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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie hydrazydu kwasu 4-hydroksybenzoesowego oraz za-
stosowanie hydrazydo-hydrazonéw pochodnych kwasu 4-hydroksybenzoesowego i aldehydow zawie-
rajgcych fragment aromatyczny, ktére moze by¢ wykorzystane zwtaszcza w rolnictwie, sadownictwie,
przemysle lesnym i ogrodnictwie.

Kwas 4-hydroksybenzoesowy (4HBA) jest sktadnikiem $cian komoérkowych roslin. Z pracy prze-
gladowej Vanholme el al., Plant Physiology, 2010, 153, 895-905 znany jest kwas 4-hydroksybenzoe-
sowy i jego koniugaty, kwas walininowy, syringowy i protokatechowy, kitére tworzg ztozong strukture
ligniny. Lignina nadaje roslinie wytrzymatos¢ i sztywnos$¢ oraz zapewnia ochrone przed mikroorgani-
zmami patogennymi. Z publikacji Klick i Herman, Zeitschrift fiir Lebensmittel-Untersuchung und For-
schung, 1988, 187, 444-450 znanym jest wystepowanie 4HBA w pospolitych ziotach i przyprawach,
w owocach wanilii, w anyzu, koprze, kminku i pietruszce. Z innej publikacji Hatcher i Kruger, Cereal
Chemistry, 1997, 74, 337-343 znanym jest wystepowanie tego kwasu w produktach zbozowych. Z prac
naukowych Smith-Becker et al., Plant physiology, 1998, 116, 231-238 oraz Chakraborty et al., Bioche-
mical Systematics and Ecology, 2006, 34, 509-513 znane jest zjawisko akumulacji 4HBA w $cianach
komarkowych roslin w odpowiedzi na czynniki Srodowiskowe i na atak patogendw roslinnych. Z artykutu
naukowego Johannes i Majchrzejczyk, Applied and Environmental Microbiology, 2000, 66(2), 524-528
wiadomym jest, ze 4HBA jest produktem degradaciji ligniny oraz naturalnym mediatorem reakcji katali-
zowanych przez lakaze. Z artykutu Chong et al., Journal of Agricultural Science, 2009, 1, 15-20 znana
jest aktywnos¢ 4HBA hamujgca wzrost huby drzewnej z rodzaju Ganoderma boninense. Z artykutu Ka-
maya et al., Archives of Environmental Contamination and Toxicology, 2006, 51, 537-541 wiadomym
jest, ze kwas 4-hydroksybenzoesowy nie jest fitotoksyczny, gdyz nie wykazuje on toksycznego wptywu
na zielone algi. Z artykutu Lodovici et al., Food and Chemical Toxicology, 2001, 39, 1205-1210 wiado-
mym jest ze 4HBA nie wykazuje szkodliwego wptywu in vitro na czgsteczki DNA pochodzgce od $ledzia.

Pochodne kwasu 4-hydroksybenzoesowego. (4HBA) powszechnie wystepujg w naturze. Z arty-
kutu Lever, Analytical Biochemistry, 1972, 47, 273-279 znany jest hydrazyd kwasu 4-hydroksybenzoe-
sowego (4HBAH) stosowany w chemii analitycznej do oznaczania cukréw redukujgcych. Z innej publi-
kacji Drozdzewski et al., Structural Chemistry, 2010, 21, 405—414 znana jest zdolno$¢ kompleksowania
jonéw miedzi przez 4HBAH. Z jeszcze innej publikacji Miyazawa et al., Physiological and Molecular
Plant Pathology, 1998, 52, 115-126 znane jest wykorzystanie hydrazydu kwasu 4-hydroksybenzoeso-
wego w celu indukowania w roslinach uprawnych w pomidorach opornosci na grzybowego patogena
roslinnego z rodziny guzetkowatych Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici przy stezeniu 10 uM.

