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l. Bevezetés

A karotinoidok nem csupén esztétikai jelentdséggel birnak, de antioxidans hatdsuak is,
emiatt bizonyos betegségek megeldzésében is komoly szerepiik van.

Az altalunk elfogyasztott ételek és étel alapanyagok szinte mindegyike tartalmaz
valamilyen karotinoidot, ezek kozil a B-karotin a legfontosabb, mint A-vitamin prekurzor. A
retindban a lutein és a zeaxantin dasulnak, és szerepiik van az idéskori makula degeneracio
megeldzésében is. A tobbi karotinoid molekula altalanos antioxidans hatédssal bir.
Felszivodasuk a zsirokkal egyutt tortenik, a lipoproteinekkel szallitddnak, a zsirszovetben és a
majban raktarozodnak. Az étrendben legnagyobb mennyiségben jelen 1évé karotinoidok a [3-
karotin, a-karotin, likopin, B-kriptoxantin, lutein és a zeaxantin. Az élelmiszer el6készitési
technologidk soran ezek, a szerkezetiikbdl fakadoan igen érzékeny vegyliletek, szerkezeti
valtozasokon eshetnek at (oxidacid, izomerizacio, bomlas). A modern analitikai modszerekkel
ezek a valtozasok kovethetok.

A Pécsi Tudomanyegyetem Biokeémiai és Orvosi Kémiai Intézetében nagy mdaltra tekint
vissza a novényi részek karotinoid-analizise, valamint a komponensek kromatografias
elvalasztasa. Mar az 1920-as évek végén intézetiink alapitoja, Zechmeister Laszl6 és csoportja
oszlopkromatografias médszert dolgozott ki a ndvényi extraktumok analizisére. A tudomany
¢s technologia fejlodésével ma modern analitikai berendezések allnak rendelkezésiinkre: tobb
HPLC-készillékiink van, melyek diddasoros detektoron kivil tdmegspektrométer detektorral
Osszekapcsolva is képesek mitkodni. 2006-ban, mikor az intézetben elkezdtem dolgozni, a
névényi karotinoid-profilok HPLC-vizsgalataba kapcsolodtam be.

Mivel a karotinoidok analizise fontos mind a taplalkozastudomany, mind az egészségigy
terén, PhD. munkamban célként tiiztem ki, hogy elmélyedve a természetes karotinoidok
mindségi analizisében, megtalaljam az adott feladatra leginkébb alkalmas analitikai eljarast, és

0dsszehasonlitsam a karotinoidok analizisében hasznalatos médszereket.

1. Célkitizések

- A karotinoidok HPLC analitikajaban hasznalatos Cig-as és Cao-as allofazisokon végzett
elvalasztasok Osszehasonlitdsa, részletesen kitérve a kiilonb6z6 fazisok hatékonysagara az

eltéré szerkezetek esetén (szénhidrogének, polaros csoportot tartalmazok, x végcsoportot



tartalmazok, € és 3 végcsoportot tartalmazok, sztereoizomerek, epoxi-karotinoidok, geometriai
izomerek analizise).

- A természetben el6forduld karotinoidok minéségi analizisére leginkabb alkalmas
eljards megtalalasa, a ndvényi extraktumokban megtalalhatdé nagyszamu és igen eltérd
szerkezetl karotinoid molekuldk esetén nemcsak a f6 komponensek, de a minor vegyiiletek
azonositasa is.

- Karotinoid 5,6-epoxidok konfiguracios izomerjeinek elvalasztasa, illetve a pontos
konfiguracié meghatarozasa kiralis allofazist alkalmazva. A hidroxil csoport nélkili epoxid

végcsoportot tartalmazd vegylletek sztereoizomerjeinek elvalasztasa.

