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I. Roviditések

BP: benzpirén

DAD: diédasoros UV/Vis detektor

DNS: dezoxiribonukleinsav

ECD: elektronikus cirkularis dikroizmus

HPLC: nagyhatékonysagu folyadékkromatografia

HPLC-CD: nagyhatékonysagu folyadékkromatografidhoz kapcsolt cirkularis
dikroizmus detektalas

HPLC-MS: nagyhatékonysagu folyadékkromatografiahoz kapcsolt
tomegspektrometriai detektalas

HPLC-OR: nagyhatékonysagu folyadékkromatografidhoz kapcsolt optikai
forgatoképesség detektalas.

HPLC-UV: nagyhatékonysagu folyadékkromatografidhoz kapcsolt ultraviola és lathato
tartomanyu spektroszkopiai detektalas

MS: tomegspektrometria

NMR: magneses magrezonancia vizsgalat

ODS: oktadecil-szilan

PAH: poliaromas szénhidrogén

ROS: reaktiv oxigén szarmazék

Rt: retencios id6

SANS: kiszogli neutronszoras vizsgalat

TBN: tetrabenzo-naftalin

TMS: trimetil-szildn

UPLC: ultranagyhatékonysagt folyadékkromatografia

UV/Vis: ultraviola és lathato tartomayt spektroszkopia



II. Bevezetés

Az ember és természet sokféle kapcsolatdban szamunkra talan a legtobb esztétikai 6romet
a természet csodalatos szinvilaga adja. Az ¢€l16vilag szineit, bar szarmazhatnak tisztan fizikai
jelenségekbdl is, legtobbszor szerves pigmentek idézik eld. A pigmentek kozos tulajdonsaga,
hogy a ,szinhordoz6” szerkezeti résziikben, a kromoforjukban delokalizalt m-elektronok
vannak, amelyek a lathato fény (400-800 nm) fotonjai hatisara gerjesztddnek, eldidézve a
szinérzet kialakulasat. Nincs ez masképp a karotinoid molekulak esetében sem. Osszel, mikor
a z0ld klorofill lebomlik a levelekben, lathatova valik a karotinoidok sargétol egészen a sotét
pirosig terjedd szinvildga. A tudomény mai alldsa szerint azonban ismeretes, hogy a
karotinoidok nem csupan esztétikai jelentoséggel birnak, de antioxidans hatastak is, emiatt
bizonyos betegségek megeldzésében is komoly szerepiik van.

Az altalunk elfogyasztott ételek és étel alapanyagok szinte mindegyike tartalmaz
valamilyen karotinoidot, ezek koziil a 3-karotin a legfontosabb, mint A-vitamin prekurzor. A
retindban a lutein és a zeaxantin dusulnak, és szerepiik van az idéskori makuladegeneracio
megelézésében is. A tobbi karotinoid molekula altalanos antioxidans hatéssal bir.
Felszivodasuk a zsirokkal egyiitt torténik, a lipoproteinekkel szallitddnak, a zsirszovetben ¢és a
majban raktarozédnak. Az étrendben legnagyobb mennyiségben jelen 1év6 karotinoidok a B-
karotin, a-karotin, likopin, B-kriptoxantin, lutein és a zeaxantin. Az élelmiszer eldkészitési
technologidk sordn ezek, a szerkezetiikbdl fakadodan igen érzékeny vegyiiletek, szerkezeti
valtozasokon eshetnek at (oxidacid, izomerizacid, bomlas). A modern analitikai modszerekkel
ezek a valtozasok kovethetdk.

A Pécsi Tudomanyegyetem Orvosi Kémiai €s Biokémiai Intézetében nagy multra tekint
vissza a novényi részek karotinoid-analizise, valamint a komponensek kromatografias
elvalasztasa. Mar az 1920-as évek végén intézetiink alapitdja, Zechmeister Lasz16 és csoportja
oszlopkromatografids modszert dolgozott ki a ndvényi extraktumok analizisére. A tudomany
¢s technologia fejlédésével ma modern analitikai berendezések allnak rendelkezésiinkre: tobb
HPLC-késziilékiink van, melyek diddasoros detektoron kiviil tomegspektrométer detektorral
Osszekapcsolva is képesek muiikodni. 2006-ban, mikor az intézetben elkezdtem dolgozni, a
ndveényi karotinoid-profilok HPLC-vizsgalataba kapcsolodtam be.

Mivel a karotinoidok analizise fontos mind a tdplalkozastudomany, mind az egészségiigy
terén, PhD. munkamban célként tlztem ki, hogy elmélyedve a természetes karotinoidok
mindségi analizisében, megtaldljam az adott feladatra leginkabb alkalmas analitikai eljarast, és

O0sszehasonlitsam a karotinoidok analizisében hasznalatos modszereket.



A dolgozatban szerepld karotinoidok szerkezeti képletei megtalalhatok a Fiiggelékben

(9.2. Szerkezetek).

III. Irodalmi attekintés

3.1. A karotinoidok szerkezete, spektroszkopiai tulajdonsagok

Tobb mint 600 kiilonbozo természetben eléforduld karotinoid ismert, melyek szerkezete
a 8 izoprénegységbodl allo Cao alapvazbol vezethetd le. Formailag az 6sszes karotinoid a nyilt
lanci Cao0Hse alapvegyiiletbdl, a likopinbdl (y,y-karotin) szadrmaztathatdé (1. abra). Az
alapszerkezet végcsoportjainak gylriivé zarodasa, az egyszert oxigéntartalmu (hidroxil-, oxo-,
karboxil-, éter-) funkcids csoportok megjelenése, a kettds kotések telitése, a harmas kotés vagy
az aromas gylrl kialakuldsa igen véltozatos szerkezeteket eredményez. A karotinoidok kozé
soroljuk a Cas0-nél rovidebb, de hasonlo felépitésii un. apokarotinoidokat is, valamint az egy

vagy két izoprén egységgel tobbet tartalmazo (Cas, Cso) szarmazékokat is.

1. abra. Izoprén egységek kapcsolddasa a likopinban

Jellegzetes fényelnyeld képességiik a konjugalt kettds kotések alkotta hossza kromofor,
azaz a poliénlanc eredménye. A hét, vagy tobb kettds kotést tartalmazo kromofor fényelnyelése
a lathato tartomanyba esik (400-800 nm), igy a karotinoidok tobbsége szines.

Az ultraibolya és lathatd tartomanyban mért spektrum (UV/Vis spektrum) az elsddleges
eszkoz a karotinoidok azonositdsdra. Az anyag abszorpcids maximuma (Amax nm-ben) és a
spektrum alakja (finomszerkezete) a kromoforra jellemz0 tulajdonsagok. A legtobb karotinoid
harom abszorpciés maximummal rendelkezik (2. abra).

A konjugalt kettds kotések szdmanak novekedésével ndnek a Amax értékek, azaz a szin
mélyiil. Igy a leginkabb telitetlen aciklikus karotinoid, a 11 konjugalt kettés kotéssel rendelkez6
piros likopin abszorbeédlja a legnagyobb hullamhosszi fényt (Amax-ok 444, 471, 502 nm
hexénban), mig a hét konjugalt kettds kotést tartalmazo, szintén nyilt ldncu C-karotin elnyelési
maximumai lényegesen alacsonyabbak (Amax-ok 379, 400, 426 nm hexéanban), szine halvany

sarga.



A végcsoportok ciklizacidja a spektrumban hipszokrém eltolddast okoz, ez az elnyelési

maximumok eltol6dasat jelenti alacsonyabb hullamhosszak felé.

)%/\)Vvk_&kfaﬁww # .‘. %
C-karotin \

Abszorbancia

300 400 500 600
Hullamhossz [nm]

2. abra. A (-karotin (379, 400, 426 nm), y-karotin (437, 461, 492 nm), a-karotin (421, 445,

474nm) és a B-karotin (451, 478 nm) abszorpcids spektrumai hexan oldészerben.

A spektrumra a kiilonb6z6 funkcids csoportok is hatassal vannak, példdul a karbonil
csoport konjugacidja batokrom hatdsu (Amax-ok eltolodésa a magasabb hullamhosszak fel¢), és
a finomszerkezet is elvész.

A kettds kotések geometriai izomerizacidja szintén valtozast okoz az UV/Vis
spektrumban. A cisz izomerizacid az 6ssz-transz vegyiilet spektrumahoz képest kis hipszokrom
eltolodast mutat (altalaban 2-6 nm csokkenés mono-ciszekre), valamint egy tigynevezett cisz
csucs is megjelenik az ultraibolya tartomanyhoz kozeli régioban (3. abra). A cisz geometriaju
kettds kotés pozicidja a molekula kozepe felé haladva noveli a spektrumban a cisz csucs
intenzitasat (3. abra). A spektrum és a molekulaszerkezet 6sszefliggéseit részletesen targyaltak
Britton és Amaya.':?

Szintén a poliénszerkezettel magyarazhatd, hogy a karotinoidok rendkiviil érzékeny
anyagok: konnyen oxidalodnak, fény, hé vagy sav hatdsara szerkezetiik atrendezddik vagy

elbomlanak.?



‘- (152)-B-karotin
(132)-B-karotin

(92)-B-karotin

Ossz-transz 3-karotin

Abszorbancia

300 400 500 600
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3. abra. Az 6ssz-transz-, (92)-, (13Z)- és (152)-B-karotin abszorpcios spektrumai hexanban.

3.2. A karotinoidok elofordulasa, 1zolalasa

A karotinoidok minden zdld ndvényben megtalalhatok, bar a klorofill lebomlasaig sziniik
nem lathatd, hiszen a klorofill z6ld szine elfedi a karotinoidokét. Legnagyobb mennyiségben
karotinoidokat a magasabb rendii ndvények és az algak termelnek. A természetes évi karotinoid
szintézis koriilbeliil 100 millié tonnara tehetd, melynek f6 komponense a barna tengeri moszat
altal termelt fukoxantin (57).* A fototrop baktériumok sarga, narancs vagy piros szinét szintén
karotinoidok okozzdk. A legszembetlinébb természetes eléfordulasuk a sarga-narancs szinii
viragoknal (pl. napraforgo, koromvirag) vagy a narancs-voros gytimolcsoknél (pl. paradicsom
vagy narancs) figyelhetd meg. A sargarépa, melynek f6 komponense a [-karotin, latin nevébdl
(Daucus carota) eredeztethetd a karotin elnevezés.

Az éllati szervezet nem képes karotinoidokat szintetizalni, ennek ellenére sok allatnal
szembetlind a taplalékkal felvett szinanyagok jelenléte (pl. az oxocsoportot tartalmazd
asztaxantin (65) szine a flamingdk rozsaszin tolldban, vagy a lazac husiban). Gerinctelen
tengeri allatoknal el6fordul, hogy a karotinoidok (leggyakoribb az asztaxantin (65)) fehérjékkel
kék vagy zo6ld komplexet képeznek, amely ho hatasara elbomlik, és lathatova valik a karotinoid
sajat szine (pl. a homar élve kék, fézve piros, a denaturdlodott fehérjébdl felszabadult

asztaxantin (65) miatt).



A karotinoidok jellemz6 alapszerkezetei a 4. abran lathatok: a poliénlanchoz (R)
valtozatos végcsoportok kapcsolddnak, melyek az egyes karotinoidokban kiilonféle funkcios

csoportokat hordozhatnak.

19 20
7 11 15 13' 9
R= NP G A A A SN
9 13 15' 11" 7
20 19
17 16 17 16 17 16
1 R 1 R 1 R
3 3 3
P 5 18 4 5 ™18 4 5 18
p 3 Y
16 16
6 8
17 IR 17 1R CH,R
> 5 > A 17 18
3 5 18735 2 N
4 18 4 3
¢ X K
17 18
3
X xR
1 5
16 2 4 6

4. abra. Jellegzetes végcsoportok.

A leggyakoribbak ¢és legismertebbek a - és az e-végcsoportot tartalmazé karotinoidok,
kutatocsoportunkban azonban tobb évtizedes torténete van a k-karotinoidok vizsgalatanak is.
Ezek a vegyiiletek a piros paprika jellegzetes pigmentjei >, de eléfordulnak egyéb, trépusi
gyliimolcsokben is.

A karotinoidok, kevés kivételtdl eltekintve, alapvetéen vizben igen rosszul oldodo,
hidrofdb vegyiiletek. Osszetételiik és polaritasuk alapjan két nagy csoportra oszthatok:

1. Karotinok (szénhidrogének)

2. Xantofillek (oxigént tartalmazé vegytiletek).

Az oxigéntartalmil xantofillek legtobbszor zsirsavval észteresitett formaban fordulnak eld

a természetben, és néhany karotinoid-glikozid vagy glikozil-észter is ismert. Az izolalas soran
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az elroncsolt novényi szdvetekbdl metanollal, majd éterrel extrahaljdk a pigmenteket. Az
extraktumokat luggal kezelve a szabad karotinoidok éterrel kivonhatdk a reakcioelegybdl, mig
a keletkezd egyéb termékek a lugos-vizes elegyben maradnak. Az igy kinyert karotinoid
keveréket vizes metanol és hexan rendszerben megoszlatva igen hatékonyan szétvalaszthatok

az apolaros karotinok és hidroxikarotinoidok a polarosabb egyéb xantofilektd]. '

3.3. Karotinoidok a taplalkozasban és hatasuk az egészségre

A karotinoidok az €16 szervezetekben fontos szerepet toltenek be a fényabszorpcid és a
fényvédelem mechanizmusaban. Antioxidans hatasuk révén képesek a szabad gyokok
megkotésére, igy megakadalyozzak a lipid peroxidaciot, a DNS és mas biomolekuldk oxidativ
karosodasat.

Az ¢élelmiszeriparban a karotinoidokat elsdsorban természetes szinezé anyagokként
hasznaljak. Néhany természetes extraktum mar évszazadok oOta hasznalatos szinanyag, pl. az
annatto (bixin (101)), a safrany (a krocin karotinoid alkotdja a krocetin (102)), a paradicsom
(likopin (7)) vagy a paprika (kapszantin (71)) kivonatai. Alacsony stabilitisuk miatt
alkalmazasukat visszaszoritottdk a mesterséges szinezékek,!' 4m manapsag egyre inkabb ujra
eldtérbe kertil a természetes szinezékek hasznalata.

Az emberi taplalékban alapvetden B-karotin (1), a-karotin (2), B-kriptoxantin (10), likopin
(7) és a lutein (14) fordulnak eld, ill. ezek a karotinoidok taladlhatdak meg a vérplazmaban is.
Ezen anyagok ¢és a zeaxantin (16), mely nem vagy kis mennyiségben fordul el a taplalékban,
mutatnak az egészséget pozitivan befolydsold hatasokat.

A leggyakoribb karotinoid a taplalékban a B-karotin (1) (sargarépa, sargabarack, mango
stb.). A likopin (7) adja sok piros hust gyiimdlcs és zoldség szinanyagat, példaul a
paradicsomét, a gordogdinnyéét vagy a piros grépfrutét. A biciklikus o-karotin (2) és
monociklikus y-karotin (4) legtobbszor a B-karotin (1) kiséréi. A xantofillek, iigymint a B-
kriptoxantin (10), a narancssarga hust gytimdlcsok {6 szinanyaga, pl. barack, nektarin, narancs
hasu papaya stb. A lutein (14) foként a levélben, zold zoldségekben és sarga viragokban fordul
el6 nagyobb mennyiségben, a zeaxantin (16) a lutein (14) kisérdje, de kisebb mennyiségben.?
Az igen konnyen végbemend degradacidjuk miatt az epoxi- €s hidroxikarotinoidok tényleges
mennyisége kérdéses, mert az izolalas és analizis sordn szerkezeti valtozast szenvedhetnek. A
ketokarotinoidok koziil magyar vonatkozasa miatt kell megemliteni a pirospaprika szinét ado

kapszantint (71) és kapszorubint (75).>°
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Kozismert, hogy a B-karotin (1), az a-karotin (2) és a B-kriptoxantin (10) az A-vitamin
eléanyagai'! (5. 4bra). A-vitamin a szubsztitudlatlan B-jonon gyfiriit tartalmazé karotinoidok
centralis oxidativ hasadasakor keletkezik, tehat a B-karotin (1) a leghatdsosabb A-vitamin
prekurzor, hasitasaval két retinal molekula képzddik. Az a-karotin (2) és B-kriptoxantin (10) A-
vitamin aktivitasa 50%-al alacsonyabb a B-karotinhoz képest, hiszen ezek egy B-jonon gytrtit

tartalmaznak.

S NN Y A g

-karotin

o

retinal

5. abra: A retinal képzddése B-karotinbol

A karotinoidok, fiiggetleniil el¢vitamin jellegiiktdl, jotékony hatdssal vannak az emberi
szervezetre, az egészségre: csokkentik a degenerativ betegségek kockazatat, igymint a rakét'>-
14 a sziv- és érrendszeri megbetegedésekét'> 13, a sziirkehalyogét és a makuladegeneracioét!®.
A karotinoidok betegségekkel szembeni jotékony hatasat els@sorban antioxidans
tulajdonsaguknak tulajdonitjdk!’, semlegesitik a szingulet oxigént és a szabad gyokoket. A
szingulet oxigén kioltasi képesség kapcsolatban all a konjugalt kettds kotés rendszerrel. A
kilenc vagy tobb konjugalt kettds kotést tartalmazo karotinoidokat talaltdk a leghatdsosabbnak
ezen a terlileten. Antioxidans hatdsukat a szervezetben kialakuldé reaktiv oxigén
szarmazékokkal (ROS) reagélva a poliénlanc felhasadasa, ill. oxidalodasa révén fejtik ki.!”
A nyilt lanct likopin (7) hatasosabb antioxidans, mint a két gytlriis végcsoportot tartalmazo B3-

karotin (1), annak ellenére, hogy mindkét molekula tizenegy konjugalt kettés kotés tartalmaz.'®

19

A lutein (14) és a zeaxantin (16) alkotjak a szemben, a makulaban a sarga pigmenteket.'®
Szignifikansan inverz Osszefliggést talaltak ezen karotinoidok plazma koncentracioja, ill. napi
bevitele, és a makuladegeneracié kockazata kozott, mely a leggyakoribb okozoja az idéskori

vaksagnak. A sziirkehdlyog kialakuldsdnak kockazata is csokkenthetd folyamatos

beviteliikkel.'®
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3.4. A karotinoidok mindségi analizise

Az 1920-as évek végén intézetiinkben, az akkori Magyar Kirdlyi Erzsébet
Tudomanyegyetem Kémiai Intézetében Zechmeister Laszlo és kollégai kromatografias eljarast
kezdtek el kidolgozni a karotinoidok elvalasztasara. Az altaluk kifejlesztett eljaras hosszl ideig
mind analitikai, mind preparativ méretben az egyediili elvélasztdsi moddszer volt ezen
molekulakra. A technologia fejlodésével mara a nagyhatékonysagu folyadékkromatografia €s
ennek kiilonboz6é fajtai valtak a karotinoid analizis leghatékonyabb eszkozévé. A nagy
érzékenységli HPLC berendezések és a hozzajuk kapcsolt diddasoros UV/Vis és MS detektorok
lehetdvé teszik akar a nyomokban eléfordul6 karotinoid komponensek analizisét és az izomerek
elvalasztasat.