Iminowe pochodne zwigzkéw karbonylowych (aldehydow i ketonéw) z hydrazydami kwasowymi
sg znane, jako hydrazydo-hydrazony. Obecnos$¢ grupy azometinowej przytgczonej wigzaniem pojedyn-
czym azot-azot do grupy amidowej [-(C=0)-NH-N=C-] stymuluje réznorodne wiasciwosci biologiczne.
Z artykutu Wilde et al., Molecular Diversity, 2014, 18, 307-322 znane s3a hydrazony pochodne hydra-
zydu kwasu octowego i 4-hydroksyacetofenonu, inhibitory selenozaleznej peroksydazy glutationowej
wykazujgcej nadaktywnos$¢é podczas rozwoju choroby nowotworowej w czasie tworzenia chtoniaka
i przebiegu biataczki. W innym artykule Siemann et al., Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 2002,
46(8), 2450-2457 ujawniono hydrazony pochodne 1-formylo-2-hydroksynaftalenu i hydrazydéw kwa-
séw arenosulfonowych jako inhibitory metalo-flaktamazy inaktywujgcej antybiotyki p-laktamowe.
Z pracy przeglagdowej Popiotek Medicinal Chemistry Research, 2017, 26, 287-301 znane sg hydrazydo-
-hydrazony o wiasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych.

W literaturze przedmiotu znane sg wtasciwosci biologiczne czgsteczek zawierajgcych fragment feno-
lowy kwasu 4-hydroksybenzoesowego. Z amerykanskiego zgtoszenia patentowego US201615053887 (A1)
znane sg rowniez hydrazony, pochodne kwasu 4-hydroksybenzoesowego i aldehydéw benzoesowych,
przydatne w leczeniu choréb nowotworowych. Z publikacji Backes et al., Bioorganic and Medical Che-
mistry, 2014, 22, 4629-4636 znane sg hydrazydo-hydrazony pochodne kwasu 4-hydroksybenzoeso-
wego i aldehydu salicylowego lub aldehydu 5-metylosalicylowego wykazujgce aktywnos$¢ przeciwko
grzybowi Candida glabrata o aktywnosci MICso na poziomie odpowiednio 4 pug/mli 1 pg/ml.

Z prac przegladowych przyktadowo Morozova et al., Applied Biochemistry and Microbiology,
2007, 43(5), 523-535 znanym jest, ze lakazy (EC 1.10.3.2) sg miedziozaleznymi oksydazami polifeno-
lowymi, ktore katalizujg cztero-elektronowg redukcje tlenu czgsteczkowego do wody utleniajgc réwno-
czesnie rodnikowe zwigzek aromatyczny aktywowany ugrupowaniami aminowym i/lub hydroksylowym
polifenoli. Z pracy przeglgdowej Solomon et al., Chemical Reviews, 1996, 96(7), 2563—-2606 znanym
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jest, ze lakazy wytwarzane sg w niewielkich ilosciach przez insekty, bakterie i rosliny wyzsze, natomiast
dominujgcymi producentami tych enzymoéw sg grzyby pasozytujace na drzewach, takie jak huby
drzewne powodujgc niszczenie podtoza, w ktéorym degradujg lignine wywotujgc tzw. biatg zgnilizne
drewna. Na atak pasozytniczy narazone sg zaréwno drzewa rosngce w lasach, grodach, dziatkach, jaki
i w miastach.

Z pracy przegladowej Suchocka, Czfowiek i srodowisko, 2011, 35(3-4), 19-34 widomym jest, ze
roslinnos¢ miejska jest stale narazona na dziatanie czynnikéw antropogenicznych. Takie niekorzystne
i dlugotrwate czynniki siedliskowe wywotujg u roslin stres i znacznie obnizajg ich odpornos¢ na choroby
i infekcje, z ktoérych najwieksze zagrozenia wywotuje infekcja grzybowa. Jej skutkiem jest biata tub bru-
natna zgnilizna drewna, prowadzaca do obumierania roslin zainfekowanych. Z pracy przegladowej
Mayer i Staples, Phytochemistry, 2002, 60(6), 551-565 wiadomym jest, ze lakaza pemni funkcje
ochronng wielu gatunkéw grzybow patogennych poprzez neutralizowanie fitoaleksyn i tanin; toksycz-
nych substancji antybiotycznych wydzielanych przez komérki atakowanej rosliny.