1. Kisérleti rész

Reagensek és standardok

Folyadékkromatografias olddszereként (metanol, viz, aceton, terc-butil-metil-éter) a
Scharlab Kft.-t61 vasarolt HPLC mindségii vegyszereket hasznaltunk. A karotinoid mintak egy
része izolalt vagy félszintetikus forrasbol allt rendelkezésre. Az un. ritka karotinoidok izolalasat
kutatdcsoportunk végezte korabban, szerkezetazonositasuk minden esetben MS, NMR és CD
spektrumuk alapjan tortént. Az izolalast és szintetikus modositasokat kutatdcsoportunk végezte
standard mddszerek szerint. Néhany specialis anyagot timogatonktdl, a CaroteNature Gmbh-

tol kaptunk.

Félszintetikus karotinoidok eléallitasa

A félszintetikus karotinoid 5,6-epoxidokat a megfelelé vegyiilet 5,6-o0s helyzetii kettds
kotésének perftalsavval vald epoxidalasaval allitottuk elé. Karotinoid 5,8-epoxidokat a
megfeleld 5,6-epoxidok sdésavas kezelésével allitottuk eld. Az oxokarotinoidok natrium-
borhidrides redukcidjaval készultek a hidroxiszarmazékokbdl. A karotinoidok (Z)-izomerjeit
jodkatalizalt fotoizomerizacioval allitottuk el6 az Ossz-transz  vegyiletekb6l. A
szarmazekképzéssel  eldallitott  karotinoidokat  ha  sziikséges  volt,  klasszikus

oszlopkromatografias modszerrel CaCOs oszlopon kromatograféltuk.

Mamey extrakcio
A panamai piacrol (Panama City, Panama) szarmazd piros mamey gyumolcs hisat

standard modszerek szerint extrahaltuk.



Keészulékek

Az UV/Vis spektrumokat Jasco-530 spektrofotométerrel vettik fel benzolban.

A H NMR (400 MHz) és *3C NMR (100 MHz) spektrumok Varian UNITY INOVA 400-
WB spektrométerrel és Bruker DRX Avance Il (500/125 MHz H/*C-re) spektrométerrel

készultek.

Nagy hatékonysagu folyadékkromatografia (C1s, Cso)

A HPLC analizisek Dionex P680 tipusu kvaterner analitikai pumpa, Dionex PDA 100
UV/Vis detektor (Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, MA), Dionex oszloptermosztat és
Chromeleon 6.8 szoftver hasznalataval késziltek. A pontos HPLC rendszer leirasa a

tablazatban talalhato.

HPLC koralmények

250 x 4.6 mm aramlés: 1.25 ml/perc 0-2 perc: 100 % A,
oszlop, eluensek: 2-10 perc: 80% A/20%B-re,
= LiChrospher A: H,O/MeOH = 12/88 viv% 10-18 perc: 50 % A/50% B-re,
N 100 RP 18e B: MeOH 18-25 perc: 100 % B-re,
S (Merck KGaA) C: Aceton/MeOH =50/50 v/iv%  25-27 perc: 100 % B-re,
= 5 um endcapped 22 °C 27-33 perc: 100 % C-re,
- A=450 nm 33-38 perc: 100 % C,
38-40 perc: 100 % B-re (linearis
Iépésekben)
250 x 4.6 mm aramlas: 1.00 ml/perc 0-90 perc: 100% A/0% B-rél 100%
_ oszlop, eluensek: B-re (linearis 1épésekben)
2 YMC Csz (YMC A: MeOH/TBME/H,0 = 81/15/4
S Europe GmbH)  v/v%
S 3 um endcapped B: MeOH/TBME/H20 = 6/90/4
= vIv%
22 °C
A=450 nm

HPLC-MS analizis

A HPLC-MS mérések Dionex P580 NDG pumpaval, 250 x 4.6 mm bels6 atmér6jit YMC
C30, 3 um szemcseméretli oszlopon torténtek. A spektrumokat egy Finnigan AQA single
quadrupole tomegspktrométer segitségével rogzitettik. A mérések APCI ionforrassal, pozitiv
modban torténtek, splitting alkalmazéasa nélkiil. A kdvetkez6 beallitasokat alkalmaztuk: korona

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



Kiralis HPLC-DAD analizis

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

A kirdlis elvélasztashoz 250 x 4,6 mm bels6é atmér6jii, 3um szemcseméretii, Chiralcel
OD (Daicel, Chemical Industries, Ltd.) oszlopot hasznaltunk.