A karotinoidkutatas terén elsé alkalommal egy 1971-ben k6z6lt munkéban irtak le

folyadékkromatografias eljarast citromhéj extraktum analizisére.?’

Itt még kicsapott
(precipitated) ZnCOs-t és MgO-t hasznaltak adszorbensként/allofazisként acél oszlopba toltve,
¢€s 440 nm-en detektaltak a komponenseket. Normal fazisu technikakkal kisérleteztek még a 80-
as években is, tobbek kozott aluminium-oxid, Ca(OH):2 és szilikagél allofazisokkal. A normal
fazis kromatografids oszlopokkal kapcsolatban azt tapasztaltdk, hogy karotin izomerek
elvalasztasara alkalmasak (pl. kantaxantin (63) és B-karotin (1) cisz-izomerek elvalasztasa).!"”
23 A poléros allofazist és apoldrosabb eluenst tartalmazoé, Gn. normal fazist HPLC-s eljarasok
legfébb problémdja a vizérzékenység. A normal allofazisok feliiletiikon szabad hidroxil-
csoportokat tartalmaznak, melyek mar igen kis mennyiségii viz hatasara is dezaktivalodnak, a
vizmolekuldkkal kialakulé H-hidak miatt. A karotinoidok analizisekor legtobbszor ndvényi
mintakbol nyert extraktumokat vagy standardokat hasznalunk, ahol nehéz tokéletesen
kikiiszobolni a viz jelenlétét. A szilikagél kolonnak esetében a toltet savassaga is problémat
jelentett, hiszen a karotinoidok rendkiviil érzékenyek savakra, mérés kozben a kolonnan térténd
geometriai izomerizaciot vagy egyéb atalakuldst nem tudtdk kizdrni. A normal fazisu
rendszereket az analitika mas teriiletein is kiszoritottdk a forditott fazisu HPLC-s eljarasok, a
normal fazis kis terhelhetdsége (kis kapacitasa), illetve heterogén adszorpcids tulajdonsagai
miatt. Az 1990-es évek elején mar szilikagél alapt forditott fazisti folyadékkromatografias
technikat alkalmaztak a karotinoidok analizisében.?* 2> A forditott fazisti rendszerek esetében a
mozgofazis, azaz az eluens polarosabb, mint az allofazis. Az alkalmazott allofazisok nagy része
valamilyen moddositott szilikagél, amely 1000 bar nyomasig nagy mechanikai stabilitassal bir,
tehat a gyakorlati alkalmazasban nincs nyomaskorlat. A szilikagél gyakorlatilag polikovasav,

feliiletét hidroxilcsoportok boritjdk, ezt az erdsen poldros feliiletet modositjak szilanizalasi
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reakcioval. A modositds soran leggyakrabban alkil-klor-szilanokkal reagaltatjdk a
hidroxilcsoportokat és apolaros szénlancokkal ’fedik le’ a feliiletet (6. abra). A szililezdszerrel
felvitt szénlanc hossza leggyakrabban Cs, Cis, C22 vagy Cso. Mara a leginkabb elterjedt,
nemcsak a karotin analizis teriiletén hasznalt, Cis-as szénlanccal modositott szilikagél alapa
allofazis lett (ODS=octadecyl-silan). Ha az alkalmazott mddositod szénlanc hossza kicsi, akkor
a mintakomponensek az el nem reagélt és hozzaférhetd szilanol csoportokkal is kapcsolatba
1épnek, emiatt a kinetikai hatékonysag romlik. Viszont ha a felvitt szénlanc tal hosszu, akkor a
ligandumokbdl all6 filmrétegben tul sok 1d6t tolt el az analit molekula, szintén rontva a kinetikai
hatékonysagot.?® A rovidebb szénlanccal (Cs) modositott szilikagélek szelektivitisa
karotinoidokra €s poliaromas szénhidrogénekre (PAH) is nagysagrendekkel rosszabb, mint a
Cis-as allofazisoké.?” 2% A tizennyolc szénatomos apolaros szénlanccal modositott allofazisok
eléonye még, hogy a legtobb olddszerrel kompatibilisek, a karotinoidok teljes polaritas
tartomanyaban kivaloan hasznéalhatéak, kereskedelemben konnyen hozzaférhetéek és az druk
is kedvezd. Meg kell emliteniink itt a mara ,karotinoid fazis” néven elterjedté valt Cso-as

allofazisok térhoditasat is.

/
o/ 0
—Sj—OH —Si—OH
CH, / CHy
0\ -HCI %
—Si—OH + Cl_‘Si—C18H37 —_—> _/SI_O_SI_C18H37
0 Q
CH \ CHy
—Si—OH —Si—OH

6. abra. Szilanizalasi reakci6 monoklor-trialkil-szilannal (monomer fazis).

A szilanizalassal modositott allofazisokat a keletkezd szerkezetek alapjan harom
csoportba soroljuk:
- monomer, illetve monomer modositasu fazis, ahol monofunkcios klor-szilanokat
alkalmaznak a reakci6 soran (6. abra)
- atmeneti, illetve 4tmeneti modositasu fazis, ahol bifunkcids klor-szilanokat kapcsolnak
a szilikagél feliiletére (7. abra)
- polimer, illetve polimer moédositasu fazis, ahol a triklér-szilanokat feleslegben

alkalmazzak, és tobbszordsen elagazo szerkezeti alkil-szilikat feliilet keletkezik.

13



/
O\ / CHs / CH,
""""" , 0 0
5 N /CH3 e Si—O0——Si—CygH Si— 0 —Si—CygH
_______ — S —O0—§i— N0 &i—
0 + Si\ —— O/ T4 1,0 > / Ao
_\Si_OH cl CieHar \ cl \ OH
/ —Si—OH —Si—OH
(o] / /
o o

7. abra: Szilanizalasi reakcid diklor-dialkil-szilannal (atmeneti fazis).

Ezekkel a reakcidkkal nem érhetd el teljes boritottsag a szilikagél feliiletén, mindharom
fajta modositas utan maradnak elreagélatlan, szabad vagy éppen arnyékolt szilanol (hidroxil-)
csoportok, melyek hozzaférhetdek lehetnek az analitmolekuldk szamara. Ezek a poléaros
csoportok kolcsonhatasba 1éphetnek az analittal és igy a kromatografias tulajdonsagok toltetrol
toltetre, sarzsrol sarzsra valtoznak. A szabad szilanol csoportok jelenléte miatt tehat az ilyen
oszlopok tulajdonsagai nem reprodukélhatoak, igy ezeket a tolteteket iddvel teljes egészében
felvaltottak az utanszilanizalt (endcapped) szilikagél alapu allofazisok. Ezeknél a tipusoknal a
gyartas soran a szilanizalasi reakcidt egy ugynevezett utanszilanizalas koveti, mely soran —
altalaban trimetil-klor-szilannal reagaltatva a modositott szilikagélt — csokkentik a hozzatérhetd
szilanol csoportok szamat.

Az atmeneti modositasnal, (7. abra) ) hozzaférhetd szilanol-csoportok jelennek meg a
felilleten, amelyek megvaltoztatjdk a hidrofob/hidrofil feliiletaranyt. Egymastol eltérd
tulajdonsagu allofazisokat kapunk, a toltetek mindsége sarzsrol sarzsra valtozhat.

A polimer-monomer fazis megkiilonboztetésének egyik és legelterjedtebb modja, ha
benzpirént (BP) és tetrabenzo-naftalint (TBN) (8. abra) tartalmaz6 tesztelegyeket juttatunk a
kolonnara, és vizsgaljuk a relativ retencidjukat. A két molekulanak eltétd az alakja: a benzpirén

hossztkas palcika alkatu, a tetrabenzo-naftalin pedig gdmbszimmetriat mutat.
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Tetrabenzo-naftalin

Benzopirén O O

pélca modell gdmb modell

8. abra. Az alakszelektivitas ellendrzésére hasznalt vegyiiletek (palcika-gémb modell).

Ha azonos a vizsgalando vegyiiletek hidrofob jellege, akkor a molkulak alakja szabja meg
a retenciot, ezt hivjak alakszelektivitisnak.?® A monomer boritasu szilikagélen a BP és a TBN
hasonloan férnek hozzéd az allofazishoz, ott a mozgofazisban vald oldhatdsidg szabja meg az
elvalasztast (9a. abra). Minél nagyobb azonban polimerizacié foka, a TBN annal kevésbé tud
behatolni a dendrimer szerkezetbe, ellenben a palcika alaku BP kedvezd kolcsonhatasokat

alakit ki az elagazo szerkezettel (9b. abra).

O

a.) Monomer modositasa allofazis b.) Polimer modositasa allofazis

9. abra. Monomer (a.) és polimer (b.) mddositasu allofazisok hozzaférhetésége a minta molekulak

szamara, BP és TBN tesztmolekulakkal (palcika-gdmb modell) bemutatva.

A policiklusos aromas szénhidrogénekkel (PAH) modellezett rendszerrel elérevetithetd,
hogy karotinoidok esetén a polimer boritottsagu all6fazisok jobb elvalast adnak: a hosszu
szénlancu karotinok a palcika alaki BP-hez hasonloan viselkednek az allofazison.

A 80-as években még a monomer modositasu fazisok voltak az elterjedtebbek, mert

eléallitasuk egyszertibb volt. Hamar kideriilt azonban, hogy a polimer modositasu allofazisok
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hatékonysadga sokkal nagyobb a hasonld szerkezetli anyagok elvalasztdsa terén, ez
bebizonyosodott a karotinoid izomerek analizise esetén is.?33° Epler és mtarsai hatvanot féle,
foként Cis-as monomer, oligomer és polimer modositast fazist vizsgaltak hét karotinoid

elvalasztisara és visszanyerésére.’!

Szelektivitas (selectivity) szempontjabol a polimer
modositasu Cis-as szilikagélek bizonyultak a legmegfeleldbbnek. Monomer oszlopokkal a
lutein (14) és zeaxantin (16) elvalasztdsa nem volt megvaldsithato, illetve megemlitik a
geometriai izomerek elvalasztasanak hatékonysagat a polimer modositisu oszlopokon.’? A
visszanyerés (recovery) vizsgalatanal nem fliggetlenithetd az allofazis fajtaja az alkalmazott
eluenst6l. Mind monomer mind polimer modositasu (illetve oligomer modositast) allofazisnal
a metanol és metanol alapu eluensek novelték a visszanyerési szazalékot.’!

A feliileti boritottsagon (carbon load) kiviil az all6fazisok egyéb tulajdonsagai is
befolyasoljak az elvdlasztds hatékonysagat, ugymint a szilikagél szemcsék mérete
(szemcseméret), alakja vagy a szemcséken belilli poérusok mérete (pérusméret). A
kromatografusok a szemcseméret csokkentésével novelték az elvalasztas hatékonysagat, mara
szinte kizarolag az 5 és 3 um-es vagy ennél kisebb szemcseméretii tolteteket alakalmazzak. A
kis szemcseméret elénye, hogy noveli a hatékonysagot? és csokkenti az olddszer fogyasztast
kisebb oszlopok hasznélataval. Hatranyuk az oszlopok ¢lettartamanak rovidiilése a
megnovekedett hattérnyomas miatt, illetve a kis oszlopok, valamint a hozzajuk hasznalt
vékonyabb kapillarisok kénnyen eldugulnak. A minték itt tobb el6készitést (szlirést, tisztitast)
igényelnek. Ez a kdvetelmény kiilondsen hatranyos novényi mintakbdl extrahalt karotinoidok
esetében, ahol a karotinoidok érzékenysége miatt igyeksziink minimalizalni a mintaeldkészitési
1épések szamat. Az alaposabb mintaeldkésztés helyett, vagy mellett hasznalhatok elotét
oszlopok (guard column). Karotinoidanalizisben a 25 cm hossza acél oszlopokba toltott 5 és 3
um-es szemcseméretli forditott fazist toltetek hasznalata a legelterjedtebb. Az irregularis
szemcsealakot felvaltotta a gomb alaku szilika szemcse, mellyel egységesiteni tudtdk az
allofazis szemcseméretét €s reprodukalhaté tulajdonsagu oszlopokat gyarthattak. A kisérletek
alapjan a porusméret csupan kiilonbozd hosszisagu karotinoidok esetén (pl. likopin (7) és
B-karotin (1)) van hatéassal a szelektivitasra. Azonos méretii karotin szénlanc esetén ez a hatas

nem érvényesiil.’!

Eltérd hosszusagu karotinoidok elvalasztasakor a porusméret ndvekedésével
csokken a szelektivitas, tehat a kisebb porusméret a kedvezdbb. A nagyon kis porusméretek
(15, 20, 30 A) viszont — karotinoidok esetében — felvetik a méretkizaras problémajat. A
porusméret és a feliileti boritottsdg nagymértékben Osszefiiggd paraméterek. A feliileti
boritottsag novelésének egyik modja az alap szilikagél feliiletének novelése kis porusméreti

szilika gyongyok hasznalataval. Manapsag a leginkdbb hasznéilatosak a 100 A poérusméretii
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allofazisok, a feliilet boritottsadga eltérd lehet, de a fent targyaltak alapjan a polimer modositasu
fazisok valtak elterjedtté.

Els6ként Sander és munkatarsai 1994-ben szamoltak be a Cso-as allofazis fejlesztésrol,
amikor harminc szénatomos triakontil-klérszilannal végezték a szilanizalasi reakciot.®® Az itt
kifejlesztett polimer utanszilanizalt Cso-as toltet 1ényegesen jobb szelektivitast adott az dsszes
vizsgalt karotinoidra (asztaxantin (65), kapszantin (71), lutein (14), zeaxantin (16), kantaxantin
(63), B-kriptoxantin (10), echinenon (59), 9-cisz-, 13-cisz-, 15-cisz-B-karotin, transz-B-karotin
(1), a-karotin (2), d-karotin (6) és likopin (7)). Lathato, hogy igyekeztek lefedni az egész
polaritasi tartomanyt. Kiilondsen nagy noOvekedést tapasztaltak a [-karotin izomerek
elvalasztasdnak hatékonysdgaban a polimer modositasu Cis-as oszloppal szemben. Sander és
tarsai kisszogli neutronszorassal (SANS) vizsgaltak a kiilonbozd altaluk eldallitott Cis és Cso-
as toltetek boritottsaganak vastagsagat (azaz a szilikagélre kapcsolt tizennyolc és harminc
szénatomos alkillancok alkotta ,héj” vastagsagat) (1. tablazat).>* A kisszogli neutronszoras
(small angle neutron scattering-SANS) egy anyagszerkezet vizsgéalati modszer, amellyel
nanométeres mérettartomanyban tarhatjuk fel a minta tulajdonsédgait. Neutronokkal sugarozzak
be a mintat, mely roncsolasmentesen halad at rajta és az athaladas sordn szoérodik, azaz az
eredeti iranytdl elhajolva halad tovabb a mintabol kilépve, a szérasképet vagy szorasi stiriiséget
a minta részecske mérete és alakja hatdrozza meg. A vizsgalhaté mérettartomany 2-400 nm.
Sanderék 1985-ben szilikagélt vizsgalva SANS modszerrel azt talaltak, hogy nemcsak a szilika
részecskéknek de a benniik talalhatd pérusoknak is van szdrasi stirlisége (amely iires porusok
esetén 0).% Késébb a porusok neutronszérasanak elkeriilése érdekében, és hogy a
kromatografias koriilményeket modellezzék, metanolban szuszpendalva vizsgaltak az alkil
lanccal boritott tolteteket. Azt talaltak, hogy a szilika szemcsék feliiletét borito réteg vastagsadga
példaul Cis-as toltet esetében az oktadekan szénldnc hossza szamitasok alapjan 23 A, mig a
polimer moédositast Cis-as szilikagél héj vastagsaga a SANS mérések alapjan csak 21 A. Ennek
oka, hogy oldoszerben a szénldncok jelentds része hajlitott, illetve rendezetlen allapotban van.
Ugyanezt tapasztaltak a Cso-as toltet és triakontdn 6sszehasonlitasakor is. Azt a kovetkeztetést
is levontak, hogy a polimer modositasu all6fazisok vastagabbak, mint a monomer
modositasuak. Az 10. abran jol lathatd, hogy a monomer moddositastt Cso-as allofazis
vastagsidga majdnem eléri a karotinoidok (30 A) hosszat, mig a polimer Cis-as fazis lényegesen
vékonyabb. Igy konnyen elképzelhetd, hogy a karotinoidok és a Cao-as allofazis kozott
kialakul6 kolcsonhatdsok 1ényegesen erdsebbek, mint az oktadecil fazisoknal 1étrejovok, ez

nagymértékben ndveli az elobbi fazis szelektivitasat karotinoidokra.
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1. tablazat. Alkillinccal modositott szilikagél héjvastagsaga.>

All6fazis tipusa vastagsag (nm)
Ci1s monomer 1,740,3
Cis polimer 2,1+0,3
C30 monomer 2,540.4

mono poli  mono
Cis Cz  Cao

AL

10. abra. A B-karotin (1) és s-transz szénhidrogének kalottamodellje. A fliggdleges pontozott
vonalak jelzik a kiilonboz6 allofazisok vastagsagat kisszogli neutronszoras (SANS)

vizsgalattal kapott eredmények alapjan.’