Do powszechnie wystepujgcych patogendw roslin uprawnych wydzielajacych lakaze nalezg
grzyby plesniowe z rodziny twardnicowatych (Sclerotiniaceae). Przykladowo, z rozdziatu w ksigzce Pe-
zet R., Pont, V., Hoang-Van, K. ,Enzymatic-detoxication of stilbenes by Botrytis cinerea and inhibition
by grape berries proanthocyanidins" edytowanej przez Verhoeff, K., Malathrakis, N.E., Williamson, B.,
»Recent Advances in Botrytis Research” Pudoc Scientific, Wageningem, 1992, str. 87-92, wiadomym
jest, ze jeden z nich, gronowiec szary (Botrytis cinerea), infekuje owoce, kwiaty i tkanki zielone co naj-
mniej 235 gatunkéw roslin, wydzielajgc lakaze w celu detoksyfikacji zwigzkéw fenolowych produkowa-
nych przez system odpornosciowy roslin.

Z artykutu Call i Miicke, Journal of Biotechnology, 1997, 53(2-3), 163—202 wiadomym jest, ze
wrosniak réznobarwny (Trametes versicolor) jest jednym z najlepiej przebadanych i opisanych w litera-
turze grzybéw biatej zgnilizny. Lakaza z wro$niaka roznobarwnego (T. versicolor) charakteryzuje sie
najwiekszym potencjatem redoks i aktywnoscig wsrdéd lakaz pochodzenia grzybowego. Jest ona komer-
cyjnie dostepna przyktadowo w firmie Sigma (nr kat. 3E429) i wykorzystywana, w reakcjach enzyma-
tycznych. Znana jest pod przeszio siedemdziesiecioma synonimami naukowymi, a najpopularniejsze
Z nich to Trametes versicolor, Coriolus versicolor oraz Polyporus vesicolor.

Z pracy przegladowej Strong i Claus, Critical Reviews in Environmental Science and Technology,
2011, 41, 373-434 znane sg liczne przemystowe zastosowania lakaz pochodzenia grzybowego obej-
mujgce delignifikacje drewna, detoksyfikacje i bioremediacje wod przemystowych oraz gleby. Z innej
pracy przeglgdowej Witayakran i Ragauskas, Advanced Synthesis & Catalysis, 2009, 357(9), 1187-1209
znane sg liczne zastosowania lakaz w syntezie. Chociaz w licznych publikacjach i opracowaniach lite-
raturowych ujawniono mediatory lakaz przydatne w reakcjach utlenienia mniej reaktywnych zwigzkow
organicznych, to opracowanie obojetnych dla roslinnosci, ludzi i Swiata zwierzecego inhibitorow lakaz
doprowadzi tak do wzrostu wydajnosci produkcji na zainfekowanych roslinach w rolnictwie, sadownic-
twie i w przemysle lesnym jak i poprawy jakosci ogroddw i roslin ozdobnych.

Z prac przeglgdowych Strong i Claus, Critical Reviews in Environmental Science and Technology,
2011, 41, 373-434 oraz Couto i Herrera, Current Enzyme Inhibition, 2006, 2(4), 343-352 znane sg
liczne sposoby inhibitowania lakaz. Inhibicja lakaz moze nastgpi¢ w wyniku zmiany konformacyjnej en-
zymu na drodze chemicznej modyfikacji jego reszt aminokwasowych, oraz w wyniku kompleksowania
jonéw miedzi. Aktywnos¢ lakaz moze by¢ zmniejszona poprzez zakitdécenie wewngtrzczgsteczkowego
przeniesienia elektronéw w wyniku oddziatywania z niskoczgsteczkowymi anionami wigzgcymi sie do
centréw miedziowych w miejscu aktywnym enzymu.

Aktywnos$¢ lakaz hamujg szkodliwe dla roslinnosci, zwierzat i ludzi cyjanki i halogenki metali; jony
metali biogennych takie jak Fe®*, Mn?*, Cu?*, Hg?*, Cd?* oraz Pb?* redukujgce zwigzki organiczne takie
jak 2-merkaptoetanol zawierajace ucigzliwe ugrupowanie tiolowe bedgce silnym wodoroforem; jony kar-
boksylanowe zaktdcajgce naturalny odczyn zywej komérki; azydki, EDTA i deferoksamina silnie wigzgce
mikroelementy roslinne; kwasy ttuszczowe stanowigce pozywke dla mikroorganizmdw symbiotycznych
z grzybami patogennymi; trudnodostepny kwas kojowy sprzyja w zwalczaniu mikroorganizmow spowal-
niajgcych rozwoj grzybdéw patogennych; czwartorzedowe sole amoniowe, ktére sg detergentami zakto-
cajgcymi naturalne procesy biologiczne. Inhibicja lakazy w obecno$ci halogenkéw oraz czynnikéw re-
dukujacych i chelatujacych, podana jako ICso, stezenie substanciji, ktére wywotuje 50% inhibicji, miesci
sie w przedziale odpowiednio 0,02—-1600 mM oraz 0,005-25 mM.

