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,» The carotenoids are the most
interesting class of compounds with
wich I have worked, and they have
given me a great deal of pleasure”

/Paul Karrer/

I. BEVEZETES

Intézetiinkben - a Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudoméanyi Karanak
Orvosi Kémiai Intézetében - kozel 80 éves multra tekint vissza a karotinoidok kutatdsa. Az
1923-ban Pécsre telepiilt Erzsébet Tudomanyegyetem Orvosi Karan megalakult Kémia
Intézet elsd professzora Zechmeister Laszlo a természetes anyagok kémidjaval, koztiik az
akkor még gyerekcipdben jaro karotinoidkémiéaval kezdett el foglalkozni. Munkatérséaval,
Cholnoky Léaszloval egyiitt szamos szerkezeti és elvalasztdsi problémat oldottak meg,
amelyek nemzetkézi hirivé tették a munkacsoportot. Mar az 1920-as évek kdzepén
elkezdték vizsgalni a paprika szinezd anyagait is. Ez a teriilet a miiszeres modszerek €s az
elvalasztastechnika fejlodésével 1dordl-idére jbol eldtérbe keriilt. Zechmeister Laszlo
emigralasa utan Cholnoky Lészl6, majd az O haldla utan Szabolcs Jozsef vezetésével

folytatodtak a kutatasok.

1986-ban keriiltem az akkori POTE Kémiai Intézet Prof. Szabolcs Jozsef vezette
karotinoidkémiai munkacsoportjaba. Ekkor kezdtem el a karotinoidok, elsdsorban a
paprikakarotinoidok vizsgalatat, akkor még Szabolcs professzor iranyitasaval. Mivel Ph.D.
fokozatomat az 1984-ben a heterociklusos vegyiiletek szintézisébdl irt miiszaki doktori
cimem atmindsitése alapjan kaptam, igy ennek az értekezésnek az alapjaul az elmult 15

évben elvégzett kutatomunka szolgal.

A karotinoidkémia, mint a természetes anyagok kémiaja, a kémia tobb klasszikus
agabol tevodik Ossze. Az 0j szerkezetli karotinoidok izolalasédhoz sziikség van a klasszikus
¢s modern elvalasztastechnika alkalmazasara, a szerkezetek meghatdrozadsdhoz a modern
szerkezetvizsgalé modszerek és a hagyomanyos kémiai modszerek egylittes hasznalatara, a
szerkezetigazolasokhoz pedig igen gyakran kell szerves kémiai modszerekhez nyulni.

Ma 600-nal tobb természetben eléforduld karotinoidot ismeriink, szinte minden

novény, novényi szerv karotinoidanalizisét elvégezték mar. Igy a ndvényekben {6



komponensként eléforduld karotinoidokat csak véletlenszertien lehet talalni. Szamos, igen
kis mennyiségben el6forduld ismeretlen szerkezetli karotinoid lehetséges azonban,
amelyek szerkezetének pontos megismerése segithet tisztdzni a karotinoidok
bioszintézisének még hianyzo6 lancszemeit. Ezeknek a minor komponenseknek az izolalasa
- kiilonosen egy sokkomponensii rendszerbdl - és szerkezetiik pontos meghatarozéasa csak
az elébb emlitett modszerek egyiittes alkalmazasaval lehetséges. Igy, bar értekezésem
alapvetden szerves kémiai jellegli, szdmos analitikai munkat is tartalmaz, amelyek

elvégzése nélkiil az 0j karotinoidok izoldldsa nem lett volna lehetséges.

Az értekezés nem a munkdk idérendi sorrendjét kdveti, hanem egy célszerlien
megvalasztott tematikat. Az el6zmények ismertetése utdn a negyedik fejezet els6 része az
analitikai munkdk eredményeit foglalja Gssze, a masodik ¢és harmadik része pedig az
izolalt, illetve félszintetikus modszerrel eldallitott vegyliletek szerkezetének ¢és
Osszefoglaldsa koveti. A kitekintés cimii fejezetben réviden felvazolom a karotinoidkémia
egy Uj irdnyzatdban elért eredményeinket.

A hivatkozott irodalmat arab szammal [1-111], a dolgozat alapjaul szolgald sajat
kozleményeket csillaggal jelolt arab szdmmal [1*-27*] jelolom. Az értekezés targykorébe
tartozd egyéb dolgozatokat kettds kereszttel jelolt arab szdmmal kiilon csoportositottam
[1#-19%].

Az értekezésben emlitett, masok altal izolalt vegyiileteket vastagitott arab szdmmal, mig az
altalunk izolalt karotinoidokat, amelyeknek szerkezet- és konfigurdciomeghatarozasat
elvégeztiik, vastagitott romai szammal jelolom (I-XL). Ha mar ismert szerkezet jboli
azonositasat végeztik el, akkor ezt mindkét szdm megadasaval tudatom: pl.
cucurbitaxantin A (4=VIII).

A karotinoidok kozti kdnnyebb eligazodast segiti az értekezés végén elhelyezett képlet
gyljtemény, mely a szovegben emlitett, de szadmmal nem jeldlt vegyiiletek képleteit
tartalmazza abc-sorrendben.

Terjedelmi okok miatt a kisérleti rész csak az altalanosan hasznélt eljarasok és mérési
moddszerek leirasat tartalmazza, a konkrét koriilmények és a vegyiiletek spektroszkopiai

adatai a mellékletként kiilon kotetbe egybegytijtott kiilonlenyomatokban talalhatok.



II. CELKITUZES

Intézetiinkben, az 1980-as évek elején kidolgozott HPLC modszer segitségével
sikeriilt a piros paprika extraktumabdl 01j szerkezetii, 3,6-epoxi-p-, illetve 3,5,6-trihidroxi-
B-végcsoportot tartalmazd karotinoidokat izolalni, és szerkezetiiket meghatarozni. 1986-
ban korszerlsiteni tudtuk a HPLC rendszeriinket, amely az elvalasztds hatékonysagat
nagymértékben megndvelte. Ez alapjan tiiztiik ki célul, hogy tjra elvégezziik a kiillonb6zo
paprikafajtdk karotinoid analizisét azzal a céllal, hogy tovabbi, eddig a paprikaban még ki
nem mutatott, vagy egyaltalan nem ismert szerkezetii minor komponenseket izolaljunk,
meghatarozzuk szerkezetiiket és konfiguracidjukat. Az érési folyamat soran bekovetkezd
Osszetétel valtozasbol, a kiilonbozé szinti paprikak karotinoid 0sszetételébol a karotinoidok
bioszintézisének még nem ismert 1épéseire, az 1) szerkezetli karotinoidok képzddésének
mechanizmuséra szerettiink volna kovetkeztetéseket levonni.

Ahogy az minden kutatomunka soran bekovetkezik, a menetkdzben felmeriild
ujabb kérdések, problémak uj iranyokat is adtak a munkanak. Az izolalt vegytiletek

crer

konfiguracidjdnak egyértelmii meghatdrozasdhoz szdmos szemiszintetikus vegyiilet
meghatarozasat is célul kellett kitlizniink, illetve elvégezniink.

Mivel kiilonb6zé novényi forrasokbdl szdrmazd, azonos konstiticioja, de eltérd
talalni, igy a bioszintézis utak és a konfiguraciok azonossaganak vagy kiillonbozdségének
megallapitasara célul tiiztik ki olyan egyéb ndvények vizsgalatat is, amelyek irodalmi
adatok szerint k-végcsoportu karotinoidokat tartalmaznak 6, vagy mellék komponensként.
Terveinkben szerepelt természetesen az ezekben a ndvényekben esetlegesen eldfordulo uj

crcr

Végiill, de nem utolsésorban, a minor komponensek pontos szerkezetének ¢és
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III. ELOZMENYEK

»Mig a levélzold, valamint szamos virdg- és gyilimolcsfesték vegyi szerkezete,
legalabb nagy vonasokban, tisztazodott, addig a paprika (capsicum annuum L.) érésekor
szemiink el6tt kifejlodo festék felderitése még hatra van, bar e 400 év 6ta hasznalt gyogy-
¢s fliszernovény kozismert jellegét a szép ’capsicum-vords’ adja meg. A festbanyag
szinerds, a ndvényben kiilsd hatasoknak jol ellendll, maga a drog pedig konnyen
beszerezhetd. Kiilonds oknak kell tehat fennforognia, mely a probléma megoldasat eddig
késleltette.

Szinte Onkéntelen ramutat erre az okra a paprika egyik elsé vizsgéldja, Braconnot, tobb
mint szdzéves értekezésében. Braconnot elsdésorban a novény élesizi anyaganak
levalasztasara torekedett, de a lehetdség szerint felsorolja a paprika egyéb alkotorészeit is.
Osszedllitasaban szerepel egy *matiére cireuse unie a un principe colorant rouge’. Jelképe
lehetne ez a sor a ’capsicum vords’ szdzados torténetének, mert a festéklevalasztas legfobb

akadalyara céloz.”

E sorokkal kezdi Zechmeister Lasz16 és Cholnoky Laszlo6 a ,,Vizsgalatok a paprika
festékérdl” cimii 11 részes sorozatanak elso részét 1927-ben [1].

A piros paprika régota ismert, szinezékével, a viaszszerii paprikavordssel mar a
XIX. szdzadban is foglalkoztak [2,3]. Kristalyos eldallitisa mégis sokaig késett, mivel a
kiséré zsiroktdl és viaszoktél nehezen volt elkiilonithetd. 1927-ben sikeriilt csak
Zechmeister Laszlonak és Cholnoky Laszlonak a ,,paprikavords” fofestékét kristalyositani,
melyet kapszantinnak neveztek el [1,4]. Ez a kapszantin készitmény azonban nem volt
egységes. Zechmeister ¢és Cholnoky késébb - elsdéként alkalmazva a Tswett-féle
oszlopkromatografiat - még egy piros mellékfestéket, a kapszorubint talalt [5,6].
Megallapitottak, hogy a teljesen érett és megszaritott, a kereskedelemben is beszerezhetd
paprika termésfala (paprikabdr) a két kiilonleges vords festéken kiviil még kiilonbozé sarga
festékeket is tartalmaz, amelyek koziil a B-karotint, kriptoxantint és zeaxantint sikertilt
kristalyosan elkiiloniteni, a tobbi pigmentet ellenben csekély mennyiségiik miatt nem

lehetett kristalyositani és azonositani [7-15].

Az 1945-48-as években Karrer és munkatarsai [16] felderitették a karotinoid-5,6-
epoxidok szerkezetét. Munkassaguk nyoman olyan modszer fejlddott ki, amely lehetdve

tette a karotinoidok valoszinili azonositasat az egyes festékek kristalyositasa nélkiil, és ezzel



megnyilt az Gt olyan festékek azonositdsara is, amelyeknek kristalyos allapotban valo
elkiilonitése és vizsgalata - éppen csekély mennyiségiilk miatt - nagy nehézségekbe
itkdzott, vagy teljesen kildtastalan volt. Karrer és munkatarsai az altaluk kidolgozott
modszerrel szamos novény kiilonféle szerveinek karotinoidjait vizsgaltdk meg.
Vizsgalataik alapjan néhany régebbi irodalmi adatot helyesbiteni kellett, de ujabb
karotinoidokat nem talaltak [17]. Ilyen elézmények utdn iddszeriivé valt a paprika
festékeinek wjabb vizsgalata is, azzal a céllal, hogy legaldbb azonositsak azokat a

karotinoidokat amelyeknek kristalyositasa addig nem sikertilt.

Az 1950-es években Cholnoky és munkatarsai a kereskedelemben kaphat6 paprika-
termésfal helyett attértek a frissen szedett termés vizsgélatara, mert attdl tartottak, hogy a
szokasos ipari feldolgozaskor az érzékeny karotinoidok véltozasokat szenvedhetnek, nekik
pedig éppen az volt az egyik céljuk, hogy az €16 ndovényi szerv karotinoidjait ismerjék meg.

A paprikdnak szamos fajtija ismeretes, amelyek fOleg termésiik formajaban és
szinében kiilonboznek egymastol. Cholnoky a piros paradicsompaprika (Capsicum annuum
var. lycopersiciforme rubrum) és a sarga paradicsompaprika (Capsicum annuum var.
lycopersiciforme flavum) érett €s éretlen termésének karotinoidjait vizsgalta [18-21].

Az el6szor vizsgalt piros paradicsompaprika termésének fejléddésében két €lesen
elhatarolt szakaszt lehet megkiilonboztetni: a termés az elsé szakaszban klorofill tartalma
miatt z0ld szinli, a masodikban viszont a klorofill eltiinésével péarhuzamosan
megvorosodik. Az éretlen, z6ld termés karotinoidjai koziil Cholnoky és munkatarsai a
kovetkezoket azonositottak: B-karotin, B-karotin-monoepoxid (nyomok), mutatokrém, neo-
B-karotin B és U, violaxantin, xantofill (lutein), foliaxantin (neoxantin), foliakrom (a
foliaxantin furanoid szarmazéka) és anteraxantin (nyomok). Ezeken kiviil a zold termés
valoszinlileg tartalmazott még kriptoxantint, valamint a xantofill és a violaxantin cisz-

izomerjeit. Az érett termés festékei a kovetkezok voltak: B-karotin, aurokrém, mutatokrom,
kriptoxantin, kriptokapszin, neo--karotin B €s U, kapszorubin, kapszantin, violaxantin,
anteraxantin, xantofill-epoxid, zeaxantin, és ezek koziil egyeseknek a cisz-izomerjei. A
paprika leveleinek karotinoidjai mindségileg megegyeztek az éretlen zold termésével,
tartalmaztak azonban o-karotint is. Festéktartalmuk viszont 65-szor akkora volt, mint a
z6ld terméseké. Ezen adatok birtokdban Cholnoky és munkatarsai arra kovetkeztettek,
hogy a levelekben és a klorofill tartalma termésekben az egyes pigmenteknek azonosnak

kell lennie. A termések érésénél a klorofill eltinésével parhuzamosan a festékképzodésben



mindségi valtozas kovetkezik be, amelyet a festékek mennyiségének ugrasszeri
megnodvekedése kovet.

Ezt kovetden Cholnoky ¢és munkatarsai a sarga paradicsompaprika festékeirdl

szamoltak be. Ennek a kultarfajtanak éretlen termései zoldek, de a klorofill eltiinésekor,
tehat teljes beérés utan sem vordosddnek meg, hanem narancssargak maradnak. Az éretlen,
z0ld termésben a kovetkezd karotinoidokat azonositottak: B-karotin, xantofill, violaxantin,
¢s ezeknek néhany cisz-izomerje, B-karotin-monoepoxid, B-kriptoxantin és anteraxantin
nyomai, foéliaxantin és foliakrom. Az érett sarga termések festékei: a- és B-karotin, a- és 3-
kriptoxantin, valamint ezeknek cisz-izomerjei, xantofill, violaxantin, anteraxantin ¢s a két
elobbi cisz-izomerjei, foliaxantin, foliakrém, és nyomokban [-karotin-monoepoxid. A
levelek karotinoidjai mindségileg megegyeztek az éretlen termésével, de tartalmaztak o.-
karotint is, festéktartalmuk pedig 50-szer nagyobb volt, mint a z6ld terméseké.
A kisérleti adatokbol Cholnoky a karotinoidok oxigén transzfer szerepére kovetkeztetett
[22], ezek a megfontolasok azonban nem voltak bizonyithatéak. Cholnoky és munkatarsai
érdeme, hogy sarga paradicsompaprikabol izolaltdk el6szor kristadlyosan az o-
kriptoxantint, melynek szerkezetét késobb igazoltak [23,24]. A piros paradicsom-
paprikdban még egy piros festéket taldltak, a kriptokapszint [25]. Cholnoky masik
feltevése a kapszantin €és a kapszorubin bioszintézisére vonatkozott (/. abra). Eszerint a
zeaxantin epoxidalasaval anteraxantin, illetve violaxantin keletkezik, és ezekbdl képzdodik
gytriifelnyilassal a kapszantin, illetve a kapszorubin [18,19].

E munkdk kapcsan javasolta Cholnoky a kapszantin addig elfogadott szerkezetének

crer

Zeaxantin C4oHs60-

Oz Oz
Anteraxantin C4oHs603 Violaxantin C4gHs604
gyard| felnyilas gyard| felnyilas
Kapszantin C4oH5603 Kapszorubin C4oHs604

1. abra. A kapszantin és a kapszorubin képzddése zeaxantinbol Cholnoky szerint [18]



Zechmeister és Cholnoky elsé kapszantin 6sszegképlete (CssHs03) ugyan még
helytelen volt [10], de csakhamar helyesbitették és felismerték, hogy a kapszantin is 40
szénatomos karotinoid (C4HssO3) [6]. A szerkezetkutatas megkezdésekor Zechmeister és
Cholnoky abbdl a feltételezésbol indult ki, hogy a piros paprikaban egyiittesen eléfordulo
karotinoidok, azaz a kapszantin, kapszorubin, zeaxantin, P-kriptoxantin és [-karotin
egymashoz hasonld, rokon vegyiiletek. Igy elétérbe keriilt a kapszantin és kapszorubin
lehetséges szerkezeti képleteinek mérlegelésekor a béta-alapstruktura. A kapszantin nagy
»szinereje” folytan feltételezték, hogy a mikrohidrogénezéssel kimutatott tiz telitetlen kotés
egymassal konjugacidoban van [8,12,26]. A kapszantin 10 kettds kotésének konjugécidja
azonban egyediil még nem magyarazna meg élénkpiros szinét, hisz a B-karotinban 11
kettés kotés van konjugicioban, és szine mégiscsak sarga. Esszerlinek latszott tehat a
kromoforba még egy karbonilcsoportot is belevonni, bar ilyet semmiféle oxoreagenssel
sem sikeriilt kimutatni. Mivel a kapszantinnak sem sav, sem enol, sem aldehid jellege nincs
[12], a kapszantin harmadik oxigénjének ketonos elhelyezése kdzvetlen igazolas nélkiil is
elfogadhatonak latszott. Feltételezték, hogy a karbonilcsoport arnyékoltsaga miatt nem
reagal az oxoreagensekkel. Zechmeister és Cholnoky ugy gondoltdk, hogy a piros
paprikdban a kapszantin és a kapszorubin a zeaxantinbdl vizaddicioval egybekotott

gytriifelnyilassal jon 1étre (2. abra).
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2. abra. A kapszantin és a kapszorubin képzodése Zechmeister és Cholnoky szerint [12]



A fenti képletet erdsitette meg 1937-ben Zechmeister és Cholnoky [14], amikor a
kapszantin lagos kezeléssel kivaltott retro-aldolkondenzacidja soran [B-citraurint nyert
(3. abra), melyet egy évvel kordbban Zechmeister és Tuzson [27] narancshéjbol mar
izolalt.

A B-citraurin keletkezése kapszantinbdl azt jelentette, hogy a kapszantin szerkezete
a C(1) — C(9’) atomok kozo6tt azonos a zeaxantinéval. Karrer [28] ugyanis a zeaxantin
oxidaciojaval B-citraurint kapott (3.dbra), igy kozvetlen bizonyitékot adott arra, hogy a

kapszantin a C(9’) atomig azonos a zeaxantinnal.

OH
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3. abra. A B-Citraurin elédllitasa zeaxantinbol és kapszantinbol [14,28]

A felallitott szerkezeti képletek jol magyaraztak a kapszantin és kapszorubin ismert
tulajdonsagait. A kozel két évtizedes nyugalmat azonban ¢€lénk érdeklodés valtotta fel,
amikor 1955-ben Cholnoky és munkatérsai [18,19] a piros paradicsompaprika festékeinek
novényfiziologiai szerepével foglalkozva utalast tettek arra, hogy a kapszantin ¢és
kapszorubin szerkezetét helyesbiteni kivanjak. Ilyen el6ézmények utdn a mar nyugvopontra
jutott piros paprikafestékek szerkezeti kérdése ismét a felszinre keriilt, ¢s Karrer iskolajan
kiviil hamarosan Weedon munkacsoportja is bekapcsolodott a kutatasokba.

Cholnoky [29,30] nagyszamu kisérleti anyagon bizonyitotta - f6leg a kapszantin &s
kapszorubin észtereit égetve - hogy a kapszantin helyes 6sszegképlete két, a kapszorubiné
pedig négy hidrogénatommal szegényebb a régi Osszegképleteknél. A kapszantin 1j
Osszegképlete tehdt CyoHs60s3, a kapszorubiné pedig CioHscOs. A régi tapasztalati
képletekhez viszonyitva, az uj dsszegképletek hidrogén hidnya vagy ujabb telitetlenség,

vagy Ujabb gylrii mellett szolt. Gyurtk feltételezése a festékek biogenezise szempontjabol



valoszinlitlennek tint. A régi szerkezeti képleteket Cholnoky tehat wgy probalta
moédositani, hogy a kapszantin molekuldjaban egy, a kapszorubinéban pedig két uj
etilénkotést feltételezett. A feladat tehat ezek utan az 0j kettds kotések elhelyezése volt.
Mivel a kapszantin szerkezetének C(1)-t6] a C(9”) atomig a zeaxantin szerkezetével meg
kell egyeznie, az 0j kettés kotés csak a karbonilcsoport utani molekularészben lehet.
Tekintettel a kapszantin és kapszorubin bizonyitott kromofor rendszerére, az 0j kettds
kotés csak izolalt helyzetben helyezkedhet el. Cholnoky a hidroxilcsoportok helyét az 0
szerkezeteknél is megtartotta, hiszen éppen az el6z6 években feltételezte a kapszantinnak
anteraxantinbdl, a kapszorubinnak pedig violaxantinbdl vald keletkezését. Kiilonb6zo

megfontolasok utan az izopropilidénes szerkezetet (4 abra, a) vélasztotta [29,30]
N e
|
O
HO OH OH
a b c

4. abra. Kiilonbozo kapszantin végesoportok

1956-ban Karrer [31] is modositotta az eredeti Zechmeister-Cholnoky féle
kapszantin képletet. A Cholnoky altal javasolt izopropilidénes szerkezettel ellentétben a
karbonilcsoportot a C(1)-hez kapcsolta, és a hidroxilcsoportot a C(5)-re helyezte at (b)
feltételezve, hogy a kapszantin a B-kriptoxantinbdl keletkezik a bioszintézis soran. Ez
Cholnokynak a karotinoidok fiziologiai szerepére vonatkozo elméletével éles ellentétben
allt. A Karrer-féle szerkezeti képletekkel a kapszantin, illetve a kapszorubin sok ismert
tulajdonsadgat sem lehetett Osszhangba hozni. Mivel Karrer eredményei annyira
hihetetlennek tlintek, Cholnoky és Szabolcs [32] megismételték a kisérleteket, Karrer
eredményeit azonban nem tudtak reprodukalni. Ekkor jelent meg Karrer és Entschel tjabb
kozleménye [33], melyben elvetik az el6z6 szerkezeti képlet moddositasukat, és
beszamolnak arrol, hogy a kapszantinbol Oppenauer-oxidacioval eléallitott kapszanton IR-
spektrumaban  megtalaltdk a  ciklopentanongytrli  karakterisztikus  frekvencidjat
(v=1740cm™). Alig valamivel kés6bb Weedon és munkatarsai [34] NMR-
spektroszkopiaval hasonld eredményre jutottak, és megadtak a ciklopentangytirtin kiviil a
harom metil-csoport 1,1,5-helyzetét is (¢). A hidroxilcsoport helyzete a ciklopentangytirin
azonban tovabbra is bizonytalan maradt.