Az allotazis mindségeén kiviil természetesen az alkalmazott eluens vagy eluensek is
hatassal vannak az elvélasztasra. A karotinoidok gyakorlatilag vizben oldhatatlanok, igy a viz
mint eluens csak moddosité adalékként hasznalhatd. Az eluens f6 komponense egy kis
viszkozitasu, polaros szerves olddszer, melyhez sokféle modosit6 komponens adhatd a
megfeleld oldodas €s retencids id6 beallitasara. Ezen kritériumoknak leginkabb a metanol és az
acetonitril felel meg, ezek a legelterjedtebb eluensek a karotinoidanalizis teriiletén. A metanol,
vagy metanol alapu oldoszerekkel nagyobb visszanyerés érhetd el a karotinoidoknal Cis-as
allofazison, mint acetonitril esetében.’! Hozzaadott modositdszerként korabban klértartalmu
oldoszereket alkalmaztak (kloroform, diklormetan) jo oldoszer tulajdonsaguk és a
szelektivitasra gyakorolt kedvezd hatdsuk miatt. A modern HPLC-s gyakorlat mar nem

hasznalja dket illékonysadguk és a bomléds sordan keletkezd sosavtartalmuk miatt, mely a

rrrrrrrr
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gradiens eltciés modszer. Gradiens alkalmazéasakor az elvéalasztds soran valtozo Osszetételii
eluenssel elualjuk a minta komponenseit az allofazisrdl. A gradiens elucid elénye, hogy joval
nagyobb polaritési tartomany fedhetd le vele és a szelektivitast is ndveli. Hatranya viszont, hogy
noveli a modszer komplexitasat, igy csokkenti a reprodukalhatosagot, valamint minden analizis
utdn az oszlop mosasat és Ujrackvilibralasat igényli. Ha egy ndvényi minta extraktumat kell
megvizsgalni, érdemes gradiens eluciot alkalmazni, hiszen ezzel a teljes karotin polaritasi profil
lefedhetd. Gradiens elucié alkalmazasakor a viz, mint adalék olddszer gyakran el6fordul a
kezdd eluensben, pontosan a polaritds ndvelése miatt. Cso-as oszlopon, melynek elvélasztési
hatékonysaga a legtobb karotinoidra nagysagrendekkel jobb, mint a Cis-é, a viz teljes
elhagyésaval példaul a polaros B-kriptoxantin (10) és echinenon (59) nem valnak el, mig vizes
eluenssel kezdve a gradienst, az elvalasztias megoldhato.>

A hoémérsékletnek az elvdlasztds hatékonysagara gyakorolt hatdsar6l sem szabad
megfeldkezniink. Wheeler és munkatérsai dsszefoglalé cikkében®® irtak a szilika alapt forditott
fazisu allofazisok ,,fazisatalakulasardl”, mely a hdmérséklet valtozasanak hatasara kovetkezik
be. A hosszl szénldncu (> Cie) ligandumok olvadasszerli fazisatalakulason esnek at, ez a
folyamat monomer Cis-as allofazisoknal szobahémérséklet koriil (25 °C), polimer fazisoknal
kicsit magasabb homérsékleten kovetkezik be. Alacsonyabb homérsékleten a szénlancok
~megfagynak™, rogziilnek egy rendezetlen konformécidoban a szilikagél feliiletén, mig a
hémérséklet emelésével a lancok nagy amplitudéval mozogni kezdenek és folyadékszerii
allapotba keriilnek. Hosszukas molekuldkra (PAH, karotinoidok) szobahdémérsékleten, vagy
alacsonyabb homérsékleten kapjuk a legjobb szelektivitast polimer modositasu alléfazison. Az
analit molekulak ekkor be tudnak hatolni a rogziilt [ancok kozé, igy javitva a szelektivitast. Ezt
a folyamatot mas kutatok is leirtak, Pursch és kutatocsoportja®’ Cso-as allofazisok A vitamin-
acetattal vald vizsgalatakor hasonld eredményre jutottak. A hémérséklet novelésével itt is
novekszik a gauche konformacié mértéke az alkillincok ndvekvo mobilitdsa miatt (11. abra).
A retencids 1d6 ugyan forditottan aranyos a hdmérséklettel, tehat az analizis 1d6 rovidithetd a
homérséklet emelésével, viszont szamolnunk kell a szelektivitas romlasaval.?® Természetesen

crer

csdkkenthetd a szénlancok mobilitdsa, de a retencids idé meghosszabbodik.*®

19



NSO

11. abra. Modell az alakfelismerésre Cso-as alléfazison magasabb hémérsékleten (bal) és

szobahdmérséklet alatt (jobb).?’

A HPLC technika fejlédésének egyik célja az analizis id6 ¢és a felhasznalt
oldoszermennyiség csokkentése, az erre alkalmas rendszerek az ultra (nagy) hatékonysagu
folyadékkromatografias berendezések (UPLC-ultra performance liquid chromatography,
UHPLC-ultra high performance liquid chromatography), melyeket flash vagy gyors
kromatografidnak is neveznek. Az itt alkalmazott oszlopok kisebb atmérdjliek (narrow bore,
~2,1 mm), a toltetek kisebb porusméretiick (< 2 um), ebbdl fakadoéan az oszlop hattérnyomasa
magasabb. Mig a normal HPLC berendezések altalaban 400 barig tizemeltethetok, az UHPLC-
k atlagosan 1000-1200 barig. A nagyobb nyomas az elvalasztasban is nagyobb hatékonysagot
jelent. Ezen technikdkhoz megjelentek a nagy mechanikai stabilitast szilikagél alapu
allotazisok (HSS-high strength silica) és egyéb technologiai tjitasok. Ezek az oszlopok igen
dragak ¢s joval kisebb az élettartamuk, mint a hagyomanyos allé6fazisoknak, novényi mintak
analizisénél alapos mintaelokészitést igényelnek. Az utobbi idében szamos kdzlemény jelent
meg a karotinoidok UHPLC-vel vagy UPLC-vel torténd vizsgalatarol is.>** Kisszamu és
szerkezetileg eltéré molekulak esetén az elvalasztas optimalizalhatéo UPLC-s koriilményekre és
oszlopokra is*°, azonban ezek az oszlopok még nem igazan alkalmasak komplex novényi
mintak analizisére, ahol sok hasonl6 szerkezetli molekula (pl. izomerek) elvéalasztasa a cél.*?

A HPLC technikakban hasznalatos detektalasi modszerek rendkiviil sokfélék, itt csak a
karotinoid analizisben hasznalatos detektalasi modokra térek ki.

A leginkabb elterjedt mdodszer az UV/Vis detektor hasznélata. Ezek egyszertibb valtozatai
a valtoztathato hullamhosszi detektorok, ahol egyszerre egy hullamhosszon Iehetett a
fényelnyelést mérni. Az egyszerli spektrofotométereket és detektorokat felvaltottak az

ugynevezett diddasoros (DAD, diode array detector) berendezések, melyek a teljes spektrum
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felvételére képesek, az értékekbdl a retencids 1d6 fiiggvényében harom dimenzids
kromatogramot rajzolnak. A karotinoidok specidlis spektrofotometriai tulajdonsdgai miatt
(elnyelés a lathatd tartomanyban és a spektrum alakja - tobb abszorpciés maximum a
spektrumban) érthetd, miért az UV/Vis detektorok valtak a leginkabb kézenfekvd detektalasi
eszkozzé.

A kapcsolt technikdk folyadékkromatografids szempontbol legjelentésebb képviseldje a
HPLC-MS, azaz a detektalas tomegspektrométerrel torténik. Ma mar a legtobb karotinoid
moltdmeg- és fragmentacios adatai elérhetdek, az irodalomban nagy mennyiségii referencia 4ll
rendelkezésre. A HPLC-DAD-MS(/MS) modszerrel egyszerre meghatarozhaté a karotinoidra
jellemzd UV/Vis spektrum, a molekulatomeg, €s esetleg a vegytiletre jellemz6 fragmentacio is,
igy sokszor egy komplex ndvényi rendszer komponensei egy kromatogrambol is azonosithatok.

Az 1980-as évek elejétdl a nagyhatékonysagu folyadékkromatografia gyors iitemi
fejlodésével e modszer is egyre nagyobb szerepet kapott a karotinoidkutatasban intézetiinkben
1s.

Baranyai és munkatérsai a pirospaprika karotinoidjainak analizisét dolgoztak ki HPLC

mobdszerrel. **

Hazilagos készitésti, allando térfogatii szivo oldali gradiens keverdvel adott
oldoszer gradienst tudtak elérni, ezzel lehetévé valt, hogy a széles polaritas tartomanyt feldleld
karotinoidokat egy kromatogrambol kiilon-kiilon mérjék, az igen polaros kapszorubintol (75)
az apolaros szénhidrogén [-karotinig (1). Az egyes csucsok azonositdsat kiilonbozo
hullamhosszokon detektalt mérésekkel, standard anyagokkal és specifikus szdrmazékképzési
reakciokkal (,,savazas”, redukcid) végezték el.*® A karotinoid-5,6-epoxidok sav hatdsara
karotinoid-5,8-epoxidokka rendezddnek at, polaritasuk csokken, és mivel a konjugélt kettds

kotés rendszerbdl egy kettds kotés kiesik, spektrumuk alacsonyabb hullamhossz irdnyaba

tolodik el (12. abra). Egy kettds kotés kiesése a konjugalt rendszerbdl kb. 20 nm eltolddast

X X
(o] H"
—_—
HO HO

12. abra. 5,6-Epoxidok atrendezdédése 5,8-epoxidokka

jelent.

Hasonlo6an, a konjugalt ketocsoport redukcidja is (13. abra) az UV/Vis spektrum 20 nm-

es hipszokrom eltolodésat idézi eld, mikdzben polarosabb hidroxitermékek keletkeznek.
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13. abra. A k-végcsoport redukcidja

Mindkét modszer kitling lehetdséget biztosit a jellemzd végcsoportot tartalmazo
karotinoidok sokkomponensii elegybdl vald kimutatasara.

E modszerek segitségével elvégezve a piros paradicsompaprika karotinoid-analizisét 15
csucsot hatdroztak meg, melyekbdl 6t6t nem tudtak azonositani. Ezt az 6t komponenst
hosszadalmas preparativ  kromatografias modszerrel izolaltak és  elvégezték a
szerkezetazonositast.*® Igy piros paprikabol el8szor sikeriilt kristalyosan izolalni a kapszantin-
5,6-epoxidot (73), az egyik kapszokrém epimert €s a karpoxantint (19). A tovabbi két festék az
addig csak kevéssé ismert szerkezetii biciklo-3,6-epoxi-5-hidroxi végcsoporttal rendelkezd
karotinoidnak bizonyult: kukurbitaxantin A (46) és kapszantin-3,6-epoxid (103).

Ezeken az eredményeken felbuzdulva kezdtek el Deli és munkatarsai az 1980-as évek
masodik felétdl a paprika karotinoidok analizisével, egyes komponensek izoldlasaval és a
bioszintetikus utak kutatdsaval foglalkozni. Az altaluk 1991-ben publikalt HPLC eljaras*
alkalmas névényi minték teljes karotin profiljdnak bemutatdsira. A LaborMIM altal készitett
Chromsil Cis 6pm-es porusméretii allofazist alkalmaztak. Eluensként 12 v/v% viz-metanol (A),
50 v/v% aceton-metanol (B) és metanol (C) oldoszerek keverékét hasznaltdk gradiens
elicioban.> A fent emlitett Chromsil szilikagél oszlopok egyike nem utinszilanizalt (not
endcapped) szilikagél toltetet tartalmazott. Osszehasonlitva az analiziseket az utanszilanizalt
(endcapped) szilikagél alapu tolteteken mért mintakkal kideriilt, hogy némely komponensek
elvalasztdsara alkalmasabb a nem utanszilanizalt toltet (pl. lutein (14) és zeaxantin (16)
elvalasztdsa megvalosithatd nem utdnszilanizalt Cis-as allofazissal mig utanszilanizalttal mar

3 miszerint az allofazisok

nem).” Hasonlé eredményre jutott Sander és csoportja is,
szelektivitasat a szilanol csoportok aktivitdsa csak abban az esetben befolyasolja, ha az analit
poléros. PAH vagy apolaros karotinok (o- (2), B-karotin (1) vagy likopin (7)) esetében az
utdnszilanizalas nem valtoztat 1ényegileg a szelektivitason. Lutein (14) és zeaxantin (16)
mérésekor azonban a szabad szilanol csoportokkal kialakitott kdlcsonhatasok nagymértékben

rontjak a minta komponensek elvalasat.
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A miiszeres analitikai modszerek (HPLC) és detektalasi mddjainak fejlodése lehetove
tette a korabban nem kimutathato, kis mennyiségben jelenlévé komponensek azonositasat,
elvalasztasdt is. A modern szerkezetvizsgdldo moddszerek elterjedésével pedig e kis
mennyiségben jelenlévé komponensek pontos szerkezetének meghatarozasa is elvégezheto.
Ennek eredményeként sikeriilt az ezt kovetd mintegy hisz évben kozel 20 1j, kismennyiségben

eléfordulé karotinoidot izolalni piros paprikabol, és szerkezetiiket meghatarozni.*’
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IV. Célkitiizések

A karotinoidok HPLC analitikajaban haszndlatos Cis-as és Cso-as allofazisokon végzett
elvalasztasok Osszehasonlitdsa, részletesen kitérve a kiilonbozd fazisok hatékonysagara az
eltér6 szerkezetek esetén (ugymint szénhidrogének, polaros csoportot tartalmzok, «
végcsoportot tartalmazok, € ¢€s B végcsoportot tartalmazok, sztereoizomerek, epoxi-
karotinoidok, geometriai izomerek analizise).

A természetben eléforduld karotinoidok mindségi analizisére leginkabb alkalmas eljaras
megtalalasa, a novényi extraktumokban megtalalhaté nagyszamu ¢€s igen eltérd szerkezeti
karotinoid molekulak esetén nemcsak a f6 komponensek, de a minor vegyiiletek azonositéasa is.
Karotinoid 5,6-epoxidok konfiguracios izomerjeinek elvalasztasa, illetve a pontos konfiguracio
meghatarozasa kiralis allofazist alkalmazva. A hidroxil csoport nélkiili epoxid végcsoportot

tartalmazé vegyiiletek sztereoizomerjeinek elvalasztasa.
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V. Kisérleti rész

Reagensek és standardok

A folyadékkromatografias olddszerekként (metanol, viz, aceton, terc-butil-metil-éter) a
Scharlab Kft.-td] vasarolt HPLC mindségili vegyszereket hasznaltunk. A karotinoid mintak egy
része izolalt vagy félszintetikus forrasbol allt rendelkezésre. Az un. ritka karotinoidok izolalasat
kutatocsoportunk végezte korabban, szerkezetazonositasuk minden esetben MS, NMR ¢és CD
spektrumuk alapjan tortént (referencidkat lasd a Fiiggelék 9.1. Tablazataban). Az izolalast és
szintetikus modositasokat kutatocsoportunk végezte standard modszerek szerint.> % 1° Néhany

specialis anyagot tiamogatonktol, a CaroteNature Gmbh-t6l kaptunk.

Félszintetikus karotinoidok elodllitasa

A félszintetikus karotinoid 5,6-epoxidokat a megfeleld vegyiilet 5,6-0s helyzetli kettds
kotésének perftalsavval vald epoxidaldsaval allitottuk el8.*® Karotinoid 5,8-epoxidokat a
megfeleld 5,6-epoxidok sdésavas kezelésével allitottuk el8.* Az oxokarotinoidok natrium-
borhidrides redukcidjaval késziiltek a hidroxiszarmazékok.** A karotinoidok (Z)-izomerjeit
jodkatalizalt fotoizomerizacioval allitottuk el az Ossz-transz  vegyiiletekb6l.> A
szarmazékképzéssel ~ eldallitott  karotinoidokat  ha  sziikséges  volt,  klasszikus

oszlopkromatografidas modszerrel CaCO3 oszlopon kromatografaltuk.

Mamey extrakcio

A panamai piacrdl (Panama City, Panama) szarmazo piros mamey gyiimolcs husat (500
g) porcelan mozsarban 50 g NaHCOs-tal homogenizaltuk, majd acetonnal extrahaltuk tobbszor,
mig az extrahdlo oldészer szintelen maradt. Az extraktumot Et2O/n-hexan (1:1) elegyével
higitottuk és vizes mosassal tavolitottuk el az acetont, majd szaritds (Na2SO4) utan beparlas
kovetkezett. A szilard maradékot Et2O-ban oldottuk és metanolos KOH-dal szappanositottuk.
Szappanositas utan az éteres oldatot vizzel mostuk lugmentesre, széritottuk, majd beparoltuk.

A mintat felhasznalasig benzolos oldatban -20°C-on taroltuk.

Késziilékek:

Az UV/Vis spektrumokat Jasco-530 spktrofotométerrel vettiik fel benzolban.

A '"HNMR (400 MHz) és *C NMR (100 MHz) spektrumok Varian UNITY INOVA 400-
WB spektrométerrel és Bruker DRX Avance II (500/125 MHz for 'H/!*C) spektrométerrel
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késziiltek. A kémiai eltolodasokat belsé TMS referencidhoz ('H) vagy a maradékoldoszer-

jelhez (3C) viszonyitottuk

Nagy hatékonysagu folyadékkromatografia (Cis, Cso)

A HPLC analizisek Dionex P680 tipusu qvaterner analitikai pumpa, Dionex PDA 100
UV/Vis detektor (Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, MA), Dionex oszloptermosztat és
Chromeleon 6.8 szoftver hasznélataval késziiltek. A pontos HPLC rendszer leirasa az alabbi 2.

tablazatban talalhato.

2. tablazat: HPLC koriilmények.

250 x 4.6 mm aramlés: 1.25 ml/perc 0-2 perc: 100 % A,
oszlop, eluensek: 2-10 perc: to 80% A/20%B,
LiChrospher A: H2O/MeOH = 12/88 v/v% 10-18 perc to 50 % A/50% B,
5 100 RP 18e B: MeOH 18-25 perc to 100 % B,
% (Merck KGaA) C: Aceton/MeOH = 50/50 v/v%  25-27 perc 100 % B,
E 5 um endcapped 22 °C 27-33 min to 100 % C,
A=450 nm 33-38 min 100 % C,
38-40 min to 100 % B (linearis
1épésekben)
250 x 4.6 mm aramlés: 1.00 ml/perc 0-90 perc: 100% A/0% B-rdl 100%
oszlop, eluensek: B-re (linearis 1épésekben)
g YMC C30 (YMC A: MeOH/TBME/H20 = 81/15/4
é Europe GmbH)  v/v%
§ 3 um endcapped B: MeOH/TBME/H20 = 6/90/4
= vIv%
22 °C
A=450 nm
HPLC-MS analizis:

A HPLC-MS mérések egy Dionex P580 NDG pumpan, egy 250 x 4.6 mm belsé atmérdji
YMC C30, 3 um szemcseméretii oszlopon torténtek. A spektrumokat egy Finnigan AQA single

quadrupole tomegspktrométer segitségével rogzitettiik. A mérések APCI ionforrassal, pozitiv
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modban torténtek, splitting alkalmazasa nélkiil. A kdvetkezo beallitasokat alkalmaztuk: korona

fesziiltség 4 kV, hémérséklet 400 °C, full scan mod, adatgyiijtés 0.2 scans/s.

Kirdlis HPLC-DAD analizis:

Az analiziseket Dionex rendszeren (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA), P680
gradiens pumpan és PDA-100 detektoron, Chromeleon 6.70 szoftver segitségével végeztiik,
Dionex oszloptermosztat alkalmazasaval.

A kirdlis elvélasztashoz 250 x 4,6 mm belsé atmérdjli, 3um szemeseméretili, Chiralcel
OD (Daicel, Chemical Industries, Ltd.) oszlopot hasznaltunk.

Eluens-1: (A) MeOH/EtOH (1:1); (B) MeCN/EtOH (1:1). Linearis gradienst
alkalmaztunk 100% A eluensrél 100% B-re 30 perc alatt, 1 ml/perc aramlassal, 28 °C-on.

Eluens-2: n-hexan/EtOH (1:1) izokratikus elucioval 0,5 ml/perc dramlassal, 28 °C-on.

HPLC-CD analizis:

Az analizist Jasco HPLC rendszeren végezték, a HPLC-UV és -OR kromatogramokat
Jasco MID-910 UV és OR-2090Plus kiralis detktorral hatdroztak meg. A HPLC-ECD gorbéke
felvétele specifikus hullamhosszon Jasco J-810 CD spektropolariméterrel tortént. Az

alkalmazott oszlop tipust és eluens rendszert a megfeleld abraknal tiintettem fel.
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VI. Eredmények

6.1. Cigés Cao-as allofazisok dsszehasonlitasa’!

Vizsgalatainkhoz a Cis-as allofazis esetén az intézetlinkben kordbban kidolgozott, és a
paprika karotinoidok vizsgélatanal jol bevalt rendszert alkalmaztuk (Kisérleti rész 2. tablazat
I. Modszer).> A Kkarotinoidok eluciés sorrendje Cis oszlopon koveti a Krinsky altal
t52:

meghatarozott polaritasi sorrendet’: a karotinok, keto- és epoxikarotinoidok joval er6sebben

adszorbealddnak, mint a hidroxivegyiiletek (Fiiggelék 9.1. Tablazat).

