shows strong electron-donor properties in ethanol-
water medium and has some possible metal chelating sites in their molecules.

The irreversible changes caused by alkaline salts were detected in the structure of
quercetin and a complete mechanism is proposed for it with calculated rate constant. While
the effect of the solution alkalinity was pointed out having importance in the interaction of
metal ions and wood components the ionisation constants of quercetin and rutin were
established, too.

The coordination of AI(III) and Cu(Il) ions to quercetin and rutin molecules were
recorded in acetate buffer solution. The stability constants of the AIl(IIl)-complexes were
determined by iteration method and the results make the forming of binuclear ones probable.
The interaction between copper(Il) ion and quercetin was found to have significant depend on

the components of the solution.

The own and simultaneous effects of UV light irradiation and treatment with Cr(IIl) or
Cr(VI) were investigated on inert surface impregnated with quercetin or robinetin. The
changes of spectral bands were indicative of complexation process produced by chromic ion.
But the reduction of hexavalent chromium and the decomposition of flavonoids were
observed, too. More increased changes were detected in the case of simultaneous effects of

UV light and chromium ions.

All these results of flavonoid research can be well-used not only in different fields of
wood-protection and treatment, but in the chemical analysis or in the food-industry and

medicine, too.



