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Flavonoids — main constituents of the leaves of Philadelphus tenuifolius Rupr.

et Maxim.

Daniel Granéai ¢ Silvia Fialova * Viktor Huszar * Janka Karlovska * Emil Svajdlenka

Doslo 10. marca 2014 / Prijato 21. marca 2014

Sdhrn

PredloZena praca sa zaoberd izoldciou a identifik4ciou fla-
vonoidov pritomnych v listoch pajazminu tenkolistového
(Philadelphus tenuifolius Rupr. et Maxim.). Z metano-
lového extraktu listov tejto rastliny bol izolovany kverce-
tin-3-0-glukozid (izokvercitrin), z butanolového extraktu
kempferol-3-0-glukozid-7-O-ramnozid. Izolované latky
boli identifikované pomocou fyzikalno-chemickych me-
téd, porovnanim vysledkov so Standardami a literatirou.
Z rastlinného druhu Philadelphus tenuifolius Rupr. et Ma-
xim. boli izolované prvykrat.

Kliacové slova: Philadelphus tenuifolius * Hydrangea-
ceae * flavonoidové glykozidy

Summary

The paper deals with the isolation and identification of
the constituents of the leaves of Philadelphus tenuifolius
Rupr. et Maxim. A methanolic extract was used to isolate
quercetin-3-O-glucoside (isoquercitrin), and a butanolic
extract to 1isolate kaempferol-3-O-glucoside-7-O-
-rhamnoside. Isolates were identified by physical-chemi-
cal data, comparison with authentic samples and litera-
ture data. The above-mentioned compounds were isola-
ted from Philadelphus tenuifolius Rupr. et Maxim. for the
first time.
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Uvod

Philadelphus tenuifolius Rupr. et Maxim. — pajazmin
tenkolistovy z ¢elade Hydrangeaceae je ker dosahujuci
vysSku 2-2,5 m. Rastie v zmieSanych lesoch, pochidza
z vychodnej Sibiri, severnej Ciny a Kérei. Obsahovym
latkam tohto druhu a ich biologickym tc¢inkom bolo do-
teraz venovanych malo pric. Zistenie cytotoxickej
a antimikrobidlnej aktivity etanolového extraktu' nés
viedlo k $tidiu sekundarnych metabolitov, ktoré sa mozu
na nich podielat. V rode Philadelphus L. boli doteraz opi-
sané najmi latky polyfenolového charakteru ako flavo-
noidy a aromatické Kkyseliny®, ktorych obsah v nad-
zemnych Castiach rastliny bol stanoveny kolorimetricky>"
Z konarov pribuzného druhu Philadelphus coronarius L.
boli izolované triterpény a kyseliny®. Z listov to boli ku-
mariny, steroly, triterpény” a flavonoidové glykozidy®'?.
Z listov Philadelphus tenuifolius Rupr. et Maxim. boli do-
teraz izolované latky nepoldrneho charakteru — triterpény
taraxerol, stigmasteryl-3-O-B-D-glukozid a kumariny
umbeliferén a eskulin'®.

PredloZena praca opisuje izoldciu a identifikaciu obsa-
hovych latok metanolového a butanolového extraktu
z listov Philadelphus tenuifolius Rupr. et Maxim. a prinaSa
nové poznatky o ich vyskyte v tejto Casti rastliny.

Pokusna c¢ast

Materidl a metody

Pri izol4cii a identifikécii obsahovych latok Philadel -
phus tenuifolius Rupr. et Maxim. sa pouZil metanolovy
a butanolovy extrakt z listov. Listy sa nazbierali
v Arboréte Mlyiiany, v Ustave dendrobiol6gie Slovenskej
akadémie vied v septembri 2009 a ususili pri laboratorne;j
teplote.