Eluens-1: (A) MeOH/EtOH (1:1); (B) MeCN/EtOH (1:1). Lineéris 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 eltcioval 0,5 ml/perc aramléssal, 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 kirélis detektorral hataroztdk meg. A HPLC-ECD gorbék
felvétele specifikus hullamhosszon Jasco J-810 CD spektropolariméterrel tortént.

V. Eredmények

4.1. Cu1s és Czo-as allofazisok 6sszehasonlitasa

Vizsgélatainkhoz a Cig-as alléfazis esetén az intézetiinkben korébban kidolgozott, és a
paprika karotinoidok vizsgalatandl jol bevalt rendszert alkalmaztuk (I. Modszer).

A karotinoidok elucios sorrendje Cig 0szlopon koveti a polaritasi sorrendet: a karotinok,
keto- és epoxikarotinoidok joval er6sebben adszorbealodnak, mint a hidroxi-vegyuletek. Ezen
relativ polaritasi sorrendet metanol-petroléter rendszerben valé megoszlas alapjan hataroztak
meg.

A Cao-as allofazisra alkalmazott modszer (Il. Mddszer) az irodalomban fellelhetd
modszerek tovabbfejlesztett valtozata. Az eluens polaritdsa itt is mérséklédik a gradiens
program soran, de az analit molekulak elucids sorrendje ezen az all6fazison nem minden
esetben kdveti a polaritasi sorrendet.

Apro kulonbségek a molekulaszerkezetben szignifikans kulonbségeket eredményeznek a

retencidban mindkét allofazist tekintve.



4.1.1. Szénhidrogének elvalasztasa

Mig a szénhidrogének alapvonal elvalasztasa Cis-on nem megoldhato, a retencios
ido kiilonbségek Cso-on perces nagysagrendiiek.

Az apoléaros molekulak esetén a harminc szénatomos alkillanccal mddositott szilika alapu
fazis és a karotinok kozotti intenziv kdlcsonhatas igazoltnak latszik. Nagyon kis eltérés a
ciklohexén gytiri szerkezetében, mint példaul a kettds kotés helyzete, komoly valtozast okoz a
retencioban: az & végcsoportot tartalmazo karotinoidok hamarabb elualédnak, mint a B3
végcesoporttak. A nyilt lancu molekulak, nyudjtott konforméaciéban nagyobb feluleten képesek
az allofazissal kolcsonhatéasba 1épni. A konjugalt poliénladnc hossza szintén korrelal a retencios
paraméterekkel: tobb konjugalt kettés kotés nagyobb retenciot eredményez Czo-as oszlopon. A
konjugalt m kotések nagy elektronsuriiséget eredményeznek, mely erdsebb masodlagos

kdlcsonhatasokat eredményez az allofazis szénlancaival.

4.1.2. Poléros karotinoidok elvalasztasa

A retencids idébeli kiilonbség az oxo- és hidroxikarotinoidoknal Cis-on Kicsi, mig az
eltérések Cso-on szignifikdnsak. Azon molekuldknal, melyek kizarolag hidroxilcsoportot
tartalmaznak, a retencios 1d6 a hidroxilcsoportok szaméanak novekedésével csokken mindkét
allofazison. Az epoxicsoporttal rendelkezé karotinoidoknal viszont Cszo-on az ellcios
sorrend nem koveti a polaritast. Az epoxidok, és kilénosen a diepoxidok Cso-as fazison
kevesebb 1d6t toltenek az oszlopon, mint az a polaritasuk alapjan véarhato lenne. Feltehetden a
30 szénatomos lancai kdzott, azaz ezek a molekulak részlegesen kiszorulnak az alléfazisrol. A
kisebb feliileten 1étrejové masodlagos kolesonhatasok miatt pedig hamarabb eludlodnak, mint
az egy epoxidcsoportot tartalmazd, vagy nem epoxid molekulak. Az oxokarotinoidok késébb
elualodnak mindkét fazison, mint a hidroxivegyuletek. Megallapithatd, hogy a hidrogénkotés
akceptor oxocsoportot tartalmazéd karotinoidok tobb iddt toltenek az all6fazison, mint a