Celowym jest zatem wskazanie skutecznego, nieucigzliwego i bezpiecznego dla ludzi oraz swiata
zwierzecedo i roslinnego inhibitora lakazy.
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Istotg wynalazku jest zastosowanie hydrazydu kwasu 4-hydroksybenzoesowego o wzorze:

HoN—NH
O
o}

do inhibitowania lakazy.

Korzystnym jest zastosowanie hydrazydu kwasu 4-hydroksybenzoesowego do inhibitowania la-
kazy wrosniaka réznobarwnego.

Wynalazek dotyczy rowniez zastosowania hydrazydo-hydrazonéw pochodnych kwasu 4-hydrok-
sybenzoesowego i aldehydéw zawierajgcych fragment aromatyczny, o wzorze ogoinym:

R2

R R OH
0
x5 N
R* XT N7
o}

RS

w ktorym R!, R?, R3, R* i R% oznaczajg podstawniki pierscienia aromatycznego, przy czym R?
oznacza H, OH albo OMe, R? oznacza H, OH, OMe, t-Bu, CH20H albo Ph, 4-HOCsH4(C=ONHN=CH,
R3 oznacza H, OH albo Me, R* oznacza H, OH, Me albo t-Bu, R® oznacza H albo OH, za$ X oznacza
ugrupowanie CH2-CH: a n stanowi liczbe 0 lub 1, do inhibitowania lakazy.

Aprobatywnie jest zastosowanie hydrazydo-hydrazonéw pochodnych kwasu 4-hydroksybenzoe-
sowegdo i aldehydéw zawierajgcych fragment aromatyczny, okreslonych wzorem ogdinym, do inhibito-
wania lakazy wrosniaka réznobarwnego.

Réwnie korzystne jest zastosowanie hydrazydo-hydrazonéw pochodnych okreslonych wzorem
0golnym, przy czym aldehyd zawierajgcy fragment aromatyczny to aldehyd salicylowy zawierajacy jako
podstawniki pierscienia aromatycznego grupe fenylowg Ph, metylowg Me, tert-butylowg t-Bu lub dodat-
kowg grupe hydroksylowg OH do inhibitowania lakazy.

Hydrazyd kwasu 4-hydroksybenzoesowego jak i stosowane aldehydy zawierajgce fragment aro-
matyczny sg tatwo dostepne i zarbwno one same jak i ich iminowe pochodne (hydrazydo-hydrazony)
sg nieucigzliwe dla srodowiska naturalnego wykazujac jednoczesnie skutecznos¢ w inhibitowaniu la-
kazy, w tym lakazy wrosniaka roznobarwnego.

Przedmioty wynalazku zostaty przedstawione w przykiadzie realizac;ji.

Analizowano efektywnos¢ hydrazydu kwasu 4-hydroksybenzoesowego i hydrazydo-hydrazonéw
pochodnych kwasu 4-hydroksybenzoesowego z aldehydami zawierajgcymi fragment aromatyczny:
z dialdehydem (1,3-diformylo-2,4,6-trihydroksybenzenem) oraz z monoaldehydami (benzaldehydami
i aldehydem 3-fenylopropionowym) wzgledem lakaz, oceniajgc ich wptyw na aktywnos¢ lakazy z Tra-
metes versicolor w reakcji z syringaldazyng wyznaczajac statg inhibicji Ki oraz mechanizmy inhibitowa-
nia. Dla poréwnania badano rowniez efektywnos$¢ kwasu 4-hydroksybenzoesowego oraz azydku sodu,
ktéry jest znanym, ale toksycznym inhibitorem lakaz.