A hidroxilcsoport helyzetét és a trimetil-ciklopentangyliriis  szerkezetet

Cholnokynak és Szabolcsnak sikeriilt kémiai uton igazolnia [35]. A kapszantin-diacetétot
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eldszor Ozonizaltdk, majd kromsavval oxidaltdk. Az oxidatumot preparativ
papirkromatografidval feldolgozva, kristadlyos kamforonsavat, 1,1,2-trimetil-glutarsavat,
trimetil-borostyankdsavat, 1,1-dimetil-borostyankdsavat és dimetil-malonsavat izolaltak. A
savak megjelenése bizonyitotta mind a ciklopentan gytriis végcsoportot, mind a rajta 1évo
szubsztituensek helyzetét. A kamforonsav izoladlasa nemcsak a szerkezetfelderités
szempontjabol volt fontos, hanem a (-)-kdmforonsav lett a karotinoidok abszolut
konfiguracidvizsgalataban az els vonatkoztatdsi alap is. Karrer és Faigle [36,37] ugyanis
lényegében ezt a lebontast ismételte meg nagyobb mennyiségli kapszantinbdl kiindulva, és
kristalyos allapotban olyan mennyiségli kamforonsavat tudtak izoldlni, melybdl
megallapithattak a fajlagos forgatoképességét is. gy a (-)-kdmforonsav - melynek abszolut
konfiguracidja mar ismert volt - egyértelmiien bizonyitotta a kapszantin 5’-szénatomjanak
1évé hidroxilcsoport transz helyzetébdl pedig kovetkezett a 3’-szénatom S-konfiguracidja.
Ezzel tehat tisztazodott a kapszantin végcsoportjanak (k), és ezzel a kapszantinnak és

kapszorubinnak a szerkezete; eddig ilyen végcsoport nem volt ismeretes.

OH

PN U Y S
(0]

HO'
Kapszantin (1)
(3R,3’S,5’R)-3,3’-dihidroxi-B,k-karotin-6’-on
OH

ko)

OWWMW
E o

OH
Kapszorubin (2)
(3S,5R,3°S,5’R)-3,3’-dihidroxi-«,k-karotin-6,6’-dion

A szerkezetre tovabbi bizonyitékot szolgaltattak az 1974-ben a kapszantin-bisz(p-
brém-benzoat)-r6l publikalt rontgen krisztallografiai adatok [38]. A kapszantin ¢és
kapszorubin szerkezetbizonyitd szintézisét végiil az angol kutatocsoport és a Hoffmann-La

Roche kutatdcsoportja egylitt végezte el 1983-ban [39,40].
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Miutan 1960-ban, tobb mint harminc évvel a felfedezése utan tisztazodott a
kapszantin, a kapszorubin és a kriptokapszin k-végcsoportjanak szerkezete, elobb Curl,

majd Davies €s munkatarsai is elvégezték a kiillonb6zo paprikafajtak karotinoid analizisét.

Curl ellenarami megoszlatast alkalmazva vizsgalta a zold és piros paprika
karotinoid-Osszetételét [41,42]. Piros paprikaban kozel 40 komponenst talalt, ezek koziil
azonban csak a mar ismert komponensek (kapszantin, kapszorubin, neoxantin, violaxantin,
luteoxantin, anteraxantin, mutatoxantin, zeaxantin, kriptokapszin, kriptoxantin, a- és -
karotin) egzakt azonositdsa tortént meg [42]. Szamos tovabbi komponens szerkezetét
kémiai reakcidik, illetve a polaritdsi sorban elfoglalt helyiik alapjan probalta meg Curl
megadni. Ezekre a szerkezetekre, illetve nevekre sok esetben még az 1990-es években is
hivatkoztak az irodalomban, anélkiil, hogy kristalyos allapotban izolaltak és szerkezetiiket

modern spektroszkopiai modszerekkel meghataroztak volna [43,44].

1970-ben Davies ¢és munkatarsai [45] vékonyréteg kromatografiat alkalmazva
vizsgaltdk a fehér, sarga, narancssarga és piros szinlire érd paprikdak karotinoid-
Osszetételét, és - Cholnoky sémdjat alapul véve - felvazoltdk a lehetséges karotinoid
bioszintézist a paprikaban (8. dbra).

Davies ¢és munkatarsai ebben a kézleményben irjak le — alapul véve Yamamotonak
a xantofill ciklusra vonatkozé cikkét [46] — az anteraxantin és violaxantin zeaxantinbol

molekuléris oxigén felhasznaldsaval valo képzodését is (5. abra).

Oz
NADPH NADP
+H*
5. dbra. Az 5,6-epoxi-végcsoport képzédése Davis szerint [45]

A karotinoid-5,6-epoxidok tovabb alakuldsara pedig két lehetséges utat adtak meg.

Piros paprikdban a pinakolin 4trendezddést, amely a «-végcsoport kialakulasat

Op
NG
&
HO
OH

6. dbra. A k-végcsoport kialakuldasa [45]

eredményezi (6. dbra).
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Az atrendezOdést katalizalé enzim csak a piros paprikaban van jelen, a sarga paprikabol
hianyzik. A masik lehetséges atalakulds a 3,5-dihidroxi-allén végcsoport kialakuldsa,

melynek soran a violaxantinbdl neoxantin képzdédik (7. dbra).
H  CHs /)\,_
f\\ X ==
Y —_—
HO HO OH
7. abra. Az allén-végcsoport kialakuldasa [45]

A neoxantin szerkezetét éppen egy évvel kordbban sikeriilt Cholnoky ¢és Weedon

munkacsoportjanak kdzosen tisztazni [47].

Csak piros paprikaban képz6do

OH

1
I
I
i
I
B-karotin B—karotin-5,6-epoxid ! karotinoidok
I
H 1 A
i 4 A
I
I
I
ifiji\)\---- _L {iji\)\____/\:gg | R L N
0 I
y o ’ !
B-kiiptoxantin B-kriptoxantin-5,6-epoxid* : kriptokapszin
! OH
lH !
OH oH | OH
I
/\:Q/ E /\:Q/ ;R o ~
— N 0\ ) Ngu— 1 -
I
H HO' I
zeaxantin anteraxantin i . kapszantin
I [
| '
'E oH 1 71 E
IO Pog
— I
o ! e
H I
violaxantin :
I
: OH
H kapszantin-5,6-epoxid
I
I
H: hidroxilalas ! R OH
E: epoxidalas i
R: pinakolin atrendezédés i
! 0,
* nem detektaltak : ©
i
I
: kapszorubin
I
I
1

8. dbra. Feltételezett bioszintézis utak a sarga és piros paprikaban Davies szerint [45]

A séma alapjan a sarga, vagy narancssarga szinii paprikakban (amelyek sohasem
pirosodnak meg) a karotinoidok bioszintézise befejezddik a karotinoid-5,6-epoxidok
(anteraxantin, violaxantin) képzddésével, a piros paprikaban a karotinoid-5,6-epoxidok tn.

pinakolin atrendezddéssel atalakulnak a megfeleld keto-karotinoidda: anteraxantinbol
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kapszantin, violaxantinbdl kapszantin-5,6-epoxidon keresztiil kapszorubin, mig [-

kriptoxantin-5,6-epoxidbdl kriptokapszin keletkezik.

Az 1970-es években tobben is vizsgaltdk a kiilonb6zd paprikafajtdk karotinoid-
Osszetételét [48-52], jelentésebb eredményt azonban nem értek el. Meg kell emliteni Bilal
Camara nevét, aki a hetvenes években kezdte el a paprikakarotinoidok vizsgalatat. EI6bb
csak kiilonboz6 fajtdk karotinoid analizisét végezte el [50], késébb pedig a
paprikakarotinoidok  bioszintézisét vizsgalta, ¢és szisztematikusan felderitette a
bioszintézisben résztvevd enzimek szerkezetét, és miikddési mechanizmusat. [zotoppal
jelzett anteraxantint €s violaxantint haszndlva Camara mutatta ki elészor, hogy a

kapszantin és a kapszorubin ezekbdl a vegyliletekbdl keletkezik [51,52].

Az 1970-es évek kozepétdl, a nagynyomasu folyadékkromatografia gyors iitemi
fejlodésével e modszer is egyre nagyobb szerepet kapott a karotinoidanalizisben. Az
elvalasztastechnika, a miszeres analitikai modszerek (HPLC) és ezek detektalasi
moédjainak fejlédése lehetdveé tette az elézdekben nem kimutathato, kis mennyiségben
jelenlévé komponensek kimutatasat, elvalasztasat is. A modern szerkezetvizsgdlo
modszerek elterjedése lehetévé tette e kis mennyiségben jelenlévé komponensek

szerkezetének meghatarozasat is.

Intézetlinkben Baranyai és munkatarsai a piros paprika karotinoidjainak analizisét
dolgoztak ki HPLC modszerrel [53]. Hézilagos készitésu, allandd térfogatu szivo oldali
gradiens keverdvel adott oldoszer gradienst tudtak elérni, ezzel lehetové valt, hogy a széles
polaritas tartomanyt feldleld karotinoidokat egy kromatogrambdl kiilon-kiilon mérjek, az
igen polaros kapszorubintdl az apolaros szénhidrogén [-karotinig. Az egyes csucsok
azonositasat kiilonb6z6 hullamhosszokon végzett mérésekkel, standard anyagokkal és
specifikus szarmazékképzési reakciokkal (’savazas’, redukcid) végezték el [54].

A karotinoid-5,6-epoxidok sav hatdsara karotinoid-5,8-epoxidokkd rendezddnek at,
polaritasuk csokken, és mivel a konjugalt kettds kotés rendszerbdl egy kettds kotés kiesik,
igy spektrumuk alacsonyabb hulldmhossz irdnyaba tolodik el (9. abra). Egy kettés kotés

kiesése a konjugalt rendszerbdl kb. 20 nm eltolddast jelent.
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HO HO o H

9. dbra. 5,6-Epoxidok atrendezodése 5,8-epoxidokka

Hasonloan, a konjugélt ketocsoport redukcioja is (/0. dbra) az UV/VIS spektrum 20 nm-es

hipszokrém eltolodasat idézi eld, mikdzben polarosabb hidroxi-termékek keletkeznek.

NaBH,

OH OH

10. abra. A x-végcsoport redukcioja

Mindkét moddszer kitlind lehetdséget biztosit a jellemzd végcsoportot tartalmazéd
karotinoidok sokkomponensii elegybdl valo kimutatasara.

E modszerek segitségével elvégezve a piros paradicsompaprika karotinoid-
analizisét, 15 csucsot hataroztak meg, melyekbdl 6t6t nem tudtak azonositani. Ezt az 6t
komponenst hosszadalmas preparativ kromatografids modszerrel izolaltak €s elvégezték a
szerkezetazonositast [55]. Igy piros paprikabél elészor sikeriilt kristilyosan izolalni a
kapszantin-5,6-epoxidot, az egyik kapszokrém epimert és a karpoxantint ((35,5S,6S,3'R)-
5,6-dihidro-f3,3-karotin-3,5,6,3'-tetrol). A tovabbi két festék az eddig csak kevéssé ismert
szerkezetli biciklo-3,6-epoxi-5-hidroxi végcsoporttal rendelkezd karotinoidnak bizonyult:
cucurbitaxantin A ((3S5,5R,6R,3'R)-3,6-epoxi-5,6-dihidro-3,B-karotin-5,3’-diol) és kapszan-
tin-3,6-epoxid ((3S,5R,6R,3'S,5'R)-3,6-epoxi-5,6-dihidro-5,3'-dihidroxi-f3,k-karotin-6'-on).
Az Gjonnan izolalt karotinoidokat elhelyezték a Cholnoky-Davies-féle bioszintézis sémaba
(I1.abra), feltételezve, hogy mind a 3,5,6-trihidroxi-B-végcsoport, mind a 3,6-epoxi-f3-
végesoport a 3-hidroxi-5,6-epoxi-B-végesoportbol keletkezik. gy a karpoxantin és a
cucurbitaxantin A anteraxantinbol, a kapszantin-3,6-epoxid pedig kapszantin-5,6-

epoxidbol képzddik.

A cucurbitaxantin A és ennek 5°,6’-epoxidja, a cucurbitaxantin B ((3S5,5R,6R,
3'S,5'R,6'S)-3,6,5',6'-diepoxi-5,6,5',6'-tetrahidro-3,B-karotin-5,3'-diol), ~ siitétokbol  valod
izolalasarél a pécsi csoporttal gyakorlatilag azonos iddben szdmoltak be Matsuno és

munkatarsai [56] (e vegyiiletek neviiket a novényrdl kaptak). A karpoxantin jelenlétét mas
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novényekben Eugster ¢s munkatarsai mar kordbban leirtak, azonban a 3,5,6-trihidroxi-

végcesoportra a 35,5R,6R- konfiguraciot javasoltak [57].

OH
HO Zeaxantin

'"OH HO "y
Cucurbitaxantin A OH Karpoxantin

OH OH

Violaxantin

Kapszokrém

11. abra. Piros paprikakarotinoidok bioszintézise [55]

Ilyen elézmények utan thztiik ki 1986-ban munkank céljaul a kiilonbozo
paprikafajtdk ujboli karotinoid analizisét, egyrészt hogy tovabbi adatokat nyerjiink a
paprikakarotinoidok bioszintézisének megértéséhez, masrészt, hogy tovabbi, kis
mennyiségben el6forduld karotinoidokat izoldljunk, és elvégezziik szerkezetik ¢és

konfiguracidjuk meghatarozasat.
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IV. EREDMENYEK

1. Karotinoid-osszetétel vizsgalata paprikaban
A természetben eléforduld ismert szerkezetli karotinoidok azonositasa, vagy az

ismeretlen karotinoidok szerkezetének felderitése a fizikai és kémiai moddszerek széles

skaldjanak alkalmazasat igényli. Kilonbséget kell tenniink, azonban egy bonyolult
extrakcios elegyben 1évo, ismert szerkezetli karotinoidok azonositasa (,,identification™) és
egy eddig még nem ismert szerkezet, beleértve a szeterokémidt is, meghatarozasa

(,,structure elucidation”) kozott.

Az ismert szerkezetii karotinoidok azonositasanak (,.identification”) minimalis kritériumait

a ,,Carotenoids” c. kézikonyv szerkeszt6i, George Britton, Synneve Liaaen-Jensen és

Hanspeter Pfander, 1995-ben a kovetkezokben fogalmaztak meg [58]:

1) Az UV-lathatdo absorpcids spektrum (Amax €s finom szerkezet) legalabb két
kiilonboz6 olddszerben meg kell, hogy egyezzen azzal, ami a kromofor rendszerbol
kovetkezik.

i) A kromatografids tulajdonsdgoknak két kiilonbozé rendszeren — elsdsorban
vékonyréteg (Ry) és HPLC (tr) — meg kell egyeznie az autentikus mintaéval, melyet
Osszekromatografalassal is kell bizonyitani.

1i1) A kapott tomegspektrumoknak legaldbb a molekulatomeget meg kell erdsitenie.

Ha az elébb emlitett kritériumok nem valdsulnak meg teljesen, azaz nem all rendelkezésre

pl. autentikus minta, a ,like” szocskat kell a feltételesen azonositott karotinoid nevéhez

illeszteni, pl. ,zeaxanthin-like”. Az autentikus mintdk modern spektroszkopiai

modszerekkel torténd jellemzését is el kell végezni.

Munkank soran a bonyolult extrakcidos elegyek egyes komponenseinek
azonositasara a kovetkezo eljarasokat, illetve ezek kombinacidjat alkalmaztuk:

a) Az extraktumot, esetenként az oszlopkromatografidval nyert frakciokat, a
rendelkezésiinkre 4ll6 autentikus (MS, CD, NMR spektroszkdpiaval jellemzett)
mintakkal az alkalmazott két HPLC rendszeren 0sszekromatografaltuk.

b) Az ismert szerkezeti komponenseket oszlopkromatografiaval elvalasztottuk, UV/VIS
spektroszkopiaval és szarmazékképzési reakcioval azonositottuk, autentikus mintaval

Osszekromatografaltuk.



17

c) A teljes extraktum ,,savazasat” (9 .abra), illetve redukciojat (10. dbra) elvégeztik az
5,6-epoxi- €s a ketokarotinoidok feltételes azonositasara [54].

d) UV/VIS detektor alkalmazéasanal kiilonb6z6 hullamhosszon végzett detektalassal [54],
diddasoros detektor hasznalatdindl a cstcsok spektruma alapjan feltételesen
azonositottuk a furanoidokat, ketokarotinoidokat, illetve cisz-izomereket.

e) A feltételesen azonositott furanoidokat a megfeleld 5,6-epoxidok ,,savazasaval”, a cisz-
izomereket a transz-vegyiiletek izomerizacidjaval eldallitottuk, oszlopkromatografiaval
szétvalasztottuk és Osszekromatografalassal igazoltuk jelenlétiiket. Szdmos furanoid és
cisz-karotinoid autentikus mintaként is rendelkezésiinkre allt.

f) Azokat a karotinoidokat, amelyeket az elébb emlitett modszerekkel nem tudtuk
azonositani, preparativ oszlopkromatografids modszerrel kristdlyos allapotban
izolaltuk, és a 2. fejezetben leirt spektroszkopiai modszerekkel meghataroztuk

szerkezetiiket (structure elucidation).

Az értekezésben leirt vizsgélatainkat 1986-ben kezdtiik. Hosszadalmas munka
soran valasztottuk ki az elvalasztashoz leginkabb megfeleld6 HPLC tolteteket, amelyek az
abban az id6ében az intézetlinkben gyartott Chromsil C;g (Labor MIM) téltet csaladba
tartoztak. Ugyancsak hossza id6t igényelt egy olyan gradiens program kifejlesztése,
amellyel a karotinoidok teljes polaritas tartomanyat sikeriilt atfogni. Az utdnszilanizalt
toltettel nem tudtuk a zeaxantin és lutein szétvalasztisat megoldani, ezért ezek
elvalasztdsara nem utanszilanizalt toltetet alkalmaztunk. Ezt a rendszert a késdbbiekben
csak annyiban valtoztattuk meg (aceton helyett diklormetant alkalmaztunk), hogy
diddasoros detektor haszndlata esetén a 300 ¢és 400 nm kozotti tartomanyban is
detektalhassunk. Mivel célunk nem az analitikai rendszer fejlesztése, hanem ennek
hasznalataval a novényi extraktumok Osszetételének vizsgélata, esetleges 1j komponensek
kimutatasa, izolalasa volt, igy a mai napig ezt a kromatografias rendszert alkalmazzuk

vizsgalatainkhoz.

Az elo6zOkben emlitett moddszerrel megvizsgaltuk a sarga paradicsompaprika
(Capsicum annuum var. lycopersiceforme flavum), a fekete fliszerpaprika (C.a. var.
longum nigrum), a piros paradicsompaprika (C.a. var. lycopersiceforme rubrum), valamint
a Szentesi Kosszarva (C.a. var. longum ceratoides) és Bovet-4 jeli paprika (C.a. var.
abbreviatum pendens) karotinoid-Osszetételének valtozdsat az érés soran, ¢és

kovetkeztetéseket vontunk le a paprikakarotinoidok bioszintézisének mechanizmusara [1%*-
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5*]. Minden esetben hat érési fokozatban, hat kiilonb6z6 szinii paprikat dolgoztunk fel. A
késdbbiekben elvégeztik még az un. ,kaliforniai paprika” (C.a. var. grossum cv.

Kaliforniai wonder) kiilonb6z6 szinii valtozatainak a karotinoidanalizisét is [6*].

Bar a paprikafajtdk kiilonboznek alakjukban, nagysagukban, csipdsségiikben
egymastol, a karotinoid-Osszetétel minden fajta esetében hasonld, és csak a paprika
szinétdl fliigg. A harom jellegzetes szinili paprika, a z6ld (bar ezt a klorofill okozza), a sarga
¢s a piros szin eltérd és jellemzd karotinoid-Osszetételt mutat. Természetesen az érés soran
a szinek fokozatosan atalakulnak, és az ilyen atmeneti allapotokban az &sszetétel is sokkal
bonyolultabb képet mutat. A harom kiilonb6zé karotinoid-Osszetételt harom
kromatogramon mutatom be. Mivel a disszertaci6 alapvetden nem analitikai jellegili, ezért
ezekre az eredményekre csak roviden térek ki. A kiilonb6zd paprikafajtak részletes
karotinoidanalizise, és az ebbdl levonhatd kovetkeztetések az [1*-6*] kozleményekben
talalhatok meg részletesen. Mivel az analizisek és az 1j szerkezetli karotinoidok izolalasa
parhuzamosan tortént, igy az ujonnan izolalt vegytiletek koziil tobb is szerepel ezekben a

kozleményekben, esetenként azonban még hibas sztereokémiaval és névvel.

Az éretlen (z6ld) paprikdban - fiiggetleniil attol, hogy az érés végsd stadiumaban
sarga, vagy piros szinli-e - mindig a kloroplasztra jellemzd karotinoidokat, luteint, -
karotint talalunk f6 komponensként. Kisebb mennyiségben a neoxantin és a 9-cisz-

neoxantin is megtalalhato6 (12. abra).

Az érés soran, a klorofill eltinésével a karotinoidok bioszintézise attevodik a
kromoplasztba [52]. A sarga paradicsompaprikdban a bioszintézis a karotinoid-5,6-
epoxidok képzddésével befejezddik, violaxantin és anteraxantin a f&6 komponensek és ezek
furanoidjai (5,8-epoxidok) is megtalalhatok (/3. dabra). Az érett sarga paprikédban -
ellentétben a piros paprikdval - nagyobb mennyiségben talalhatok e-végcsoportot

tartalmazé karotinoidok (a-karotin, a-kriptoxantin, lutein, lutein-5,6-epoxid) [1*].
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12. abra. Zold (éretlen) paprika extraktumdanak kromatogramja [6*]

Azonositott csucsok: 2: neoxantin; 3: neokrom; 4: 9-cisz-neoxantin; 6: violaxantin; 7: luteoxantin;
8: auroxantin; 9: 9-cisz-violaxantin (violeoxantin); 10: anteraxantin; 12: mutatoxantin-epimer 2%;
13: mutatoxantin-epimer 1%; 16: lutein; 18: 9(9’)-cisz-lutein; 19: 13(13°)-cisz-lutein; 20: o-

kriptoxantin; 21: B-kriptoxantin; 22: a-karotin; 23: B-karotin.

* a szamok a CaCO; oszlopon vald kotédés sorrendjét mutatjak feliilrdl lefelé.

A sérga paradicsompaprikaban érés sordn végig nagyobb mennyiségben fordul el
lutein és a-kriptoxantin, mint zeaxantin és B-kriptoxantin. A teljesen érett paprikdban mar
az o-karotin is nagyobb mennyiségben taldlhat6, mint a [B-karotin. A sargara érd
paprikaban nem sikeriilt kimutatnunk sem k-, sem 3,6-epoxi-B, illetve 3,5,6-trihidroxi-f3-
végesoportot tartalmazé karotinoidokat. Igy azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy e két
utobbi végesoport keletkezése Osszefliggésben van a k-végesoport bioszintézisével.

Klasszikus oszlopkromatografia és HPLC kombinaldsaval sarga paradicsom-
paprikaban kimutattuk a B-kriptoxantin-5,6-epoxid (a kriptokapszin prekurzora) jelenlétét,

de kis mennyisége miatt izoldlni nem tudtuk [1*]. Ezért a késObbiekben eldallitottuk a
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szemiszintetikus [-kriptoxantin-epoxidokat és megallapitottuk, hogy a sarga paprikaban

talalhato B-kriptoxantin-epoxid a (35,5R,6S)-B-kriptoxantin-5,6-epoxiddal azonos [7*].