hidrogén kotésben akceptorként és donorként is részt vevd hidroxilcsoportot tartalmazok.

4.1.3. «-karotinoidok elvalasztasa
A k-végcsoportot tartalmazé karotinoidok 6ttagu gytiriit tartalmaznak, melyen hidroxil-

vagy oxocsoport lehet. Cig-as fazison, a polaros (oxo- és hidroxil-) csoportok szamanak



novekedése a retencios id6 csokkenését eredményezi k-karotinoidok esetében is. Cso-on az
epoxi-k karotinoidok megint csak rovidebb idot tdltenek az allofazison, mint az polaritasuk
alapjan varhatd. Mindkét allofazis meglehetosen jo elvalasztast ad a k-karotinoidokra,
azonban a Cis alkalmasabbnak tiinik olyan komplex természetes extraktumok esetén,

ahol kapszorubin (75) és kriptokapszin-5,6-epoxid (69) is megtalalhatoé egymas mellett.

4.1.4. ¢és P végesoportot tartalmazo karotinoidok elvalasztasa

Az ¢ és B végcsoportot tartalmazd molekuldk a gytirlis végesoportban szerepld kettds
kotés helyzetében térnek el egymastol. Az a- és B-karotin (2, 1) vagy az a- és B-kriptoxantin
(11, 10) nem valaszthatdk el alapvonalig Cis-as oszlopon, de Cso-on kivaldan elvalnak. A
sargafolt pigmentek, a lutein (14) és a zeaxantin (16) teljesen egyditt elualodnak a tizennyolc
szénatomos allofazison, de Cso-on elvalnak, és a lutein (14) a zeaxantin (16) el6tt elualddik.
Ahogy azt mar korabban emlitettiik, karotinok & végcsoporttal kisebb retencios idot
adnak, mint a 3 végcsoportuak Cso-on. Mind apolaros, mind polaros karotinoidoknal
lathatd, hogy a konjugalt poliénlanc hossza befolyassal bir a retencios tulajdonsagokra

Cso-as oszlopon: tobb konjugalt n-elektron hosszabb retencios id6t eredményez.

4.15. Sztereoizomerek elvalasztasa

Annak ellenére, hogy sem a Cig, sem a Csp-as allofazisok nem kiralisak, szamos
sztereoizomer elvalasztasa lehetséges hasznélatukkal. A ciklohexangyiiriikon 1évé hidroxil-
csoportok térallasa jelentésen befolyasolja a Cis-as oszlopon val6 retenciét, mig Cso-on
nincs ilyen hatasa.

Nyers novényi alapanyagok feldolgozasa soran a luteinben (14) a 3’ helyzet
hidroxilcsoport epimerizalddhat és 3’-epilutein (15) képz6dhet. Ezek a diasztereomerek mind
C1s, mind Czo-as oszlopokon jol elvalaszthatok, habar eltcids sorrendjiik forditott a kétféle
allofazison. A 3,5,6-trihidroxi-R végcsoport elméletileg négyféle sztereoizomerrel rendelkezik,
ezekbdl harom fordul eld a természetben is. A végcsoport abszolut konfiguracioja informaciot
ad a képzOddés modjardl. Ezen izomerek elvélasztasa lényeges bioszintézisiik megismerése
szempontjabol. A karpoxantin hdrom természetes izomere (karpoxantin (19), 6-epikarpoxantin
(20) es 5,6-diepikarpoxantin (21)) nem valik el Czo-as fazison, de Cig-on igen. A 4-hidroxi-
karotinoid sztereoizomerek (pl. 4-hidroxi-p-karotin (12), 4,4’-dihidroxi-B-karotin (17)), melyek
a hat szénatomos végcsoport oxocsoportjanak redukcidjaval képzddnek, nem valaszthatok el