Aktywnos¢ enzymatyczng wyznaczono na podstawie pomiaréw absorbancji przy uzyciu spektro-
fotometru UV-Vis Shimadzu UV-1800. Lakaza z Trametes versicolor (wrosniaka réznobarwnego) w for-
mie zliofiliowanej (Sigma-Aldrich) zostata rozpuszczona w buforze Mclvain’a o pH=5,2 i byta uzyta bez-
posrednio w badaniach kinetycznych. Syringaldazyna (azyna 4-hydroksy-3,5-dimetoksybenzaldehydu,
Sigma-Aldrich) oraz testowane zwigzki wykorzystano do reakcji po uprzednim rozpuszczeniu w meta-
nolu (POCh, CZDA). Pomiary aktywnosci lakazy prowadzono w jednorazowych kuwetach ze szkta akry-
lowego (Radiolab) przy dtugosci fali 525 nm (g0=65000 cm) monitorujgc postep reakcji co 0,5 s do
momentu maksymalnego przereagowania syringaldazyny, w temperaturze 298K. Objetos¢ 1,5 cm?® roz-
tworu enzymu o stezeniu 3,0 mg/dm? (0,045 uM) preikubowano przez 10 min. z 0,10 cm® metanolu lub
metanolowego roztworu inhibitora, odpowiednio dla reakcji enzymatycznej bez inhibitora lub z inhibito-
rem w co najmniej czterech stezeniach. Reakcje zapoczgtkowano przez dodanie 0,100 cm? syringalda-
zyny o odpowiednim stezeniu. Uwalnianie barwnego, produktu monitorowano spektrofotometrycznie do
czasu osiggniecia maksymalnej absorbancji. Szybkos¢ reakcji obliczono z przyrostu absorbancji w cza-
sie zaktadajgc kinetyke reakcji rzedu pierwszego. Mechanizmy inhibicji oraz wartosci Ki okreslono na
podstawie wykreséw Lineweavera-Burka wykorzystujgc aplikacje Microsoft Office Excel. Stwierdzono,
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ze badane iminowe pochodne hydrazydu kwasu 4-hydroksybenzoesowego sg inhibitorami kompetycyj-
nymi lub akompetycyjnymi. Hydrazyd kwasu 4-hydroksybenzoesowego oraz azydek sodu sg inhibito-
rami niekompetycyjnymi.

Stata Ki dla inhibitorow kompetycyjnych, akompetycyjnych i niekompetycyjnych byta obliczana
z réwnan odpowiednio 1, 2 oraz 3:

(1) J/VO:KM/VRTHX(]+[I]/K1) ]/[S]-I-]/Vmav

2) 1/Vo=Kpd/ V" L/[S]+ 1/ Ve (1 +[T]/K})

(3) ]/VDZKM/KizaY(J+[I]/KL)]/[S]+]/Ktiax(]+[IJ/Kl)

Ki — stata inhibicji, Ku — stata Michealisa-Menten, Vmax — maksymalna szybkos¢ reakcji, Vo —
szybkos¢ reakcji, [S] — stezenie substratu, [I] — stezenie inhibitora.

Reakcje wykonywano w co najmniej trzech powtérzeniach, uzyskujgc wartos¢ btedu S.D. < 7,0%.

W tabeli 1 przedstawiono wyniki oznaczen statej inhibicji Ki wobec lakazy z wro$niaka r6znobarwnego
dla hydrazydu kwasu 4-hydroksybenzoesowego (4HBAH) oraz jego iminowych pochodnych.

Tab ela 1. Wyniki oznaczen statej inhibicji Ki wobec lakazy wyrosniaka réznobarwnego