¥

13. dbra. Erett sarga paradicsompaprika extraktumdnak kromatogramja [1*]

Azonositott csicsok: 12: neoxantin+neokrom-epimer 3%; 14: neokrom-epimer 1% és 2%; 15: 9-cisz-
neoxantin+neokrom-epimer 2%; 16: violaxantin; 17: luteoxantin-epimer 2”; 18: luteoxantin-epimer
1", 19: auroxantin-epimer 2% 20: auroxantin-epimer 3% 21: auroxantin-epimer 1% 22: 9-cisz-
violaxantin; 23: lutein-5,6-epoxid; 24: anteraxantin; 25: 13-cisz-violaxantin; 26: mutatoxantin-
epimer 2% 27 mutatoxantin-epimer 1%, 30: lutein; 31: zeaxantin; 35: 9(9)-cisz-lutein; 36: 13(13°)-
cisz-luteint+9-cisz-zeaxantin; 37: 13-cisz-zeaxantin; 40: kantaxantin (standard); 42: B-kriptoxantin-
5,6-epoxid; 44: a-kriptoxantin; 45: B-kriptoxantin; 50: mutatokrom; 53: a-karotin, 54: B-karotin;
55: cisz-B-karotin.

* a szamok a CaCO; oszlopon vald kotddés sorrendjét mutatjak feliilrdl lefelé.

A pirosra érd paprikdk karotinoid-Osszetételét fajtatol fliggetleniil hasonlénak
talaltuk, a karotinoid-tartalom ¢és a karotinoidok egymashoz viszonyitott ardnya

természetesen eltérést mutatott (/4. abra).
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14. dbra. Erett piros fiiszerpaprika extraktumdanak kromatogramja [2*]

Azonositott csucsok: 3: 5,6—diepikapszokarpoxantin#; 4: 5,6—diepilat0xantin#; 7: kapszorubin; 9: 6-
epikarpoxantin, 10: kapszantin-5,6-epoxid; 11: 5,6-diepikarpoxantin; 12: kapszokrom; 13:
violaxantin; 14: kapszantin-3,6-epoxid; 15: 9-cisz-kapszorubin; 16: 13-cisz-kapszorubin; 17:
cucurbitaxantin B; 18: luteoxantin; 19: kapszantin; 20: cikloviolaxantin; 22: anteraxantin; 23:
mutatoxantin-epimer 2*; 24: mutatoxantin-epimer 1; 25: cucurbitaxantin A; 26: 9(9°)-cisz-
kapszantin; 27: 13(13’)-cisz-kapszantin; 28:lutein; 29: zeaxantin; 30: nigroxantin®; 33: 9(9°)-cisz-
lutein; 34: 9-cisz-zeaxantin; 35: 13(13’)-cisz-lutein; 36: 13-cisz-zeaxantin; 39: kriptokapszin; 44: o.-
kriptoxantin; 45: B-kriptoxantin; 46-47: cisz-B-kriptoxantin; 56: o-karotin; 57: B-karotin; 58-cisz-[3-
karotin.

* csak késébb azonositva
" a szamok a CaCOs oszlopon vald kotddés sorrendjét mutatjak feliilrdl lefelé.

Az érett piros paprikdkban a f60 komponens kapszantin mellett nagyobb mennyiségben
talalhato zeaxantin, B-kriptoxantin, -karotin €s cucurbitaxantin A. Minor komponensként
kapszorubin, violaxantin, anteraxantin, mutatoxantin, és kriptokapszin mellett szamos 3,6-
epoxi-karotinoidot, 3,5,6-trihidroxi-f-végcsoportot tartalmazé karotinoidot, nigroxantint és
kapszantont, valamint cisz-izomereket mutattunk ki. Az érett piros paprikakban e-
végcsoportot tartalmazo karotinoidok (lutein, a-kriptoxantin, o-karotin) csak nyomokban

fordulnak eld.
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A vizsgalt paprika fajtdk koziil a Szentesi sarga paradicsompaprika sosem
pirosodott meg - azaz nem képzddtek ketocsoportot tartalmazd karotinoidok - a
fiiszerpaprika és a piros paradicsompaprika mar az érés elején elkezdett pirosodni, a keto-
karotinoidok képzddése mar ekkor megkezd6dott. A Szentesi Kosszarvl paprikaban és a
Szentesi Bovet-4 jelii paprikdban - amelyek az érés elején zold vagy sarga szintiek, és csak
késobb kezdenek pirosodni - az érés kezdetén a sarga paprikéra jellemz6 karotinoidok
(lutein, neoxantin), ¢és karotinoid-aranyok (zeaxantin/lutein, [-karotin/a-karotin, [3-
kriptoxantin/o-kriptoxantin) talalhatok meg, igen alacsony Osszkarotinoid-tartalom mellett.
A pirosodas megindulasa utdn novekszik meg nagyobb mértékben az Osszkarotinoid-
tartalom, a karotinod-Osszetétel pedig megegyezik a piros fliszerpaprikara jellemzd

Osszetétellel [4*-5%].

17+18
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15. dbra. Erett sdrga kaliforniai paprika extraktumdnak kromatogramja [6*]

Azonositott csucsok: 4: neoxantin; 6: 9-cisz-neoxantin; 7: violaxantin; 8: luteoxantin; 9:
auroxantin-epimer 2% 10: auroxantin-epimer 17, 12: anteraxantin; 14: mutatoxantin-epimer 2% 15:
mutatoxantin-epimer 1%; 17: lutein+zeaxantin; 21: 9(9”)-cisz-lutein; 22: 13(13”)-cisz-lutein+9-cisz-
zeaxantin; 23: 13-cisz-zeaxantin; 24: B-kriptoxantin-5,6-epoxid; 26: a-kriptoxantin; 27: f-
kriptoxantin; 28: a-karotin; 29: B-karotin

* a szémok a CaCQOj; oszlopon valo kdtddés sorrendjét mutatjak feliilrol lefelé

A késdbbiek soran megvizsgaltuk a kiilonb6zd szindi, un. kaliforniai paprika karotinoid
Osszetételét is [6*]. A zOld és piros szinl paprikdk az el6zéekben emlitetthez hasonld

Osszetételt mutattak. Talaltunk egy lila szini varianst is, ezt a szint azonban a paprika
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borében 1évo antocianidin festékek okozzak, a Kkarotinoid-Osszetétel a zold szinl
paprika¢hoz hasonlitott a legjobban. A sarga kaliforniai paprikdban néhany uj, eddig
ismeretlen csucs tiint fel (/5. dbra). Diddasoros detektor alkalmazasaval, és az extraktum
redukcidjaval ezeket a csucsokat (peak 16, 19, 20) feltételesen, mint apo-karotinoidokat
azonositottuk. A pontos szerkezetazonositashoz még tovabbi hosszadalmas vizsgalatokra
van sziikség, igy tehat ebben a dolgozatban ezek nem szerepelnek. Iddkdzben japan
kutatok piros paprikébol izolalt apo-karotinoidok szerkezetazonositdsarol szamoltak be

[59].

Végiil megvizsgaltuk az erds paprikak karotinoid-Osszetételét is. Az éretlen és érett
cseresznyepaprika, és pfefferoni karotinoid-Osszetétele is megfelelt az eldzdekben
leirtaknak. Az érett piros paprika extraktumokban kimutathatdé volt az 5,6-
diepikarpoxantin, a kapszantin-3,6-epoxid, a nigroxantin és a cucurbitaxantin A is. Nem
mutatott eltérést a karotinoid-Osszetételben az érett chili paprika sem. Mivel ezeket az

eredményeket még nem kozoltiik, igy csak a teljesség kedvéért emlitem meg Oket.

Az elmult 10 évben nagyon sok kozlemény jelent meg, amely kiilonbdzo piros
paprikafajtak karotinoidanalizisével foglalkozott [60-69]. Terjedelmi okokbol ezek
részletes ismertetésére itt lehetetlen kitérni. Meg kell jegyezni, hogy egyetlen
kromatografids rendszer sem kdozelitette meg az altalunk elért elvalasztast. Nagyon kevés
azon publikéaciok szama is, amelyben 3,6-epoxi-vegyiiletek azonositdsarol szamoltak be
[68,69], 3,5,6-trihidroxi-karotinoidokat pedig munkacsoportunkon kiviil senki sem

azonositott, vagy izolalt paprikabol.
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2. Izoldlas, szerkezet- és konfigurdciomeghatdarozas

Az ismert szerkezetli karotinoidok teljes jellemzése vagy az ismeretlen szerkezetii
karotinoidoknak a szerkezetazonositasa (,,structure elucidation™) — beleértve a kiralitas és
az E/Z konfiguracié meghatarozasat is — a spektroszkopiai technikak széles skaldjanak a
hasznalatat, tovabba a szarmazékképzési reakciok elvégzését is igényli [70].

Egy ismeretlen karotinoid szerkezetazonositdsdban a kromatografids tisztitas, majd
a kristalyositas az els6 alapvetd 1épés. A kromatografias viselkedés egyuttal felvilagositast
ad a karotinoid polaritasara is. A mar ismert karotinoidok polaritdsdhoz valo viszonyitas
alapjan a vegyiilet feltételesen besorolhaté a karotinok, monoolok, diolok vagy a
polarosabb karotinoidok csoportjaba. A megoszlas 10% viztartalmi metanol és hexéan
kozott, tovabbi adalékot jelenthet a vegyiilet polaritasara.

A miszeres mérések kozil az els6, konnyen kivitelezhetd ¢és igen kis
anyagmennyiséget 1igényld moddszer az UV/VIS spektroszképia. Az abszorpcios
maximumok helyei és a spektrum finomszerkezete felvilagositast ad a kromoférban 1évo
konjugalt kettoskotések szamardl. A konjugalt keto-csoport rendszerint batokrom
eltolodast eredményez, mikdzben a spektrum finomszerkezete csokken. A cisz-izomerek f6
maximumai karakterisztikus hipszokrom eltolodast mutatnak, és az UV tartomanyban is
megjelenik az Uin. "cisz-peak".

A tomegspektrometrids mérésbdl kaphatd legfontosabb informaciéo a vegyiilet
molekulatdmege, melybdl az dsszegképletre, és a molekulaban jelenlévd oxigén atomok
szamara lehet kovetkeztetni. A karakterisztikus fragmentumok felvilagositast adnak egyes
funkcids csoportok jelenlétére. Tomegspektrometridval lehet megerdsiteni egyes
szarmazékképzési reakciok (redukcio, acetilezés, stb.) végbemenetelét is.

Az NMR vizsgéalatok tekinthetok a legalapvetobb vizsgalatoknak a
szerkezetazonositasban. A részletes 'H- és '°C NMR vizsgalatok segitségével — beleértve
a legmodernebb kétdimenzids technikdkat is — a karotinoidok sztereokémidja is tisztdzhato.
A kétdimenzios technikak alkalmazasanak azonban hatart szabhat a mérésekhez sziikséges
anyagmennyiség hianya, illetve ha a hosszi mérési id6 alatt a karotinoid degradalodik.

Az infravords spektroszkopia csak a jellemzd funkcios csoportok jelenlétének
kimutatdsara alkalmas, de helyzetik meghatdrozasara nem, igy a karotinoidok
szerkezetének vizsgéalatdban nem terjedt el ez a mddszer. Tovabb csokentette jelentdségét,
hogy 0,1-0,2 mg anyagmennyiségb6l ma mar jo6 mindségli proton spektrum nyerhetd,
amely a karotinkémikus szdmara tobb informaciot tartalmaz, mint az IR spektrum. Ennek

ellenére, mivel az FT-IR technika lehetévé tette igen kis anyagmennyiségekbdl IR
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felvételek készitését, az elmult években elvégeztik szamos, a kollekcionkban
rendelkezésre 4116 karotinoid infravords spektroszkopiai vizsgalatat [157, 18]

Mivel szdmos karotinoid kiralitasa és cirkuléris dikroizmus spektruma ismert, igy
az Osszehasonlité CD spektroszkopia nagy segitséget nyujt az abszolit konfiguracio
kijelolésében. A karotinoidok végcsoportjainak Cotton effektusa Osszeadodik [71], igy
aszimmetrikus karotinoidok esetén a gyenge Cotton hatdssal rendelkezd csoportok jele
nem érvényesiil, ami megneheziti az abszolut konfiguracid meghatdrozasat.

A szarmazékképzési reakciok [72] kozil az acetilalas és szililezés a primer és
szekunder hidroxilcsoportok kimutatasara alkalmas, mig a tercier hidroxilcsoportok nem
acetilezhetok, csak szililezhetok. A konjugalt karbonilcsoport redukcidja (10. dbra)
megnodveli a polaritast, és az UV/VIS spektrumok alacsonyabb hullamhosszak felé
tolédnak el, egyben a finomszerkezet is nd. Ugyancsak a kromofor rovidiilésével jar a
karotinoid-5,6-epoxidok sav hatasara bekovetkez6 un. furanoid atrendezddése is (9. dbra).
Ez utobbi két reakcid kiivetta méretben elvégezhetd, ¢€s igy nagyon Kkis
anyagmennyiségbdl, gyorsan kimutathatok ezek a funkcios csoportok.

Munkank soran a fent emlitett modszereket alkalmaztuk a természetes forrasbol,
vagy a reakcidelegybdl izolalt karotinoidok szerkezetazonositdsara. Az izolalt ¢s
kristalyositott vegyiileteket minden esetben spektroszkopiai modszerekkel (UV/VIS, MS,
NMR, CD) jellemeztik. Az UV/VIS spektrum, a szarmazékképzési reakciok és a
tomegspektrum ismeretében tobbnyire ki lehetett jelolni a szerkezetet, amelyet végsdsoron
NMR spektroszkopiaval bizonyitottunk. Abban az esetben, ha 1 mg-nal kisebb
anyagmennyiség allt rendelkezésiinkre, altaldban csak 'H-NMR, esetenként 'H,'H-COSY
méréseket tudtunk végezni. Nagyobb anyagmennyiségek esetén a konfigurdciok
egyértelmii kijeloléséhez T-ROESY, NOE, 13C, DEPT-135, HMBC, inverz HMQC, HSQC
stb. mérések elvégzésére is lehetéség nyilott. Minden egyes izolalt vegyiilet részletes NMR
vizsgalatara dolgozatomban nem térek ki, azok a mellékletként megadott kdzleményekben
a proton és szén aszigniciokkal egyiitt megtalalhatok. Ugyancsak e kozleményekben
megtaldlhatd az Osszes egyéb spektroszkopiai adat (UV/VIS, MS, CD) is amellyel az
izolalt vegyiileteket jellemeztiik, ezeket a dolgozatban nem részletezem, csak utalok a
vizsgalatok elvégzésére. Minden esetben elvégeztilk a vegyiiletek CD spektroszkopiai
vizsgalatat is, szdmos esetben azonban az NMR vizsgalatokra kellett hagyatkoznunk az

abszolut konfiguraciok kijelolésénél.
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2.1. B-Kriptoxantin-epoxidok eldallitasa

Ahogy az el6z6 fejezetben emlitettem, a sarga paradicsompaprika extraktumaban
klasszikus oszlopkromatografia ¢s HPLC kombinalasaval kimutattuk a -kriptoxantin-5,6-
epoxid (a kriptokapszin prekurzora) jelenlétét, de kis mennyisége miatt izolalni nem tudtuk
[1*]. Mivel a B-kriptoxantin-5,6-epoxid teljes szerkezet leirdsa még nem tortént meg,
elhataroztuk, hogy eldallitjuk a szemiszintetikus vegyiiletet, B-kriptoxantin monoperoxi-
ftalsavval torténd reakciojaval. A karotinoid-5,6-epoxidok monoperoxi-ftalsavval torténd
eldallitasa jol ismert reakcié a karotinoidkémidban [73]. A reakcido sordn kétféle
sztereoizomer, az (5R,695)-, illetve az (5S5,6R)-epimer keletkezik. A reagens savas jellege
miatt azonban mindig keletkeznek karotinoid-5,8-epoxidok (furanoidok) is, melyek a
céltermékek izolalasat megnehezitik.

Csak egy epoxidalhatd végcsoportot tartalmazd (pl. kapszantin, lutein), vagy
szimmetrikus (pl. zeaxantin) karotinoidok esetén a keletkezd két vagy harom epimer
elkiilonitése tobbnyire nem okoz problémat. Az éltalunk kiindulasi anyagnak valasztott [3-
kriptoxantin nem szimmetrikus szerkezetli, és két epoxidalhatod B-végcsoportot tartalmaz.
fgy a reakci6 sordn elvileg négy monoepoxid epimer (5R,6S, 5S,6R, 5’R,6’S és 5’S,6’R),
valamint négy diepoxid-epimer (5R,65,5°R,6’S, 5R,6S,5’S,6’R, 5S,6R,5’R,6’S ¢és
58,6R,5°S,6’R) keletkezhet. Ezenkiviil, mindegyik 5,6-epoxi-végcsoportbol tovabbi két
furanoid-epimer képzddhet, E-Z-izomerizacio is lejatszodhat, amely igy egy rendkiviil
komplex rendszert eredményez. Ezért nem is tiiztiik ki célul az 6sszes lehetséges vegyiilet
izolalasat, célunk elsésorban a természetben is eléforduld (3S5,5R,6S5)-B-kriptoxantin-5,6-

epoxid izolalasa és szerkezetének meghatarozasa volt.

e e S U S U U SN

HO

B-Kriptoxantin (3)

270 mg P-kriptoxantin-acetat éteres oldatat reagaltattuk frissen készitett
monoperoxi-ftalsav oldattal, az epoxidalas elérehaladasat vékonyréteg-kromatografiaval
kovettiik. A reakcidelegyet feldolgozva, majd elszappanositva, ismételt preparativ
oszlopkromatografidt alkalmazva, harom [-kriptoxantin-monoepoxidot (I-III) és két
diepoxidot (IV-V) izolaltunk kristalyos allapotban, ¢és hataroztuk meg konfiguraciojukat
[7*].
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(35,5R,65)-B-Kriptoxantin-5,6-epoxid (I)
(3S,5R,6S)-5,6-epoxi-5,6-dihidro-p,3-karotin-3-ol

-n\\\\\\\\\

(35,5S,6R)-B-Kriptoxantin-5,6-epoxid (IT)
(3S,5S,6R)-5,6-epoxi-5,6-dihidro- ,B-karotin-3-ol

(3R,5'R,6'S)-B-Kriptoxantin-5',6'-epoxid (I1I)
(3R,5’R,6’S)-5,6’-epoxi-5°,6°-dihidro- 3,B-karotin-3-ol

(35,5R,68,5'R,6'S)-B-Kriptoxantin-5,6,5',6'-diepoxid (IV)
(3S,5R,6S,5'R,6'S)-5,6,5,6’-diepoxi-5,6,5’,6’-tetrahidro-3, 3-karotin-3-ol

Iy,
'.n\\\\\\\\

(35,5S,6R,5'S,6’ R)-p-Kriptoxantin-5,6,5',6'-diepoxid (V)
(35,58,6R,5'S,6'R)-5,6,5,6°-diepoxi-5,6,5”,6 -tetrahidro- 3,B-karotin-3-ol

Az izolalt vegyiiletek szerkezet- és konfiguraciomeghatarozasa 'H-, BC-NMR, UV-VIS,
CD spektroszképiaval és tomegspektrometridval tortént. A 3-hidroxi-5,6-epoxi-f3-
végesoport abszolit konfiguracioja egyértelmiien meghatarozhaté volt az "H-NMR adatok
alapjan (/6. dbra). A (3S,5R,65)-B-kriptoxantin-5,6-epoxid (I) az NMR mérés soran a
deuterokloroformos oldatban atalakult a megfeleld 5,8-furanoid-epimerekké, és igy 'H,'H-
COSY és ""C-NMR méréseket nem tudtunk végezni. A proton felvételek, illetve a

furanoid-epimer elegy spektruma azonban igazolta a konfiguraciot.
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16. dbra. Az 5,6-epoxi-végcsoportok 'H-NMR adatai (“felcserélhetd; "az axidlis és ekvatoridlis
pozicio nem adhato meg) [7*]

29,60° 24,932
£0°24.9%, 1 1301

64,34 66,95
3S,5R,6S

259072599 12,99
33,86 = 1139
T\

‘O 137,25
Al

30,11 \ 21,16
65,51
5R,6S

26,882 26,11° 12,97
35,11 171 ,33

= 122,46
X /w‘\ N

4384 013817

a
HO / 39,27 \ 21,26
64,12 6528

35,6S,6R

a a
% 826,00 259171’41 12,98
B_NF /12420

AN NN

Q 137,26

30,13 \ ““21,17
65,53
5S8,6R

17. dbra. Az 5,6-epoxi-végcsoportok > C-NMR adatai (“felcserélhetd) [7*]

Tovébbi bizonyitékot adtak a (3S5,5R,65)- (I) és a (3S,5S,6R)-B-kriptoxantin-5,6-

epoxidok (II) konfiguraciojara a tiikorképi CD gorbék (/8. dabra). Bonyolultabb feladat

crer

kijelolése. Mig a 3-hidroxi-5,6-epoxi-végcsoport esetén a 7-H dublett jele eltér a sziin- és

anti-epoxid esetén, addig a hidroxilcsoportot nem tartalmazd végcsoport esetén nincs

szignifikans kiilonbség [74,75]. Igy a konfiguracié meghatarozast a CD spektrumok

segitségével tudtuk elvégezni. A B-kriptoxantin (3) és a (3S,5R,6S)-B-kriptoxantin-5,6-

epoxid (I) CD gorbéjének Osszege kiilonbozd intenzitasu, de hasonlo lefutast mutat mint az

crer
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A diepoxidok esetén a két teljesen tiikorképi CD gorbe szintén megerdsiti a

(35,5R,65,5°R,6°S) (IV), illetve a (35,5S5,6R,5’S,6’R) (V) konfiguraciot (19. abra).

Ag

25 |

30k ¥ ] ‘ i
200 300 400 500 600
A [nm]

18. abra. A B-kriptoxantin-monoepoxidok (I (— ); II (--- ), III (- - - )) CD spektruma EPA-ban
(EPA: Et,0/izo-pentan/EtOH 5:5:2 elegye) [7*]

Ag

200 300 400 500 600

A [nm]

19. abra. A f-kriptoxantin-diepoxidok (IV (—); V (- - - - )) CD spektruma EPA-ban [7%*]

A (3S,5R,65)-B-kriptoxantin-5,6-epoxidot (I) kiillonb6zé rendszereken egyiitt-
kromatografalva a sarga paradicsompaprikabol szarmazo vegyiilettel, a ketté azonossagat
allapitottuk meg, amely megerdsiti azt a megfigyelést, hogy a természetben mindig a

(35,5R,6S) konfiguracidval rendelkezd karotinoid-5,6-epoxidok fordulnak eld.
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Munkénk tovabbi részében célul tliztiik ki a piros paprikaban kis mennyiségben
jelenlévd, eddig még nem azonositott karotinoidok izolalasat. Alapul véve a kordbban
felvazolt [55] bioszintézis sémat, feltételeztiik, hogy tovabbi 3,6-epoxi-f3-, illetve 3,5,6-
trihidroxi-B-végcsoportot tartalmazo karotinoidoknak kell jelen lennilik a piros paprika
extraktumaban. Ezen kiviil minden piros paprika extraktumban feltiint egy jellegzetes

csucs (/4. abra: peak 30), melynek izolalasat szintén célul tliztiik ki.

2.2. 3,6-Epoxi-B-végcsoportot tartalmazo karotinoidok

Az els6 3,6-epoxi-végesoportot (7-oxabiciklo[2.2.1]heptil) tartalmazé karotinoidok,
az eutreptiellanone, az a-cryptoeutreptiellanone €és a B-cryptoeutreptiellanone tengeri
algabol (Eutreptiella gymnastica) vald izolalasardl a nyolcvanas évek kdzepén szamoltak
be Liaaen-Jensen és munkatarsai [76-78]. 1986-ban, gyakorlatilag egy idében kozolték
Matsuno és munkatarsai [56] a cucurbitaxantin A (4) és cucurbitaxantin B (5) siitotokbol,
Szabolcs és munkatarsai [55] pedig a kapszantin-3,6-epoxid (6) és a cucurbitaxantin A (4)

piros paradicsompaprikdbdl valo izolalasat és szerkezetazonositasat.