sem Cis, Sem Csp-as alléfazison, csak kiralis oszlopon lehetséges az analizisik. A 6-0x0-k-



karotinoidok redukalt hidroxiszarmazékai csupan a hidroxilcsoport térallasaban kilénbdznek
egymastdl, mégis elvalaszthatok mindkét Aallofazison. Cig-on 2 perces retencids id6
kilonbséggel eludlodnak, viszont Csp-on ez az id6 csak 0,8 perc. Hasonld retencios

tulajdonsagok figyelhet6k meg mas redukalt k-karotinoidoknal is.

4.1.6. Epoxikarotinoidok elvalasztasa

A karotinoid 5,6-epoxidok 5,8-epoxidokkal (furanoidok) egyiitt fordulnak elé kiilonféle
novenyek sziromlevelében és pollenjében, illetve gylimolcsdkben és zold levelekben is.
Némelyek az abszcizinsav ndvényi hormon bioprekurzorai, masok részt vesznek a xantofill
ciklusban, melynek védo szerepe van a talzott fénybesugarzas karos hatasaival szemben.

A természetben az epoxidgylrti térallasa anti a ciklohexil végcsoport
hidroxilcsoportjanak téralldsdhoz keépest. Laboratériumi korilmények kozott az epoxidalas
perkarbonsavakkal anti és sziin epoxidokat eredményez, melyek Cis-as &ll6fazison
elvalaszthatok. A szlin izomerek retencids ideje kisebb, mint az anti vegyuleteké.

A furanoidképz6dés novényi savak altal in vivo Katalizalt, vagy enzimatikus folyamat, de
andvényi nyersanyagok feldolgozasa soran szintén no a furanoidok mennyisége, hiszen a sejtek
karosodnak és savtartalmuk felszabadul. A legalabb két hidroxilcsoportot tartalmazé 5,8-
epoxidok kivaléan elvalnak az 5,6-epoxidoktol Cis-as szilikédn. Viszont az egy
hidroxilcsoportot, vagy hidroxilcsoportot nem tartalmazé epoxidok nem valaszthatok el
Cis-as allofazison. A Caso-as oszlop viszont jo elvalast biztosit ezen kevéssé polaros
regioizomerekre. A Csp-as allofazison a kettés kotések kiterjedt konjugacidja altalaban
nagyobb retenciot okoz. Ahogy azt korabban emlitettik, az 5,6-epoxidok esetében az
epoxidgytiirii térigénye és polaros karaktere gatolhatja a molekula diffGzidjat az apolaros
harminc szénatomos lancok kdzott, és kisebb retenciot eredményez, mint ami a polaritas alapjan
varhato volna. Itt Ggy tiinik, az epoxid csoport jelentésebb befolyassal bir a retencidra, mint a
konjugélt poliénrendszer hossza: noha az 5,8-epoxidok kevesebb konjugalt kettds kotést
tartalmaznak, mint az 5,6-epoxidok, a furanoidok késébb elualodnak mint regioizomereik. Az
5,8-epoxid szteroeizomerek elvélasztasa csak Cis-on valosithatdo meg, abban az esetben,
ha mindkét hattagl gyiirii rendelkezik hidroxilcsoporttal. Azon furanoid molekulak
sztereoizomerjei, ahol egy hidroxilcsoport van a hatos gytirtin, vagy hidroxilcsoport nélkiiliek,
nem valaszthatok el ezeken az oszlopokon. Ezen anyagok elvalasztasa csak kiralis all6fazison
val6sithatd meg. A nagyon hasonl6 tulajdonsagok ellenére az 5,6- és 3,6-epoxidok Cig-as

oszlopon jo elvalast mutatnak, Cso-on viszont nem valnak szét.