A Cso-as allofazisra alkalmazott moddszer az irodalomban fellelheté modszerek
tovabbfejlesztett valtozata (Kisérleti rész 2. tablazat I1. Mddszer).>* 3* Az eluens polaritasa itt
is mérséklddik a gradiens program soran, de az analit molekuldk elicids sorrendje ezen az
allofazison nem minden esetben koveti a polaritdsi sorrendet.

Apro kiilonbségek a molekulaszerkezetben szignifikans kiilonbségeket eredményeznek a
retencioban mindkét allofazist tekintve. Ezeket az altalanos jelenségeket az alabbiakban néhany

reprezentativ karotinoid péld4ajan mutatom be.

6.1.1. Szénhidrogének elvalasztasa

Karotin szénhidrogének Cig allofazison alig, Cso-on viszont kivaldan elvalaszthatok. Cis-
on az Osszes karotin kb. 2 perc retencios id6 kiilonbséggel elualddik: a nyilt lanct szdrmazékok
a legkisebb retencids iddvel jelennek meg, ezeket kdvetik az e-, majd végiil a B végcsoportot
tartalmazod karotinok. Mig a szénhidrogének alapvonal elvalasztasa Cis-on nem megoldhato, a
retencids 1d6 kiilonbségek Cso-on perces nagysagrendiiek (14. abra).

Az apolaros molekuldk esetén a harminc szénatomos alkilldnccal modositott szilika alapu

33.55 jgazoltnak latszik. Nagyon kis eltérés a

fazis és a karotinok kozotti intenziv kdlcsonhatas
ciklohexén gytirli szerkezetében, mint példaul a kettds kotés helyzete, komoly valtozast okoz a
retencidban: az & végcsoportot tartalmazd karotinoidok hamarabb elualédnak, mint a
végcesoportiak: e-karotin (3) < a-karotin (2) < B-karotin (1) vagy 6-karotin (6) < y-karotin (4)
(14. abra). A nyilt lanca végcsoport (y) jelenléte jelentésen megndveli a retencids idot (o-
karotin (6) < y-karotin (4) < likopin (7)). Ennek magyarazata, hogy a nyilt lanct molekulak,

nyujtott konformacidban nagyobb feliileten képesek az allofazissal kolcsdonhatasba 1épni.
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14. abra: Karotinok retencids ideje Cso-as allofazison.

A konjugilt poliénlanc hossza szintén korrelal a retencids paraméterekkel: tobb konjugalt
kettds kotés nagyobb retenciot eredményez Cso-as oszlopon (lasd. B-zeakarotin (5) < y-karotin
(4) <torulin (9), vagy C-karotin (8) < likopin (7)). A konjugalt m kotések nagy elektronsiiriiséget
eredményeznek, mely erdsebb masodlagos kolcsonhatdsokat eredményez az allofazis

szénlancaival.>®

6.1.2. Polaros karotinoidok elvalasztasa

Az epoxi, hidroxil és oxo funkcios csoportokat tartalmazo poléaros karotinoidok a Cis-as
oszlopot relativ polaritasuk sorrendjében hagyjék el (15. abra). Ezen relativ polaritdsi sorrendet
metanol-petroléter rendszerben valé megoszlas alapjan hatéroztak meg.>> A retencios idébeli
kiilonbség az oxo- ¢és hidroxikarotinoidoknal Cis-on kicsi, mig az eltérések Cso-on

szignifikansak (16. abra).
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15. abra: Néhany polaros karotinoid retencios ideje Cis-as allofazison.

Azon molekuldknal, melyek kizar6lag hidroxilcsoportot tartalmaznak, a retencios id6 a

hidroxilcsoportok szdmanak novekedésével csokken mindkét allofazison. Az epoxicsoporttal

rendelkez6 karotinoidoknal viszont C3o-on az elticids sorrend nem kdveti a polaritast.

Ez a jelenség megfigyelhetd a Cso-as oszlopon mért retencids id6knél, ahol az elucios
sorrend epoxi- ¢és hidroxikarotinoidoknal a kovetkezd: violaxantin (47) < B-kriptoxantin-

5,6,5°,6’-diepoxid (36) < anteraxantin (37) < lutein (14) < B-karotin-5,6,5",6’-diepoxid (25) <

zeaxantin (16) < B-kriptoxantin (10) < B-karotin-5,6-epoxid (22) (16. abra).
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16. abra: Néhany polaros karotinoid retencios ideje Cso-as allofazison.

Az epoxidok, és kiilondsen a diepoxidok, igymint a B-karotin-5,6,5’,6’-diepoxid (25) és
a B-kriptoxantin-5,6,5,6’-diepoxid (36), vagy a violaxantin (47), Cso-as fazison kevesebb 1d6
toltenek az oszlopon, mint az a polaritésuk alapj an varhat6 lenne. Feltehetden a poléros ¢€s nagy
lancai kozott, azaz ezek a molekulak részlegesen kiszorulnak az all6fazisrol. A kisebb feliileten
1étrejové masodlagos kolcsonhatasok miatt pedig hamarabb eludlodnak, mint az egy
epoxidcsoportot tartalmazé, vagy nem epoxid molekulak.

Az oxokarotinoidok késobb elualédnak mindkét fazison, mint a hidroxivegyiiletek. A
retencids sorrend alapjan, példaul asztaxantin (65) < 4,4’-dihidroxi-B-karotin (17) <
kantaxantin (63) < 4’-hidroxi-echinenon (61) < 4-hidroxi-B-karotin (12) < echinenon (59),
megallapithatd, hogy a hidrogénkdtés akceptor oxocsoportot tartalmazo karotinoidok tobb id6t
toltenek az 4allofazison, mint a hidrogén kotésben akceptorként €s donorként is részt vevo

hidroxilcsoportot tartalmazok.
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6.1.3. xk-karotinoidok elvalasztasa

A fent emlitett tendencidk a k-karotinoidokon jol tanulmanyozhatdk. A k-végcsoportot
tartalmazé karotinoidok Ottagu gytriit tartalmaznak, melyen hidroxil- vagy oxocsoport lehet.
Ezen polaros vegyiiletek tipikus piros paprika pigmentek és megtalalhatok néhany kozép
amerikai gyiimdlesben is.>"?

Cis-as fazison, a polaros (oxo- és hidroxil-) csoportok szdmanak névekedése a retencios
1d6 csokkenését eredményezi k-karotinoidok esetében is (17. abra). A lemosddas sorrendje a
kovetkezd: 5,6-diepikapszokarpoxantin (76) < kapszorubin (75) < kapszantin-5,6-epoxid (73)

< kapszantin (71) < kriptokapszin-5,6-epoxid (69) < kriptokapszin (67) < szapotexantin (66).
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17. abra: Néhany kappa végcsoportot tartalmazd karotinoid retencios ideje Cis-as allofazison.

Cso-on az epoxi-k karotinoidok megint csak révidebb 1ddt toltenek az allofazison, mint

az polaritasuk alapjan vérhat6 (18. abra). A kriptokapszin-5,6-epoxid (69) és a kapszorubin
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(75) retencids ideje megegyezik, illetve a kapszantin (71) késobb elualédik, mint a
kriptokapszin-5,6-epoxid (69).

Mindkét allofazis meglehetdsen jo elvalasztast ad a k-karotinoidokra, azonban a Cis
alkalmasabbnak tlinik olyan komplex természetes extraktumok esetén, ahol kapszorubin (75)

¢s kriptokapszin-5,6-epoxid (69) is megtalalhato egymas mellett.
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18. abra: Néhany kappa végcsoportot tartalmazé karotinoid retencios ideje Cso-as allofazison.

6.1.4. € ¢és P veégesoportot tartalmazo karotinoidok elvalasztasa

A kovetkezé emlitésre méltd kiilonbség a Cis és Cso oszlopok kozott az € és B
végcsoportot tartalmazod molekuldk elvalasztisaban van, melyek a gytirlis végcsoportban
szerepld kettds kotés helyzetében térnek el egymastol. Az a- és B-karotin (2, 1) vagy az a- és
B-kriptoxantin (11, 10) nem valaszthatok el alapvonalig Cis-as oszlopon, de Cso-on kivaléan

elvalnak. A sargafolt pigmentek, a lutein (14) és a zeaxantin (16) teljesen egyiitt elualédnak a
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tizennyolc szénatomos allo6fazison (15. abra), de Cso-on elvalnak, és a lutein (14) a zeaxantin
(16) elott elualodik (16. abra). Hasonldan, az anteraxantin (37) és a lutein 5,6-epoxid (43)
szintén egy kettds kotés helyzetében kiilonboznek, csak Cso-on valaszthatok el, itt a lutein-5,6-
epoxid (43) 2 perccel elobb lemosddik, mint az anteraxantin (37). Ahogy azt mar kordbban
emlitettiik, karotinok € végcsoporttal kisebb retencios id6t adnak, mint a 3 végcsoportaak Cso-
on, pl.: e-karotin (3) < a-karotin (2) < B-karotin (1) vagy o-karotin (6) < y-karotin (4) (14. abra).

Oxokarotinoidok esetében hasonld tendencia figyelhetd meg (pl. €,e-karotin-3,3°-dion
(64) < kantaxantin (63)).

Mind apolaros, mind polaros karotinoidoknal lathatd, hogy a konjugalt poliénlanc hossza
befolyassal bir a retencids tulajdonsadgokra Cso-as oszlopon: tobb konjugalt n-elektron hosszabb

retencids id6t eredményez.

6.1.5. Sztereoizomerek elvalasztasa

Annak ellenére, hogy sem a Cis, sem a Cso-as allofazisok nem kirdlisak, szdmos
sztereoizomer elvélasztasa lehetséges haszndlatukkal. A ciklohexangytiriikon 1évé hidroxil-
csoportok térallasa jelentdsen befolydsolja a Cis-as oszlopon valé retencidt, mig Cso-on nincs
ilyen hatasa.

Szinte az Osszes nOvény tartalmaz luteint (14), mely vezetd szerepet jatszik az iddskori
makuladegeneracié megel6zésében.®® Nyers novényi alapanyagok feldolgozasa soran a
luteinben (14) a 3’ helyzetii hidroxilcsoport epimerizalédhat és 3’-epilutein (15) képzddhet.
Ezek a diasztereomerek mind Cis, mind Cso-as oszlopokon jol elvalaszthatok, habar elucios
sorrendjiik forditott a kétféle allofazison, Cis-on a lutein (14) Cso-on a 3’-epilutein (15)
elualodik eldbb. Kovetve az atalakuldst meghatarozhatd, hogy a lutein milyen hanyada vész
karba a feldolgozas soran.

A 3,5,6-trihidroxi-B végcsoport elméletileg négyféle sztereoizomerrel rendelkezik,
ezekbdl harom fordul el a természetben is. A végcsoport abszolut konfiguracidja informaciot
karpoxantinokat kapunk savkatalizalt gytrifelnyildssal anteraxantinbol (37)°!, mig piros
paprikabol vagy Lilium tigrinum szirmabol 3S,5R,6S és 35,55,6S karpoxantinok keletkeznek az

epoxidgyliri enzimatikus felnyilasaval.6> ©

Ezen izomerek elvalasztasa 1ényeges
bioszintézisiik megismerése szempontjabol. A karpoxantin hirom természetes izomere
(karpoxantin (19), 6-epikarpoxantin (20) és 5,6-diepikarpoxantin (21)) nem valik el Cso-as

fazison, de Cis-on igen.
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A 4-hidroxi-karotinoid sztereoizomerek (pl. 4-hidroxi-B-karotin (12), 4,4’-dihidroxi-3-
karotin (17)), melyek a hat szénatomos végcsoport oxocsoportjanak (echinenon (59),
kantaxantin (63)) redukcidjaval képzddnek, nem valaszthatok el sem Cis, sem Cso-as
allofazison, csak kiralis oszlopon lehetséges az analizisiik.

A 6-oxo-k-karotinoidok redukalt hidroxiszarmazékai viszont masképp viselkednek. A
kapszantin (71) redukcidjanak termékei a (6’S)- (79) és (6’R)-kapszantol (78) molekulak,
csupan a hidroxilcsoport térallasdban kiillonboznek egymastol, mégis elvalaszthatok mindkét
allofazison. Cis-on 2 perces retencios id6 kiillonbséggel eludlodnak, viszont Cso-on ez az ido
csak 0,8 perc. Hasonlo retencios tulajdonsagok figyelhetok meg mas redukalt k-karotinoidoknal
is (kapszorubol (98-100), kriptokapszol (82-83), szapotexantol (80-81), stb.). Az elvalasztés
hatékonysaga bemutathatd a két oxocsoportot tartalmazo, aszimmetrikus 3’-dezoxikapszorubin
(77) redukcids termékein is. Tizennyolc szénatomos alkil-szilika 4llofazison mind a négy
lehetséges 6,6’-dihidroxi sztereoizomer (90-93) €s a részlegesen redukalt 6-hidroxi (94, 95) és

6’-hidroxiszarmazékok (96, 97) is elvalnak egymastol €s a kiindulasi anyagtol (77) (19. abra).
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19. abra: A 3’-dezoxikapszorubin (77) redukcids termékei Cs-as allofazison:

L. (6R/S,6'R/S)-3'-Dezoxikapszorubol (90); II. (6R/S,6'S/R)-3'-Dezoxikapszorubol (91);
III. (65/R)-3'-Dezoxikapszorubol-6'-on (95); IV. (65/R,6'R/S)-3'-Dezoxikapszorubol (92);
V. (65/R,6'S/R)-3'-Dezoxikapszorubol (93); VI. (6R/S)-3'-Dezoxikapszorubol-6'-on (94);

VIL. (6'R/S)-3'-Dezoxikapszorubol-6-on (96); VIIIL. (6'S/R)-3'-Dezoxikapszorubol-6-on (97);

IX. 3'-dezoxikapszorubin (77) (Az abszolut konfiguraciokat nem hataroztuk meg.)
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6.1.6. Epoxikarotinoidok elvélasztasa

A karotinoid 5,6-epoxidok koziil a violaxantin (47) €s a neoxantin (56), az abszcizinsav

ndvényi hormon bioprekurzorai.® © 5 .8-Epoxidokkal (furanoidok) egyiitt fordulnak el

kiilonféle novények sziromlevelében és pollenjében, illetve gylimolesdkben és zold levelekben

is.% Az anteraxantin (37) és a violaxantin (47) részt vesznek a xantofill ciklusban, melynek

védd szerepe van a talzott fénybesugarzas karos hatdsaival szemben.’” A természetben az

epoxidgytirti térallasa anti a ciklohexil végcsoport hidroxilcsoportjanak térallasdhoz képest.

Laboratériumi koriilmények kozott az epoxidalas perkarbonsavakkal anti és sziin epoxidokat

eredményez, melyek Cis-as allofazison elvalaszthatok.®® A sziin izomerek retencids ideje

kisebb, mint az anti vegyiileteké.
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20. abra: Karotinoid 5,6-epoxid sztereoizomerek elvalasztasa Cis-as allofazison.

Az 5,6-epoxidok konnyedén atrendezddnek 5,8-epoxidokkd (furanoid) in vitro savas
45
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Az 5,8-epoxid és a ,,szlild” 5,6-epoxid izomerek mennyisége €s aranya a ndvényekben
rendkiviil valtozékony®, azonban az nem minden esetben bizonyitott, hogy a furanoidok
természetes pigmentek, vagy az 5,6-epoxidokbdl epoxid-furanoid atrendezddéssel az izolalas
soran képz6dott miitermékek. A furanoidképz6dés novényi savak altal in vivo katalizalt, vagy
enzimatikus folyamat.’> Példaul a spenét f& epoxid komponense a neoxantin (56) és a
violaxantin (47), mig az oxalsavat nagy mennyiségben tartalmaz6 soska foképp ezen anyagok
furanoidjait tartalmazza. A ndvényi nyersanyagok feldolgozésa soran a furanoidok mennyisége
nd, hiszen a sejtek karosodnak és savtartalmuk felszabadul.®®

A legaldbb két hidroxilcsoportot tartalmazo 5,8-epoxidok kivaldéan elvalnak az 5,6-
epoxidoktol Cis-as szilikan. Viszont az egy hidroxilcsoportot, vagy hidroxilcsoportot nem
tartalmaz6 epoxidok nem valaszthatok el Cis-as allofazison. A B-karotin 5,6-epoxid (22) és 5,8-
epoxid (24) retencios ideje lényegében megegyezik Cis-as allofazison, csakugy mint a f-
karotin-5,6,5’,6’-diepoxid (25), az 5,6,5’,8’-diepoxid (26) ¢és a 5,8,5°,8’-diepoxid (27). A C3o-
as oszlop viszont j6 elvalast biztosit ezen kevéssé polaros regioizomerekre. A Cso-as allofazison
a kettds kotések kiterjedt konjugacidja altalaban nagyobb retenciot okoz. Ahogy azt kordbban
emlitettiik, az 5,6-epoxidok esetében az epoxidgytirii térigénye és polaros karaktere gatolhatja
eredményez, mint ami a polaritds alapjan varhaté volna. Itt ugy tiinik, az epoxid csoport
jelentdsebb befolyassal bir a retencidra, mint a konjugalt poliénrendszer hossza: noha az 5,8-
epoxidok kevesebb konjugalt kettds kotést tartalmaznak, mint az 5,6-epoxidok, a furanoidok
késdbb elualodnak mint regioizomereik.”® Laboratériumban a karotinoid 5,8-epoxidok (vagy
furanoidok) 5,6-epoxidokbol allithatok eld savas kezeléssel. Az epoxid-furanoid atrendezddés
soran kétféle 5,8-epoxid sztereoizomer keletkezik, mikdzben az 5-6s szénatom konfiguracioja
véltozatlan marad. igy példaul a (3S,5R,6S)-(anti)-anteraxantin (37) két természetben is
el6forduld mutatoxantint, a (35,5R,8S) (39) és a (3S5,5R,8R) konfiguracioji (40) epimert
képezi’', mig a mesterséges (3S,55,6R)-(sziin)-anteraxantin (38) két félszintetikus mutatoxantin
epimert ad, (35,5S,8R) (41) és (35,55,8S) konfiguracioval (42).”> Ezeket a mutatoxantin
izomereket kivéve’, nem volt autentikus standardunk igazolt sztereokémidval a furanoid
vegyliletekbdl. A tobbi vizsgalathoz az epoxid-furanoid atrendezddés soran az anti-
epoxidokbol keletkezett elegyeket hasznaltuk. Ezekben az elegyekben a komponensek abszolut

Az 5,8-epoxid szteroeizomerek elvélasztdsa csak Cis-on valdsithatdé meg, abban az
esetben, ha mindkét hattagi gylri rendelkezik hidroxilcsoporttal. A legalabb két
hidroxilcsoporttal rendelkezé monofuranoidok (mutatoxantinok (39), (40), (41) és (42);
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krizantémaxantin (44) ¢és flavoxantin (45) luteoxantin I (50) és luteoxantin II (51)) csakugy,
mint a két hidroxidos difuranoid epimerek (auroxantin I (52), IT (53), I1I (54)) alapvonal elvalast
mutatnak Cis-as allofazison. Ezek az izomerek viszont Cso-on nem valaszthatok el, példaul az
auroxantinok (52-54) harom helyett csak két csticsot adnak.