OH
@M\/Y\/Y\)Q‘

OH

Cucurbitaxantin A (4)
(3S,5R,6R,3'R)-3,6-epoxi-5,6-dihidro-,3-karotin-5,3’-diol

OH
é,.n\\\\\\\\ .

OH
Cucurbitaxantin B (5)
(3S,5R,6R,3'S,5'R,6'S)-3,6,5',6'-diepoxi-5,6,5',6'-tetrahidro-f3,-karotin-5,3'-diol

OH

@MWO

OH

Kapszantin-3,6-epoxid (6)
(3S,5R,6R,3'S,5'R)-3,6-epoxi-5,6-dihidro-5,3'-dihidroxi-3,k-karotin-6'-on
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1990-ben Gmiinder és Eugster [79] arrdl szamoltak be, hogy megkisérelték a
cikloviolaxantin (7) totalszintézisét, a szintézis utolso 1épése soran azonban nem a kivéant
vegyiilet keletkezett, és igy nem tudtak eldallitani.

OH

OH

Cikloviolaxantin (7)
(3S,5R,6R,3'S,5'R,6'R)-3,6,3'",6'-diepoxi-5,6,5',6'-tetrahidro-, 3-karotin-5,5'-diol

1990 6szén, 25 kg piros fluszerpaprika feldolgozasa soran kb. 1 mg-nyi
mennyiségben egy 0j vegylletet sikeriilt izolalnunk. A vegyiilet UV/VIS spektruma,
kémiai reakcidi és tomegspektruma alapjdn szimmetrikus szerkezetli vegyiiletre
gondoltunk, mely az Eugster altal leirt cikloviolaxantinnak (7) felelt meg. Mivel akkor
Magyarorszagon nem talaltunk NMR-laboratoriumot, amely ilyen anyagmennyiségbdl a
mérést elvégezte volna, a Ziirichi Egyetem Szerves Kémiai Intézetében Eugster és
munkatarsai segitségével torténtek meg az NMR és CD-mérések. A kis anyagmennyiség
csak 'H-NMR méréseket tett lehetévé, amely azonban egyértelmilen igazolta a
cikovolaxantin (VI) szerkezetét ¢s konfiguraciojat [8*]. Ugyanekkor izolaltunk
cucurbitaxantin B-t (VII) igen kis mennyiségben, valamint cucurbitaxantin A-t (VIII) is,
azonositasuk azonban ekkor csak tomeg UV/VIS és CD spektrumuk (20. dbra), illetve
kémiai reakcioik alapjan tortént meg.

OH

OH

Cikloviolaxantin (7 = VI)
(3S,5R,6R,3'S,5'R,6'R)-3,6,3',6'-diepoxi-5,6,5',6'-tetrahidro-, 3-karotin-5,5'-diol

OH
é,.ll\ NV Yo Yo Yo Yo VYa N N

OH

Cucurbitaxantin B (5 = VII)
(3S,5R,6R,3'S,5'R,6'S)-3,6,5',6'-diepoxi-5,6,5',6'-tetrahidro-f3,-karotin-5,3'-diol
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20. abra. A cikloviolaxantin (VI)(- - - -), cucurbitaxantin B (VII) (. - . - . ) és cucurbitaxantin A

(VIII) (- . . . . ) CD spektruma [8*],; a) nulla vonal VII-ra MeOH-ban, b) VI-ra EPA-ban,
¢) VIlI-ra MeOH-ban.

A késObbiek soran modszert dolgoztunk ki a 3,6-epoxi-karotinoidok kinyerésére.
Ez a mddszer frakcionalt kristalyositason, illetve petroléter és 10% viztartalmi metanol
kozti megoszlatason alapul. Igy a kevésbé poldros 3,6-epoxi-karotinoidokat sikeriilt

feldusitani, és az igen kis mennyiségben jelenlévd komponenseket is izolalni. Piros

fiszerpaprikabol a kovetkezd 3,6-epoxi-fB-végcsoportot tartalmazod karotinoidokat

izolaltuk, és végeztiik el a teljes szerkezet- és konfiguraciomeghatarozasukat ("H- és °C-

NMR, CD, MS): cucurbitaxantin A (VIII), cucurbitaxantin B (VII), cikloviolaxantin (VI),
kapszantin-3,6-epoxid (IX) és cucurbitakrom epimerek (X-XI) [9%].

OH

OH

Cucurbitaxantin A (4 = VIII)
(3S,5R,6R,3'R)-3,6-epoxi-5,6-dihidro-,3-karotin-5,3’-diol

OH

@MWO

OH

Kapszantin-3,6-epoxid (6 = IX)
(3S,5R,6R,3'S,5'R)-3,6-epoxi-5,6-dihidro-5,3'-dihidroxi-3,k-karotin-6'-on
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Cucurbitakrém epimer 1 (X)
(3S,5R,6R,3'S,5'R,8'S)-3,6,5',8'-diepoxi-5,6,5',6'-tetrahidro-f3, 3-karotin-5,3'-diol

= H O OH
ioj\\ N N N ™ NS ™ m _

< all
OH

Cucurbitakrom epimer 2 (XI)
(3S,5R,6R,3'S,5'R,8'R)-3,6,5',8'-diepoxi-5,6,5',6'-tetrahidro-, 3-karotin-5,3'-diol

0,1 mg-nal kisebb mennyiségben kaptunk 3,6-epoxi-5,6,5’,6’-tetrahidro-3,3-karotin-
5,3°,5°,6’-tetrol-t (XII) is, e vegyiiletet csak UV/VIS, CD ¢és tomegspektruma alapjan

B HO OH
@\\\\\\\\F@

OH

tudtuk azonositani.

3,6-epoxi-5,6,5’,6’-tetrahidro-p,3-karotin-5,3",5”,6’-tetrol (XII)

NMR méréseink alapjan (21. dabra) helyesbitettiik Matsuno 1986-ban kozolt [56], a

3,6-epoxi-B-végcsoportra vonatkoz6 adatait.

25,73 32,17 12,85

1054
439 1,67.41,21

21. dbra. A 3,6-epoxi-f-végcsoport 'H- és *C-NMR adatai [9%]

A CD vizsgalatok alapjan megallapitottuk, hogy a 3,6-epoxi-végcsoport csak
gyenge Cotton-effektussal rendelkezik, igy a CD-spektrumok lefutasat nem szimmetrikus

karotinoidok esetén a masik végcsoport szabja meg (22-23. dbra).
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Eugster [79] javaslatat ekkor még elfogadva azt feltételeztilk, hogy a 3,6-epoxi-
karotinoidok képzddése a karotinoid-5,6-epoxidokbdl 3,5,6-trihidroxi-karotinoidokon

keresztiil torténik. Ezt a nézetiinket késébb modositottuk (2.3. fejezet).
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22. abra. Kapszantin-3,6-epoxid (IX) (- - - ) és ciklovolaxantin (VI)(— ) CD spektruma;
oldoszer: EPA [9*]
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23. abra. Cucurbitaxantin A (VIII) ( . . . ), cucurbitaxantin B (VII) ( - - - - ) és cucurbitakrom
epimer I (X)(— ) CD spektruma, oldoszer: EPA [9*]
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Vizsgalataink kezdetén még nem tudtunk megfeleld6 mennyiségben cucurbitaxantin
B-t (VII) izolalni, igy elhataroztuk, hogy cucurbitaxantin A (VIII) epoxidéalasaval
eléallitjuk a szemiszintetikus termékeket (24. abra).

Az epoxidalasi reakciondl meg kell védeni a hidroxilcsoportokat. Mivel a
karotinoidoknak csak a primer €s szekunder hidroxilcsoportjai acetilezhetéek, a tercierek
nem, igy mas véddcsoportot kellett taldlnunk, hogy az 5-hidroxi-csoportot is meg tudjuk
védeni. Ezért el6szor a cucurbitaxantin A-bol (VIII) trimetilklérszilannal 5,3°-O-
bisztrimetilszilil-cucurbitaxantin A-t allitottunk eld, majd éteres oldatban monoperoxi-
ftalsavval reagaltattuk [10*]. A reakcio lefolyasat vékonyréteg-kromatografiaval kovettiik.
A reakcioelegy megbontdsa utan a szililezett termékeket preparativ  oszlop-
kromatografidval valasztottuk szét. A keletkezett cucurbitaxantin B epimerek (VII, XIII)
trimetilszilil szdrmazékait ezutan hidrolizaltuk, és az elegy ismételt kromatografalasaval
kaptuk a (3°S,5’R,6°S)- és (3°S,5°S,6’R)-konfiguracioju cucurbitaxantin B-t (VII) és 5°,6 -
diepicucurbitaxantin B-t (XIII). Melléktermékként szdmos monoszilil terméket is kaptunk,

amelyeket UV/VIS és tomegspektrometriaval azonositottunk.

ol
@\ X X X X X N N X

"I0Ry
Cucurbitaxantin B (VII)

ORy 1)-4)
TR AN AR A a Ry=Ry=H
= b R4=Si(Me)s, Ro=H
eal - ¢ Ry=R,=Si(Me)3
a Ry=Ry=H ( |)
b R4=Si(Me)s, Ro=H N N N N \
C R1 R2 SI(Me)3

'IOR
d Ry=H, Ry=Si(Me); ! 5',6"-Diepicucurbitaxantin B (XIII)

1: trimetilszililezés

2: epoxidalas a Ry=Rp=H
3: kromatografia b R4=Si(Me)3;, Ry=H
4: hidrolizis ¢ R4=R,=Si(Me);

24. abra. Cucurbitaxantin B epimerek eléallitdsa

A céltermékekbdl csak 1 mg-nal kisebb mennyiségeket sikeriilt kristalyosan
elallitanunk, igy csak 'H-NMR vizsgalatok elvégzésére volt mod a Zirichi Egyetem
Szerves Kémiai Intézetében (25. dbra). Az NMR vizsgélatok alapjan (H-C(7’), Me(16’) és
Me(17°)) egyértelmiien hozzarendelhetd volt a 3-hidroxi-5,6-epoxi-végcsoportokhoz a
(3’S,5’R,6°S)- (anti-) és (3°S,5°S,6’R)- (sziin-) konfiguracio. Az ellentétes konfiguraciokat
jol mutatta a teljesen tiikorképi CD gorbe is (26. abra), amely egyben azt is megerdsitette,
hogy a paprikdbdl izolalt cucurbitaxantin B (VII) is (3°S,5’R,6’S)-konfiguracidval
rendelkezik [10%*].
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Itt emlitem meg, hogy munkank soran eldallitottuk a cikloviolaxantin (VI) és a
cucurbitaxantin A (VIII) cisz-izomerjeit is [2%, 3. Mivel az izomerizacios folyamatok

vizsgélata nem tartozik az értekezés targykorébe, igy nem részletezem az e téren elért

eredményeinket.

HO™= o
H 1.894 1195
3,875 2,203

1.64ax 1,194
3,915 2,389

25. abra. A cucurbitaxantin B (VII) és az 5,6-diepicucurbitaxantin B (XIII) 5,6-epoxi-
végesoportianak 'H-NMR adatai [10%]

300 400

Alnm]

26. abra. A szemiszintetikus (— ) és a paprikabol izolalt ( - - - - ) cucurbitaxantin B (VII) és az
5,6-diepicucurbitaxantin B (XIII) (- - - - ) CD spektruma, a) nulla vonal a paprikabol izolalt
vegyiiletre MeOH-ban, b) nulla vonal a szemiszintetikus vegyiiletekre EPA-ban

2.3. 3,5,6-Trihidroxi-pB-végcsoportot tartalmazé karotinoidok

tartalmazo karotinoidok kilonb6z6

A 3,5,6-trihidroxi-B-végcsoportot
gylimolcsokben vald jelenlétérdl mar a 70-es évek elején beszamoltak Gross és
munkatarsai [80]. A szerkezetazonositast nem végezték el, csupan UV-VIS ¢és

tomegspektrometriai adatok alapjan feltételezték a szerkezetet. 1977-ben izolaltak Fuglena

gracilis-b6l norvég kutatok a heteroxantint (8), melyben a 3,5,6-trihidroxi-B-végcsoport
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izolaltak érett csipkebogydbol (Rosa pomifera) [82], karpoxantint (9) és 6-epikarpoxantint
(10) tigris liliom (Lilium tigrinum) szirmdbodl és porz6jabol [83], latoxantint (11) sarga
rozsa (Rosa foetida) szirmabol [84], valamint neoflort (12) és 6-epineoflort (13) a Trollius
europaeus nevi alpesi novény szirmabol [85].

A karpoxantin (9), latoxantin (11), és neoflor (12) 3,5,6-trihidroxi-B-végcsoportjara a
(3S,5R,6R), mig a 6-epi-vegyliletekre (10, 13) a (35,5R,65)-konfiguraciot adtak meg.

Heteroxantin (8)
(35,5S,65,3'R)-7°,8’-didehidro-5,6-dihidro-,3-karotin-3,5,6,3'-tetrol

OH
< IR N ™ A XN X N A X
OH =

HO N

Ol

Karpoxantin (9)
(3S,5R,6R,3'R)-5,6-dihidro-f,B-karotin-3,5,6,3'-tetrol

6-Epikarpoxantin (10)
(3S,5R,68,3'R)-5,6-dihidro-B,B-karotin-3,5,6,3'-tetrol

Latoxantin (11)
(3S,5R,6R,3'S,5'R,6'S)-5'",6'-epoxi-5,6,5',6'-tetrahidro-f3,3-karotin-3,5,6,3'-tetrol

= H
NG NN NG A S
OH
1 o]y

HO h

Qli

OH

Neoflor (12)
(3S,5R,6R,3'S,5’R,6’R)-6",7’-didehidro-5,6,5,6’-tetrahidro-f3,3-karotin-3,5,6,3',5’-pentol
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6-Epineoflor (13)
(35,5R,6S,3'S,5’R,6’R)-6",7’-didehidro-5,6,5’,6’-tetrahidro-3,-karotin-3,5,6,3',5’-pentol

crer

tisztaztak [57,86]. Eldallitottak a négy lehetséges végcsoportot (A-D) (27. abra) tartalmazd
jonon-szarmazékokat ¢és rontgendiffrakcios moddszerrel meghataroztdk az abszolut
konfiguracidokat. A kapott végcsoportok felhasznalasaval eldallitottdk a szimmetrikus

szerkezetl szemiszintetikus mactraxantint is.

gt e JE O

(38,5R,6R) (3S,58,68) (38,5R,6S) (3S,5S,6R)

27. abra. A négy lehetséges 3,5,6-trihidroxi-f-végcsoport [86]

Elvégezték a karotinoid-5,6-epoxidok savkatalizilta gylriinyitdsat is [82]. A
természetben eléforduld anti- (3S,5R,65)-anteraxantinb6l  kiindulva a megfeleld
mutatoxantin-epimereken kiviil kis mennyiségben karpoxantint (9) €s 6-epikarpoxantint
(10) kaptak. A szemiszintetikus sziin- (3S,55,6R)-lutein-5,6-epoxidbol kiindulva a
furanoid-epimereken  kiviill csak egy 3,5,6-trihidroxi-f-végcsoportot tartalmazo
karotinoidot izolaltak, amely (3S,5S,6R)—konﬁguréci(')val rendelkezett [86]. A (3S,5S,6S)—
Ezekbol az eredményekbdl azt a kovetkeztetést vontak le, hogy az 5,6-epoxigylirii
savkatalizalt felnyildsa sordn az 5-0s szénatomon a konfiguracié valtozatlan marad
(retencid), mig a 6-os szénatomon vagy megvaltozik a konfiguracioé (inverzid), vagy
valtozatlan marad (retencié). Igy a (3S,5R,6S)-3-hidroxi-5,6-epoxi-végcsoportbol
(3S,5R,6R)- (A) ¢és (3S,5R,65)-3,5,6-trihidroxi-fB-végecsoport (C), mig a (35,55,6R)-3-
hidroxi-5,6-epoxi-végcsoportbol (35,55,6R)- (D) és (35,55,65)-3,5,6-trihidroxi-B-vég-
csoport (B) keletkezhet (28. dbra).
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28. abra. A savkatalizalt gyiiriinyitas lehetséges 3,5,6-trihidroxi-termékei Eugster szerint [86]

Mivel minden, a természetben eléforduld karotinoid-5,6-epoxid  (3S,5R,6S)-
konfiguracidval rendelkezik, igy Eugster szerint a természetben el6fordulo 3,5,6-trihidroxi-
karotinoidok csak (3S,5R,6R)- (A) és (3S,5R,6S)—konﬁguréci()jl’1ak (C) lehetnek. Ennek

crer

[57].

Nem sokkal ezutan szamoltak be Szabolcs €s munkatarsai a piros paprikéb(')l 1zolalt

Karpoxantin (14)
(35,5S,6S,3'R)-5,6-dihidro-B,p-karotin-3,5,6,3'-tetrol

Munkénkat folytatva, a 3,5,6-trihidroxi-karotinoidok izolalasdra koncentralva,
fliszerpaprika hipofazisos extraktumabdl a mar korabban izolalt karpoxantinon (14) kiviil

tovabbi harom Vegyﬁletet sikeriilt izolalnunk. "H-NMR mérések alapjan az egyik Vegyiilet

cre

crer

Hogy a tovabbi keveredést a konfiguracids indexekkel elkeriiljiik, igy e vegylletek

nevéhez az ,,5,6-diepi” elétagot tettiik.
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gy tehat piros fiiszerpaprikabol 5,6-diepikarpoxantint (XIV), 6-epikarpoxantint
(XV), 5,6-diepilatoxantint (XVI), és egy 10j, eddig nem ismert vegyiiletet 5,6-
diepikapszokarpoxantint (XVII) izolaltunk [11%*].

5,6-Diepikarpoxantin (XIV = 14)
(35,5S,6S,3'R)-5,6-dihidro-B,p-karotin-3,5,6,3'-tetrol

6-Epikarpoxantin (10 = XV)
(3S,5R,68,3'R)-5,6-dihidro-f3,3-karotin-3,5,6,3'-tetrol

5,6-Diepilatoxantin (XVI)
(3S5,55,65,3'S,5'R,6'S)-5',6'-epoxi-5,6,5',6'-tetrahidro-, 3-karotin-3,5,6,3'-tetrol

5,6-Diepikapszokarpoxantin (XVII)
(35,55,65,3'S,5'R)-5,6-dihidro-3,5,6,3'-tetrahidroxi-f3,k-karotin-6'-on

A 6-epikarpoxantin (XV) és az 5,6-diepilatoxantin (XVI) esetén a kis anyagmennyiség
miatt csak 'H-NMR méréssel tudtuk a szerkezetet bizonyitani. Az 'H-NMR adatokat
Osszevetve FEugster adataival, az 5,6-diepi-vegyiiletekre a (35,55,65), mig a 6-
epikarpoxantinra (XV) a (3S5,5R,6S) konfiguraciot adtuk meg (29. dbra). Az 5,6-
diepikarpoxantin (XIV) és az 5,6-diepikapszokarpoxantin (XVII) *C-NMR vizsgalatat is
elvégeztiik (32. és 38. dbra).
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= WERP

H 1,840 '
4,28 2,1oerH 4,27 2,11,41,10
(35,55,6S; B) (3S,5R,6S; C)

29. abra. Az 5,6-diepikarpoxantin (XIV, B) és a 6-epikarpoxantin (XV, C) 3,5,6-trihidroxi
végcsoportianak 'H-NMR adatai [11%].

A 3,5,6-trihidroxi-B-végcsoportnak a 3,6-epoxi-végcsoporthoz hasonléan gyenge Cotton
effektusa van, igy a konfiguraciok megkiilonboztetésére a CD spektroszkopia nem
alkalmas. Ezt jol mutatja a 30. dbran az 5,6-diepikarpoxantin (XIV) és a 6-
epikarpoxanthin (XV) hasonl¢ lefutdsu CD spektruma.

10 T 20

5 5

El ‘TE

< @

<

=10 ! L | —1 B0
200 300 400 500 600
Wavelength [nm]
30. abra. Az 5,6-diepikarpoxantin (XIV, —— ), a 6-epikarpoxantin (XV, ----), az 5,6-

diepilatoxantin (XVI, -- - - - ), és az 5,6-diepikapszokarpoxantin (XVII, - - - - ) CD spektruma

oldoszer: EPA a) nulla vonal XVII-re [11%].

Ujabb eredményeink is ellentétben alltak az Eugster altal korabban javasoltakkal
bizonyitasdhoz eldallituk a tovabbi harom lehetséges epimert. Az 5,6-
diepikapszokarpoxantin (XVII) teljesen ujonnan izolalt vegyiilet volt, igy el0szor ennek a
szemiszintetikus szarmazékait kivantuk eldallitani. Ehhez eldszor a kapszantin (1)
acetilezésével nyert kapszantin-diacetditot monoperoxi-ftalsavval epoxidaltuk, majd

hidrolizis és kromatografalds utan megkaptuk a kiindulasi anti- (3S5,5R,65)- (XVIII) és



42

sztin- (35,55,6R)-kapszantin-5,6-epoxidot (XIX). Mivel az irodalomban e két vegyiiletnek
nem volt ismert minden adata, igy elvégeztiik teljes spektroszkopiai (‘H-, "C-NMR, MS,
CD) jellemzésiiket [12*]. Az anti- és sziin- 5,6-epoxi-végesoportok 'H- és *C-NMR adatai
jO egyezést mutattak a /6. és 17. abran megadott értékekkel. Tovabbi bizonyitékot

szolgaltatott az ellentétes konfiguraciora a tiikkorképi CD gorbe.

OH

f o)

. e G U U S
w‘}o o
J

HO
anti-Kapszantin-5,6-epoxid (XVIII)
(35,5R,68,3'S,5'R)-5,6-epoxi-5,6-dihidro-3,3'-dihidroxi-3,k-karotin-6'-on

OH

'j:“w\\\\\\\\\;:’:
QMMO
HO w

sztin-Kapszantin-5,6-epoxid (XIX)
(35,5S,6R,3'S,5'R)-5,6-epoxi-5,6-dihidro-3,3'-dihidroxi-p,k-karotin-6"-on

A kénsav jelenlétében végzett gylrlinyitds Osszhangban volt Eugster
eredményeivel. anti-Kapszantin-5,6-epoxidbél (XVIII) kiindulva a megfelelé furanoid
epimereken kiviil a (35,5R,6S5)- (XX) ¢és (35,5R,6R)-kapszokarpoxantint (XXI), mig sziin-
kapszantin-5,6-epoxidbol (XIX) kiindulva a furanoid epimereken (XXIII-XXVI) kiviil
csak egy, a (35,55,6R)-kapszokarpoxantint (XXII) kaptuk, és nem tudtunk a reakcio
elegyben 5,6-diepikapszokarpoxantint (XVII) kimutatni.