4.1.7. Geometriai izomerek (Z/E) elvalasztasa

Az ¢élelmiszer elokészité technologidk, kiilonosképpen a melegitéses eljarasok a
karotinoidok kettés kotéseinek cisz-transz (Z/E) izomerizécidjahoz vezethetnek. Elelmiszer
minték esetén a cisz-transz izomerek ardnyanak kdvetése a technoldgia soran fontos lehet.

Geometriai izomerek esetén a felbontas Cis-as oszlopon limitalt, féként apolaros
karotinoknal, kizardlag polaros izomerek valaszthatok el, az eltcié 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 Cso-as all6fazis idealisnak
latszik kevéssé polaros karotinoidok (szénhidrogének, monohidroxi-vegyiletek) és cisz-
transz izomerjeik elvalasztasara. A geometriai izomerek ellcios sorrendje 15Z < 13Z <
0ssz-transz < 9Z ezen a szilikagélen. Czo-as allofazison a karotinoid molekula hossza
befolyasolni latszik a retencids id6t: a 15Z és 13Z izomerek V-alakuak, rovidebbek és

,,gombszeriibbek”, mint az 0ssz-transz vagy a 9Z izomerek.

4.2. Alkalmazésok

Kutatocsoportunk a legkilonfélébb természetes forrdsokbol izolalja és analizalja a
karotinoidokat. A dolgozatban néhany példan keresztil kerll bemutatésra a fent targyalt kétféle
allofazis. A mddszerek felhasznalasat néhany novény analizisén keresztil demonstraljuk.

A Pécsi  Tudoméanyegyetem Gydgyszerésztudomanyi Karanak Farmakognozia
Intézetével egyiittmiikddve vizsgaltuk kér gyogyndvény, a kanadai aranyvesszé (Solidago
canadensis L.) viragzatanak és a vérehullo fecskefti (Chelidonium majus L.) virdganak
karotinoid 0Osszetételét. Az analizist Cig-as allofazison végezve a kanadai aranyvesszd
viragaban f6 komponensekként (9Z,9°Z)-luteint, azaz a neolutein C-t és (92)- vagy (9°Z)-luteint
azonositottunk. A teljes extraktum megoszlatdsa utan a hexanos epifazisban csak 3-karotin (1)
maradt mint apolaros karotin. A metanolos hipofazisban viszont a cisz-vegyuleteken kivil
lutein 5,6- (43) és 5,8-epoxidot (44/45) talaltunk. A hipofazis CaCOsz-on valo
oszlopkromatografiajaval a kis mennyiségben jelenlévé komponenseket (neoxantin (56),
neokromok (104, 105), violaxantin (47), luteoxantin (50, 51), (92)-anteraxantin, zeaxantin
(16)) is sikeriilt azonositani. A vérehullo fecskefii f6 karotinoidja a lutein 5,6-epoxid (43),
ezenkival lutein 5,8-epoxidot (44/45), violaxantint (47) és a lutein-5,6-epoxid (37) cisz
izomerjeit tartalmazza. Apolaros karotin gyakorlatilag nem talalhat6 az extraktumban.

Magyarorszdgon nagy hagyomanya van a siitétok fogyasztasanak, illetve szdmos bébiétel

tartalmaz siit6tokot. Munkank soran a hazankban termesztett, illetve forgalmazott kiilonb6z6



fajtaju (Nagydobosi (Cucurbita maxima); takarmany tok (Halloween) (Cucurbita pepo); az
orange, vagy kanadai tok (Cucurbita moschata) és a japan Hokkaido tok (Cucurbita maxima
Duchesne ssp.)) nyers- és fott siitétokok karotinoid 6sszetételének vizsgalatat végeztik el, Cis-
és Cao-as allofazison. Vizsgalatainkbol kiderilt, hogy az egyre kozkedveltebb orange tok
minimalis mennyiségii a-kriptoxantinon (11) kivil 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. Kimutattuk azt is, hogy a hékezelési eljarasok (siités,
f6z¢s) hatasait az izomer képz6dés miatt jobb a Czo-as fazison tanulmanyozni, kilondsen az
orange tok esetében.