Azon furanoid molekulék sztereoizomerjei, ahol egy hidroxilcsoport van a hatos gytirtin
(pl. B-kriptoxantin-5,8-epoxid (34)), vagy hidroxilcsoport nélkiilieck (mint a B-karotin-5,8-
epoxid (24), illetve a kriptokapszin-5,8-epoxid (70)), nem valaszthatok el ezeken az
oszlopokon. Ezen anyagok elvalasztasa csak kiralis 4ll6fazison valésithaté meg.*®

Meg kell emliteniink az 5,6 és 3,6-epoxidok kozotti kiillonbségeket is. Az anteraxantin
(37) ¢és kukurbitaxantin A (46) esetében, vagy a violaxantin (47) ¢és a cikloviolaxantin (49)
molekulatdomegek megegyeznek, és tomegspektrometrids fragmenseik is ugyanazok. A nagyon
hasonl6 tulajdonsagok ellenére az 5,6- €s 3,6-epoxidok Cis-as oszlopon joé elvalast mutatnak,
C30-on viszont nem valnak szét.”* Ezen regioizomerek megkiilonboztetése a savval vald reakcio
alapjan torténhet: csak az 5,6-epoxidok reagélnak savval 5,8-epoxidot képezve, a 3,6-epoxidok

nem.

6.1.7. Geometriai izomerek (Z/E) elvélasztasa

Az ¢élelmiszer eldkészité technologiak, kiillonosképpen a melegitéses eljardsok a
karotinoidok kettés kotéseinek cisz-transz (Z/E) izomerizacidjahoz vezethetnek.”® Elelmiszer
mintak esetén a cisz-transz izomerek aranyanak kovetése a technologia soran fontos lehet.
Vizsgalatainkhoz a transz vegyiiletbdl jodkatalizalt fotoizomerizacioval késziilt (Z/E) izomer
clegyeket hasznaltunk.® A cisz izomereket karakterisztikus UV/Vis spektrumuk alapjan
azonositottuk (Amax €s %Acisz csics/ Amax).| Aszimmetrikus karotinok esetén a 9Z és 9°Z, valamint
a 137 és 13°Z izomerek nem kiilonboztethet6k meg autentikus standardok nélkiil.

Geometriai izomerek esetén a felbontds Cis-as oszlopon limitalt, foként apoldros
karotinoknal (Fiiggelék 9.2. Tablazat). Kizarolag polaros izomerek valaszthatok el, az elucio a
transz < 9Z < 13Z < 15Z sorrendet koveti. Polaros karotinoidok esetében a transz izomer jol
elvalik a ciszektdl, azonban a cisz komponensek elvalasa egymastol rosszabb. A 97 és 1372
komponensek elvalaszthatok, de aszimmetrikus szerkezetek esetén a 92/9°Z és 137/13°Z parok
egy csucsot adnak (pl. a-kriptoxantin (11), 21. abra, vagy kapszantin (71) Rt 6ssz-transz: 15,8;
9/9°Z: 21,5; 13/13°Z: 22,2 perc). A polaritas csokkenésével az E és Z izomer csucsok valamint

a 97 és 13Z komponensek csucsai is kozelednek egymashoz, nem polaros karotinok esetén ezen
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izomerek megkiilonboztetése nehézkes (B-karotin (1) Ossz-transz: 39,3; 9Z: 39,8; 13Z: 39,8

perc) (22. abra).
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21. abra: Az o-kriptoxantin (11) 0ssz-transz €sz cisz izomerjeinek retencids ideje Cis €s Cso-

as alloéfazisokon.

A Cso-as allofazis idedlisnak latszik kevéssé polaros karotinoidok (szénhidrogének,

monohidroxi-vegyiiletek) és cisz-transz izomerjeik elvalasztdsara. A geometriai izomerek

elicids sorrendje 157 < 137 < 8ssz-transz < 9Z ezen a szilikagélen (22. abra).

3007 mau

C18

] II
250

2004 .
- 4 o

0 S N N A

=
SN

150

100

50

0

11

min

<0 5. r I I ! 40|.0

45.0

1. (all E)-B-karotin
IL. (92)-B-karotin

II1. (132)- és (15Z)-B-karotin

120 5
I
100 - C30
80 -
0
v
0 I
20
1I

o1
20 T T T T ot

(1 50 100 150 200 2.0 300 B0 400 450

I. (15Z)-B-karotin
I1. (13Z)-B-karotin

III. (all E)-B-karotin
IV. (92)-B-karotin

22. abra: A B-karotin (1) 6ssz-transz ész cisz izomerjeinek retencios ideje Cis és Cso-as

allofazisokon.
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Cso-as allofazison a karotinoid molekula hossza befolyasolni latszik a retencios idot: a
157 és 137 izomerek V-alakuak, rovidebbek és ,,gombszerlibbek”, mint az 0ssz-transz vagy a
97 izomerek.

A polaritas ndvekedésével a geometriai izomerek elvalasztasanak hatékonysaga csokken
a Cso-as oszlopon. Mig a nem poléros, aszimmetrikus karotinok esetében (pl. a-karotin (2), a-
kriptoxantin (11)) akar a 92/9°Z vagy 137/13°Z izomer parok elvélnak, az elvalasztas felbontasa
csokken az analit novekvd polaritasaval (epoxi- és ketokarotinok, pl. kapszantin (71): 0ssz-
transz: 15.5; 9/9°Z: 17,9; 9°/9Z: 18,7; 13/13°Z=13"/13Z: 12,5 perc), kiilonosen igaz ez a
13Z/13°Z izomer péarokra.
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6.2. Alkalmazasok

Kutatocsoportunk a legkiilonfélébb természetes forrdsokbdl izolalja és analizalja a
karotinoidokat. A tovabbiakban néhany példan keresztiil szeretném bemutatni a fent targyalt
kétféle allofazis, illetve mddszer felhasznalasat természetben eléforduld ndovények analizisén

keresztiil.

6.2.1. A kanadai aranyvessz6 (Solidago Canadensis L.) és a vérehullo fecskefii
(Chelidonium majus L.) virdganak analizise

A Pécsi Tudomanyegyetem Gyogyszerésztudomanyi Kardnak Farmakognozia
Intézetével egyiittmiikddve vizsgaltuk a kanadai aranyvessz6 (Solidago Canadensis L.) (23.
abra) virdgzatanak és a vérehulld fecskefii (Chelidonium majus L.) (23. abra) virdganak
karotinoid &sszetételét.!”

A kanadai aranyvessz0 a fészkesviragzatiak (Asteraceae) csaladjaba tartozo, Eszak-
Amerikdbdl szarmazod gyogyndvény. Tobbek kozott flavonoidokat, cserzéanyagot,
szaponinokat, illdolajat, szerves savakat, inulint, kumarint és nyéalkaanyagokat tartalmaz. A
viragzas kezdetétdl, juliustdl nyar végéig gyijtik a leveles hajtas fels6, maximum 40 cm-es
részét (Solidaginis herba).

A vérehulld fecskefii (Chelidonium majus L.) régota hasznalt gydgyndvény °, azonban
sarga viragainak karotinoid-Osszetételét még nem vizsgaltdk. A gyogyédszatban a novény
viragos hajtasa (Chelidonii herba) hasznalatos, mely kb. 0,3-1,5%-ban izokinolinvazas
alkaloidokat (kelidonin, protopin, koptizin), ezen kiviil fehérjéket (lektineket, és egy
proteolitikus enzimet) tartalmaz. Ezek a vegyiiletek a sarga tejnedvben halmozodnak fel, melyet

kiilséleg szemdlesdk kezelésére hasznalnak napjainkban is.”®

23. abra: A kanadai aranyvessz6 (Solidago Canadensis L.) (balra) és a vérehulld

fecskefli (Chelidonium majus L.) (jobbra) képei.
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Munkank soran célul tiztiik ki a fenti gydgyndvények virdgzatabol nyerhetd teljes
extraktum Osszkarotinoid-tartalmanak és karotinoid-osszetételének meghatarozasat.

Az analizist Cis-as 4allofazison végezve a kanadai aranyvesszd virdgaban {0
komponensekként (9Z,9°Z)-luteint, azaz a neolutein C-t és (92)- vagy (9’Z)-luteint
azonositottunk (24. abra). A teljes extraktum vizes metanol (10:90) és hexan kozotti
megoszlatdsa utan a hexanos epifazisban csak B-karotin (1) maradt mint apolaros karotin. A
metanolos hipofazisban viszont a cisz-vegyiileteken kiviil lutein 5,6- (43) és 5,8-epoxidot
(44/45) taldltunk (24. abra). A hipofazis CaCOs-on vald oszlopkromatografidja soran tobb
frakci6 elualodott az oszloprol, melyek gazdagok voltak polaros karotinoidokban, €s igy kis
mennyiségben jelenlévé komponenseket (neoxantin (56), neokromok (104, 105), violaxantin

(47), luteoxantin (50, 51), (9Z)-anteraxantin, zeaxantin (16)) is sikeriilt azonositani.
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24, abra: A kanadai aranyvessz6 (Solidago Canadensis L.) teljes extraktumanak (fent)
¢s hipofazikus extraktumanak kromatogramja Cis-as allofazison:
1 lutein-5,6-epoxid (43); 2 flavoxantin/krizantemaxantin (45/44); 3 (92,9’ Z)-lutein (14);
4 (92)/(9°Z)-lutein; 5 (13Z2)/(13°Z)-lutein; 6 B-karotin (1)
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A vérehulld fecskefii f6 karotinoidja a lutein 5,6-epoxid (43), ezenkiviil lutein 5,8-
epoxidot (44/45), violaxantint (47) és a lutein-5,6-epoxid (37) cisz izomerjeit tartalmazza.

Apolaros karotin gyakorlatilag nem taldlhat6 az extraktumban (25. dabra).
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25. abra: A vérehullo fecskefli (Chelidonium majus L.) teljes extraktumanak
kromatogramja Cis-as allofazison:

1 violaxantin (47); 2 lutein-5,6-epoxid (43); 3 flavoxantin/krizantemaxantin (45/44); 4 (92)-
lutein-5,6-epoxid (43); 5 (132)/(13’Z)-lutein-5,6-epoxid; 6 lutein (14)

6.2.2. Kiilonbozd siit6tok fajtak karotinoid analizise”’

Epidemiologiai tanulmanyok szerint a zoldségek és a karotinban gazdag gyiimdlcsok
fogyasztasa forditott aranyban all a rak, valamint a sziv- és érrendszeri megbetegedések
eléfordulasaval. A legtobb zoldséget nem nyersen, hanem feldolgozva fogyasztjuk. A
feldolgozasi folyamatok tartalmaznak hékezelést és oxidaciot, melynek mértékét a fény vagy
enzimek jelenléte csak fokozza.

A karotinoidok dusulhatnak az eheté novények bizonyos részeiben, ugymint a gyokérben,
szarban, levélben, viragokban, gylimdlcsokben vagy a magokban.

Munkacsoportunk korabban vizsgélta a karotinoid Osszetétel valtozasat néhany
z6ldségfélében a kiilonbozd feldolgozasi eljarasok sordn. Azt talaltdk, hogy a lutein (14)
bizonyos koriilmények kozott atalakulhat 3'-epiluteinné (15) illetve anhidrolutein I (106) és 11
(107)-vé.%%7® Magyarorszagon nagy hagyomanya van a siitétok fogyasztasanak, illetve szamos

bébiétel tartalmaz siit6tokot. Munkdnk soran a hazankban termesztett, illetve forgalmazott
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kiilonbozo fajtaju nyers- és fott siitétokok karotinoid Osszetételének vizsgalatat végeztiik el,
Cis- és Cso-as allofazison.

A piacokon, illetve a hipermarketekben az un. Nagydobosi (Cucurbita maxima), a
takarmany tok (Halloween) (Cucurbita pepo), az orange, vagy kanadai tok (Cucurbita

moschata), és a japan Hokkaido tok (Cucurbita maxima Duchesne ssp.) kaphat6 (26 .abra).

26. abra: Sorrendben a Nagydobosi (Cucurbita maxima), a takarmany tok (Halloween)
(Cucurbita pepo), az orange (Cucurbita moschata), és a japan Hokkaido tok (Cucurbita

maxima Duchesne ssp.) képei.

Amint a 3. tablazatbél is lathatd, az egyre kozkedveltebb orange tok minimalis
mennyiségli a-kriptoxantinon (11) kiviil csak a- (2) és B-karotint (1) tartalmaz. A masik harom
fajta nagyobb mennyiségii luteint (14), és egyéb polaros komponenseket, pl. kukurbitaxantint
(46) is tartalmaznak.
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27. abra: Nagydobosi siit6tok (Cucurbita maxima) extraktumanak kromatogramja Cis-as

allofazison. A szamozott csticsok azonositasa a 3. tablazatban talalhato.
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3. tablazat: Kiilonbozo siitétok fajtak karotinoid 6sszetétele Cis-as allofazison mérve.

Cslcs Karotinoid Nagydobosi | Hokkaido | Halloween | Orange | MS UVv/Vis
maximu
mok
relativ csucs alatti teriilet % [M+H]*
1 neoxantin (56) 8,55 2,71 6,70 n.a. 601,4 | 416, 437,
464
2 neokrém | (104) 0,58 0,55 0,50 n.a. 601,5 | 396, 416,
445
3 neokrém 1l (105) 0,92 n.a. 0,40 n.a. 601,5 | 397,416,
445
4 violaxantin (47) 2,14 4,14 2,40 n.a. 601,5 | 415,436,
465
5 (9/9’2)-violaxantin | 0,30 1,07 0,20 n.a. 601,5 |412,435,
((92)-47) 462
6 (132)-violaxantin n.a. n.a. 0,30 n.a. 601,5 |408, 431,
((132)-47) 460
7 kukurbitaxantin B 0,36 2,89 n.a. n.a. 601,5 |416, 436,
(108) 464
8 kukurbitaxantin A 5,46 34,10 n.a. n.a. 585,5 |442,468
(46)
9 lutein (14) 25,59 36,50 15,40 n.a. 569,4 |441, 467
10 (9/9’2)-lutein 0,58 1,78 n.a. n.a. 569,4 | 438, 465
((9/9'2)-14)
11 (13/13'2)-lutein 1,80 3,06 n.a. n.a. 569,5 |434, 460
((13/13’2)-14)
12 a-kriptoxantin (11) 1,53 0,41 1,13 2,60 553,4 |442,468
13 likopin (7) 1,15 n.a. n.a. n.a. 537,5 |468, 499
14 a-karotin (2) 1,07 n.a. 26,30 36,0 537,5 |442,468
15 R-karotin (1) 31,72 6,94 38,30 60,4 537,5 |454,479

Ez utébbiak analizisére mind a Cis- (27. abra) mind a Cso fazis alkalmasnak bizonyult.
Itt kell megjegyezni, hogy egy korabban publikalt kdzleményben Carle és mtsai’® C3o-as
allofazist alkalmazva a hokkaido tokben anteraxantint (37) mutattak ki, ami véleménylink
szerint valdsziniileg kukurbataxantin A (46). A két vegyiilet azonos molekulatomege és UV/Vis
spektruma, valamint Cso-as fazison kozel azonos retencios ideje alapjan nagyon konnyen
Osszekeverhetd, Cis-as fazison azonban jol megkiilonboztethetok (Fiiggelék 9.1. Téablazat).

Vizsgalataink azt mutattak, hogy a hokezelési eljarasok (siités, f6z¢&s) hatasait az izomer

képzddés miatt jobb a Cso-as fazison tanulméanyozni, kiilondsen az orange tok esetében.
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6.2.3. k-végcsoportot tartalmazé karotinoidok vizsgélata komplex rendszerekben

A k-végcsoportot tartalmazo karotinodok (kapszantin (71), kapszorubin (75) stb)
legismertebb forrdsa a piros paprika, melyet intézetlinkben mintegy 90 éve vizsgalnak. Az
elmult 30 évben a Cis-as allofazist alkalmaz6 HPLC rendszer segitségével szamos 0j szerkezetii
karotinoidot izolaltak piros paprikabol.*” A rendszer kivaldan alkalmas a poléaros karotinoidok
elvalasztasara komplex rendszerben, mintegy 40 csticsot sikeriilt elvalasztani és azonositani’
(28. abra, 5. tablazat). A 2001-ben megjelent kozleményben Szentesi piros paradicsompaprika
extraktum karotinoid tartalmat vizsgaltak az érési folyamat soran. Itt is az alatalunk hasznalt
HPLC moédszert (2. tablazat I. Modszer) alkalmaztak, de az oszlop a 3.4. fejezetben is emlitett
Chromsyl Cis 6um-es allofazis volt. A karotinoidok azonositdsdnak menete az eredeti

kozleményben olvashato.
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28. abra. Erett (mélyvoros) Szentesi piros paradicsompaprika extraktum kromatogramja

Chromsyl Cis 6um oszlopon mérve.
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4. tablazat. Erett (mélyvords) Szentesi piros paradicsompaprika relativ karotinoid tartalma
(cstcs alatti teriilet %)* Chromsyl Cis 6um oszlopon mérve.
* Osszes karotinoid tartalom 1297,12 mg/100 g szarazanyag.

** A szamok CaCOs3 oszlopon tapasztalt adszorpcids affinitast jelolik, névekvo sorrendben.

Retencios Csucs alatti teriilet

Csucs idé Karotinoid (%)
1 10,2 5,6-diepikapszokarpoxantin (76) 0,32
2 10,8 5,6-diepilatoxantin (109) 0,28
3 11,5 n.a. 0,11
4 11,9 n.a. 0,60
5 12,9 n.a. 0,35
6 13,9 kapszorubin (75) 3,17
7 14,9 6-epikarpoxantin (20) 0,44
8 15,8 neoxantin (56) 0,00
9 15,8 kapszantin-5,6-epoxid (73) 0,54
10 16,4 5,6-diepikarpoxantin (21) 2,76
11 17,2 n.a. 0,57
12 17,6 violaxantin (47) 1,92
13 18,0 kapszantin-3,6-epoxid (103) 2,54
14 18,5 luteoxantin 2** (50,51) 1,11
15 19,2 luteoxantin 1** (50,51) 0,39
16 19,5 kukurbitaxantin B (108) 1,10
17 19,7 kukurbitakrém (110) 0,71
18 21,0 kapszantin (71) 37,02
19 21,8 kapszanton (72) 0,44
20 22,1 anteraxantin (37) 0,45
21 22,7 (5R,8S)-mutatoxantin (39) 1,50
22 23,6 (5R,8R)-mutatoxantin (40) 2,96
23 24,4 kukurbitaxantin A (46) 7,25
24 25,0 (92/9'2)-kapszantin ((92/9’2)-71) 3,40
25 25,6 (132/13'2)-kapszantin ((132/13'2)-71) 3,83
26 26,4 lutein (14) 0,00
27 26,4 zeaxantin (16) 8,16
28 27,0 nigroxantin (18) 0,77
29 29,0 (92)-zeaxantin ((92)-16) 0,25
30 29,6 (132)-zeaxantin ((132)-16) 0,33
31 29,9 (152)-zeaxantin ((152)-16) 0,09
32 31,0 n.a. 0,51
33 33,6 kriptokapszin (67) 0,57
34 34,9 a-kriptoxantin (11) 0,26
35 35,2 B-kriptoxantin (10) 3,48
36 35,5 (2)-a-kriptoxantin ((2)-11) 0,63
37 37,0 n.a. 0,26
38 38,3 a-karotin (2) 0,21
39 39,4 B-karotin (2) 9,16
40 39,8 (2)-B-karotin ((2)-2) 0,88




Azbta sokféle piros paprika karotinoid dsszetételét vizsgaltuk, az aldbbi abran (29. abra
fent) egy Jeromin fajtaju piros paprika extraktum kromatogramja lathaté Cis-as allofazison. Ha
Cso-as rendszeren mérjiik ugyanazt a piros paprika extraktumot, akkor jol lathatéan kevesebb
csucsot kapunk (29. abra lent). Ez a példa is mutatja a két fazis kozti kiilonbség, a paprika
extraktumban taldlhat6 sok polaros komponens Cso-as oszlopon dsszetorlodik, mig a Cis-as

rendszeren jobb felbontéssal valnak el.
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29. abra: Jeromin piros paprika HPLC kromatogramja Cig (fent) és Cso-as (lent) all6fazisokon:
1:Kapszorubin (75); 2: Karpoxantin (19); 3: Kapszantin-5,6-epoxid (73); 4: Kapszantin (71); 5:
Mutatoxantin (39); 6: Kukurbitaxantin A (46); 7: (92)-Kapszantin ((92)-71); 8: (132)-Kapszantin
((132)-71); 9: Zeaxantin (16); 10: Nigroxantin (18); 11: Kriptokapszin (67); 12: a-Karotin (2); 13: p-
Kriptoxantin (10); 14: B-Karotin (1)

48



Epp forditott a helyzet egy dél-amerikai gyiimélcs a piros mamey (Pouteria sapota)

esetén. Cis-as allofazis haszndlata esetén ugy tlinik a gylimodlcs karotinoid dsszetétele nem tal

komplex (31. abra), mig a Cso-as oszlopon végzett analizis egy rendkiviil bonyolult képet mutat

(30. abra).
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30. abra: Mamey gylimolcs karotinoid 0sszetétele Cso-as allofazison.
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31. abra: Mamey gyiimdlcs karotinoid osszetétele Cig-as allofazison. A cstiicsok szamozasa a Cso-as

kromatogramnak megfelelden tortént.
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5. tablazat. Mamey (Pouteria sapota) gyimolcs karotinoid dsszetétele C3o és Cis-as

allofazisokon, a retencios idok feltiintetésével.