(35,5R,65)-Kapszokarpoxantin (XX)
(3S,5R,68,3'S,5'R)-5,6-dihidro-3,5,6,3'-tetrahidroxi-f3,k-karotin-6'-on
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OH

';‘m\\\\\\\\\;é
OH ]

HO 6H

(3S,5R,6R)-Kapszokarpoxantin (XXI)
(3S,5R,6R,3'S,5'R)-5,6-dihidro-3,5,6,3'-tetrahidroxi-f3,k-karotin-6'-on

OH

< AN XX X X S 1:
OH o)
HO” >"2YOH

(35,5S,6R)-Kapszokarpoxantin (XXII)
(35,5S,6R,3'S,5'R)-5,6-dihidro-3,5,6,3'-tetrahidroxi-3,k-karotin-6'-on

(3S,5R,8S)-Kapszokrom (XXIII)
(3S,5R,88,3'S,5'R)-5,8-epoxi-5,6-dihidro-3,3’-dihidroxi-f3,k-karotin-6’-on

OH

‘ o}

(3S,5R,8R)-Kapszokrom (XXIV)
(3S,5R,8R,3'S,5'R)-5,8-epoxi-5,6-dihidro-3,3’-dihidroxi-f,k-karotin-6’-on

OH

HO” >0 H

(35,5S,8R)-Kapszokrom (XXV)
(3S5,5S,8R,3'S,5'R)-5,8-epoxi-5,6-dihidro-3,3’-dihidroxi-3,k-karotin-6’-on

(35,58,85)-Kapszokrom (XXVI)
(35,5S,88,3'S,5'R)-5,8-epoxi-5,6-dihidro-3,3’-dihidroxi-3,k-karotin-6’-on
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A szemiszintetikus 3,5,6-trihidroxi-vegyiiletek (XX-XXII) 'H- és C-NMR adatai
(31. és 32.abra) megerdsitették a természetes 5,6-diepikapszokarpoxantin (XVII)
(35,55,6S) konfiguraciojat [12*].

4,16 1,88¢q 1,18 4,28 2,10¢q
(83S,5R,6R; A) (3S,5S5,6S; B)
1,06 1,02
S’U\
1,82ax IR
1,62, ‘

- ‘H“H
1’885>‘OH 1,36

H
4,27 2,1eq1,10 3,98 1,934
(3S,5R,6S; C) 3S,55,6R; D)

31. abra. A természetes (XVII, B) és szemiszintetikus (XX-XXII, C, A, D) kapszokarpoxantinok
3,5,6-trihidroxi-végcsoportjanak "H_.NMR adatai [11% 12%].

25,56 26,7178,61 13,32 27,53 28,30 79.74 13,37

76,18
(3S,5R,6R; A) (3S,5S,6S; B)

24,63 28,6379,27 13,22 26,93 27,09 79,41 13,25

NOH 136,01

a
43,97O\|)\"26'9

76,30
(3S,5R,6S; C) (3S,5S,6R; D)

32. abra. A természetes (XVII, B) és szemiszintetikus (XX-XXII, C, A, D) kapszokarpoxantinok
3,5,6-trihidroxi-végcsoportianak *C-NMR adatai; a: az oldészerjele lefedte [11%, 12%]

Tovéabbi bizonyitékot szolgaltattak HPLC vizsgalataink, melynek sordn a
paprikéabdl izolalt vegyiilet elkiiloniilt a szemiszintetikus komponensektol.
A szemiszintetikus kapszokarpoxantinok gyenge un. nem konzervativ CD

spektrumot adtak (33. abra).
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As [M‘1 cm‘1]
As [M"ﬂcm'ﬁ]

200 300 400 500 600
Wavelength [nm]

33. abra. A (3S,5R,6S)-kapszokarpoxantin (XX, - - - - - ), a (3S,5R,6R)-kapszokarpoxantin (XXI,
— ), és a (3S,5S,6R)-kapszokarpoxantin (XXII, « « - - - ) CD spektruma —180°C-on [12*]
a) nulla vonal XXII-re

Mindkét esetben a reakcioelegyben még egy-egy minor komponenst talaltunk,
melyek az MS és NMR adatok (34. dbra) alapjan 3,6-epoxi-vegyiileteknek bizonyultak. Az
anti-kapszantin-5,6-epoxidbol (XVIII) kiindulva igy (3S,5R,6R)-kapszantin-3,6-epoxidot
(IX) nyertiink ki, amelyet korabban piros paprikabol mar izolaltunk. A sziin-kapszantin-
5,6-epoxid (XIX) hidrolizise pedig (35,55,6R)-kapszantin-3,6-epoxidot (XXVII)
eredményezett. Ez volt az elsé eset, amikor szemiszintetikus 3,6-epoxidok eléallitasarol

tudtunk beszamolni, az irodalomban ez az atalakulas eddig nem volt ismeretes.

OH

@’\)\/\/MWO

OH

(35,5R,6R)-Kapszantin-3,6-epoxid (IX)
(3S,5R,6R,3'S,5'R)-3,6-epoxi-5,6-dihidro-5,3'-dihidroxi-3,k-karotin-6'-on

OH

@MMMO E
=VOH

(38,58,6R)-Kapszantin-3,6-epoxid (XXVII)
(35,5S,6R,3'S,5'R)-3,6-epoxi-5,6-dihidro-5,3'-dihidroxi-p,k-karotin-6"-on
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1,43 0,88 1,95 1,25 0,91 1,95
5,75
1,844« IR NS
1,61¢ 6,38
“\“ ‘\H
H 2,06, OH
4,39 1,67¢41,21
3S,5R,6R
26,34 31,90 12,89
121,08
“‘M‘ AN AN
95,76
‘§9’12 136,73
122,67
49,130H !
3S,5R,6R 3S,55,6R

34. abra. A szemiszintetikus (3S,5R,6R)- (IX) és (3S,5S,6R)-kapszantin-3,6-epoxid (XVII) 3,6-
epoxi-végesoportianak 'H- és C-NMR adatai [12*]

A CD spektrum mindkét vegyiilet esetében hasonlo lefutast mutat (35. dabra), amely a 3,6-
epoxi-végesoport gyenge Cotton effektusanak tudhato be.

[M'1cm‘1]
N

200 300 400 500 600
Wavelength [nm]

35. abra. A szemiszintetikus (3S,5R,6R)- (IX, ) és (3S,5S,6R)-kapszantin-3,6-epoxid
(XXVII, - - - - - ) CD spektruma [12%].

A (35,55,6R)-kapszokarpoxantin (XXII) ¢és a (35,55,6R)-kapszantin-3,6-epoxid (XXVII)
hig sav hatasara un. furanoid atrendezédést mutatott, és mindkét esetben a (3S,5S,8R)-
kapszokrom (XXYV) és a (35,55,85)-kapszokrém (XXVI) elegyét kaptuk, melyet autentikus
mintaval vald dsszekromatografalassal igazoltunk.

Az Osszes szemiszintetikus vegyiilet, beleértve a fétermékként keletkezd négy
kiilonbozé 5,8-epoxid (furanoid) teljes spektroszkopiai jellemzését (MS, 'H- és >C-NMR
(36. abra), CD) is elvégeztiik.
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424  1,99%q1,62
(3S,5R,89) (3S,5R,8R)

1,14 1,20 1,17 1,23

H 1,510 = 5,11
4,02 2,28041,48
(35,55,8R)

26,53 30,69 15226
= 13,43

oA

2872 0 . 8867

7,
(35,55,8S) (3S,5S,8R)

36. dbra. A kapszokrom epimerek (XXIII-XXVI) 5,8-epoxi-végcsoportianak 'H- és > C-NMR
adatai [12%]

Az 5,6-diepikarpoxantin (XIV) szerkezetigazoldsahoz az anti- és sziin-anteraxantin

(15, 16) kénsavval katalizalt gylirlinyitasat is elvégeztiik [13*].

anti-Anteraxantin (15)
(3S,5R,68,3’R)-5,6-Epoxi-5,6-dihidro-p,B-karotin-3,3’-diol

anti- (3S,5R,6S)-Anteraxantin (15) reakcioja karpoxantint (9=XXVIII) ¢és 6-
epikarpoxantint (10=XV), (3S5,5R,8R)- (XXIX) ¢és (35,5R,8S)-mutatoxantint (XXX),

valamint cucurbitaxantin A-t (VIII) eredményezett.



OH
< AR XX X X
OH =
HO 6

Karpoxantin (XXVIII)
(3S,5R,6R,3'R)-5,6-dihidro-f,B-karotin-3,5,6,3'-tetrol

6-Epikarpoxantin (XV)
(3S,5R,6S,3'R)-5,6-dihidro-B,B-karotin-3,5,6,3'-tetrol

_ OH
HO "0 H =

(3S,5R,8R)-Mutatoxantin (XXIX)
(3S,5R,8R,3’R)-5,8-epoxi-5,6-dihidro-f,3-karotin-3,3’-diol

(3S,5R,8S)-Mutatoxantin (XXX)
(3S,5R,8S,3’R)-5,8-epoxi-5,6-dihidro-f3,3-karotin-3,3’-diol

OH
@M\/Y\/Y\)Q‘

OH

Cucurbitaxantin A (VIII)
(3S,5R,6R,3'R)-3,6-epoxi-5,6-dihidro-,3-karotin-5,3’-diol
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Itt jegyzem meg, hogy piros fliszerpaprikabodl is izoldltuk a két természetes
mutatoxantin-epimert (XXIX-XXX), és elvégeztiik teljes spektroszkopiai (MS, CD, 'H- és
BC-NMR) jellemzésiiket [14*]. A (3S,5R,8R)- és a (3S,5R,85)-5,8-epoxi-végesoport 'H- és
BC-NMR adatai j6 egyezést mutattak a 36. dbrdn feltiintetett értékekkel. A két vegyiilet
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A sziin- (35,55,6R)-anteraxantin (16) hidrolizise, hasonldéan a sziin-kapszantin-5,6-
epoxid (XIX) hidrolizis¢éhez, csak egy epimert, az 5-epikarpoxantint (XXXI)
eredményezte, ¢s a fOtermék mutatoxantin epimereken (XXXII-XXXIII) feliil 5-
epicucurbitaxantin A-t (XXXIV) is kaptunk.

OH
RN SRS
0 =
N

sziin-Anteraxantin (16)
(3S5,5S,6R,3’R)-5,6-Epoxi-5,6-dihidro-3,B-karotin-3,3’-diol

HO

OH
';“M\\\\\\\\\
OH =
HO” ~"=YOH

5-Epikarpoxantin (XXXI)
(3S5,5S,6R,3'R)-5,6-dihidro-B,B-karotin-3,5,6,3'-tetrol

(35,58,85)-Mutatoxantin (XXXII)
(35,55,8S,3’R)-5,8-epoxi-5,6-dihidro-,3-karotin-3,3’-diol

_ OH
mw
HO” >0 'H =

(35,55,8R)-Mutatoxantin (XXXIII)
(3S,5S,8R,3’R)-5,8-epoxi-5,6-dihidro-f3,3-karotin-3,3’-diol

OH
@\/K/\/&/\/ﬁ/\/ﬁ/\;@‘

="OH

5-Epicucurbitaxantin A (XXXIV)
(35,5S,6R,3'R)-3,6-epoxi-5,6-dihidro-B,3-karotin-5,3’-diol
Az eléallitott vegyiileteket tomeg-, CD-, 'H- és "C-NMR spektrumukkal
azonositottuk [13*]. Az 'H- és "C-NMR (37-39. dbra) adatok jo egyezést mutattak a
kapszokarpoxantinok, illetve a kapszantin-3,6-epoxidok adataival (37-32. és 34. abra).
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4,16 1,886 1,18
(3S,5R,6R; A)

If1,63ax OH H 1,880
4,27 2,1eq1,10 3,97 1,934
(3S,5R,6S; C) (3S5,5S,6R; D)

37. abra. A természetes (XIV, B) és szemiszintetikus (XXVIII (A), XV (C), és XXXI (D))
karpoxantinok 3,5,6-trihidroxi-végcsoportianak 'H-NMR adatai [11%, 13%].

268 255 13,4 27,53 28,29 79,73 13,33
= 1286 =
45,8 il NN NS
645 OH1353
HO "'OH
27,51
76,23
(3S,5R,6R; A) (3S5,55,6S; B)
246 28,6 13,0 27,09 26,95 79,40 13,24
= 38,71 = /12755
48,3 M Ta7 6 45,19 ! \136 1?
. OH ’ 66,30 Y OH ’
HO” 51 'OH HO 43560 \126,95
27,8 76,30
(3S,5R,6S; C) (3S,5S,6R; D)

38. abra. A természetes (XIV, B) és szemiszintetikus (XXVIII (A), XV (C), és XXXI (D))
karpoxantinok 3,5,6-trihidroxi-végesoportjanak > C-NMR adatai [11%, 13*]. Az A és B végcsoport
szén eltolodasai az inverz HMQC kisérletekbdl szarmaznak, igy a kvaterner szenekre nem
megadhatok. *) aszignacio bizonytalan

26,35 31,91 12,8

95,77 N
80,12

1129 g0 136,79
49130 22

35,55,6R 3S.55.6R

39. dbra. Az 5-epicucurbitaxantin A (XXXIV) (3S,5S,6R)-3,6-epoxi-végcsoportianak 'H- és > C-
NMR adatai [13%]

A mutatoxantin epimerek kémiai eltolodas értékei megegyeztek a 36. abran feltiintetett

értékekkel.
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Az Ujonnan eldallitott 5-epikarpoxantin (XXXI) és 5-epicucurbitaxantin A (XXXIV) CD
spektruma hasonlé lefutast mutatott (40. abra), mint az 5,6-diepikarpoxantiné (XIV) és 6-
epikarpoxantiné (XV) (30. dbra), illetve mint a cucurbitaxantin A-¢ (VIII) (23. dbra).

— 5-Epikarpoxanthin
— — B-Epicucurhitaxanthin A

WAVELENGTH [nm]

40. abra. Az 5-epikarpoxantin (XXXI; epicucurbitaxantin A (XXXIV; - - - ) CD

spektruma

Az 5-epikarpoxantin (XXXI) és az S-epicucurbitaxantin A (XXXIV) ugyancsak un.
furanoid atrendezddést mutatott hig sav hatdsara, és mindkét esetben a (35,5S5,8R)-
mutatoxantin (XXIX) és a (35,55,85)-mutatoxantin (XXX) elegyét kaptuk (41. dbra),
melyet autentikus mintdval valé 6sszekromatografalassal igazoltunk. A reakcioelegyekrol
késziilt '"H-NMR felvételek szintén a mutatoxantin-epimerek 1:2,5 (8S/8R) aranyban valo

képzddését erdsitette meg.

*’:\A

IR
HO L\
38586R o
O H
'\)\ "
I 35,568,8S 3S,5S,8R

3S,5S8,6R
41. abra. A (35,5S,6R)-3,5,6-trihidroxi- és a (3S,5S,6R)-3,6-epoxi-végcsoport reakcioja savval

Sajat eredményeink, valamint Eugster korabban kozolt eredményei azt mutatjak,

hogy a karotinoid-5,6-epoxidok savkatalizalt gylirlinyitdsa csak az 5,6-epoxi-végcsoport
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konfiguraciojatol fiigg, és fiiggetlen a masik végesoporttol. Igy (3S,5R,6S)-3-hidroxi-5,6-
epoxi végesoportot tartalmazé karotinoidbol kiindulva minden esetben (3S5,5R,6R)- (A) és
(35,5R,65)-3,5,6-trihidroxi-vegyiilet (C) keletkezik, a fétermék (35,5R,8R)- és (35,5R,8S)-

crer

5,8-epoxi-karotinoidok mellett, és (3S,5R,6R) konfiguracioji 3,6-epoxi-karotinoid is
detektalhato (42. dbra).

0

HO
(35,5R,65)
Vs \\

PR N

(3S, 5R 6R) (SS,SR,GS) (3S,5R,8R) (3S,5R,8S) (3S,5R,6R)

42. abra. A (3S,5R,65)-5,6-epoxi-végcsoport savkatalizalt gyviriinyitasanak termékei

A (35,55,6R)-3-hidroxi-5,6-epoxi-végcsoportot tartalmazd karotinoidbdl kiindulva, a
fotermék (35,55,8R)- és (35,5S,8S)-5,8-epoxi-karotinoidok mellett minden esetben csak
egy, (35,55,6R)-3,5,6-trihidroxi-vegyiilet (D), és (35,5S5,6R) konfiguracioju 3,6-epoxi-
karotinoid keletkezik. A természetben el6forduld (3S,55,65)-3,5,6-trihidroxi-karotinoid

ilyen koriilmények kozott a reakcidelegyben nem mutathato ki (43. dbra).
O
HO “,

/ (38,18,6R)\ \
Se Se Sk Soe

(3S, 58 6S) (SS,SS,GR) (3S,5S,8R) (3S,5S,8S) (3S,55,6R)

43. abra. A (3S,5S,6R)-5,6-epoxi-végcsoport savkatalizalt gyviriinyitasanak termékei
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crcr

oxid képzddésre felallitott mechanizmussal [72] (44. abra): eszerint sav hatisara eldszor a
6-o0s szénatomon egy karboniumion keletkezik. A kettds kotés vandorlas, a hidroxilcsoport
nukleofil tdmadésa, valamint a proton leadas utan alakul ki a két sztereoizomer furanoid-

epimer, mikdzben az 5-0s szénatom konfiguracidja valtozatlan marad.

3S,5R,6S

3S,5R,8S 3S,5R,8R

44. abra. Az 5,6-epoxi-végcsoport furanoid atrendezodésének mechanizmusa [72]

A karboniumionra azonban a reakcio elegyben jelenlévo vizmolekula is intézhet nukleofil
tamadast, és igy 6-OH vegyiilet formajaban is stabilizalédhat. Elméletileg mindkét
sztereoizomer kialakulhat, mikézben az 5-0s szénatom konfiguracidja ugyancsak
valtozatlan marad (45. abra) [11*].

3S,5R 65 3S,5R6R
45. abra. Az 5,6-epoxi-végcsoport savkatalizalt gytiriinyitasi reakciojanak mechanizmusa [11%*]
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Az itt felvazolt reakciomechanizmussal a 3,6-epoxi-végcsoport kialakuldsa is
magyarazhat6: a karboniumionra a 3-OH csoport is intézhet timadast, és a protonvesztés
utan kialakul a biciklusos gytrti. Elvileg elképzelhetd, hogy karboniumion kialakulhat a
3,5,6-trihidroxi-vegyiilet(ek)bdl is, ahogy azt a [12*] irodalomban irtuk, ezt azonban még

eddig nem sikeriilt bizonyitanunk.

Miutan a szemiszintetikus vegyiiletek képzddése ¢és szerkezete ily modon
megmagyarazhatd, nyilvanvalonak tlinik, hogy a paprikdbdl izolalt, (3S5,5S,6S)-
keletkeznitik.
E feltevésiink bizonyitasat segitette a Bilal Camara és munkatarsai altal 1994-ben publikalt
kozlemény, amelyben a kapszantin-kapszorubin-szintaz (CCS) izoldlasarol és szekvencia
meghatarozasarol szamoltak be [87]. A CCS a karotinoidok 5,6-epoxi-végcsoportjanak un.
pinakolin atrendezddését katalizalja, amelynek soran a k-végcsoport keletkezik. Ennek az
enzimnek a létezését ¢s szerepét mar az 1980-as években leirtdk Camara €s munkatérsai
[51,52], azonban izolalni csak most sikeriilt. Mivel Camara és munkatarsai nagymértéki
hasonlosagot talaltak a likopin B-ciklaz és a kapszantin-kapszorubin-szintdz szekvencidja
kozott, és mivel a CCS likopin B-ciklaz aktivitast is mutatott, igy hasonlé mechanizmust
feltételeztek a két enzim muiikodésére [88].

Az éltalanosan elfogadott mechanizmus szerint a likopin gylirlizarasa egy az 5-0s

szénatomon kialakuldé karboniumionon keresztiil jatszodik le [88], melyet a 46a.dbra

szemléltet.
a b
H P N N o e
[ — (. SR 0, e
5) HO HO
Likopin H™ 2H

. . %égcsopon
B-végcsoport g-végcsoport
OH
likopin ciklaz kapszantin-kapszorubin szintaz (CCS)

46. abra. A likopin ciklaz és a kapszantin-kapszorubin-szintdz miitkodési mechanizmusa [88]
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Alapul véve a szekvencidk hasonlésagat és a CCS B-ciklaz aktivitasat, jogosnak tlinik a
feltételezés, hogy a pinakolin atrendezddés is egy az 5-0s szénen kialakulo
karboniumionon keresztiil torténik (b) [88]. E mechanizmust alapul véve mar

magyarazhat6 az altalunk izolalt 3,5,6-trihidroxi-vegyiiletek konfiguracioja is (47. dbra):

OH
35,65,6S 3S,5R,6S

47. abra. Az 5,6-epoxi-végcsoport enzimkatalizalt gyiiriinyitasi reakciojanak mechanizmusa [11%]

Mivel az 5-0s szénatomon alakul ki a karboéniumion, igy a C(6) konfiguracidja valtozatlan
marad, mig a C(5) vagy valtozatlan (pl. 6-epikarpoxantin (XIV)), vagy megvaltozik (pl.
5,6-diepikarpoxantin (XIV)).

fgy tehat érthetové valik a paprikabol izolalt 3,5,6-trihidroxi-karotinoidok
(35,55,695) és (35,5R,6S) abszolut konfiguraciodja, és az is, hogy egyéb ndovényi forrasokbol
(amelyek nem tartalmaznak x-végcsoportu karotinoidokat) miért nem talaltak eddig ilyen

vegylileteket [11*].

Eredményeink tehat nem mondanak ellent Eugster feltevéseinek [57]. Azokban a
novényekben, amelyekben nincs k-végcsoportot tartalmazé karotinoid, de karotinoid-5,6-
epoxid igen, a ndvényi savak hatasara is lejatszodhat gytirti felnyilas, ami a (3S5,5R,6R)- €s
(3S,5R,6S5)-konfiguracioji  3,5,6-trihidroxi-karotinoidokat eredményez. Hogy Eugster
eredményeit megerdsitsiik, elvégeztiik a csipkebogyd (Rosa Canina) ujbdli karotinoid
analizisét. Preparativ oszlopkromatografia és HPLC kombinaldsaval, valamint autentikus
mintakkal igazoltuk a karpoxantin (9) ¢és 6-epikarpoxantin (10) jelenlétét, olyan
mennyiséget azonban, amelybdl a miiszeres méréseket el tudtuk volna végezni, még nem

sikertilt izolalnunk [89].
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2.4. y-Végcsoportot tartalmazo karotinoidok izolalasa [15%,16%]

Mar a kiilonb6z6 piros paprikafajtdk HPLC analizisénél feltiint egy csucs, amely
kovetkezetesen megjelent a kromatogramban kdzvetleniil a zeaxantin utan (/4. dbra: peak
30), és a rendelkezésre 4ll6 standard anyagainkkal azonositani nem tudtuk. Ezért célul
tliztlik ki izolalasat és szerkezetének meghatarozasat.

Ez a karotinoid a CaCO; oszlopon a cucurbitaxantin A és B kozott kotddik, és a
3,6-epoxi-karotinoidokhoz hasonléan frakciondlt kristalyositassal és un. megoszlatdssal
feldusithato. Ismételt oszlopkromatografiaval a cucurbitaxantin A-t6l elvélaszthato, illetve
egy piros komponenstdl (kapszanton) megtisztithato. Mivel a vegyiiletet eldszor Un.
»fekete,, paprikabol izolaltuk, igy nigroxantinnak neveztiik el. A nigroxantin szerkezetének

Az izolalt vegyiilet UV-VIS spektruma megegyezett a luteinével, amely arra utalt,
hogy 10 konjugalt kettds kotés talalhatdé a molekuldban. Nem reagéalt sem savval, sem
redukaldszerrel (LiAlH4), ami kizarta az 5,6-epoxi-, illetve a karbonilcsoport jelenlétét.
Tomegspektroszkopids mérés alapjan a molekulatomeg 566-nak adodott, amely kettovel
kisebb, mint a lutein molekulatémege, ¢s amely a C40Hs40, Osszegképletnek felel meg. IR
vizsgélataink allén-, acetilén-, karbonil- vagy karboxilcsoportra utal6 jelet nem mutattak
ki.