Na separiciu obsahovych latok sa pouZil silikagél
zn. Silpearl, pripraveny podIa Pitru a Stérbu'? a Sephadex
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LH-20, na tenkovrstvova chromatografiu Silufol UV 254
a 366 nm a Lucefol Quick (Kavalier, Votice, CR)
asilikagélové platne Kiesselgel 60 F,, (Merck). Detekcia
chromatogramov sa robila UF Ziarenim pri 254
a 366 nm, kyselinou sirovou v éteri (1 : 4) s naslednym za-
hriatim na 120 °C, Neuovym skimadlom a anilin-
ftalatom!¥. Rozpustadla pouZité pri chromatografii boli
vopred predestilované.

Pri navazovani sa pouzivali analytické vidhy Chyo
JL-200 (Chyo, Japonsko). Teploty topenia sa merali na
Kofflerovom bloku (VEB Analytik, Dresden) a nie st ko-
rigované. Ultrafialové spektrd sa merali na pristroji
Specord UV-VIS (Jena) v metanole a po pridani Specific-
kych diagnostickych skiimadiel'®. Hmotnostné spektrum
na HPLC pristroji Agilent 1100 HP liquid chromatograph
s MS ion trap detektorom. '"H NMR a *C NMR spektra
boli merané na Varian MERCURY plus NMR spektro-
metri (Varian, Palo Alto, CA, USA) pracujicom pri frek-
vencii 300 MHz ("H) a 75 MHz (*C). Kysla hydrolyza sa
robila 2% kyselinou sirovou; vodna faza sa potom ne-
utralizovala na DOWEX-e (FLUKA AG CHEMISCHE
FABRIK BUCHS SG) podla literattiry's- 19,

Extrakcia a izoldcia ldtok

UsuSené a pomleté listy Philadelphus tenuifolius
Rupr. et Maxim. (460 g) sme extrahovali v Soxhletovej
aparature a po odpareni rozpustadla vo vdkuu sme ziska-
li petroléterovy (27,3 g), chloroformovy (14,1 g), meta-
nolovy (42,5 g) a butanolovy (2,2 g) extrakt.

Metanolovy extrakt sme delili kolénovou chromato-
grafiou na silikagéli ¢. 3 s obsahom 13 % vody. Kol6nu
sme eluovali zmesou rozpustadiel chloroform : metanol :
cyklohexan v r6znom pomernom zastiipeni. Eludty sme
zachytdvali v mnoZstvéch priblizne po 50 ml. Tieto sme
postupne odparovali a na zaklade vysledkov tenkovrstvo-
vej chromatografie spojili do 23 frakcii hrubého delenia.

Frakciu ¢. 8 sme rechromatografovali na stipci Sepha-
dexu LH-20 v sustave izopropanol : metanol s nirastom
polarnej zlozky. Frakcie sme zachytdvali po cca 10 ml
a na zdklade vysledkov tenkovrstvovej chromatografie
pospdjali do 12 frakcii. Z frakcie ¢. 6 sme kryStalizaciou
z metanolu ziskali latku 1.

Rovnakym sposobom sme delili latky pritomné
v butanolovom extrakte. Kolénu sme eluovali zmesou
rozpustadiel chloroform : metanol : cyklohexdn v roznom
pomernom  zastdpeni. Eludty sme zachytdvali
v mnoZstvach priblizne po 50 ml. Na zdklade vysledkov
tenkovrstvovej chromatografie sme ziskali 9 frakcii hru-
bého delenia.

Frakciu ¢. 6 sme rechromatografovali na silikagéli ¢. 4
v sustave chloroform : metanol (90 : 10, 85: 15 a 80 : 20).
Frakcie sme zachytdvali po 5 ml a na zdklade vysledkov
tenkovrstvovej chromatografie pospdjali do 7 frakcii.
Z frakcie €. 4 sme kryStalizaciou z metanolu ziskali latku
1L

Vysledky a diskusia

Latka I (8,5 mg) (obr. 1) bola izolovana vo forme sve-
tloZltych mikrokryStalov s teplotou topenia 182—184 °C.
Hmotnostné spektrum vykazuje molekulovy i6n [M-H]
o m/z 463 (glykozid kvercetinu, cukor 162) a fragment

o m/z 301 (aglykon). Utrafialové spektrum v metanole vy-
kazuje pésy typické pre flavon: AM©H ~ nm: 254, 265sh,
293 a 358.