Struktura K; [uM] Typ inhibicji
HO
)—@—OH .
d - Brak inhibicji
4HBA
HoN—NH
}—@—014 3632 £658 . .
& niekompetycyjna
4HBAH
OH
OH H
\N/N\ﬂ/©/ 674 +102 kompetycyjna
o}
OH
H
HsCO XN 250,538 kompetycyjna
@]
HO
OH
H
HO \N/NT(©/ 2396 +334 kompetycyjna
\©/\ I
OH
OMe H
\N,N\H/Q/ 1064 +18 kompetycyjna
(0]
OH
H
/@A\/” 638 £35 akompetycyjna
(e]
HO
OH
OH H
@ANsz 939 £30 akompetycyjna
o}
HO
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Struktura K; [uM] Typ inhibicji
OH
OH
H
x N
(>ﬁN Tw/g/ 70414 | kompetyeyjna
@)
OH
OH
H
/@/%N/N 251 £26 kompetycyjna
o}
Me
OH
H .
MeO \N/Np/ 416 =1,5 kompetycyjna
|G
OH
H .
\N/N 1468 £58 kompetycyjna
0O
CH
OH
H
t-Bu . N
\©/\N Tp/ 19,4 +1,3 kompetycyjna
o]
t-Bu
OH
OH i
t-Bu \N’N\(@ 22 +£59 kompetycyjna
o]
OH
OH 9y
Ph \N/NW/Q/ 26 +6,9 kompetycyjna
o]
OH
OH 9y
HOH,C x N
N 1287 =101 kompetycyjna
o}

CHs
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Struktura K [uM] Typ inhibicji

OH
H
\N’N 1919 +163 akompetycyjna
W I
OH
OH
H
t-Bu x N
@/\N p 26,934 kompetycyjna
e}

CH,
HO OH
OH
H H
Q{N\NﬁN/Np 194 £5,75 niekompetycyjna
0O O
HO OH

Ki dla azydku sodu NaNsposiada wartos¢ 8,0 +1,4 uM (inhibicja niekompetycyjna).

Kwas 4-hydroksybenzoesowy nie wykazuje zdolnoSci inhibitowania lakazy wrosniaka.

Analiza potwierdzita natomiast wysokg zdolno$¢ hamowania przez pozostate badane substancje
aktywnosci lakazy wrosniaka roznobarwnego wydzielanej do zainfekowanej rosliny.

Stata niekompetycyjnej inhibicji hydrazydu kwasu 4-hydroksybenzoesowego, okreslonego wzo-
rem 1, wynosi 3,63 mM.

Stata inhibicji, wszystkich zbadanych hydrazydo-hydrazonéw pochodnych 4HBA i zawierajgcych
fragment aromatyczny aldehydéw, okreslonych wzorem ogdélnym 2, miedci sie w przedziale od 2,396
mM do 7,1 uM.

| tak hydrazydo-hydrazony pochodne 4HBA i aldehydéw salicylowego (2-hydroksybenzaldehydu)
i wanilinowego (4-hydroksy-3-metoksybenzaldehydu) wykazujg zdolno$¢ hamowania aktywnosci lakazy
wrosniaka roznobarwnego na poziomie odpowiednio 674 M i 250 pM.

Najwiekszg efektywnos¢ inhibitowania wykazywaty hydrazydo-hydrazony pochodne kwasu 4-hy-
droksybenzoesowego i aldehydu salicylowego zawierajgcego w pierscieniu benzenowym grupy hydrok-
sylowa, fenylowa lub alkilowa, ktére konkurujg o centrum aktywne enzymu z syringaldazyng, wykazujac
statg inhibicji rzedu od 26,9 uM do 7,1 uM.

W tej grupie zwigzkéw hydrazydo-hydrazony pochodne 4HBA i aldehydéw salicylowych zawieraja-
cych podstawnik, w wolnej pozycji obok grupy hydroksylowej, ze stabilizujgcym ugrupowaniem fenylowym
lub tert-butylowym, cechuje zdolno$¢ hamowania lakazy na poziomie w przedziale od 26,9 uM do 19,4 uM.

Szczegdlnie wysoka zdolnos¢ kompetycyjnego hamowania lakazy, opisang statg inhibicji 7,1 uM,
wykazuje iminowa pochodna aldehydu 5-hydroksysalicylowego. Wartos¢ ta jest poréwnywalna do zna-
nego niekompetycyjnego inhibitora lakazy NaNsz (Ki = 8,0 uM).