A vegyiilet két oxigént tartalmaz, ¢és acetilezése monoacetil szadrmazékot
eredményezett, igy egy primer vagy szekunder és egy tercier hidroxilcsoport jelenlétére
kovetkeztettiink. A két proton hidny ezek utdn csak egy tjabb kettds kotésbol szarmazhat,
amely nincs a lanccal konjugélt helyzetben. Feladatunk tehat ennek a kettds kotésnek a
végcsoportban vald elhelyezése volt. NMR vizsgélataink a Veszprémi Egyetem NMR
Laboratoriumaban kezdddtek, majd késébb Bernben folytatédtak. Mar az 'H-NMR
mérések igazoltdk, hogy az egyik végcsoport 3-hidroxi-B-végesoport, igy a tovabbiakban a
masik végesoport szerkezete maradt csak kérdéses. Az '"H-NMR spektrumban (48. dbra)
5,00 és 5,03 ppm-nél két éles szingulett jelet taldltunk, amely a C(18’) termindlis
metiléncsoportra jellemz6 [90,91], igy tehat ez a végcsoport feltehetden egy y-végesoport.
A H,H-COSY spektrumban lathatd cross-peak-ek a H,C(2’) és H-C(3), valamint H-C(3”)
és H-C(4’) kozott azt mutatjak, hogy a hidnyzd kettés kotés a 3° és 4° szénatom kozott
talalhato. Igy a hidroxilcsoport csak a 6’-szénatomon helyezkedhet el. Ezek utin a
nigroxantin mint 3',4'-didehidro-f,y-karotin-3,6'-diol (XXXV) adhat6 meg. A tovabbi

szerkezetazonositashoz ¢és az NMR vizsgdlatokhoz felhasznaltuk a mar kordbban
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intézetiinkben Baranyai Marta és munkatarsai altal eldallitott [90] deoxilutein II-t (17) és

deoxilutein III-t (18) is.

HO

Nigroxantin (XXXV)
(3R,6°5)-3",4'-Didehidro-p,y-karotin-3,6'-diol

Deoxilutein II (17)
(3R,6°5)-3",4'-Didehidro-p,y-karotin-3-ol

Deoxilutein III (18)
(3R,6°S)-2',3'-Didehidro-p,e-karotin-3-ol

48. dabra. A nigroxantin (XXXV, A), a prenigroxantin (XXXVI, B) és a deoxilutein II (17, C)
yvégesoportianak ' H-NMR adatai [15% 16*]. a): felcserélheték

A PC-NMR spektrumok (49. dbra) is alatamasztottik a fent megadott szerkezetet, bar a

C(18’) jele a nigroxantinban meglehetdsen gyengén jelentkezett.

29,697 23,337 13,22 28,427 25,337 13,13
= 7367 = 5549
49,81\~ /134,70 3345\ /129,24
38,99 5 38,52 A
"OH ’ "l 136,59
129,38 132,63 127,81 N
12404\ 105,09 128’30\ 112,97
149,32 145,68
A c

49. dbra. A nigroxantin (XXXV, A) és a deoxilutein II (17, C) y-végesoportianak >C-NMR adatai
[15%]. a): felcserélhetok
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A 48. és 49. abran feltiintettem a [15*] kozlemény megjelenése utan a nigroxantinrol
késziilt inverz HMQC spektrumbdl nyert proton és szén eltolodasokat is, melyek az

emlitett kozleményben még nem szerepelnek.

Sem NMR, sem CD vizsgalataink nem adtak azonban informéciot a C(6°)

crer

crcr

Kozel tiz évvel a nigroxantin kimutatdsa €s izolalasa utan sikeriilt egy wjabb, y-
végcsoportot tartalmazd karotinoidot izoladlnunk, melyet prenigroxantinnak neveztiink el
[16*].

OH

= HO,,
NN NN

HO
Prenigroxantin (XXXVI)
(3R,3°S,6’S)-B,y-karotin-3,3',6'-triol
Osszesen 1 mg anyagot sikeriilt izoldlnunk, amely az UV-VIS, CD és
tdmegspektroszkopiai vizsgalatokon kivill csak 'H-NMR vizsgalatokat (48. dbra) tett
lehet6vé. A hossza mérési idé alatt az anyagunk elbomlott, igy értékelheté *C-NMR
adatokat nem kaptunk. Az '"H-NMR, H,H-COSY és T-ROESY felvételek azonban teljes
proton hozzarendelést tettek lehetdvé. Felhasznalva a deoxilutein II (17) és nigroxantin
(XXXYV) adatait is, az ujonnan izolalt vegyiilet [,y-karotin-3,3',6'-triolnak (XXXVI)
bizonyult. A CD felvételek a prenigroxantin esetén sem adtak felvilagositast a C(6°)

crer

esetén a feltételezett bioszintézis sémabol probaltuk kikdvetkeztetni.

Mar a 3,5,6-trihidroxi-vegyiiletek kapcsan emlitettem a likopin gylirlizarési
mechanizmusat. Az 5-6s szénen kialakul6 karbokation haromféleképpen stabilizalodhat,
B-, e- vagy y-végcsoportot kialakitva, attol fiiggéen, hogy melyik szénatomrol 1ép ki a
proton (50. abra) [92]:
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p-végesoport y-végcsoport g-végcsoport

50. abra. A likopin gytiriizardsi mechanizmusa [92]

Ha figyelembe vessziikk a Camara altal javasolt karboniumion képzddéssel jaro
pinakolin atrendezddést, akkor ésszerinek tlinik a feltételezés, hogy a kapszantin-
kapszorubin-szintaz (CCS) enzim hatasara keletkezd kation stabilizdlodhat oly médon is,

hogy e-, illetve y-végcsoportot szolgéltasson (51. dbra).

)

-

“‘H\O/'* H+§

HO
OH

Kk-végcsoport

al il il
< . X7 ccs < ‘ e H+ S y -
R m . OH 0
HO N HO LSH HO N T "
S S H Ve AN
3-hidroxi-5,6-epoxi-B végcsoport y-végcsoport Clo}

- H20

il il
S AN HY < o
"IOH bR "oH
HO HO
HH

g-végcsoport

R LS

51. abra. Az 5,6-epoxi-végcsoport lehetséges datalakulasai [16*]

Mivel 3,6-dihidroxi-g-végesoporti  karotinoidot nem tudtunk eddig kimutatni, igy

elképzelhetd, hogy viz eliminacid utdn, ebbdl a végecsoportbdl keletkezik a 6-hidroxi-3,4-

didehidro-y-végcsoport.
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Ha elfogadjuk ezt a mechanizmust, akkor a 6’-os szénatom konfiguracidja nem
valtozik meg, és igy mind a nigroxantin (XXXYV), mind a prenigroxantin (XXXVI) esetén
a 6°S konfiguraciot javasoljuk [16*].

2.5. Kapszanton izolalasa [17%]
A kapszanton (XXXVII), kriptokapszon (19) és a kapszorubon (20) jelenlétét a

vadgesztenye (desculus hippocastanum) porzojaban tobb mint 20 évvel ezeldtt roman
szerzOk irtak le [93-94], de az izolalast és szerkezetazonositast nem végezték el. Riittimann
¢s munkatarsai [40] a kapszantin (1) és kapszorubin (2) szintézise kapcsan viszont
eldallitottak a szintetikus kapszantont (XXXVII), kriptokapszont (19) és kapszorubont
(20), ¢és elvégezték a spektroszkopiai jellemzésiiket is. Novényi forrasbol szarmazo
kapszanton izolalasrol az irodalomban nem talaltunk utalést.

&

'\\\\\\\\\_O

HO

Kapszanton (XXXVII)
(3R,5'R)-3-Hidroxi-f,k-karotin-3',6'-dion

0]

Z \\\\\\\\\:’O'—:
Kriptokapszon (19)
(5’R)-B,x-karotin-3’,6’-dion

(0]

(e}

70\\\\\\\\\701

(0]
Kapszorubon (20)

(5R,5’R)-x x-karotin-3,6,3’,6’-tetraon
A nigroxantin izoldldsa soran figyeltiink fel arra, hogy a frakcidban mindig
talalhatd egy piros kisérd festék, amelynek izolalasat szintén célul tiztik ki. 22 kg un.
»fekete”  flszerpaprika metanolos extraktumabol ismételt preparativ  oszlop-

kromatografidval sikeriilt 0,8 mg kristdlyos anyagot nyerniink. A vegyiilet UV-VIS
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spektruma (493 nm benzolban), megegyezett az irodalomban [40] Ileirttal, és a
tomegspektrum ([M]'=582) is a 3’-oxocsoport jelenlétére utalt. Az izolalt anyagot
egylittkromatografdlva az intézetiinkben korabban Szabolcs és munkatarsai altal [95]
kapszantinbol Oppenauer oxidacioval eldallitott szemiszintetikus kapszantonnal, egy
csucsot kaptunk, amely szintén az azonossagot erdsitette meg. A tovabbi miiszeres
vizsgalatokhoz igy a szemiszintetikus kapszantont is felhasznaltuk. Mivel a természetes
forrasbol szarmazo kapszanton kis mennyisége miatt csak 'H-NMR spektrum felvételét
tette lehetdvé (amely teljes mértékben megegyezett a szemiszintetikus vegyiiletével), igy a

teljes proton és szén hozzarendelést a szemiszintetikus vegyiilettel végeztiik el (52. dbra).

1,06 1,96
6,44 O, 647
0,84— X 1002 N ™
E— 7,33 R 7,39
1,21 1,37 1,24 1,39
1,71 1,49 2,24 2,08
2,00 N 2,96 2.28 | 3.09
HO Hysq o]
202,92 12,99 20149 12,67
119,74
25,87 (0] 12%4 4111 25,24 0] NG
43'97\E = 146,85 T 7 14828
25,10 21,24 24,81 19,80
50,88 \ 52,40 1827
' 4532 58,94 '
70,38 216.43] 55,82
OH (0]

52. dbra. A 3-hidroxi-x- [12*] és a 3-oxo-k-végcsoport [17*] 'H- és "C-NMR adatai

Bar a késobbiek soran fliszerpaprikdban és maés pirosra érd paprikakban is
kimutattuk a kapszanton (XXXVII) jelenlétét, kapszorubont (20) és kriptokapszont (19)
eddig nem sikeriilt talalnunk. A kapszanton (XXXVII) a piros paprika f6 komponensének,
a kapszantinnak (1) oxidalt szarmazéka, igy a sokkal kisebb mennyiségben jelenlévd
kapszorubin (2) ¢és kriptokapszin oxoszarmazékait nyilvanvaléan nehéz kimutatni. Mivel
oxidacids termékrdl van szd, felmeriilhet a kérdés, hogy az izolalas soran keletkezd
‘miitermék’-e vagy sem. Ujabb kisérleteink, melyek a kapszantin levegén valo oxidaciojat

vizsgaljak, kapszantont mint oxidaciés terméket nem mutattak ki. Igy feltételezhetjiik,

hogy a kapszanton nem az izolalas soran keletkezd miitermék.
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3. Egyéb novényi forrasok vizsgalata 3,6-epoxi-B- és 3,5,6-trihidroxi-p-vég-
csoportot tartalmazo karotinoidok izolalasara

Munkéank tovabbi részében ujabb adatokat kivantunk nyerni a 3,6-epoxi-
karotinoidok ¢és a 3,5,6-trihidroxi-karotinoidok mas ndvényekben vald eléforduldsara,
szerepiikre. Kiindulé feltevésiink az volt, hogy a (38,5S,6S5)-trihidroxi-végcsoportot
tartalmazé karotinoidok keletkezése 6sszefiiggésbe hozhaté a k-végesoport biogenezisével.
fgy tehat olyan novényi forrasokat kerestiink, amelyek k-végcsoportii karotinoidokat
tartalmaznak. Az irodalomban kevés olyan ndvény szerepel, amelyben kapszantin,
kapszorubin jelenlétét irtak le, és Magyarorszdgon is elérhetd. Simpson ¢s munkatarsai
[96] a sparga (Asparagus officinalis) bogyojanak karotinoidanalizisét végezték el még a
hetvenes években, ¢s kapszantint (1) mutattak ki benne. Neamtu és munkatarsai kiilonb6z6
vadgesztenye fajtdk (Aesculus) vékonyréteg-kromatografids vizsgalata soran talaltak a
porzoban kapszatint (1), kapszantont (XXXVII), kapszorubint (2) és kapszorubont (20)
[93,94]. Eugster és munkatarsai pedig a tigris liliom (Lilium tigrinum) szirmaban mutattak
ki és izolaltak a kapszantint (1) és kiilonbdz0 cisz-izomerjeit [83].
fgy tehat ezeknek a novényeknek az Gjboli, illetve egy Gjabb diszndvény az Asparagus
falcatus bogyojanak karotinoidanalizisét végeztiik el, azzal a céllal, hogy 3,5,6-trihidroxi-,
illetve 3,6-epoxi-karotinoidokat izolaljunk, ¢és konfiguraciojukat Gsszehasonlitsuk a

paprikabol izolalt vegytiletekével.

3.1. Tigris liliom (Lilium tigrinum) [18*,19%]

Eugster ¢s munkatarsai a nyolcvanas évek kdzepén szamoltak be a tigris liliom
szirmanak ¢&s porzojanak részletes karotinoidanalizisérél [83] melynek soran 29
karotinoidot kiilonitettek el, és jellemeztek. A f6 komponens 9-cisz-anteraxantin, valamint
a kapszantin és cisz-izomerjein kiviil szdmos minor komponenst azonositottak, tobbek kozt
karpoxantint (9) (3S,5R,6R)- és 6-epikarpoxantint (10) (35,5R,65)-konfiguracioval. Extrém
kis mennyiségben egy ismeretlen karotinoidot is izoladltak, amely feltehetéen
kapszokarpoxantin volt, azonban a konkrét szerkezetazonositast nem végezték el. 3,6-

Epoxi-karotinoidot nem tudtak kimutatni.
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OH
< AR XX X X
OH =
HO 6

Karpoxantin (9)

6-Epikarpoxantin (10 = XV))

Mivel az Eugster altal izolalt karpoxantin (9) konfiguracidja nem egyezett meg a
eléforduld 3,5,6-trihidroxi-vegyiiletek izolalasat is.

1100 g szirom metanolos extraktumat vizsgaltuk. A f6 komponens 9-cisz-
anteraxantint - amelynek adszorpcids affinitdsa a célvegyiiletekéhez hasonlé - a mar
korabban is alkalmazott megoszlatassal sikeriilt eltdvolitani. Ismételt preparativ oszlop-
kromatografiaval kapszorubin (2), kapszantin (1), kapszantin-5,6-epoxid (XVIII) és 9-cisz-
anteraxantin mellett 0,5 mg 5,6-diepikarpoxantint (XIV), 0,2 mg 6-epikarpoxantint (XV)
¢és 0,2 mg 5,6-diepikapszokarpoxantint (XVII) izolaltunk.

5,6-Diepikarpoxantin (XIV)
(35,5S,6S,3'R)-5,6-dihidro-B,p-karotin-3,5,6,3'-tetrol

OH

).

N NANAANAN NN SN UA =
"'OH 0
-\OH

HO

5,6-Diepikapszokarpoxantin (XVII)
(35,5S,65.,3'S,5'R)-5,6-dihidro-3,5,6,3'-tetrahidroxi-f3,kx-karotin-6'-on

Az izolalt karotinoidok kis mennyisége csak MS, CD és 'H-NMR (53. dbra) vizsgalatokat
tett lehetéve, amelyek egyértelmtien igazoltak a 3,5,6-trihidroxi-vegyliletek szerkezetét €s
Az izolalt vegyliletek konfiguracidja - Eugsterrel ellentétben [83] - teljes mértékben

megegyezett a kordbban piros paprikabol izolalt vegyiiletekével, igy azt a kovetkeztetést
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vontuk le, hogy azokban a ndvényekben, amelyek tartalmaznak K-végcsoportu
karotinoidokat, a 3,5,6-trihidroxi-vegyiiletek konfiguraciéja mindig (35,55,65) (XIV),
illetve (35,5R,6S5) (XV) [18*].

0,89 1,31 1,98

427 2’112eq 1,10
(C)
53. abra. A liliombol izolalt 5,6-diepikarpoxantin (XIV, A), 5,6-diepikapszokarpoxantin (XVII, B)
és 6-epikarpoxantin (XV, C) 3,5,6-trihidroxi-végcsoportianak 'H-NMR adatai [18*]

(A)

Elvégeztiik a tobbi frakcid, illetve a tigris liliom porzojanak karotinoidanalizisét is
HPLC-vel, de 3,6-epoxi-karotinoidot nem sikeriilt egyik frakcioban sem kimutatnunk.

Kapszantin-5,6-epoxidot eddig csak piros paprikabdl izolaltak, és hataroztdk meg
szerkezetét [S5]. Ezért a tigris liliom szirombdl kristalyos allapotban izolalt kapszantin-5,6-

epoxid szerkezet és konfiguracié meghatarozasat is elvégeztiik (MS, CD, 'H-NMR) [19*].

OH

Kapszantin-5,6-epoxid (XVIII)
(3S,5R,68,3'S,5'R)-5,6-epoxi-5,6-dihidro-3,3'-dihidroxi-p,k-karotin-6"-on

Az 5,6-epoxi-végcsoport abszolit konfiguracidja (35,5R,65)-nek bizonyult, amely

Osszhangban van azzal, hogy a természetben mindig az anti-epoxidok fordulnak eld.

3.2. Vadgesztenye (Aesculus) virag porzojanak vizsgalata [20%*, 21%]

Roman szerzék kordbban kiilonbozd Aesculus fajtak (Aesculus parviflora, A.
rubicunda) porzdjanak fofestékét kapszantonnak irtdk le [93,94]. Mivel az analizist
vékonyréteg-kromatografiaval, az azonositast pedig csak UV-VIS spektroszkopiaval
végezték, igy ésszerlinek tlint az 1jboli analizist elvégezni. HPLC analizissel
megvizsgaltuk a fehér (desculus hippocastanum) és a piros viragu (Aesculus pavia)
vadgesztenye riigyének, porzojanak €s szirmanak karotinoid-Osszetételét. Mar az analizis
kezdetén kimutattuk, hogy a f6 komponens nem kapszanton (XXXVII). Mintegy 250 g

porzé extrakcidjaval sikertlt 1,8 mg f6 komponenst, 0,8 mg luteint és 0,5 mg B-citraurint
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kristalyos éallapotban izoldlnunk. Az ismeretlen vegyiilet UV-VIS spektruma kozel
megegyezett a kapszantonéval, ¢s NaBHy-es redukcio hatdsara 20 nm-es hipszokrém
eltolédast szenvedett, amely egy dekaén kromoforra utalt, ami konjugalt karbonil-
csoporttal egésziil ki. A molekulatomeg azonban csak 458-nak adodott, amely Cs,H4,0;,
Osszegképletnek, azaz egy 6’-apo-karotinoidnak felel meg. Az acetilezési reakcid egy
primer vagy szekunder hidroxilcsoportra utalt. Az 'H- és >C-NMR adatok szerint az j
vegyiilet (all-E£,3R)-3-hidroxi-6’-apo-B-karotin-6’-al-nak bizonyult, melyet aesculaxantin-
nak (XXXVIII) neveztiink el.

WCHO
HO

Aesculaxantin (XXXVIII)
(3R)-3-Hidroxi-6'-apo-B-karotin-6'-al

crer

gorbe lefutasa megegyezett a zeaxantinéval illetve a B-citraurinéval, amelyekben a 3-OH
csoport konfiguracidgja R. Az aesculaxantin NaBHy-es redukcidjaval eldallitottuk a
megfeleld hidroxil-vegytiletet is, az aesculaxantolt (XXXIX) ((3R)-3-hidroxi-6’-apo-[3-
karotin-6’-ol) és elvégeztiik spektroszkopiai (UV-VIS, CD, NMR, MS) jellemzését is.
Mivel izoldlnunk ezt a vegyiiletet nem sikeriilt, igy oszlop- kromatografia ¢s HPLC
kombindldsdval megprobaltuk természetes el6fordulasat igazolni, ezt azonban

egyértelmilen nem tudtuk bizonyitani.

HO

Aesculaxantol (XXXIX)
(3R)-3-Hidroxi-B-apo-6'-karotin-6'-ol

A két vadgesztenyefajta, a fehér viraga Aesculus hippocastanum és a piros viraga
Aesculus pavia rigyének, porzdjanak és virdgszirmanak teljes karotinoidanalizisét is
elvégeztiik HPLC-vel [21*]. Mindkét fajtandl azonos karotinoid-Osszetételt talaltunk. A
riigyben luteint, a porzoban az aesculaxantint taldltuk f6 komponensként, ezenkiviil [3-
karotint, B-kriptoxantint, a lutein cisz-izomerjeit, lutein-5,6-epoxidot, az aesculaxantin

cisz-izomerjeit, P-citraurint, 9-cisz-violaxantint, 9-cisz-neoxantint ¢és neoxantint
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azonositottunk, autentikus mintaval torténd osszekromatografalassal. A kiilonb6z6 szint és
csikozast szirmok is hasonld karotinoidokat tartalmaztak, a 6 komponens luteinen, lutein-
5,6-epoxidon és B-karotinon kiviil neoxantint, 9-cisz-neoxantint, violaxantint, luteoxantint
a lutein cisz-izomerjeit, valamint B-kriptoxantint. Egyik névényi szervben sem sikeriilt k-
végcsoportot tartalmazo karotinoidot kimutatnunk. Vizsgalataink igy azt erdsitették meg,
hogy sziikség van a kordbban csak UV-VIS spektrumuk alapjan azonositott karotinoidok

ujboli izolalasara, és modern spektroszkopias modszerekkel torténd szerkezetvizsgalatara.

3.3. Asparagus officinalis bogyéjanak vizsgalata [22*]

A hetvenes évek kozepén szamoltak be Simpson és munkatirsai a sparga
(Asparagus officinalis) bogyojanak vizsgalatarol [96]. Nagymértékli hasonlosagot talaltak
a piros paprika és a sparga bogyo kromoplasztjanak szerkezetében, amely a karotinoid-
Osszetételben is megmutatkozott. A karotinoidanalizist vékonyréteg-kromatografiaval
végezték, igy elhataroztuk, hogy elvégezziik a sparga bogyd HPLC analizisét is.

A rendelkezésre allo kis mennyiségli mintdbdl csak oszlopkromatografiaval kombinalt
HPLC analizist tudtunk végezni. igy nemcsak a szarmazékképzési reakcidk (redukcio,
savazas) segitettek az azonositdsban, hanem oszlopkromatografia utan az egyes frakciokat
is részletesen tudtuk vizsgalni. Bar diodasoros detektor alkalmazasaval és autentikus
mintdkkal vald egylittkromatografalassal kapszantint (1), kapszantin-5,6-epoxidot (XVIII)
¢és kapszorubint (3) ki tudtunk mutatni nagyobb mennyiségben, sem 3,5,6-trihidroxi- sem

3,6-epoxi-karotinoidot nem tudtunk azonositani.

3.4. Asparagus falcatus bogyojanak vizsgalata | 23* 24%*]

Ujabb kapszantin tartalm@ névényi forrasokat keresve talaltunk ra az Asparagus
falcatus kerti disznovényre, amely 6sszel szép piros bogyokat érlel. A HPLC analizis azt
mutatta, hogy az érett bogyok nagyobb mennyiségli kapszantint tartalmaznak, igy
elhatdroztuk ennek vizsgalatat is. Kozel 2 kg bogyot dolgoztunk fel, annak is a hipofazisos
extraktumat vizsgaltuk. Kapszantin (1), kapszorubin (3), kapszantin-5,6-epoxid (XVIII),
anteraxantin (15), mutatoxantin (XXX), és kapszokrom-epimer (XXIII) mellett csak 5,6-
diepikarpoxantint (XIV) tudtunk izolalni kristalyos allapotban.