A x-végcsoportot tartalmazé karotinodok (kapszantin (71), kapszorubin (75) stb.)
legismertebb forrdsa a piros paprika, melyet intézetinkben mintegy 90 éve vizsgalnak.
Rendkivil sokféle piros paprika karotinoid Osszetételét vizsgaltuk és hasonlitottuk 6ssze az
analizist Cis és Cao-as allofazisokon. Osszefoglaldan a paprika extraktumban talalhaté sok
polaros komponens Csp-as oszlopon dsszetorlddik, mig a Cis-as rendszeren jobb felbontéssal
valnak el.

Epp forditott a helyzet egy dél-amerikai gyiimdlcs a piros mamey (Pouteria sapota)
esetén, amely egy rendkiviil gazdag «-karotin forrés. Cig-as all6fazis hasznalata esetén gy
tinik a gyiimélcs karotinoid dsszetétele nem tul komplex, mig a Cso-as o0szlopon vegzett
analizis egy rendkivil bonyolult képet mutat. Bar sok komponens azonosithatdo a teljes
extraktum analizisével (29), szamos kisebb csucs, melyek zme kevert csics volt azonositatlan
maradt. Ezek azonositasara a teljes extraktumot klasszikus oszlopkromatografiadval CaCOs3
adszorbensen 7 frakciora bontottuk, melyek HPLC-DAD-MS analiziset szintén elvégeztik Cso-
as allofazison. CaCOs adszorbensen a karotinoidok mashogy kétédnek, mint a szilikagélen, igy

az egymast elfedd komponensek is elvalaszthatok és azonosithatok.

4.3. A nem hidroxilélt végcsoportot tartalmazé karotinoid epoxidok analizise
A kulonfele névenyi forrasokbol izolalt karotinoid epoxidok Kiralis oszlopon vald
elvalasztasat és szerkezetazonositasat is elvégeztik. Ha az epoxid vegyiletben a
hidroxilcsoport az epoxid csoporttal azonos gytiriin helyezkedik el, a két sztereoizomer (SzUn
és anti) Cis-as oszlopon elvalik egymastol. A hidroxilcsoportot nem tartalmazé diasztereomer

parok azonban csak kiralis HPLC oszlopon valaszthatok el.
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Az azonositds megkonnyitésére a megfeleld karotinoid monoperftalsavval torténd
epoxidalasaval eldallitottuk a félszintetikus vegyiiletet. Az epoxidalas soran egy diasztereomer

vegyuletpar keletkezik, a reakcidt a kapszantin peldajan mutatom be:

OH
1 \ P L P | ©
| / 0 }
At N (5R,65,3'S,5R)
. e Ny BS, y OH
\ N N ' ° monoperftalsav !
J .
HO"™ e -—'—~—-
. o R _,.»"""I':O -
R-végcsoport DN
o

HO/“\“‘-"'.'

(5S,6R,3'S,5'R)

A reakcidegyenletbdl lathatd, hogy az epoxidalds sordn a hat szénatomos gyliriin
elhelyezked6 epoxid-csoport térallasa es az Otszénatomos, k-végesoporton levé hidroxil-
csoport térallasa szerint két diasztereomer keletkezik. Ha az epoxid és hidroxil-csoport térallasa
megegyezik sziin (5S,6R,3’S,5°R), ellenkez6 esetben anti (5R,6S,3’S,5’R) vegyiiletrdl
beszéllnk.