Dla wybranych hydrazydo-hydrazonéw pochodnych 4HBA analizowano poziom fitotoksycznosci
w celu potwierdzenia ich nieucigzliwosci dla srodowiska naturalnego. Do oceny toksycznosci hydrazo-
now wykorzystano mikrobiotest Phytotestki™ zgodnie z protokotem rekomendowanym przez produ-
centa MicroBioTest Inc. z modyfikacjg dotyczaca uzytego rodzaju nasion. W badaniach wykorzystano
nasiona Inu (Linum usitiatissimum L.), oraz nasiona stonecznika (Helianthus annuus L.). Plytka kon-
trolna zawierata nasiona jednego gatunku rosliny, kietkujace na podtozu zawierajgcym 6,25% (v/v) roz-
twor metanolu w wodzie. Plytka testowa zawierata nasiona tego samego gatunku, kietkujgce na podtozu
zawierajgcym 50 uM odpowiedniej pochodnej 4HBA hydrazydo-hydrazonu rozpuszczonej w 6,25% (v/v)
wodnego roztworu metanolu. Phytki inkubowano w pozycji pionowej w temperaturze 25°C, bez dostepu
Swiatta, przez 5 dni. Kazdy eksperyment przeprowadzono na 10-ciu nasionach Inu i 6-$ciu nasionach
stonecznika w trzech powtérzeniach. Do ilosciowej oceny fitotoksycznosci hydrazydo-hydrazondéw po-
chodnych 4HBA wykorzystano indeks germinaciji (kietkowania), Gl (%) obliczony na podstawie pomia-
réw kietkowania i wczesnego wzrostu korzeni wedtug wzoru:

G1,% = (Gs-Ls)/(Gc-Lc)-100%
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gdzie Gs i Ls sg odpowiednio zdolnoscig kietkowania nasion (%) i dtugosciag korzenia rosliny dla
testowanego zwigzku oraz Gc i Lc sg odpowiadajgcymi im wartosciami dla proby kontrolnej.

Parametr Gl jest kategoryzowany jako: dla wartosci Gl < 90% — efekt inhibicji, GI (90-110%) —
brak efektu i IG > 110% — efekty stymulaciji, jak przedstawiono w pracach naukowych Czerniawska-
Kusza l. i Kusza G., Enviromental Monitoring Assessment, 2011, 179, 113—-121 oraz Baran A, i Tarnaw-
ski M., Ecotoxicol Environmental Safety 2013, 98, 19-27. W tabeli 2 przedstawiono wyniki oznaczen
indeksu germinacji dla kwasu 4-hydroksybenzoesowego oraz niektérych hydrazydo-hydrazonéw po-
chodnych 4HBA.

Tabela 2. Wyniki oznezen indeksu germinacji (Gl, %) dla rosliny jednolisciennej, Linum usitatissimum L, (len)
oraz dwulisciennej, Helianthus annuus L. (stonecznik) w obecnosci badanych zwigzkow.

Hydrazydo-hydrazony pochodne | Linum usitatissimum L. | Helianthus annuus L.

4HBA GL %
OH
HsCO \N/H\H)@/ 96 +20 101 +8
X
HO
OH
OH
H
N
Qj\m E/Q/ 03 £9 85 £25
OH

OH
OH y
Ph \N/N\r(©/ 106 +6 87 £15
o
OH
OH y
£-Bu \N/NW{Q/ 118 +6 89 +14
)
w:@

91 £10 88 £19

OH
OH
HOH,C x> ,H\(@/
N 123 £7 96 £7

OH
g 109 £9 93 £25

4HBA

Wyniki potwierdzajg brak lub bardzo niskg toksycznos¢ hydrazydo-hydrazonéw pochodnych
4HBA aldehydami zawierajgcymi fragment aromatyczny, co potwierdzono na przyktadzie rosliny jedno-
lisciennej Linum usitatissimum L (len) i dwulisciennej Helianthus annus L. (stonecznik). Dla rosliny jed-
nolisciennej wartos¢ indeksu Gl zawiera sie w przedziale 91-123%, natomiast dla dwulisciennej 85—
101%.

Kwas 4-hydroksybenzoesowy powszechnie wystepuje w szlakach metabolicznych roslin i jest
neutralny dla tej grupy organizmow co znalazto odzwierciedlenie w wynikach fitotoksycznosci wartosci
Gl 109 i 93%, odpowiednio dla Inu i stonecznika.