5,6-Diepikarpoxantin (XIV)
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Az izolalt vegyiiletek szerkezetazonositasat tomegspektormetriaval, UV-VIS-, és 'H-NMR
spektroszkopiaval igazoltuk. Az asparagus bogyobdl izolalt XIV vegyiilet 3,5,6-trihidroxi-
végesoportjanak 'H-NMR adatai teljes mértékben megegyeztek a 29. illetve az 53. dbrdn
feltlintetett értékekkel, amely egyértelmiien igazolta a (35,55,6S) konfiguraciét. Az 5,6-
diepikarpoxantinbdl (XIV) 6sszesen 0,2 mg-ot sikeriilt izolalni, igy CD vizsgalatokat mar
nem tudtunk végezni. Nyomnyi mennyiségben kapszantont (XXXVII) is talaltunk,
amelyet azonban csak UV-VIS és tomegspektruma, valamint autentikus mintaval valo
Osszekromatografalas alapjan azonositottunk [23*].

Egyéb 3,5,6-trihidroxi-, illetve 3,6-epoxi-karotinoidot HPLC kontrollalt preparativ oszlop-
kromatografiaval sem tudtunk kimutatni, sem a hipofazisos, sem az egy¢b frakciokban.

Az oszlopkromatografias elvalasztds soran, a legpolarosabb frakci6 HPLC
kromatogramjaban talaltunk egy csucsot, amelyet nem tudtunk azonositani, és polaritasa,
valamint UV-VIS spektruma alapjan 0j szerkezetii vegyiiletnek tiint. [gy tobbszori, ismételt
oszlopkromatografias eljarassal 1,1 mg kristdlyos anyagot izolaltunk. Az UV-VIS
spektrumban 508 és 478 nm-nél taldltunk maximumot, ami megfelel a kapszantin-5,6-
epoxid spektrumanak. Nem adott viszont reakcidt savval, ami azt mutatta, hogy nem
talalhatd 5,6-epoxi-végcsoport a vegyliletben. A vegyiilet redukcidja két sztereoizomer
alkoholt adott, amely HPLC-vel elkiilonithetd volt. A vegyiilet molekulatomege 600, ami a
Ca0Hs604 Osszegképletnek felelt meg. Igy azt feltételeztiik, hogy a K-végesoporton kiviil
egy allén-végcsoport taldlhato a molekuldban. Az NMR mérések teljes mértékben
megerdsitették feltételezésiinket, a - és az allén-végcsoport jelenlétét. A vegyiiletet
kapszoneoxantinnak (XL) neveztiik el [24*]. Eddig ilyen vegyiilet nem volt ismert a
természetben. Mivel igen kis mennyiségii izolalt anyag allt rendelkezésre, csak 'H, 'H,'H-
COSY ¢és C-"H HSQC méréseket tudtunk végezni. fgy azoknak a szénatomoknak az
eltolodas értékeit tudtuk megadni, amelyek hidrogént tartalmaznak (54-55. abra).

OH

Kapszoneoxantin (XL)
(3S8,5R,6R,3'S,5'R)-3,5,3'-Trihidroxi-5,6-dihidro-6,7-didehidro-3,k-karotin-6'-on
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54. dbra. A kapszoneoxantin (XL) allén végcsoportianak 'H- és > C-NMR adatai [24*]

1,95 12,4
6,44 (o) 120,6
0,83= \ AN AN 25,4; \ AN
= B 7,32 = B 146,5
1,20 1,36 247 20,8
1,70 1,47 504
1,99 " 295 700y 449
HO H 45 OH

55. dbra. A kapszoneoxantin (XL) k-végcsoportianak 'H- és > C-NMR adatai [24%*]

A kapszoneoxantin CD spektruma éppen ellentétes volt a neoxantinéval. A
neoxantin CD spektrumat a 3-hidroxi-5,6-epoxi-végcsoport szabja meg [97], igy az allén-
végesoport konfiguracio kijeldlése ennek alapjan nem végezhetd el. Segitett viszont az 'H-
NMR. A H-C(8) allén proton jele (6.03 ppm) j6 egyezést mutatott a Baumeler és Eugster
altal [98] a (6R)-neoxantinra megadott értékkel. Eddig minden természetes forrasbol izolalt
allén-végcesoportot tartalmazd karotinoid (neoxantin, fukoxantin, peridinin) (6R)-
konfiguracidoval rendelkezett, a (6S)-epimert csak izomerizacioval lehet eldallitani
[99,100]. Igy az allén-végcsoportra a (3S,5R,6R)-konfiguraciot javasoljuk a
kapszoneoxantinban is.

A kapszoneoxantin bioszintézisére két ut feltételezhetd: a) a violaxantinbol elészor
neoxantin keletkezik, és ennek 5,6-epoxi-csoportjanak pinakolin atrendezddése
eredményezi a kapszoneoxantint; ») a violaxantinbdl el0szor kapszantin-5,6-epoxid, majd
ebbdl keletkezik a kapszoneoxantin. Mind a piros paprikdban, mind a tigris liliomban nagy
mennyiségben taldltunk kapszantin-5,6-epoxidot, de nem talaltunk kapszoneoxantint. fgy
azt feltételezziik, hogy az a) it a valdsziniibb [24%*].

Az asparagus bogy6 legpolarosabb frakcidjabol még egy minor komponenst, a 9-
cisz-kapszantin-5,6-epoxidot (9Z-XVIII) is izolaltunk, melynek szerkezetazonositasa

azonban nem tartozik az értekezés targykorébe [97].
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4. A paprikakarotinoidok bioszintézise

A karotinoidok bioszintézise mar régota izgatja a kutatok fantdzidjat. A bioszintézis
kozbensd 1épéseinek jelolt prekurzorokkal, specifikus inhibitorokkal valé vizsgalata
néhany évtizedes multra tekint vissza. Az enzimek izolalasat megneheziti, hogy tobbnyire
a membranhoz kotottek, nagyon érzékenyek és konnyen elbomlanak a tisztitas soran. fgy
csak az utobbi 20-25 évben sikeriilt az izolalast, szekvencia meghatarozast megvaldsitani.
Azota viszont szamos enzim szerkezetét sikeriilt tisztdzni. A bioszintézis korai 1épéseiben

szerepld enzimek szerkezete is ismeretes, de mivel minket csak a késéi bioszintetikus

1épések érdekelnek, igy az ezekben résztvevo enzimeket mutatom be az 56. abran [98]:

Likopin -
likopin IIkopm
e-ciklaz B-ciklaz
(CrtL-e) (CrtL-b)
3-karotin v-karotin
- likopin
l[;ifgiillgz B-ciklaz
(CrtL-b) (CrtL-b)
B-karotin
. : C-4-oxigenaz
- a-karotin B-karotin \(Crt(ibkt)
arotin
Eldroxnaz e-karotin B-karotin )
(Crtz, CriR hidroxilaz hidroxilaz kantaxantin
©) (Crz, CrtR)
\ kantaxantin
a-kriptoxantin ~ zeinoxantin B-kriptoxantin h'dz‘;’)‘"az
B-karotin .
e karotin B-karotin hidroxilaz astaxantin
h'drox"az hidroxilaz (CrtZ, CriR)
(Crtz, CrtR) \
lutein zeaxantin
zeaxantin violaxantin
epoxidaz de-epoxidaz
(aba2) (vde)
anteraxantin kapszantin
ka_psgorubln
zeaxantin violaxantin szintéz (CCS)
epoxidaz de-epoxidaz
(aba2) (vde) .
kapszantin
H : kapszantin
violaxantin kapszorubin
i szintaz (CCS)
neoxantin
szintaz
(NES) kapszorubin
neoxantin
o
ABA

56. abra. A karotinoidok bioszintézisének lehetséges utjai, és az azokat katalizalo enzimek [98]
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A magasabbrendii névényekben a likopin ciklizacidja az els6 fontos Iépés a
karotinoidok bioszintézisében. A ciklizacié soran foként e- és P-végcsoport keletkezik,
ritkdbban y-végcsoport. A reakcid mechanizmusat az 50. abra foglalja 0ssze. A két -
végcsoportot tartalmazd P-karotin keletkezését egy enzim, a likopin B-ciklaz katalizalja,
mig az a-karotin képzédéséhez két kiilonb6zo enzimre, a likopin B-ciklazra és a likopin ¢-
ciklazra van sziikség [99]. Az éretlen sarga ¢€s piros paprikaban mindkét enzim jelen van, a
kloroplaszt f6 karotinoidjai a lutein és a P-karotin. A piros paprikaban, a klorofill
eltlinésével és a karotinoid bioszintézisnek a kromoplasztba valo attevédésével egyidejiileg
az e-ciklaz miikodése fokozatosan megsziinik, a lutein mennyisége csokken, végiil mar
nem is detektalhatd [2*-5*]. Ezzel szemben a sargara érd paprikdkban (pl. sarga
paradicsom-paprika) a kromoplasztban is képzddnek e-végcsoportot tartalmazo
karotinoidok, igy nagy mennyiségben keletkezik o-karotin és a-kriptoxantin [1*]. Camara
¢s munkatarsai [100] a likopin B-ciklazt izolaltdk piros paprikabol, a likopin e-ciklazt
azonban a mai napig nem sikertilt még izolalni.

A bioszintézis kovetkezd 1épése a xantofillok (oxigén tartalmu karotinoidok:
hidroxi- és epoxi-karotinoidok) képzddése. A zeaxantin ¢és a lutein a [-karotin (B3,B-
karotin), illetve az a-karotin (J,e-karotin) 3- ¢és 3’-szénatomjanak hidroxilezésével
keletkezik. A hidroxilazok nyilvanvaldan specifikusak a 3-, illetve e-végcsoportra, hiszen a
3-, illetve 3’-hidroxi-csoport konfiguracioja is ellentétes a luteinben [101-103]. Bouvier és
munkatarsai [103] azt talaltdk, hogy a paprikdban a B-kriptoxantin hidroxilalasat végzo
enzim ferredoxin fliggd, ¢és mikodését erdsen gatoljak a vas kelatok. Mechanizmusukat
tekintve mindkét enzim a vas altal aktivalt oxigént €piti be a szén €s hidrogén kozé.

A zeaxantin epoxidalasaval eldszor anteraxantin (monoepoxid), majd violaxantin
(diepoxid) keletkezik. Az epoxidalast végz6 enzim egy un. kevert funkcidjii oxigenaz.
Camara és munkatarsai szerint az altaluk piros paprikabol izolalt ciklohexenil-epoxiddznak
csak a zeaxantin és az anteraxantin a szubsztratja, de nem epoxidalja a lutein [3-
végcsoportjat [104].

Az 1996-ban megjelent kozleményiinkben [4*] felvazoltuk a karotinoid-5,6-
epoxidok atalakulasainak lehetséges tutjait a piros paprikdban (57. dabra). Ezek koziil a
legfontosabb a pinakolin atrendezddés, amely a k-végcsoportot eredményezi. Tovabbi
atalakuldsok a furanoidoxid reakcid, az allén-végcsoport kialakulasa, az endoepoxid

atrendezddés ¢€s a gylriinyilas, mely a 3,5,6-trihidroxi-vegyiileteket adja. Itt jegyzem meg,
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57. abra. Az 5,6-epoxi-végcsoport lehetséges atalakulasai a piros paprikaban [4*]

Az éretlen piros és sarga, valamint az érett sdrga paprikaban is mindig megtalalhato
a neoxantin. Ez az allén végcsoportot tartalmazé vegyiilet a violaxantinbol keletkezik, az
atalakulasat katalizalo enzimet a neoxantin-szintazt éppen az elmult évben sikeriilt a

francia kutatoknak izolalniuk [105].

A 3,5,6-trihidroxi-karotinoidok képzddésére vonatkozo elképzelésiinket a 2.3.
fejezetben (47.abra) mar részletesen kifejtettem. Hogy elméletiinket biokémiai
bizonyitékokkal is alatdmasszuk, felvettiik a kapcsolatot Bilal Camara munkacsoportjaval,
akik a kapszantin-kapszorubin-szintazt izolaltdk. 3,5,6-Trihidroxi--, 3,6-epoxi-B- és vy-
végcsoportot tartalmazd karotinoidokat adtunk referencia és teszt anyagként. Kiilonb6zo
epoxidokat (anteraxantin, violaxantin, kapszantin-5,6-epoxid) kapszantin-kapszorubin-
szintdaz enzimmel inkubalva két o6ra hosszat, a reakci6 elegyben 2-5% mennyiségben
talaltak 5,6-diepikarpoxantint (XIV), 5,6-diepilatoxantint (XVI) ¢és 5,6-diepikapszo-
karpoxantint (XVII), mikdozben a megfeleld6 «-végcsoportot tartalmazod karotinoid
(kapszantin (1), kapszantin-5,6-epoxid (XVIII) és kapszorubin (2)) is keletkezett 5-10%-o0s
mennyiségben (tablazat).

3,6-Epoxi-karotinoidokat nem tudtak kimutatni egyik esetben sem. Ha kiindulasi
anyagként 3,5,6-trihidroxi-karotinoidot valasztottak, akkor sem k-, sem 3,6-epoxi-f3-

végcsoportot tartalmazé vegyiilet nem keletkezett. Ez arra utal, hogy a 3,5,6-trihidroxi-
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karotinoidok nem atmeneti termékei a pinakolin atrendezddésnek, hanem melléktermékei.
Nigroxantint (y-végcsoport) egyik esetben sem taldltak az inkubacio sordn. A kollaboracio

soran nyert eredményeket eddig még nem kozoltiik.

Kiindulas Atalakulis
Anteraxantin 1,5% 5,6-diepikarpoxantin 10% kapszantin
Violaxantin 2% 5,6-diepilatoxantin 5% kapszantin 5,6-epoxid

Kapszantin 5,6-epoxid  7,5% 5,6-diepikapszokarpoxantin ~ * kapszorubin

100 uM CPTA teljesen meggatolta a reakciot mindharom esetben.
Kisérleti koriilmények: 1 mg Tween 80 acetonos oldata szarazra parolva, a maradék 50 mM Tris-
HCl-ben, (pH=7,6) emulzifikalva, ebben 100 umol karotinoid oldva. Inkubacios id6: 2 ora.

* nincs megadva

Az a tény, hogy az enzim kisérletek soran a 3,6-epoxi-karotinoidok keletkezése
nem volt kimutathatd, megerdsiti azt a feltevésiinket, hogy ezek a vegyiiletek mas tton, sav
hatasara torténd gyliriinyilds sordn keletkeznek (45. abra). Mivel a sargara ér6 paprikdkban
sosem sikeriilt 3,6-epoxid-karotinoidokat kimutatnunk, annak ellenére sem, hogy nagy
mennyiségl 5,6- és 5,8-epoxidot tartalmaznak, igy véleményiink szerint a 3,6-epoxi-gytirti
kialakuldsat a karboniumionbo6l egy enzimnek kell katalizalnia. Erre utal az is, hogy a piros
paprikédkban [2*-4*] a mutatoxantin-epimerek ardnya sohasem egyezett meg a sarga
paprikaban [1%*] talalttal, vagy a ,,savazas” hatasara keletkezett miitermékek aranyaval. Ezt
az arany eltolodast is csak egy enzimatikus hatds magyardzhatja.

A y-végcsoportot tartalmazo karotinoidok - amint azt mar részletesen kifejtettem a
2.4. fejezetben - szintén a kapszantin-kapszorubin-szintdz enzim hatasara képz6dd C(5)
karboniumionbol  keletkezhetnek. Annak tisztazdsa, hogy a nigroxantin 5,6-
diepikarpoxantinbdl, 6-epikarpoxantinbol, vagy a prenigroxantinbol keletkezik-e, tovabbi

enzim vizsgalatokat igényel.

Javaslatunkat a karotinoid-5,6-epoxidok lehetséges atalakuldsaira a piros

paprikéban a 58. abra foglalja 6ssze [3*,27*]:
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58. abra. A karotinoid-5,6-epoxidok lehetséges dtalakuldsai a piros paprikaban [3%27%*]

Az altalunk izolalt vegyiileteket beillesztettiik a Davies-Szabolcs-féle bioszintézis sémaba.
Amint az 59. abran lathatd, a legtobb izolalt vegyiilet az anteraxantinbdl keletkezik. Ez
nem meglepd, hiszen a bioszintézis soran az anteraxantin — a f6 komponens, a kapszantin
prekurzora - keletkezik a legnagyobb mennyiségben. Igy a belble kozvetleniil keletkezd
minor komponensek dusulhatnak fel a legnagyobb mennyiségben.

A bioszintézis sémat alapul véve nyilvanvalonak tlinik, hogy a piros paprikaban
jelen kell lennie t5bb, eddig még nem izolalt minor komponensnek is. Igy példaul tovabbi,
(3S,5R,6S)-trihidroxi-B-végcsoportot tartalmazé karotinoidnak, mint a 6-epilatoxantinnak,
vagy a 6-epikapszokarpoxantinnak amelyek a violaxantinbdl illetve a kapszantin-5,6-
epoxidbol keletkezhetnek. Ugyanigy, igen kis mennyiségben de jelen lehetnek olyan y-
végcsoportot tartalmazo karotinoidok is, amelyek masik végcsoportja 5,6-epoxi-, vagy k-
végesoport. Ezeknek a vegylileteknek az izoldldsa az eddig alkalmazott technikakkal

azonban mar lehetetlennek tinik.
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59. abra. Paprikakarotinoidok lehetséges bioszintézise
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V. Kitekintés

Az elmult évtizedben a karotinoidokkal kapcsolatos kutatdsok mindségi valtozason
mentek keresztiil. Mig 1934-ben Zechmeister monografiajaban [109] 11 karotinoid
szerkezetét irta le, ez a szam 1948-ra 31-re emelkedett a Karrer és Jucker altal irt
kézikonyvben [110]. Otto Isler 1971-ben kiadott ,,Carotenoids” cimii konyvében [73] mar
230 ismert konstitucioju vegytiletrdl szamol be, melyek koziil 25-nek ismerték az abszolut
konfiguracigjat is. Az 1987-ben kiadott ,,Key to Carotenoids” [111] mar kb. 450
karotinoidot referal, amelyek koziil 135-nek az abszolut konfiguracidja ismert. Ez a szam
1993-ra mintegy 600-ra emelkedett, a kdzeljovoben publikalasra keriil6 harmadik kiadas
pedig mar kb. 700 természetbdl izolalt karotinoid szerkezetét kozli. Ez a nagymértéki
novekedés elsdsorban az elvalasztas-technika és a miiszeres analitikai modszerek rohamos
fejlodésének koszonheto.

A karotinoidok szerkezetazonositasa és szintézise, azaz a klasszikus kémiai modszerek
mellett a hetvenes évektdl kezdve egyre inkabb tért hoditott a karotinoidok
bioszintézisének a felderitése. Ezenkiviil eldtérbe keriilt a karotinoidok bioldgiai
aktivitdsanak a vizsgalata is. Harom teriiletet szokds elkiiloniteni, nevezetesen a
karotinoidoknak a biologiai rendszerekben jatszott szerepiiket (function), a biologiai
rendszerekre kifejtett hatdsukat (effect), és végiil azon funkcioikat (action), amelyek
kapcsolatban vannak a karotinoidbevitellel vagy a szérumszinttel. Napjainkban, a nagyhirii
és régdta mikodo kutatocsoportok (Weedon, London; Eugster, Ziirich; Pfander, Bern;
Liaaen-Jensen, Trondheim) megsziinése, a biokémiai és biologiai vizsgalatok eldtérbe
keriilése miatt a klasszikus karotinoidkémiai kutatdsok egyre inkabb hattérbe szorulnak.
Amig 1993-ban a Trondheimben megtartott /0™ International Carotenoid Symposium
eldadadsai és poszterei kozott a klasszikus karotinoidkémia még kb. 30%-os aranyt
képviselt, addig az 1999-ben Cairnsben megtartott konferencidn mar a 10%-ot sem érte el.
Ez a tendencia késztetett minket is arra, hogy a természetben eléforduld karotinoidok
izolalasan, szerkezetmeghatarozasan kiviil, mas kutatasi teriilet felé is forduljunk. Az egyik
lehetséges kutatasi irdny a karotinoidok prooxidans hatasaval kapcsolatos. A karotinoidok
védOhatasuk kifejtése kozben szerkezeti valtozasokat szenvedhetnek, amely kovetkeztében
antioxidans hatds helyett prooxidans hatast fejtenek ki. Jelentdsnek tlinik igy a
zoldségfélékben ¢és gyiimolesokben a tarolas, feldolgozas [137] soran bekovetkezd
karotinoid-Osszetétel valtozdsanak nyomonkovetése, a keletkezd miitermékek izolalasa ¢€s

szerkezetliik meghatarozasa.
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A masik igéretesnek tiind teriilet a karotinoidok szupramolekularis szervezddése. A
kovetkezOkben az e teriileten, az un. ,self-assembly” jelenség kapcsdn, a KKKI
Molekuldrfarmakologiai Osztaly munkatarsaival kdzosen elért eredményeinket vazolom
fel, ezzel mintegy kitekintést adva egy eddig még kevés figyelmet kapott témara.

A k-végcsoportot tartalmazd karotinoidok kiilonbozé fémhidridekkel valo
redukcidjanak tanulmanyozasa soran [4°, 12%), (3R,3°S,5’R,6°S)- (21), (3R,3’R,5’R.,6’S)-
(22), (3BRJ3’S,5’R,6’R)- (23), és (3R,3’R,5’R,6’R)-kapszantolt (24) allitottunk eld
(3R,6°S)- (25) ¢és (3R,6’R)-kapszantol-3’-onbdl (26) [4"]. A (3R3’S,5’R,6°S)- (21) és
(3R,3’S,5’R,6’R)-kapszantolt (23) a kapszantin (1) NaBHg-el végzett redukcidjaval
Szabolcs és munkatarsai [95] mar korabban eldallitottak, ezek Oppenauer oxidaciojaval
pedig az altalunk kiindulasi vegyiiletként alkalmazott (6°S)- és (6’R)-kapszantol-3’-ont (25,
26) nyerték.

(3R,3’S,5’R,6’S)-kapszantol (21)
(3R,3’S,5’R,6°S5)-B,k-karotin-3,3°,6’-triol

(3R,3’R,5’R,6’S)-kapszantol (22)
(B3R,3’R,5’R,6’S)-p,x-karotin-3,3”,6’-triol

(3R,3°S,5’R,6’R)-kapszantol (23)
(3R,3’S,5°R,6’R)-P,k-karotin-3,3”,6’-triol

(3R,3’R,5’R,6’R)-kapszantol (24)
(3R,3’R,5’R,6’R)-B,k-karotin-3,3”,6’-triol
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(3R,5’R,6’S)-kapszantol-3-on (25)
(3R,5’R,6°S)-3,6’-dihidroxi-f3,k-karotin-3’-on

(3R,5’R,6’R)-kapszantol-3’-on (26)
(3R,5’R,6’R)-3,6’-dihidroxi-f,Kk-karotin-3-on

A kiindulasi vegyiiletek és a termékek szerkezetazonositasat 'H-NMR, *C-NMR és CD-
spektroszkopiaval valamint tomegspektrometriaval végeztiik el.

Etanolos oldatban mind a kiinduldsi anyagok (25, 26), mind a termékek (21-24) a 300 nm
alatti tartomanyban hasonlo6 lefutast CD-gorbét adtak, fliggetlentil a 3°- és a 6’-szénatom

konfiguraciojatol (59-61. dbra) [47].