A kriptokapszin-5,6-epoxidok (69, 119), a kriptokapszin-5,8-epoxidok (120-123), a R-
kriptoxantin-5’,6’-epoxidok (33, 127), a B-kriptoxantin 5,6,5°,6’-diepoxidok (36, 124-126),
valamint a B-karotin 5,6-epoxidok (128, 129) és a szapotexantin-5,6-epoxidok (130, 131) az
epoxid csoportot tartalmazo B gytiriin nem tartalmaznak hidroxilcsoportot. Ezen vegyiileteket
a reakcioelegyekbdl izolaltuk, kiralis toltetli rendszeren elvalasztottuk és szerkezetiiket

azonositottuk.
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V. Osszefoglalas

Munkém soran 100 kiilonb6z6 karotinoid kromatografias viselkedését tanulmanyoztam
Cis-as és Cao-as allofazison, két, a gyakorlatban hasznalt eluens rendszert alkalmazva.

Az oktadecil boritast szilika alléfazisok jo elvalast mutatnak a karotinoidok egész
polaritasi tartomanyara. Az ellcios sorrend ezen az oszlopon kdveti a karotinoidok polaritasi
sorrendjét. A Cyg-as allofazis lehetévé teszi az elvalasztast a nagyon polaros karotinoidoktol az
apolaros karotinokig. Az oszlop jobb elvalasztast ad hidroxi- és ketokarotinoidokra, mint a
karotinokra, és nem hatékony a karotinoid regioizomerek elvalasztasaban sem (pl. a zeaxantin
(16) és lutein (14) pérosok, vagy az anteraxantin (37) és 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 vegytiletek esetén a 9/9” illetve 13/13° parok
mar nem), apolaros vegyiletek, kiléndsen karotinok esetén mar a transz vegyiilettél sem
kilonulnek el. Ezzel szemben j6 modszert biztosit a polaros karotinoidok sztereoizomerjeinek
(karpoxantin epimerek (19-21), kapszantol epimerek (78-79), szlin és anti epoxid parok, stb.)
elvalasztasara. Osszességében a Cig forditott fazissal végzett folyadékkromatografia tehat
kivaléan alkalmas karotinoidok feltételes, retencios idén alapuld azonositasara komplex
rendszerekben.

Természetes extraktumok analizisében jol alkalmazhat6 a Cao-as all6fazis is. Ez az oszlop
idealisnak 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 kettéskotés helyzete,
geometriai izoméria). Mindezek ellenére a poléros karotinoidok sztereoizomerjei rossz
felbontassal elualddnak rajta. A hidroxi- és epoxicsoportok hatasa az ellcios sorrendre nem
egyértelm, igy a vegyliletek retencios idejébdl nehezebben kovetkeztethetiink a szerkezetre
egy komplex keverék eseteben.

A két kromatografids rendszert kiillonbozé természetes forrasbol izolalt extraktumok
analizisén keresztll mutattam be, bizonyitva a Cso-as fazis apoléris, illetve a Cig-as fazis inkabb
polaris karotinoidokra val6 alkalmazhatosagat.

Bar mindkét allofazis alkalmas a hidroxilalt 5,6-epoxi-végcsoportot tartalmazé
karotinoidok sziin és anti sztereoizomerjeinek megkiilonboztetésére, a hidroxil-csoportot nem
tartalmazo epoxidokat egyik sem képes elvalasztani. Ennek a probléméanak a megoldéséra

Kiralis all6fazisokat alkalmaztunk. A mamey gytimolcsben eléforduld ilyen tipusu karotinoidok
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azonositasanak elésegitésére szamos szemiszintetikus diasztereomer part (kriptokapszin-5,6-
epoxid,  R-karotin-5,6-epoxid,  RB-kriptoxantin-5’,6’-epoxid,  R-kriptoxantin-5,6,5",6’-
diepoxidok) allitottunk el6, és az altalam kidolgozott eclvalasztasi modszert HPLC-CD

technikara alkalmazva, meghataroztuk a komponensek szerkezetét.
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