Hydrazydo-hydrazon pochodna 4HBA i aldehydu salicylowego zawierajgcego podstawnik alki-
lowy w pozycji 2 i 5 odpowiednio grupy CH20H ii CHs powoduje stymulacje wzrostu Inu Gl 123% oraz
pozostaje bez wptywu na stonecznik Gl 96%.
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Hydrazydo-hydrazon pochodna 4HBA i aldehydu salicylowego alkilowanego w pozycji C-2 grupg
tert-butylowg powoduje stymulacje wzrostu Inu Gl 118% oraz bardzo staby efekt hamowania w przy-
padku stonecznika Gl 89%.

Hydrazydo-hydrazon pochodna 4HBA i aldehydu 2,5-dihydroksybenzoesowego pozostaje bez
wplywu na rosline jednoliscienng Gl 93%, i powoduje bardzo staby efekt zahamowania wyrazony war-
toscig Gl 85% dla rosliny dwulisciennej.

Hydrazydo-hydrazon pochodna 4HBA i aldehydu wanilinowego pozostaje bez wptywu Gl rosliny
jednolisciennej i dwulisciennej, dla ktérych wartosci wynoszg odpowiednio 96 i 101%.

Otrzymywanie hydrazonéw

Jedng czes¢ molowg aldehydu rozpuszcza sie mieszaninie alkoholu metylowego tub alkoholu
etylowego (roztwor 95% w wodzie) zawierajgcej kwas octowy w ilosci do 0,10 ml/mmol aldehydu, na-
stepnie dodaje sie rownomolowg ilos¢ hydrazydu kwasu 4-hydroksybenzoesowego. Uzyskang miesza-
nine ogrzewa sie w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika do przereagowania substratéw, po czym
lotne sktadniki usuwa sie pod cisnieniem okoto 20 hPa, suszy na powietrzu w wyniku uzyskuje sie ilo-
Sciowo wysokiej czystosci produkt w postaci (E) hydrazonu pochodnej aldehydéw benzoesowych i hy-
drazydu kwasu 4-hydroksybenzoesowego, ktéry rekrystalizuje sie z metanolu lub z etanolu lub z dodat-
kiem wody, uzyskujgc wysokiej czystosci hydrazony.

Zastrzezenia patentowe

1. Zastosowanie hydrazydu kwasu 4-hydroksybenzoesowego o wzorze (1):
HoN—NH
aVa
o}
do inhibitowania lakazy.

Zastosowanie hydrazydu wedtug zastrz. 1 do inhibitowania lakazy wro$niaka réznobarwnego.
3. Zastosowanie hydrazydo-hydrazonéw pochodnych kwasu 4-hydroksybenzoesowego i alde-
hydéw zawierajgcych fragment aromatyczny, o wzorze ogéinym (2):

R3 R! OH
i
> N
R X5 N7
o

ktorym R?, R?, R3, R* i R® oznaczajg podstawniki pierscienia aromatycznego, przy czym R?!
oznacza H, OH albo OMe, R? oznacza H, OH, OMe, t-Bu, CH20H albo Ph,
4-HOCsH4(C=0)NHN=CH, R3 oznacza H, OH albo Me, R* oznacza H, OH, Me albo t-Bu, R®
oznacza H albo OH, za$ X oznacza ugrupowanie CH2-CHz a n stanowi liczbe 0 lub 1, do
inhibitowania lakazy.

4. Zastosowanie hydrazydo-hydrazonéw pochodnych okreslonych wzorem ogdélnym (2) wedtug
zastrz. 3 jako inhibitorow lakazy wrosniaka ro6znobarwnego.

5. Zastosowanie hydrazydo-hydrazonéw pochodnych okreslonych wzorem ogdlnym (2) wedtug
zastrz. 3, przy czym zawierajgcy fragment aromatyczny aldehyd to aldehyd salicylowy, zawie-
rajacy jako podstawniki w pierécieniu aromatycznym grupe fenylowg Ph, metylowg Me, tert-
-butylowa t-Bu lub dodatkowg grupe hydroksylowg OH do inhibitowania lakazy.

N
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Rysunki
HoN—NH
Ve
O
Wzor 1
R2
1
T
x N
X N
R® O

Wzér ogolny 2

OH



	Bibliografia
	Opis
	Zastrzeżenia
	Rysunki