Retencids

Retencids

UV/Vis maximum

Csucs id6 Csg-on | id6 Cig-on Karotinoid (nm)

1 [3.26 n.a. 419, 444

2 4.26 n.a. 416, 431

3 4.65 n.a. 440, 466

4 5.48 latoxantin (111) 416, 441, 468

5 5.93 n.a. 414, 438, 467

6 6.31 n.a. 439, 467

7 6.73 n.a. 412,436, 463

8 7.78 10.03 transz-neoxantin (55) 416, 440, 468

9 8.39 neokrom (104/105) 402, 423, 448

10 8.63 12,68 violaxantin (47) 416, 440, 468

11 9.25 n.a. 398, 421, 448

12 9.54 16,40 kapszoneoxantin (115) 463

13 10.30 14,67 luteoxantin epimerek (50, 51) 398, 421, 448

14 11.08 11,61 kapszantin-5,6-epoxid (73) 464
B-kriptoxantin 5,6,5’,6’-diepoxid

15 12.08 25,29 (36) 415, 438, 468

16 |12.72 18,47 (9'Z)-violaxantin ((92)-47) 411,434, 463

17 13.05 n.a. 433, 462

18 13.69 n.a. 396, 419, 446
B-kriptoxantin 5,6,5’,8’-diepoxid

19 13.98 75 83 (112) 398, 421, 448

’ B-kriptoxantin 5,8,5’,6’-diepoxid

20 14.55 (113) 398, 421, 448
kapszorubin (75)+(132/13'2)

21 14.85 piros komponens 481 és 454
kriptokapszin-5,6-epoxid (69)

22 15.02 23,98 nem tiszta csucs 481 és 467
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3’-dezoxi-kapszantin-5,6-epoxid

23 | 1591 (118) 467
B-krlptoxa:ntln—5,8,5 ,8 -dlep-OXId 388, 402, 426 és
(114) + (9’2)-kapszoneoxantin 460
24 | 16.15 ((9°2)-115)
25 16.85 n.a. 411, 435, 464
26 17.27 n.a. 421,447,475
27 17.78 n.a. 468
28 18.11 n.a. 468
29 18.75 B-karotin-5,6,5’,8’-diepoxid (26) 398, 421, 447
(132/13’Z)-kriptokapszin
30 |19.17 ((132/132)-67) 463
(132/13’Z)-kriptokapszin
31 19.53 ((13'z/132)-67) 463
32 n.a. 447, 470
33 20.52 keverék 450, 475
34 21.31 3’-dezoxikapszorubin (77) 482
35 22.47 3’-dezoxikapszantin (68) 473
36 | 22.90 n.a. 445, 470
37 |23.18 3194 B-kriptoxantin-5',8'-epoxid (35) 427,451
38 24.09 B-kriptoxantin-5,8-epoxid (34) 427, 451
39 24.40 n.a. 469
40 24.65 kriptokapszin (67) 47?2
(132/13’7)-szapotexantin
41 | 26.07 ((132/13'2)-66) 462
42 26.83 B-karotin 5,6-epoxid (22) 420,444,472
43 27.27 3,3’-didezoxikapszorubin (117) 482
44 29.70 36,24 B-karotin-5,8-epoxid (24) 427, 452
45 32.30 35,67 szapotexantin (66) 473
46 34,11 n.a.
47 38.11 B-karotin (1) 450, 476
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A tovabbiakban a mamey példdjan mutatndm be egy komplex rendszer részletes
karotinoid analizisét.3% 8!

Az extraktum HPLC-DAD-MS Cso-as allofazison elvégzett analizise mintegy 47 cstcsot
eredményezett. A f0 cstcsok azonositasa retencids idejik, UV/Vis spektrumuk,
molekulatomegiik, illetve az autentikus mintdkkal valo Gsszehasonlitas alapjan tortént. fgy a &
komponens (40-es cstcs, 568 m/z, Amax = 473nm) kriptokapszinnak (67) adodott. A 30 és 31-
es csucs a kriptokapszin 13Z- és 13°Z-izomerjei. A kovetkezd f6 csucs, a 45-0s, mely a
kripokapszinhoz hasonl6é spektrummal ¢és 552 m/z molekulatomeggel rendelkezett, a
szapotexantin (66) volt, melynek szerkezetét kutatocsoportunk a panamai kutatdcsoporttal
egyiitt tisztdzta.”® A 14-es cstcs (600 m/z, Amax = 464 nm) kapszantin-5,6-epoxidnak (75)
bizonyult. A poldros karotinoidok koziil a 10-es cstcs molekulatomege és spektruménak
finomszerkezete alapjan (600 m/z, Amax =416, 440, 468 nm) violaxantin (47), mig a 16-0s csucs
a (9Z)-violaxantin mely a transz-vegyiiletnél 4 nm-el alacsonyabb hulldmhossz maximumu
spektrummal bir. Ugyancsak 600 m/z molekulatomegi a 34-as csucs, melynek spektruma a
violaxanthinhoz (47) hasonldé finomszerkezettel, de 20 nm-el alacsonyabb hulldmhossz
maximummal rendelkezett. Autentikus mintdval Osszehasonlitva a violaxantin un.
félfuranoidjairol a luteoxantin epimerekrél (50, 51) van szd, melyek Cso-as fazison nem valnak
el egymastol.

A 8-as és a 15-0s csucsok ugyancsak violaxantin-szeri csucsot mutattak, 600 m/z illetve
584 m/z molekulatomeggel. A 8-as csucs ez alapjan transz-neoxantin (55), a 15-0s cstcs pedig
B-kriptoxantin-5,6,5’,6’-diepoxid (36). A 9-es csucs, mely a 10-es csucs vallaként jelentkezett,
a neoxantin furanoidjai, a neokrém (104, 105) diasztereomer parok, (pontos azonositasuk
autentikus standardok nélkiil nem lehetséges) voltak molekulatomegiik és spektrumuk alapjan.

A B-kriptoxantin-5,6,5’,6’-diepoxid (36) részleges savazasaval B-kriptoxantin-5,8,5",8’-
diepoxidot (114), B-kriptoxantin-5,8,5’,6’-diepoxidot (113) ¢és B-kriptoxantin-5,6,5’,8’-
diepoxidok (112) keverékét allitottuk eld. A mamey extraktum ¢és ennek a keveréknek az
Osszekromatograftalasaval a 24-es csucsot B-kriptoxantin-5,8,5°,8’-diepoxidnak (114), a 19 ¢és
20-as csucsot B-kriptoxantin-5,6,5",8’-diepoxidnak (112) és/vagy B-kriptoxantin-5,8,5’,6’-
diepoxidnak (113) azonositottuk. Az utdbbi kettd egzakt megkiilonboztetése csak NMR
mérések alapjan végezhetd el, tiszta minta azonban nem allt rendelkezésilinkre. A 42-es és a 44-
es csucs is 552 m/z molekulatomeget mutatott. Spektrumuk alapjan az els6é B-karotin-5,6-
epoxid (22), a masik B-karotin-5,8-epoxid (24). Az apoléros karotinoidok koziil a 47-es csucs,
mint B-karotin (1) a 4l-es csics a szapotexantin (66) (13Z/13°Z)-izomerjeként keriilt

azonositasra.
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Bar sok komponens azonosithat6 a teljes extraktum analizisével, szdmos kisebb csucs,
melyek zome kevert csucs volt azonositatlan maradt. Ezek azonositasara a teljes extraktumot
klasszikus oszlopkromatografidval CaCOs adszorbensen 7 frakciora bontottuk (32. abra),
melyek HPLC-DAD-MS analizisét szintén elvégeztiik Cso-as allofazison. CaCO3 adszorbensen
a karotinoidok mashogy kotddnek, mint a szilikagélen, igy az egymast elfedd komponensek is

elvalaszthatok és azonosithatok.
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32. abra: A mamey gyiimdlcs CaCO3 oszlopon végzett oszlopkromatografidjakor
kapott hét frakciojanak kromatogramjai Cso-as oszlopon. A csucsok szdmozasa a 30. abranak

megfelelden tortént.
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Az 1. frakcié hét nagyon polaros komponenst tartalmazott, melyek koziil hatot tudtunk
azonositani. A f6 komponens a (transz)-neoxantin (55) (8. csucs) ¢és a (92)-violaxantin ((92)-
47) (16. csucs). A harmadik azonositott karotinoid a neokrom (104/105) volt (9. cstcs). A
negyedik komponens (12. csucs) a kapszantin-5,6-epoxidhoz hasonld spektrummal
rendelkezett, molekulatomege 600 volt, de nem mutatott reakciot savval. Korabban asparagus
bogyobol munkacsoportunk®®  kapszoneoxantint (115) mutatott ki, mely hasonlo
tulajdonsagokkal rendelkezik, igy a 12-es csticsot kapszoneoxantinként (115) azonositottuk.
Egy masik kisérlet sorozat eredményeként a kozelmultban kb. 3 mg kristalyos
kapszoneoxantint (115) izolaltunk mameybdl (neoxantinnal (55) és (9Z)-neoxantinnal (56)
egyiitt), melyek szerkezetazonositasa folyamatban van. Az o6tddik komponens, melyet
feltételesen azonositottunk ebbdl a frakciobol a kapszoneoxantin (115) (92)-izomerje volt,
amely a 24-es csucs alatt bujik el a total extraktum kromatogramjan. A hatodik komponens a
kapszantin-5,6-epoxidnak megfeleld retencids idonél jelentkezett, molekulatomege 600, az
UV/Vis spektrumanak maximuma azonban 481 nm volt igy kapszorubinként (75) azonositottuk
(21. csucs).

A 2. frakcié f6 komponense a kapszantin-5,6-epoxid (73) volt (14. csucs). E frakcio
tartalmazott még az egyik luteoxantin-epimert (50/51) (13. csucs) és a kapszantin-5,6-epoxid
(73) (132)- és vagy (13’ Z)-izomerjeit, melyeket a total extraktumban nem tudtunk kimutatni.

A 3. frakcio f6 komponense a violaxantin (47) (10. csucs) €s a masik luteoxantin epimer
(50/51) (13. cstcs). Ahogy kordbban emlitettem a luteoxantin epimerek Cso-as all6fazison nem
valnak szét, a CaCOs adszorbens azonban szétvéalasztja dket, az egyik epimer a masodik a masik
epimer pedig a harmadik frakcioban elualodott, pontos azonositasuk autentikus standard nélkiil
nem lehetséges. Ez a frakcio tartalmazza ezen kiviil a kapszantint (71) (R=15,5 min, m/z=584,
Amax=475 nm) (23. cslcs) és a 3’-dezoxikapszorubint (77) (R=18,5 min, m/z=584, Amax=481
nm) (34. csucs), melyeket a total extraktumban elfednek a nagyobb mennyiségben jelenlévd
komponensek.

A 4. frakci6 f6 komponense a kapszantin-5,6-epoxidhoz hasonld spektrummal
rendelkezik, molekulatdmege azonban csak 584. Ez a kriptokapszin-5,6-epoxidnak (69) felel
meg (22. csucs), melyet, mint 0j karotinoidot izolaltunk és szerkezetét meghataroztuk.’® A
frakcidé mas, beazonosithaté komponenst nem tartalmazott.

Az 5. frakcid f6 komponense a mamey f6 karotinoidja a kriptokapszin (m/z=569.2) (67)
(40. csucs), és 13/13’-cisz izomerjei (m/z=569.3) (30. és 31. cstcs). Ebben a frakcioban
talalhat6 még a B-kriptoxantin-5,6,5°,8’-diepoxid (m/z=585.2) (112) is (19. cslcs)
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A 6. frakcié meglehetésen komplex képet mutatott. F6 komponensek a B-kriptoxantin-
5,6,5°,6’-diepoxid (m/z=585.3) (36) (15. csucs), a B-kriptoxantin-5,8,5’,6’-diepoxid
(m/z=585.2) (113) (20. csucs), a 3’-dezoxi-kapszantin-5,6-epoxid (116) (23. csucs), a didezoxi-
kapszorubin (115) (43. cstcs), B-kriptoxantin-5°,8’-epoxid (m/z=569.2) (35) (37. cstcs), és a
B-kriptoxantin-5,8-epoxid (m/z=569.3) (34) (38. csucs).

A 7. frakcio f6 komponense a szapotexantin (66) (45. cstcs). Emellett kisebb
mennyiségben B-karotin-5,6- (22) (42. cstcs) €s 5,8-epoxidot (24) (44. csucs) mutattunk ki.

6.3. A nem hidroxilalt végcsoportot tartalmazé karotinoid epoxidok analizise®® #3

A hidroxilalt B-gylirtin 5,6-0s helyzetben epoxid funkcidés csoportot tartalmazo
karotinoidok (anteraxantin (37), violaxantin (47), stb.) igen gyakoriak a természetben. A
szimmetrikus és nem szimmetrikus karotinoid 5,6-epoxidok (9Z)-izomerjei kiilondsen
fontosak, hiszen ezen karotinoidok centralis oxidativ hasitdsaval jon létre az abszcizinsav
(ABA), a jol ismert ndévényi hormon.%* 6

A nem hidroxilélt B-gytirtin 1évé 5,6-epoxi csoporttal rendelkezd vegytiletek ritkdbban
fordulnak el6 a természetben, apoléaros tulajdonsdguk miatt izolaldsuk is nehezebb. A B-karotin
mono- (22) és diepoxidot (25) édesburgonyaboél izolaltdk az 1980-as években.?* 8 A 90-es
években munkacsoportunk tagjai kozolték a B-kriptoxantin mono- ¢és diepoxidjainak
szintézisét.*s

Egyes novényi szervezetekben az 5,6-epoxi karotinoidok 6-oxo-k-karotinoidokka

alakulnak a kapszantin-kapszorubin szintaz (CCS) enzim segitségével (33. abra).3°

(@)
X
NN zep X  ccs
Tsmert o “ismert
HO HO
OH
3-OH B-gydrd 3-OH 5,6-epoxi-B-gydird 3-OH k-gy(rd
O,
X
ismert nem ismert
B-gyrd 5,6-epoxi-p-gydri Kk-gy(rd

33. abra: A « gylri bioszintézise (ZEP: zeaxantin epoxidaz; CCS: kapszantin-kapszorubin

szintaz).
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fgy példaul az anteraxantin (37) kapszantinna (71), a violaxantin (47) pedig kapszantin-
5,6-epoxidda (73), majd kapszorubinna (75) alakul 4t a pirospaprikaban (Capsicum annuum),”
% az Asparagus officinalis®” és az Asparagus falcatus,®® bogydjaban, valamint a Lilium tigrinum
porzéjaban és virdgszirméaban.®

A piros mamey (Pouteria sapote) gyimdlcsébol 1j, korabban ismeretlen szerkezet(i, nem
hidroxilalt x-karotinoidokat, pl. szapotexantint (66),” 3-dezoxi- (116) és 3,3’-didezoxi-
kapszorubint (117)% izolaltunk és azonositottunk. Feltételezziik, hogy ezek a vegyiiletek is a
fent emlitett bioszintetikus uton keletkezhetnek a 3-karotin valamint a -kriptoxantin mono- és
diepoxidjaibol, melyeket az extraktumban is ki tudtunk mutatni.
Szintén a piros mamey gyiimolcs analizise soran talaltuk meg a természetes forrasbol elészor
izolalt k-végcsoportot tartalmazéd kriptokapszin-5,6-epoxidot (69) és a 3’-dezoxi-kapszantin-
5,6-epoxidot (116).°® Ez utobbi vegyiilet esetében a hidroxilcsoport az epoxidos gyfirin van,
igy a szerkezetazonositas nem okoz problémat (34A. abra). Ahogy azt a 6.1.6. fejezetben is
emlitettem, ha a hidroxilcsoport az epoxid csoporttal azonos gyliriin helyezkedik el, a két
sztereoizomer (sziin €s anti) Cis-as oszlopon elvalik egymastol. A kriptokapszin-5,6-epoxid
(69) esetében - ahol az epoxidos végcsoporton nincs hidroxilcsoport - az azonositas
megkonnyitésére kriptokapszin monoperftalsavval torténd epoxidalasaval eldallitottuk a

félszintetikus vegyiiletet (34B. dbra). Az epoxidalas soran egy diasztereomer vegyliletpar
keletkezik:
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34. abra. Az epoxidalas 3-as helyzetl hidroxil- és hidroxilcsoportot nem tartalmazé 3

gylrii esetén, valamint a kriptokapszin-5,6-epoxid diasztereomerek szerkezeti képlete.

A szintetikusan eldallitott sziin- és anti-epoxidok ha 3-as helyzetben tartalmaznak
hidroxilcsoportot (34A. abra), akkor jol elvalaszthatok klasszikus oszlopkromatografiaval és
HPLC-vel is mind Cis, mind Cso 4ll6fazison (Fiiggelék 9.1. Tablazat). A hidroxilcsoportot nem

tartalmazé diasztereomerparok azonban csak kirdlis HPLC oszlopon valaszthatok el.
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Esetiinkben eldszor Chiralcel OD 3 um oszlopot és n-hexan-etanol (80:20 v/v%) eluenst
alkalmazva sikeriilt az elvalasztast megvaldsitani, igaz hosszu analizis i1d6 alatt (7. tablazat).
A Debreceni Egyetem TTK Szerves Kémiai Tanszékének munkatarsai a kidolgozott

elvalasztas segitségével elvégezték a HPLC-CD méréseket, mely alapjan a két komponens

konfiguracidjat meg lehetett hatarozni (35. abra és 36. abra).>®
A. B.