Ae [M'em™

— 6’R-kapszantol-3’-on (26)
- 6’'S-kapszantol-3’-on (25)

300 400 Wavelength [nm] 550

-9

59. abra. A kapszantol-3’-on-ok CD spektruma etanolban
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— 3'R,6’S-kapszantol (22)

""" 3'S,6’S-capsanthol (21)

Ag [MTem™)

-2

300 400 Wavelength [nm] 550

60. abra. A (6°S)-kapszantolok CD spektruma etanolban

N \/ N

— 3'R,6’'R-kapszantol (24)
""" 3'S,6’R-kapszantol (23)

200 300 400 Wavelength [nm] 550

61. abra. A (6 'R)-kapszantolok CD spektruma etanolban

Az UV-VIS és CD spektroszkopiai vizsgélatokat viz-etanol 3:1 aranyu keverékében
végezve azonban nagymértékii valtozast tapasztaltunk (62. abra). A (6’S)-kapszantol-3'-on
(25) UV-VIS spektruma a magasabb hullamhosszak felé¢ toloédott el, mig a (6’R)-epimeré
(26) az alacsonyabb hullamhossz felé. A CD spektrumban pedig az eltolodason kiviil a jel
Olyan nagymértékli megerdsodését tapasztaltuk, hogy kozos Iéptékben é&brazolva az
eléz6ekben bemutatott etanolos spektrumok alapvonalla zsugorodnak [5].

Hasonlo6 jelenséget tapasztaltunk a kapszantol-epimerek (21-24) esetén is. A spektrum
eltolodasanak irdnyat csak a 6’-szénatom konfigurdcioja szabta meg, és nem befolydsolta a

3’-szénatom konfiguraciodja (63-64. dbra) [107].
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62. abra. (6°S)- (25) és (6 'R)-kapszantol-3’-on (26) CD és UV-VIS spektrumai viz-etanol
(3:1) elegyében illetve etanolban [57]
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63. abra. A (3'R,6°S)- (22; a,b) és a (3°S,6°S)-kapszantol (21, c,d) UV-VIS és CD spektruma
etanolban () és viz-etanol (3:1) elegyében (—— ) [107]
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64. abra. A (3’'R,6'R)- (24; a,b) és a (3°S,6 'R)-kapszantol (23; c,d) UV-VIS és CD spektruma
etanolban () és viz-etanol (3:1) elegyében (— )[10"]

cres

értelmezni. A karotinoidok erdsen hidroféb jellegli molekulak. Szerves oldészerekben
(etanol, aceton stb.) molekuldris oldatot képeznek, ami vizes higitds hatdsira hidrofob
aggregatum képzddéséhez vezet. A karotinoid szupramolekuldt intermolekulds van der
Waals kdlcsonhatdsok tartjak 0ssze. Az aggregatumok kiralisak, mivel a kiralis karotinoid-
molekuldk nem képesek egymassal parhuzamosan elrendezdédni. A végcsoportok kiralitdsa
a molekuldk jobbos, ill. balos atfedését kedvezményezi és ez az aggregatumban
megsokszorozddik azaltal, hogy az aggregitumhoz csatlakoz6 molekuldk kovetik a
megkezdett irdnyt. Az un. ,card-pack” (H-tipusu) aggregacié az UV-VIS és a CD
spektrum alacsonyabb hullamhossz fel¢ valo eltolodasat eredményezi, mig a ,,head-to-tail”
(J-tipust) a magasabb hullamhossz felé tolja el a spektrumot. Mindkét tipust szervezddés a

CD spektrumban erds exciton jelet (ellentétes elgjelll savpart) eredményez.

Vizsgalatainkhoz tovabbi tesztanyagokat allitottunk elé. Kapszorubin (2)
redukcidjaval harom kapszorubol epimert ((65,6’S; 27), (6S,6’R; 28), (6R,6’R; 29)) és két
kapszorubol-6’-on epimert ((6S; 30), (6R; 31)), mig kriptokapszin redukciojaval két
kriptokapszol epimert ((6°S; 32), (6’R; 33)) kaptunk [12].
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(6S5,6°S)-Kapszorubol (27)
(35,5R,65,3°S,5’R,6’°S)-K k-karotin-3,6,3’,6-tetrol

(65,6’ R)-Kapszorubol (28)
(3S,5R,65,3°S,5’R,6’R)-K,k-karotin-3,6,3’,6’-tetrol

(6R,6’R)-Kapszorubol (29)
(3S5,5R,6R,3°S,5’R,6’ R)-k,k-karotin-3,6,3,6’-tetrol

(6S)-Kapszorubol-6’-on (30)
(35,5R,68,3°S,5’R)-3,6,3 -trihidroxi-k,k-karotin-6’-on

(6R)-Kapszorubol-6’-on (31)
(3S5,5R,6R,3°S,5’R)-3,6,3’-trihidroxi-«k,k-karotin-6-on
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(6°S)-Kriptokapszol (32)
(3°S,5°R,6°S5)-3,6,3’-B,k-karotin-3’6’-diol

(6’R)-Kriptokapszol (33)
(3’S,5’R,6’R)-3,6,3°-B,k-karotin-3’6’-diol

A (6’R)-kapszantol-3,3’,6’-triacetat (34) NaBHa-el végzett dezacetilezésével eldallitottuk a

(6’R)-kapszantol (23) dsszes lehetséges mono- és diacetil szarmazékait is (35-40) [19].

R:O

23: R1 :R2:R3:H

34: R] = Rz = R3 = COCH3

35: R1 = Rz = COCH3, R3 =H

36: R] = R3 = COCH3, R2 =H

37: R1 = H, R2 = R3 = COCH3

38: R;=R,=H; R;=COCH;

39: R1 = COCH3, Rz = R3 =H

40: R] = R3 = H, R2 = COCH3
Az eldallitott vegyliletek segitségével megallapitottuk, hogy a (6’R)-kapszantol acetatok
koziil H-tipusu aggregatum csak akkor jon Iétre (38, 40) ha mindkét gyliriin van szabad
hidroxilcsoport [6", 16"]. Ha a hidroxilcsoport helyett kizarolag acetatcsoport kapesolodik
valamelyik gytirthdz, vagy nincs hidroxilcsoport (kriptokapszol esetén), akkor a J-tipust
aggregatum keletkezik. Mas karotinoidok (zeaxantin, lutein) esetén is ezt a jelenséget
tapasztaltuk [6", 87].
Jol ismert, hogy a lutein a magasabbrendii ndvények fotoszintetizalo apparatusdban
talalhatd, ¢és energiaatadd szerepe van. A zeaxantinnal egyiitt az emberi szem

sargafoltjaban (macula lutea) aggregélt formaban talalhatd, és ugyancsak a fénytdl védi a

szemet. Ezenkivill a lutein észterei szamos virdgsziromban és gyiimdlcsben is
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megtalalhatok. A lutein ezen bioldgiai szerepei miatt keriilt el6térbe a lutein és lutein-

diacetat szupramolekularis szervezddésének vizsgalata.
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65. abra. A lutein (a) és a lutein-diacetat (b) CD es UV-VIS spektruma
viz-aceton (3:1) elegyében [8']

A 65. dbran lathatd, hogy a lutein és lutein-diacetat a (6'R)-kapszantolhoz hasonloan
viselkedik; a szabad lutein H-tipusi aggregatumot, mig a lutein-diacetat J-tipusu
aggregatumot képez. A lutein ¢és lutein-diacetdt filmmel végzett CD ¢és atomierd
mikroszkopos vizsgalatok azt mutattak, hogy a kvarc lemezen kialakul6 folyadékkristalyok
is a vizes oldatokéhoz hasonlé szupramolekulat alkotnak [8".

Ugyancsak meglepd eredményt szolgaltatott a virdgszirmok CD vizsgélata. A tubularis
kromoplasztot tartalmazo virdgszirmok kozvetleniil felvett UV-VIS ¢és cirkularis
dikroizmus spektruma nagy hasonldsagot mutatott a lutein-diacetat vizes-etanolos
spektrumaihoz (66. dbra), ami arra utal, hogy a karotinoidok itt is a szupramolekulak
alkotéelemei [7°]. Az irodalom szerint globularis kromoplasztot tartalmazé virdgszirmok

nem adtak értékelhetd CD jeleket.
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66. abra. A lutein-diacetat (— ) (viz-etanol 3:1 elegyében) és a vérehullo fecskefii (Chelidonium
majus) szirmdnak (- - - - ) CD és UV-VIS spektruma [7"]

Az elézéekben roviden leirt, a "self assembly" jelenséggel kapcsolatos
vizsgalataink a piros paprika f0 szinezékének a kapszantinnak egyszeri kémiai
atalakitasaval nyert szemiszintetikus vegyiiletek szerkezetének igazolasabol indultak ki. A
bemutatott eredmények jol demonstraljak a szerves kémikus €s a spektroszkopus egymasra
utaltsagat ¢és eredményeiknek egymasra gyakorolt hatasat. A feltart jelenség, a karotinoid
szupramolekuldk szerkezetére leirt kovetkeztetések egyértelmiien a kiroptikus eredményei,
amelyek azonban nem johettek volna létre a karotinoidkémikus altal (néha rendelésre)
eloallitott, illetve izolalt vegyiiletek nélkiil.

A karotinoid molekulak biolégiai rendszerekben valod szervezddésének vizsgéalata még
szamos lehetdséget rejt magaban. Ezeknek a rendszereknek modellvegyiiletekkel valo
vizsgélata, a modellvegyiiletek eldallitasa, a rendszert dsszetevd molekuldk természetes
eléfordulasanak igazoldsa pedig tovabbi nagy kihivast jelent a karotinoidokkal foglalkozo

kémikus szamara is.
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VI. ALKALMAZOTT MODSZEREK, KISERLETI KORULMENYEK

A vizsgalt paprikdk kozil a sarga paradicsompaprikat (Capsicum annuum var.
lycopersiceforme flavum), a fekete fliszerpaprikat (C.a. var. longum nigrum), a piros
paradicsompaprikat (C.a. var. lycopersiceforme rubrum), valamint a Szentesi Kosszarvu
(C.a. var. longum ceratoides) és a Bovet-4 jelll paprikékat (C.a. var. abbreviatum pendens)
a Szentesi Vetdmagkutatd és Termeld Intézettdl kaptuk. A ,kaliforniai paprika” (C.a. var.
grossum cv. Kaliforniai wonder) kiillonb6z6 szinli valtozatait a pécsi Tesco aruhdzban, az
egyéb piros fliszerpaprikakat piacon vasaroltuk. A tigris liliom virdg, az asparagus
officinalis ¢és az asparagus falcatus bogyodja magan kertekbdl, a vadgesztenye virdg a PTE

AOK Szigeti titi tombjének udvarabol szarmazott.

A novények extrakciojat minden esetben szobahdmérsékleten, metanollal (3x) mint
dehidratalészerrel, majd dietil-éterrel végeztiik. A karotinoid-észterek hidrolizise heterogén
fazisban 30%-0s KOH metanolos oldataval tortént.

A vegyiletek izolalasara, tisztitasira ~a  klasszikus  (Zechmeister-i)
oszlopkromatografiat alkalmaztuk. Adszorbensként leggyakrabban kalcium-karbonatot,
ritkabban magnézium-oxid - celit (1 : 1) keverékét hasznaltuk, fejlesztészerként benzol,
benzol-hexan, benzol-aceton, hexan-aceton szolgélt. A kifejlesztés utan a toltetet a cs6bol
kitoltuk, majd a festékeket sziniik alapjan kivagtuk. Az eludldsra metanolt hasznaltunk,
melybdl benzolba, vagy benzol-hexan elegybe vittiik at a karotinoidokat. A benzolos
oldatokat —20°C-on N, alatt tartottuk a kovetkezd feldolgozasi lépésig. A polaros
(hipofazisos) karotinoidokat benzolbdl hexdnnal, mig az apolaros (epifazikus) vegyiileteket
benzolbdl metanollal kristalyositottuk. A kristdlyos anyagokat nitrogén atmoszféraban
tiveg ampullaban taroltuk.

A szarmazékképzési reakcidk (savazas (9. dbra), redukcio (/0. dbra), acetilezés,
szililezés) a karotinoidkémidban jol ismert modszerekkel tortént [72]. Az alkalmazott
reakciok lefolyasat UV-VIS spektroszkopiaval, HPLC-vel vagy vékonyréteg-

kromatografiaval (szilikagél, benzol — metanol - etil-acetat) kdvettiilk nyomon [26*].

HPLC elvalasztashoz forditott fazisu tolteteket (250 x 4,6 mm, Chromsil C;g, 6pum,

utanszilanizalt €s nem utanszilanizalt) haszndltunk. Terner gradiens eluens rendszert

alkalmaztunk: I. rendszer: A eluens 12 % H,O MeOH-ban, B eluens MeOH, C eluens 30
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% CH,Cl, MeOH-ban (korabban 50% aceton MeOH-ban); II rendszer: A eluens 10 %
H>0O MeOH-ban, B eluens MeOH, C eluens 30 % CH,Cl, MeOH-ban (korabban 50%

aceton MeOH-ban). Gradiens program: 0-2 min: 100% A; -10 min: 80% A/20 % B-re; -18
min: 50% A/50 % B-re; -25 min: 100% B-re; -27 min: 100 % B; -34 min: 100 % C-re; -41
min: 100% C (linearis 1épések).

A detektalds minden esetben UV-VIS (Beckman, hazilag atépitett UV-VIS
detektor; HP 1050; HP ChemStation program; detektalasi hullamhosszak: 380, 410, 430,
450 és 480 nm-en), illetve diddasoros detektorral (Waters 991; 300-500 nm kozott) tortént.

Az izolélt vegyiiletek szerkezetazonositdsat NMR- (lH, H,H-COSY, T-ROESY,
NOE, *C, DEPT-135, HMBC, inverz HMQC, HSQC stb.) és CD-spektroszkopiaval
valamint tomegspektrometridval végeztiik.
A miiszeres mérések a kovetkezd helyeken és miiszerekkel torténtek:
NMR: Veszprémi Egyetem NMR laboratoriuma (Varian Unity 300; Dr. Szalontai Gabor),
POTE NMR laboratériuma (Varian Unity-Inova-400-WB; Dr. Osz Erzsébef), Ziirichi
Egyetem Szerves Kémia Intézet (Bruker WM-400-FT, Bruker AMX 600; Prof.
C.H Eugster), Berni Egyetem Szerves Kémia Intézet (Bruker AC 300, Bruker AM 400,
Bruker DRX 400, Prof. H. Pfander és Dr. A. Steck);
CD: ELTE CD laboratéoriuma (Jobin-Yvon Dichrograf-6; Dr. Kajtar Marton), F.
Hoffmann-La Roche Ltd. (Jobin-Yvon Dichrograf-6; Dr. F. Muller, J. Koehler), KKKI
(Jasco J-715/1508S; Dr. Zsila Ferenc);
MS: MAFKI témegspektroszkopias laboratériuma (Jeol-JMS-01-SG-2; Dr. Décsy Zoltin),
Berni Egyetem Szerves Kémia Intézet, F. Hoffmann-La Roche Ltd. (Varian MA-CH 7A).
Az enzimes vizsgalatokat Prof. B. Camara munkacsoportja végezte a Strassbourgi

Egyetem Molekularis Biologia Intézetében.

Az analizisek, az izolalasi folyamatok, a kémiai reakciok koriilményeinek részletes
leirasa, valamint az izolalt vagy félszintézissel eldallitott vegyiiletek spektroszkopiai adatai

a mellékletként megadott kozleményekben taldlhatok.
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VII. OSSZEFOGLALAS

Vizsgaltuk a sarga paradicsompaprika (Capsicum annuum var. lycopersiceforme
flavum), a fekete fliszerpaprika (C.a. var. longum nigrum), a piros paradicsompaprika (C.a.
var. [lycopersiceforme rubrum), valamint a Szentesi Kosszarva (C.a. var. longum
ceratoides) ¢és Bovet-4 jeli paprika (C.a. var. abbreviatum pendens) karotinoid-
Osszetételének valtozasat az érés soran. Elvégeztiik az n. ,kaliforniai paprika” (C.a. var.

grossum cv. Kaliforniai wonder) kiilonb6zd szinii valtozatainak a karotinoidanalizisét is.

Az analizis adatokra tdmaszkodva 40 karotinoidot izolaltunk, vagy allitottunk eld
félszintézisekkel, és végeztik el szerkezet- és konfigurdciomeghatirozasukat NMR- és
CD-spektroszkdpia valamint tomegspektrometria segitségével.

Sarga paradicsompaprikaban kimutattuk a S-kriptoxantin-5,6-epoxidot (1), a kriptokapszin
prekurzorat, melyet kis mennyisége miatt nem tudtunk kristalyosan izolalni. Igy B-
kriptoxantin epoxidalasaval eléallitottuk a szemiszintetikus f-kriptoxantin-5,6-epoxidokat

(I-I1I0) és -5,6,5',6'-diepoxidokat (IV-V). Igazoltuk, hogy a sarga paprikdban eléfordulé B-

crer

Piros  paprikabol hat, 3,6-epoxi-B-végcsoportot tartalmazé  karotinoidot
(cikloviolaxantin (V1), cucurbitaxantin A (VIII), cucurbitaxantin B (VII), kapszantin-
3,6-epoxid (IX), cucurbitakrom epimerek (X-XI)) izolaltunk, melyek koziil a
cikloviolaxantint és a két cucurbitakrom epimert els6ként izolaltuk természetes forrasbol.
Javaslatot  tettink a  3,6-epoxi-végcsoport  bioszintézisének  mechanizmusara.
Cucurbitaxantin A (VIII) epoxidalasaval eléallitottuk a szemiszintetikus cucurbitaxantin

B-t (VII) és epimerjét az 5°,6 ’-diepicucurbitaxantin B-t (XIII).

Ugyancsak piros paprikabol négy uj, 3,5,6-trihidroxi-f végcsoportot tartalmazo
karotinoidot (§,6-diepikarpoxantint (XIV), 5,6-diepilatoxantint (XV1), 5,6-diepikapszo-
karpoxantint (XVII), és 6-epikarpoxantint (XV)) izoldltunk. Az 5,6-diepivegyiiletekhez a
(35,58,65)-, mig a 6-epikarpoxantinhoz a (3S,5R,6S)-konfiguraciot rendeltiik hozza.

A 3,5,6-trihidroxi-B-végesoport konfiguracids viszonyainak tisztdzasara anti- és
sziin-kapszantin-5,6-epoxid (XVIII-XIX), valamint anti- ¢és sziin-anteraxantin

savkatalizalt  gylriinyitdsaval eldallitottuk a tovdbbi hérom-hdrom lehetséges
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szemiszintetikus kapszokarpoxantin- (XX-XXII) és karpoxantin-epimert (XV, XXVIII,
XXXI). Izolaltuk és elvégeztiik a szerkezetvizsgalatat az Osszes, fotermékként keletkezd
karotinoid-5,8-epoxidnak (kapszokrom- (XXIII-XXVI) ¢és mutatoxantin-epimerek
(XXIX, XXX, XXXII, XXXIII)) is. Az anti-anteraxantinbol keletkez6 két mutatoxantin-
epimert (XXIX, XXX) piros fliszerpaprikabol is izolaltuk és elvégeztiik szerkezet- és
konfiguracido-meghatirozasukat.

Megallapitottuk, hogy a gytlirlinyitas termékeinek konfiguracidja csak az 5,6-epoxi-
végesoport konfiguracidjatol fiigg, és fiiggetlen a masik végcesoport szerkezetétél. A
paprikaban  eléfordulé  5,6-diepi-vegyiiletek  ((35,55,65)-konfiguracioval)  ilyen
koriilmények kozott nem keletkeznek. Javalatot tettiink a karotinoid-5,6-epoxidok
savkatalizalt gylrlinyitdsdnak mechanizmusara. A savkatalizalt reakci6 soran az 5-0s
szénatom konfigurdcidja valtozatlan marad, mig a 6-os szénatomon vagy megvaltozik a
konfiguracid, vagy nem.

Elséként izolaltunk a reakcidelegybdl szemiszintetikus 3,6-epoxi-karotinoidokat

(kapszantin-3,6-epoxid (IX, XXVII), cucurbitaxantin A és epimerjeik (VIII, XXXIV).

Megallapitottuk, hogy a piros paprikdban a 3,5,6-trihidroxi-karotinoidok a
kapszantin-kapszorubin-szintdz enzim katalizalta folyamatban keletkeznek ¢és képzddésiik
Osszefliggésben van az 5,6-epoxi-karotinoidok Un. pinakolin atrendez8désével. Javaslatot
tettiink az enzimkatalizalt reakcié mechanizmusara, mely szerint a gylirlinyitas sordn a 6-0s
szénatomon nem valtozik meg a hidroxilcsoport konfiguracioja, mig az 5-6s szénatomon
megvaltozhat. Francia kutatokkal egyiittmiikddve bizonyitottuk a kapszantin-kapszorubin-

szintaz enzim szerepét az 5,6-diepi-vegyiiletek kialakulasaban.

Tigris liliom szirmabol 3,6-diepikarpoxantint (XIV), 5,6-diepikapszokarpoxantint
(XVIN), és 6-epikarpoxantint (XV), Asparagus falcatus bogybjabol 5,6-diepikarpoxantint
(XIV) izolaltunk. Eredményeink azt mutatjak, hogy azokban a ndvényekben (ndvényi
szervekben) amelyek tartalmaznak wk-végcsoporta karotinoidokat a bioszintézis azonos
uton jatszodik le.

Tigris liliom szirmabol kapszantin-5,6-epoxidot (XVIII), az Asparagus falcatus
bogydjabol pedig egy eddig ismeretlen, Uj szerkezetii karotinoidot, kapszoneoxantint (XL)

izolaltunk és hataroztuk meg szerkezetiiket.
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Elvégeztiik a sparga (asparagus officinalis) bogyojanak karotinoidanalizisét is. Bar
Kk-végcsoporti  karotinoidokat kimutattunk, 3,5,6-trihidroxi-vegyiiletet nem sikeriilt

detektalnunk.

Kiilonboz6 vadgesztenyefajtdk (Aesculus) szirmdnak és porzojanak analizisével
igazoltuk, hogy nem tartalmaznak x-végcsoporti karotinoidokat, mint azt eddig az
irodalomban allitottdk. A f&6 komponens egy 1j, eddig nem ismert 6'-apo-karotin-al az
aesculaxantin (XXXVIII), melynek izolalasat és szerkezetazonositasat elvégeztiik. Az
aeculaxantinbol redukcioval eldallitottuk az aesculaxantolt (XXXIX) amelynek

természetes el6fordulasat eddig nem tudtuk igazolni.

Elsoként izolaltunk piros paprikabdl tovabbi két, Gijszerii végcsoportot - 6-hidroxi-
y-végcsoportot - tartalmazé karotinoidot nigroxantint (XXXV) és prenigroxantint
(XXXVI). Javaslatot tettiink keletkezésiik mechanizmusara és ennek alapjan a 6-hidroxil-

Piros fliszerpaprikabol a kapszantin oxidalt szarmazékat a kapszantont (XXXVII)
is izolaltuk és elvégeztik szerkezet- és konfiguraciomeghatarozasat. Jelenlétét az

asparagus falcatus bogydjaban is kimutattuk.

Az elvégzett munka, az izoldlt minor komponensek szerkezetének ¢és
konfiguracidjanak a tisztdzdsa reményeink szerint hozzajarul a karotinoidok
bioszintézisének pontosabb megismerésé¢hez, és megkonnyiti az egyéb ndvények, novényi

részek vizsgalatat.
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Sarga paradicsompaprika

Capsicum annuum var. lycopersiceforme flavum



Piros paradicsompaprika

Capsicum annuum var. lycopersiceforme rubrum




Piros fiiszerpaprika

Capsicum annuum var. longum



Szentesi Kosszarva paprika

Capsicum annuum var. longumceratoides
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Bovet 4 paprika

Capsicum annuum var. abbreviatum pendens



Kaliforniai paprika
Capsicum annuum var. grossum



Tigris liliom

Lilium tigrinum



Aesculus hippocastanum



Aesculus pavia