ma:

OH OH

Obr. 1. Latka I

Po pridani $pecifickych diagnostickych skiimadiel sme
namerali nasledujice posuny maxim:

ANOMe  nm: 270, 320 sh, 409

ANCB  nm: 270, 295sh, 430

AMCBHA  nm: 265, 295sh, 400

ANaOAc  nm: 267, 398

max

7\‘NaOAc/H3B03maX nm: 256, 368

'"H NMR (300MHz, CD30D) d: 7.7 (1/2(2H), d,
J=2.06 Hz); 7.59 (1/2(2H), dd, J = 8.5 Hz; ] = 2.06 Hz);
6.87 (1H, d, J = 5.50 Hz); 6.40 (1H, d, J = 2.05 Hz); 6.21
(1H,d,J =2.05Hz); 5.25 (1H, d, J =7.62 Hz); 3.73-3.19
(6H, m)

BC NMR (75.5 MHz, CD30D) d: 197.55; 166.11;
163.13; 159.03; 158.53; 149.90; 145,97; 135.63; 123.22
(2C); 117.56; 116.03; 105.72; 104.25; 99.92; 94.72;
78.45; 78.15; 75.76; 71.24; 62.57

Na zédklade vysledkov spektrilnej analyzy a tenko-
vrstvovej chromatografie na Silufole moZno predpokla-
dat, ze latka (I) je glykozid kvercetinu. Aglykon ziskany
kyslou hydrolyzou bol zhodny so Standardom kvercetinu.

OH
HO CH

HO

OH

HO OH
OH
Obr. 2. Latka I1
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Cukorna zlozka sa zhodovala so Standardom glukozy. Lat-
ku (I) sme identifikovali ako kvercetin-3-0-glukozid
(izokvercitrin).

Latka II (11,5 mg) (obr. 2) bola izolovana vo forme
Zltych mikrokryStalov s teplotou topenia 183-186 °C.
Hmotnostné spektrum vykazuje molekulovy i6n [M-H]
o m/z 593 (diglykozid kempferolu, cukry 162 a 146
v r0znych polohach) a fragment o m/z 448, 432 a 286.
Utrafialové spektrum v metanole vykazuje pasy typické
pre flavon: AMOH  nm: 268, 295sh a 355.

Po pridani Specifickych diagnostickych skiimadiel sme
namerali nasledujice posuny maxim:

ANOMe nm: 276, 323 sh, 407

ANCE nm: 274, 304sh, 407

ANCBHA  nm: 274, 304sh, 399

AN©OAe  nm: 277, 395

ANGOACHIBO3 - 266, 362

'"H NMR (300MHz, DMSO) d: 7.57 (2H, m); 6.87 (1H,
d,J =8.79 Hz); 6.46 (1H, d, J = 2.34 Hz); 6.23 (1H, d, J
=2.34 Hz); 5.44 (1H, m); 3.57 (2H, m); 3.36-3.11 (4H,
m)

BC NMR (75.5 MHz, DMSO) d: 177.25; 163.77;
160.75; 156.24 (2C); 148.08; 144,47; 133.16; 121.57,
121.04; 115.93; 115.06; 103.84; 100.63; 98.49; 93.52;
77.18; 76.80; 73.80; 69.50; 60.58

Na zédklade vysledkov  spektralnej analyzy
a tenkovrstvovej chromatografie na Silufole moZno pred-
pokladat, Ze latka (II) je glykozid kempferolu. Aglykon
ziskany kyslou hydrolyzou bol zhodny so Standardom
kempferolu. Cukorné zlozky sa zhodovali so Standarda-
mi gluk6zou a ramnézou. Latku (II) sme identifikovali
ako kempferol-3-0O-glukozid-7-O-ramnozid.

Prica bola realizovana s podporou grantovej ulohy ¢. 1/0059/11
VEGA Ministerstva Skolstva SR. ,,Skrining biologickych aktivit vybra-
nych druhov lie¢ivych rastlin a identifikdcia ich aktivnych konStituen-
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