4HPLC-UV (PDA) HPLC-CD (J-810)

AU *HpLC-UV 1-810)

HPLC-OR (chiral detector) {scc = I;'r\'-,\ = 4310
] o . ] \ N roov
4 J'I / \— 300
e - o / |

reention tme (min

rewnation sme (s

35. abra. A. Az elvalasztott (5R,65,3'S,5'R)- (69) és (55,6R,3'S,5'R)-kriptokapszin-5,6-epoxid (119)
diaszteromerek (34. abra) HPLC-UV (kék) és HPLC-OR (piros) kromatogramjai, 480 nm-en (Chiralcel
OD, n-hexan/EtOH 80:20).

B. Az elvalasztott (5R,65,3'S,5'R)- (69) és (5S,6R,3'S,5'R)-kriptokapszin-5,6-epoxid diaszteromerek
(119) HPLC-CD (kék) és —UV (piros) kromatogramjai (Chiralcel OD, n-hexan/EtOH 80:20)

§ (mdeg)
‘-\

\

/,

36. abra. A (5R,65,3'S,5'R)- kriptokapszin-5,6-epoxid (69) (piros, elséként elualodo
diasztereomer) és a (55,6R,3'S,5'R)-kriptokapszin-5,6-epoxid (119) (kék, masodikként elualodo
diasztereomer) HPLC-ECD spektruma.

Mint azt mar a violaxantin esetén’® a hatvanas években megallapitottak, az (5R,6S)

végcsoporthoz 280 nm-nél negativ Cotton effektus tartozik és az (5S5,6R) végcsoporthoz
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pozitiv.*® Ez alapjan rendeltiik hozz4 a (69) vegyiilethez, ami egyben a természetes komponens,
az SR,6S konfiguracidt, a (119) vegyiilethez pedig az 55,6R konfiguraciot.

Hasonlé modszerrel a mameybdl izolalt természetes (120, 123) és a félszintetikus
kriptokapszin-5,6-epoxidok keverékbdl eldallitott kriptokapszin 5,8-epoxidokat (120-123) is

szétvalasztottuk, és a csucsokhoz hozzarendeltiik a konfiguracidkat (37. abra).

P N |
4,0x10° T T T T T
b OH
35x10° (5R,85)-1. R X
F (55,85)-11. Iv. o
” -
= 3,0x10° | -+ Il
g 3 g
E. 252107
8 i oH
g 20x10°F X
E 2,0x (55,8R)- ¢ ?
5 . : —_L
= ) [ o N Vo
1.0x10° [ - 4_0..’ H
F - oH
5.0x10°
10 12 14 16 18 20 22 [ N U ] )
retention time [min] {_0' H

37. abra. A kriptokapszin-5,8-epoxid természetes [kék, (5R,8S,3'S,5'R)-1 (120), (5R,8R,3'S,5'R)-1V
(123)] és a félszintetikus szereoizomer keverékének [piros, (5R,85,3'S,5'R)-1 (120), (5R,8R,3'S,5'R)-IV
(123), (5S,8R,3'S,5'R)-III (122), (55,85,3'S,5'R)-1I (121)] HPLC-UV kromatogramjai egymasra
helyezve (Chiralpack IC, n-hexan/EtOH 80:20).

A késdbbiekben az analizis id6 csdkkentése érdekében az n-hexan-etanol (80:20 v/v%)
eluens rendszerrdl a metanol-etanol, illetve acetonitril-etanol (50:50 v/v%) rendszerre tértiink
at. Igy a retencios idSk jelentSsen lecsokkentek és a csucsszélesedés is redukalddott. A CD-
méréseknél minden esetben Chiralpak IA oszlopot alkalmaztak, az eluensek viszont, ahogy az
az abrakon is feltiintettem, kiilonbozdek. Ennek oka, hogy az acetonitril olddszer CD
méréseknél nem hasznalhato, UV elnyelése zavarja a mérést.

A piros mamey (Pouteria sapota) extraktum HPLC analizise soran (Isd. 2. tablazat II.
Modszer) két intenziv csucsot taldltunk azonos UV/Vis spektrumokkal (445, 472 nm a HPLC
eluensben) és azonos molekulatomeggel (568 m/z). Ezeket az anyagokat az UV/Vis és MS
spektrumuk alapjan B-kriptoxantin-5,6- (31) és 5°,6’-epoxidként (33) azonositottunk
feltételesen (18,78 min és 15,85 min). A kérdés csak az volt, hogy melyik az 5,6- és melyik az
5°,6’-epoxid. Panamai partneriinknek sikeriilt preparativ HPLC-vel kis mennyiségben izolalni
a két komponenst, igy természetes forrasbol is rendelkezésre alltak ezek a komponensek. A
teljes szerkezetazonositdshoz uwjra elvégeztik a B-kriptoxantin (10) acetilezést kovetd

monoperftalsavas epoxidalasat is, ugyantgy, ahogy 1997-ben mar Molnar és munkatarsai
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leirtidk.*® Akkor a dezacetilezést kdvetd tobbszori ismételt oszlopkromatografia segitségével
izolaltdk a (3S5,5R,65)- (31), (3S,55,6R)-5,6-epoxi- (32) ¢és (3R,5'R,6'S)-5',6'-epoxi-B3-
kriptoxantint (33), valamint a (35,5R,6S,5'R,6'S)- (36) és (3S5,5S,6R,5'S,6'R)-5,6,5',6"-diepoxi-
B-kriptoxantint (124) mint f6 komponenseket a reakcioelegybdl. A pontos szerkezetazonositast
UV/Vis, ECD, 'H- és '*C-NMR és tomegspektrumok segitségével végezték el. Az elbbi
felsorolasbdl latszik, hogy a B-kriptoxantin-5,6-epoxid esetében az anti (35,5R,65)- (31) és a
epoxid esetében azonban, tehat ahol a hidroxilcsoport nem az epoxidos végcsoporton talalhato,
1997-ben csupan a (3R,5'R,6'S)- (33) komponenst kozolték le; a (3R,5°S,6’R)- diasztereomert
nem talaltdk meg. Ma mar tudjuk, hogy azoknal a karotinoidoknal, ahol a hidroxilcsoport nem
az epoxidcsoporttal azonos gylirlin taldlhat6, a disztereomer parok elvélasztasa csak kiralis
toltetli HPLC oszlopon valosithatdé meg (Isd. 6.1.6. fejezet).

Klasszikus oszlopkromatografiat alkalmazva ujra izoldltuk a B-kriptoxantin
epoxidalasaval eldallithaté négyféle monoepoxidot (31, 32, 33, 127). Az NMR és MS
vizsgalatok alapjan azonositottuk a B-kriptoxantin-5,6- és -5°,6’-epoxidot, és megallapitottuk,
hogy a mamey extraktum HPLC kromatogramjan kisebb retencios idével jelentkezd csucs az

5°,6’-epoxid, a nagyobb retencidju pedig az 5,6-epoxid (2. tablazat II. Modszer).

(3R,5'R,6’S)-B- kriptoxantin -5’,6’-epoxid (anti-természetes)(33)

“,
& o

N m/\\\\\" )

HO )

(3R,5’S,6'R)-B- kriptoxantin -5’,6’-epoxid (szlin-félszintetikus) (127)

38. abra: A B-kriptoxantin epoxidalasa soran nyert 5°,6’-epoxidok két diasztereomer parjanak

szerkezeti képlete.

A félszintetikus (5'R,6'S)- (33) ¢és (5'S,6'R)-kriptoxantin-5°,6’-epoxid (127) (38. abra)
diasztereomer part Chiralcel OD ¢és Chiralpack IA HPLC oszlopokkal el tudtuk valassztani, és
ezen modszerek alapjan a két diasztereomer koriilbeliil azonos mennyiségben van jelen a

reakcidelegyben (39. abra). Ugyanezen a kiralis rendszeren az izolalt 5°,6’-epoxid egy csucsot
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félszintetikus vegyiilettel. Ez alapjan a természetes komponenshez hozzarendeltiik ezt a
konfiguraciot. Az abszolut konfigurdcid6 meghatirozédsahoz a félszintetikus diasztereomer
keveréket ¢és a természetes komponenst a debreceni kollégdk is megvizsgaltdk HPLC-CD
modszerrel, melynek eredményét a 39. dbran latjuk. Itt jegyzem meg, hogy az altaluk
alkalmazott HPLC rendszeren a két diasztereomer elucios sorrendje megfordult. A
diasztereomer parok HPLC-ECD spektruma ellentétes Cotton effektust mutatott, de nem
tiikorképi grafikonok (39. abra). A korabi kutatasok alapjan*® az ECD spektrumok szerint az
elsoként elualodd komponenshez a (3R,5'R,6'S)- (33) abszolut konfiguraciot rendeltiik hozza,
a masodikhoz pedig a (3R,5'S,6'R)- (107) konfiguraciot. Tehat a természetes komponens
abszolut konfiguracioja (3R,5'R,6'S) (33).

A E.

HFL G- (FDA)

N

AT

HFLC-0R (ohiral defecion) w .

dr{md eq)

39. abra: A. A 3R,5'R,6'S)- (33) és (3R,5'S,6'R) (127)-kriptoxantin-5°,6’-epoxidok HPLC-UV
¢s HPLC-OR kromatogramjai, (Chirlapak IA, n-hexan/izopropanol 9:1).

B. A kriptoxantin-5’,6’-epoxid diaszterecomerek HPLC-ECD spektruma: (3R,5'R,6'S)- (33)
(kék) és (3R,5'S,6'R)- (127) (piros) (n-hexan/izopropanol 9:1).

Hasonlé modon megvizsgaltuk a B-kriptoxantin-5,6,5°,6’-diepoxidokat is. Ugy talaltuk,
hogy a korabban*® ugynevezett anti,anti (3S,5R,6S,5°R,6’S)-diepoxidnak (36) valamint a
sziin,sziin (3S,55,6R,5’°S,6’ R)-diepoxidnak (124) tartott két komponens valdjaban négy vegyiilet
(36 ¢és 124-126) (40. abra).

A korabban elvégzett CD vizsgalatok erre nem tudtak fényt deriteni, mivel az azonos
az azonos konfiguraci6 Cotton effektusa valt lathatova. Kirdlis oszlop hijan a

(3S,5R,65,5°R,6°S)-(36) antianti és (3S,5R,65,5°S,6°R)-(125) anti,sziin valamint a
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(3S,55,6R,5’S,6’R)-(124) sziin,sziin és (3S,5S,6R,5°R,6°S)-(126) sziin,anti vegyiileteket nem

tudtak egymastol elvalasztani, megkiilonboztetni.

A. B.
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40. abra. A. A (3S,5R,6S5,5°R,6’S)-(36) anti,anti és (3S,5R,65,5°S,6’R)-(125) anti,sziin kriptoxantin-
5,6,5”,6’-diepoxidok HPLC-UV és HPLC-OR kromatogramjai (Chiralpak IA n-hexan/izopropanol
95:5).

B. A kriptoxantin-5,6,5,6’-diepoxid diasztereomerek HPLC-ECD spektruma: (35,5R,65,5’R,6°5)-(36)
(fekete) és (3S5,5R,65,5°S,6° R)-(125) (piros) (n-hexan/izopropanol 95:5).

C. A (35,55,6R,5°S,6’R)- (124) sziin,sziin és (3S5,5S,6R,5’R,6’S)-(126) sziin,anti Kriptoxantin-5,6,5",6’-
diepoxidok HPLC-UV ¢és HPLC-OR kromatogramjai (Chiralpak 1A, n-hexan/izopropanol 95:5).

D. A kriptoxantin-5,6,5,6’-diepoxid diasztereomereck HPLC-ECD spektruma: (3S,5S,6R,5’S,6’R)-
(124) (piros) és (35,5S5,6R,5’R,6°S5)-(126) (fekete) (n-hexan/izopropanol 95:5).

Ugyancsak izolaltunk B-karotin-5,6-monoepoxidot (22) is mameybdl. Az izolalt

komponenst a kisérd olajoktol nem sikertilt teljes mértékben megtisztitani, igy itt is sziikségessé

valt a szintetikus B-karotin-5,6-epoxid vizsgalata (41. abra).
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(5R,6S5)-B-karotin 5,6-epoxid (természetes) (128)

@\\\\\\\\\\\
(0] 3

",

(5S,6R)-B-karotin 5,6-epoxid (félszintetikus) (129)

41. abra. A B-karotin-5,6-epoxid diasztereomerek szerkezeti képlete.

A kiralis fazison végzett vizsgalatok itt is két csiicsot eredményeztek, melyek tiikorképi

CD gorbét adtak (42. abra).
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42. abra. A. Az (5R,65)- (128) és (5S,6R)-B-karotin-5,6-monoepoxid (129) HPLC-UV
kromatogramja (Chiralpack 1A, n-hexan/ diklormetan 85:15).

B. Az (5R,65)- (128) és (55,6R)-B-karotin 5,6-monoepoxid (129) HPLC-CD spektruma (z61d

az UV kromatogramon levd 1. cstcs és kék az UV-n levo 2. cstcs)

A abszolut konfiguradcid meghatarozasat a korabban végzett mérések alapjan végeztik
el A természetes forrasbol izolalt vegyiiletet Osszekromatografdlva a félszintetikus
keverékkel, azt tapasztaltuk, hogy a két oszlopon az elucios sorrend itt is megvaltozott (6.
tablazat).

A kordbban mar emlitett szapotexantin 5,6-epoxidjat is megtalaltuk a piros mamey
extraktumaban. A pontos szerkezetazonositashoz itt is sziikségessé valt a szapotexantin
epoxidalasa. Az epoxidalas sordan megkaptuk a szapotexantin 5,6-epoxid két diasztereomer;jét
(44. abra 130,131), melyek csak kiralis oszlop segitségével valaszthatok el egymastol. Az ECD
spektrumok alapjan a negativ Cotton effektus itt is a természetes komponensre jellemzo, igy a

félszintetikus komponensek HPLC-CD kromatogramja és ECD spektruma alapjan (43. abra)
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az 5R,6S konfiguraciot rendeltiik a természetes (130) vegyiilethez és az 55,6R konfiguraciot

pedig a (131) vegyiilethez.

A.
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43. abra: A. Az (5R,65)- (130) és (5S,6R) (131)-szapotexantin-5,6-epoxidok HPLC-UV ¢s

HPLC-OR kromatogramjai (Chiralpak IA, n-hexan/izopropanol 9:1).
B. A szapotexantin-5,6-epoxid diasztereomerek HPLC-ECD spektruma: (5R,65)- (130) (fekete)
¢s (5S,6R)- (131) (piros) (n-hexén/izopropanol 9:1).

(5R,65)-szapotexantin-5,6-epoxid (természetes) (130)

‘i,

A0A

C\/ﬁ»\\\\\\\\\\o:—
(0]

(5S8,6R)-szapotexantin-5,6-epoxid (félszintetikus) (131)

44. abra. A szapotexantin 5,6-epoxid diasztereomerek szerkezeti képlete.
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6. tablazat. A kiralis vizsgalatoknal hasznalt modszerek €s retencids idok, percben

feltiintetve.

Karotinoid

Chiralcel OD 3um
MeOH/EtOH 50:50

MeCN/EtOH 50:50

Chiralcel OD 3um

n-hexan/EtOH
80:20

(5R,6S)-kriptokapszin-5,6-epoxid (anti) (69) 31,00
(5S,6R)-kriptokapszin-5,6-epoxid (sziin) (119) 43,10
(5R,8S)-kriptokapszin-5,8-epoxid (120) 14,16
(5R,8R)-kriptokapszin-5,8-epoxid (123) 19,02
(5S,8S)-kriptokapszin-5,8-epoxid (121) 16,65
(5S,8R)-kriptokapszin-5,8-epoxid (122) 17,24
(3R,5’R,6’S)-R-kriptoxantin-5’,6’-epoxid (anti) (33) 6,55
(3R,5’S,6’R)-R-kriptoxantin-5’,6’-epoxid (sziin) (127) 7,02
(5R,6S,5'R,6’S)-R-kriptoxantin-5,6,5’,6’-diepoxid 6,71

(anti,anti) (36)

(5R,6S,5'S,6’'R)-p-kriptoxantin 5,6,5’,6’-diepoxid 7,34

(anti,sziin) (125)

(55,6R,5'S,6’R)-p-kriptoxantin-5,6,5’,6’-diepoxid 6,74

(sziin,sziin) (124)

(55,6R,5'R,6'S)-p-kriptoxantin-5,6,5’,6’-diepoxid 7,23

(sziin,anti) (126)

(5R,6S)-R-karotin 5,6-epoxid (anti) (128) 8,82

(5S,6R)-B-karotin 5,6-epoxid (sziin) (129) 8,26
(5R,6S)-szapotexantin-5,6-epoxid (anti) (130) 12,92
(5S,6R)-szapotexantin-5,6-epoxid (sziin) (131) 14,33
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VII. Osszefoglalas

Munkam soran 100 kiilénb6z6 karotinoid kromatografias viselkedését tanulmanyoztam

Cis-as és Cso-as allofazison, két a gyakorlatban hasznalt eluens rendszert alkalmazva.

Az oktadecil boritasu szilika allofazisok jo elvaladst mutatnak a karotinoidok egész
polaritasi tartomanyara. Az elucids sorrend ezen az oszlopon kdveti a karotinoidok polaritasi
sorrendjét. A Cis-as allofazis lehetdve teszi az elvalasztast a nagyon polaros karotinoidoktol az
apolaros karotinokig. Az oszlop jobb elvélasztast ad hidroxi- és ketokarotinoidokra, mint a
szénhidrogén karotinokra, és nem hatékony a karotinoid regioizomerek elvalasztasaban sem
(pl. a zeaxantin (16) és lutein (14) parosok, vagy az anteraxantin (37) €s lutein-5,6-epoxid (43)
parok). A felbontas geometriai izomerekre (Z/E) szintén korlatozott. Polaros karotinoidok
esetében a 9Z- és 13Z-izomerek még elvalnak (aszimmetrikus vegyiiletek esetén a 9/9’ illetve
13/13° parok mar nem), apolaros vegyiiletek, kiilondsen karotinok esetén mar a transz
vegyiilettdl sem kiiloniilnek el. Ezzel szemben j6 moddszert biztosit a polaros karotinoidok
sztereoizomerjeinek (karpoxantin epimerek (19-21), kapszantol epimerek (78-79), sziin €s anti
epoxid parok, stb.) elvalasztasara. Osszességében a Cis forditott fazissal végzett
folyadékkromatografia tehat kivaldan alkalmas karotinoidok feltételes, retencids idon alapuld
azonositasara komplex rendszerekben.

Természetes extraktumok analizisében jol alkalmazhat6 a Cso-as allofazis is. Ez az oszlop
idedlisnak tlinik apolaros karotinoidok (szénhidrogének és monohidroxi-karotinoidok) és ezek
cisz-transz izomerjeinek elvalasztasara. A Cso-as allofazis nagyon jo elvalast ad azokra a
molekulakra amelyek szerkezetében igen kis eltérés mutatkozik (egy kettOskotés helyzete,
geometriai izoméria). Mindezek ellenére a polaros karotinoidok sztereoizomerjei rossz
felbontéassal elualdédnak rajta. A hidroxi- és epoxicsoportok hatdsa az elucids sorrendre nem
egyértelmii, igy a vegyliletek retencios idejébol nehezebben kovetkeztethetiink a szerkezetre
egy komplex keverék esetében.

A két kromatografids rendszert kiilonbozd természetes forrasbol izolalt extraktumok
analizisén keresztiil mutattam be, bizonyitva a Cso-as fazis apolaris, illetve a Cis-as fazis inkabb
poléris karotinoidokra val6 alkalmazhatdsagat.

Bar mindkét allofazis alkalmas a hidroxilalt 5,6-epoxi-végcsoportot tartalmazo
karotinoidok sziin €s anti sztereoizomerjeinek megkiilonboztetésére, a hidroxil-csoportot nem
tartalmazd epoxidokat egyik sem képes elvdlasztani. Ennek a probléméanak a megoldésara

kiralis allofazisokat alkalmaztunk. A mamey gytimdlcsben eléfordulo ilyen tipust karotinoidok
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azonositasanak eldsegitésére szamos szemiszintetikus diasztereomer part (kriptokapszin-5,6-
epoxid, 3-karotin-5,6-epoxid, B-kriptoxantin-5°,6’-epoxid, 3-kriptoxantin-5,6,5",6’-
diepoxidok) allitottunk eld, és az altalam kidolgozott elvalasztasi modszert HPLC-CD

technikdra alkalmazva, meghataroztuk a komponensek szerkezetét.
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IX. Fiiggelék
9.1. Tablazat: Cis és Cso-as allotazisokon mért retencios idok (Kisérleti rész 2. tablazat, 1. és I1. mdédszer)

a. standard moddszerrel izolalt; b. CaroteNature GmbH (Svajc) készletébdl kapott; c. a megfeleld oxovegyiiletbdl redukalassal nyert; d. a
megfeleld vegyliletben az 5,6-os helyzetii kettds kotés epoxidalasaval nyert; e. a megfeleld 5,6-epoxid savas kezelésével nyert; f. az abszolut
konfiguracidt nem hataroztuk meg.

A referencia oszlopban taldlhat6 szdmok az irodalomjegyz¢ék referenciait jelolik.

l. Il
elnyelési elnyelési
madszer madszer
Szam | Karotinoid maximum maximum Referencia
C18 C30
A (nm) A (nm)
Rt (perc) R: (perc)
Szénhidrogének
1 B-karotin 39,30 452, 477 37,30 450, 476 a
2 a- karotin 38,90 445, 473 33,50 445, 472 b
3 e- karotin 38,50 416, 439, 468 29,60 415, 439, 468 b
4 - karotin 38,40 461, 490 55,00 460, 489 b
5 [-zeakarotin 38,90 428, 452 40,10 426, 452 b
6 0- karotin 37,90 431, 455, 486 50,50 430, 455, 486 b
7 likopin 37,50 445, 471, 502 73,10 445, 471, 502 b
8 C- karotin 38,50 380, 400, 424 41,90 380, 400, 424 b
9 torulin 38,39 461, 485, 518 72,14 461, 485, 518 b
Hidroxikarotinoidok




10 B-kriptoxantin 32,90 450, 476 25,80 450, 476 a
11 a-kriptoxantin 32,50 444,472 22,30 441,472 a
12 (rac)-4-hydroxi-B-karotin 33,23 450, 476 23,58 450, 476 c
13 likoxantin 32,99 445, 470, 501 62,43 445,471,502 | %
14 lutein 21,80 443,471 14,50 443,471 %3
15 3'-epilutein 23,50 443,471 13,91 444,471 %
16 zeaxantin 22,00 449, 475 16,90 450, 475 a
17 (rac)-4,4'-dihidroxi-B-karotin 23,50 448, 475 14,10 449, 475 c
18 nigroxantin 23,90 442,471 14,20 443,471 94
19 karpoxantin 9,90 444,471 7,40 422,443,472 | 7?
20 6-epikarpoxantin 10,90 444, 471 7,80 444, 472 62,72
21 5,6-diepikarpoxantin 12,10 444,471 8,00 444,472 62
Epoxikarotinoidok
22 B-karotin-5,6-epoxid 36,00 446,472 26,10 445, 472 d
23 a-karotin-5,6-epoxid 35,70 418,441, 468 22,50 416,439,468 | d
24 B-karotin-5,8-epoxid 35,99 427,452 29,03 427, 452 e
25 B-karotin-5,6,5',6'-diepoxid 32,10 415, 438, 468 16,30 415,438,468 | d
26 -karotin-5,6,5',8'-diepoxid 31,61 398, 420, 447 17,98 398,421,448 | e
27 B-karotin-5,8,5',8'-diepoxid | 31,55 380, 400, 424 20,49 381, 401, 425 e f
28 B-karotin-5,8,5',8'-diepoxid Il 31,80 380, 400, 424 21,33 380, 400, 425 e f
29 15-dehidro-R-karotin-5,6-epoxid 35,10 423, 450 28,84 424, 450 d
30 15,15'-dehidro-R-karotin-5,6,5',6'-epoxid 30,70 420, 446 19,49 420, 447 d
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31 (3S,5R,6S)-B-kriptoxantin-5,6-epoxid (anti) 31,12 444, 471 18,78 445, 471 48,83
32 (3S,5S,6R)-p-kriptoxantin-5,6-epoxid (sziin) 30,72 443, 472 18,37 445, 471 48
33 (35,5’R,6’S)-B-kriptoxantin-5',6'-epoxid 27,33 443,471 15,85 444, 472 48,83
34 B-kriptoxantin-5,8-epoxid 31,19 427,452 21,79 427,452 e
35 B-kriptoxantin-5',8'-epoxid 27,2 425, 450 18,47 427,451 e
(3S,5R,6S,5’'R,6’S)-B-kriptoxantin-5,6,5',6'-

24,75 415, 438, 468 11,12 415,438,468 | d
36 diepoxid
37 (3S,5R,6S5)-anteraxantin (anti) 17,60 443,471 11,80 444, 471 72
38 (3S,5S,6R)-anteraxantin (sziin) 16,60 443,471 11,30 444, 472 72
39 (3S,5R,8S)-mutatoxantin 19,12 426,451 13,88 426, 452 7,72
40 (35,5R,8R)-mutatoxantin 20,06 426, 451 14,98 426, 452 7,72
41 (3S,55,8R)-mutatoxantin 16,44 426, 451 11,19 426, 452 e
42 (3S,55,8S)-mutatoxantin 18,94 426, 451 13,62 426, 452 e
43 (3S,5R,6S)-lutein-5,6-epoxid (anti) 17,50 414,437, 467 9,80 415,438,467 | %
44 krizantémaxantin 19,30 397, 420, 446 12,50 397,420,446 | e
45 flavoxantin 18,90 397, 420, 446 11,80 397,420,446 e
46 kukurbitaxantin A 20,30 443,471 11,50 424,444,472 | %
47 (3S,5R,6S,3’S,5'R,6°S)-violaxantin (anti, anti) 12,80 415, 438, 467 8,20 415,438,468 | %7
48 (35,55,6R,3’S,5’S,6’R)-violaxantin (sziin, sziin) 10,90 415, 438, 467 7,40 415,438,468 | %7
49 cikloviolaxantin 16,82 415, 438, 467 7,85 415, 438,468 | %%
50 luteoxantin | 14,46 398, 420, 447 e, f

9,65 398, 421, 447

51 |luteoxantin Il 14,83 398, 420, 447 e, f
52 auroxantin | 15,24 380, 400, 425 11,09 380, 400, 425 e f
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53 auroxantin Il 15,79 379, 400, 424 11,09 380, 400, 425 e f
54 auroxatin Ill 17,40 380, 400, 425 13,38 380,400,425 |e,f
55 (all-E)-neoxantin 9,82 416, 440, 468 7,29 415,440,468 | a
56 (9'2)-neoxantin 11,70 412,435, 463 9,10 412,435,463 a
57 fukoxantin 9,08 449 4,82 448 b
58 fukoxantol 4,56 457 4,82 457 b
Ketokarotinoidok
59 echinenon 34,10 464 27,00 464 b
60 (rac)-3-hidroxi-echinenon 31,70 465 23,30 468 b
61 (rac)-4'-hidroxi-echinenon 25,92 460 16,60 460 c
62 3'-oxolutein 21,90 444,472 12,80 444,472 99
63 kantaxantin 25,90 475 18,30 475 b
64 g,e-karotin-3,3'-dion 20,20 416, 440, 469 9,20 416, 440, 469 b
65 asztaxantin 15,20 477 12,40 478 b
Keto-k-karotinoidok

66 szapotexantin 35,21 472 30,68 473 59
67 kriptokapszin 30,22 474 23,53 473 83
68 3'-dezoxikapszantin 26,42 469 20,56 469 83
69 kriptokapszin-5,6-epoxid 23,50 466 14,20 466 58
70 kriptokapszin-5,8-epoxid 23,15 450 16,09 450 58
71 kapszantin 15,80 474 15,50 474 a
72 kapszanton 16,70 481 15,90 479 100
73 kapszantin-5,6-epoxid (anti) 11,30 467 10,30 466 101
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74 kapszantin-5,6-epoxid (sziin) 10,41 466 9,79 466 101
75 kapszorubin 9,70 484 14,14 481 a

76 5,6-diepikapszokarpoxantin 5,70 471 7,10 468 62

77 3'-dezoxikapszorubin 21,87 482 18,96 480 89

Redukadlt k-karotinoidok

78 (6'R)-kapszantol 10,70 420, 444, 470 8,20 443,471 102
79 (6'S)-kapszantol 13,80 443,471 9,00 443,471 102
80 (6'R/S)-szapotexantol 33,46 444,471 20,96 444, 471 cf
81 (6'S/R)-szapotexantol 34,12 444, 471 24,85 444, 471 cf
82 (6'R)-kriptokapszol 26,26 442, 470 13,24 444, 471 103
83 (6'S)-kriptokapszol 28,48 442, 470 13,99 444, 471 103
84 (6'R/S)-3'-dezoxikapszantol 24,05 442,470 12,54 443,471 cf
85 (6'S/R)-3'-dezoxikapsantol 25,25 442,470 15,69 443, 471 c f
86 (6'R/S)-kapszantol-5,6-epoxid (anti) 9,78 415, 437, 467 6,27 414,437,467 | c,f
87 (6'S/R)-kapszantol-5,6-epoxid (anti) 7,03 414, 437, 467 5,53 414, 437, 467 cf
88 (6'R/S)-kapszantol-5,6-epoxid (sziin) 8,61 414, 437, 467 5,76 414,437,467 | c,f
89 (6'S/R)-kapszantol-5,6-epoxid (sziin) 6,52 414, 437, 467 5,52 414,437,467 | c,f
90 (6R/S,6'R/S)-3'-dezoxikapszorubol 13,08 413,437, 466 6,15 413,437,466 | c,f
91 (6R/S,6'S/R)-3'-dezoxikapszorubol 15,25 412,436, 465 8,27 413,437,466 | c,f
92 (6S/R,6'R/S)-3'-dezoxikapszorubol 17,61 416,437, 466 7,33 414,437,466 | c,f
93 (6S/R,6'S/R)-3'-dezoxikapszorubol 18,14 416, 436, 466 8,27 413,437,466 | c,f
94 (6R/S)-3'-dezoxikapszorubol-6'-on 18,92 467 14,61 465 c f
95 (6S/R)-3'-dezoxikapszorubol-6'-on 16,58 466 10,65 465 cf
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96 (6'R/S)-3'-dezoxikapszorubol-6-on 20,15 467 11,09 465 cf
97 (6'S/R)-3'-dezoxikapszorubol-6-on 20,55 467 11,09 465 cf
98 (6R,6'R)-kapszorubol 3,66 413, 436, 466 4,48 413, 436, 466 103
929 (6R,6'S)-kapszorubol 4,99 414,436, 466 4,51 413, 437, 466 103
100 (6S,6'S)-kapszorubol 4,94 414,437, 466 4,49 414, 437, 466 103
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9.2. Téablazat: Néhany karotinoid 0ssz-transz €s cisz izomerjének retencids ideje Cig €s Czo-as allofazisokon.

Minden vegyiilet az 5. Kisérleti rész Fé¢lszintetikus karotinoidok eldallitasa cimii részben leirtak alapjan, izomerizadcoval késziilt.

Karotinoid Retencids id6
Cis Cso

(allE) | (92)/(9'2) | (9'2)/(92) | (132)/(13'2) | (13'2)/(13Z) | (152) | (all E) | (92)/(9'2) | (9'2)/(92) | (132)/(13'Z) | (13'2)/(132) | (152)
[B-karotin (1) 39,30 39,80 40,10 | 37,30 39,60 31,60 29,80
o-karotin (2) 38,90 - 33,50 | 34,80 37,90 27,70 29,10 -
[B-kriptoxantin (10) 32,90 33,70 33,50 - 25,80 | 29,73 30,80 21,50 21,80 -
o-kriptoxantin (11) 32,50 33,30 33,10 - 22,30 | 26,10 28,50 18,80 19,80 -
lutein (14) 21,80 25,70 26,30 26,70 | 14,50 | 18,20 21,10 12,30 13,30 9,43
zeaxantin (16) 22,00 26,20 26,90 27,20 | 16,90 22,40 14,80 13,57
anteraxantin (37) 17,60 | 22,80 23,20 23,80 - 11,80 | 15,40 18,50 10,00 10,66 -
kukurbitaxantin A (46) | 20,30 21,58 - 11,50 | 13,30 15,93 9,58 10,83 -
violaxantin (47) 12,80 18,20 19,50 - 18,20 12,10 8,20 -
cikloviolaxantin (49) 16,82 15,02 15,53 - |785 9,33 6,98 -
echinenon (59) 34,10 - | 27,00 29,05 29,50 21,77 23,63 -
kantaxantin (63) 25,90 27,36 27,07 - | 18,30 21,24 15,25 -
kriptokapszin (67) 30,20 - | 23,50 25,10 16,80 18,10 -
kapszantin (71) 15,80 21,50 22,20 - | 15,50 | 17,90 18,70 12,50 -
kapszorubin (75) 9,70 14,10 14,70 - | 14,00 15,20 10,77 -
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9.3. Szerkezetek

Karotinoid szerkezeti képletek

Szénhidrogén karotinoidok

€- karotin (3)

WA U U U U Y UN

y- karotin (4)

LA AR NN x

B-zeakarotin (5)

N

WA U U U U U U N

6- karotin (6)

N N S A S SN
likopin (7)
X X RN N

C- karotin (8)
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torulin (9)

Hidroxikarotinoidok

(rac)-4-hidroxi-B-karotin (12)

x U U U U U U AN
HOH,C X

likoxantin (13)

zeaxantin (16)
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5,6-diepikarpoxantin (21)

Epoxikarotinoidok

[-karotin-5,8-epoxid (24)

87



HO

(3S,5R,6S)-B-kriptoxantin-5,6-epoxid (anti) (31)

S A A N
(¢} s

“,

(3S,5S5,6R)-B- kriptoxantin-5,6-epoxid (sziin) (32)

88



(3S,5R,6S,5'R,6’S)-B- kriptoxantin -5,6,5’,6’-diepoxid (36)

OH

(3S,5R,8R)- mutatoxantin (40)
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WOH

WOH

WOH

(3S5,5R,6S5,3’S,5'R,6’S)-violaxantin (anti,anti) (47)

“,, oH
C\\\ o
NN Y S 5 S Y
(C\/DO\*/\/LW \;
HO ’

iy,

(35,55,6R,3’S,5’S,6’R)- violaxantin (sziin,sziin) (48)
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R AN

1nQH

cikloviolaxantin (49)

(all-E)-neoxantin (55)

NP T S S
= 9

HO | “/oH

(9'2)- neoxantin (56)
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fukoxantol (58)

Ketokarotinoidok

kantaxantin (63)
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asztaxantin (65)

kriptokapszin-5,8-epoxid (70)
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(3S,5R,65)- kapszantin-5,6-epoxid (anti) (73)

.&.

,‘\\\M/WO E
(o}

“,

HO
(35,5S,6R)- kapszantin-5,6-epoxid (syn) (74)
&
P OV\)\/\/K/\/W :
N °

OH

kapszorubin (75)

5,6-diepikapszokarpoxantin (76)
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G

0NN RN NN NN AL
. 0N 0

OH

3’-dezoxikapszorubin (77)

Redukdlt k karotinoidok

(6’R)-kriptokapszol (82)
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(35,5S,6R,6’R)- kapszantol-5,6-epoxid (syn) (88)
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(6R,6’R)-3’-dezoxikapszorubol (90)

(6R,6’S)-3’-dezoxikapszorubol (91)

(6S,6’R)-3’-dezoxikapszorubol (92)

(6S,6’S)-3’-dezoxikapszorubol (93)
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(6R)-3’-dezoxikapszorubol -6’-on (94)

(6S)-3’-dezoxikapszorubol -6’-on (95)

(6’R)-3’-dezoxikapszorubol-6-on (96)

(6’S)-3’-dezoxikapszorubol-6-on (97)

(6R,6’R)-kapszorubol (98)
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(6R,6’S)-kapszorubol (99)

(6S,6’S)-kapszorubol (100)
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Karotinoid szerkezeti képletek, melyek a Fiiggelék tablazatban nem szerepelnek:

A dolgozatban val6 eléforduldsuk sorrendjében.

HOOC\\\\\\\\

~

COOCH;

bixin (101)

A e YN e S

HOOC

krocetin (102)

OH

@[\\\\\\\\\\\\\5\03

“/OH

kapszantin-3,6-epoxid (103)

anhidrolutein | (106)
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kukurbitakréom (110)

s ol
N S S S S L SV
OH $

HO

[- kriptoxantin -5,8,5’,8'-diepoxid (114)

101



OH

)\\\\\\\\5\3
ofjﬁ:; ©

kapszoneoxantin (115)

OH

kel

0N AR AR NN AL 2
. O :

3-dezoxikapszorubin (116)

£

0N AR AR AN AL 2
. 95 :

3,3’-didezoxi-kapszorubin (117)

LN AN, 7
(0]

‘i,

(5S,6R,3'S,5'R)-kriptokapszin-5,6-epoxid (119)

(5R,8S5,3’S,5’R)- kriptokapszin-5,8-epoxid (120)
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(0]

(5R,8R,3’S,5’R)- kriptokapszin-5,8-epoxid (123)

,,

R ol
LA AR
(0]

‘4

HO

(35,5S,6R,5’S,6'R)-B-kriptoxantin-5,6,5’,6’-diepoxid (124)

(35,5S,6R,5'R,6’S)-B-kriptoxantin -5,6,5’,6’-diepoxid (126)

7,

ol
. NG e e U S S N \\\\\\‘
HO

(3R,5’'S,6’R)-B-kriptoxantin-5’,6’-epoxid (127)
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(5S,6R)-R-karotin-5,6-epoxid (129)

\\\\\\\\\5\0"'
,<o

(5R,6S)-szapotexantin-5,6-epoxid (130)

@iw\\\\\\\\\f\o:—
(0]

(5S,6R)-szapotexantin-5,6-epoxid (131)
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