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I. BEVEZETES

A karotinoidoknak mar szdmos bioldgiai funkcidja, illetve kozvetett, még nem
teljesen tisztdzott biologiai hatdsa ismeretes. A legrégebben ismert A-provitamin hatas
mellett ma mar tobbféle védohatast is tulajdonitanak ezen vegyiiletcsaladnak (pl. gyokfogo
hatas). F6 forrasaink a ndvények, amelyek szintetizaljak a karotinoidokat, és természetesen
az ezen novényeket fogyaszto allatokbol késziilt taplalékaink is.

Intézetiinkben - a Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Karan -
kozel 80 éve folyik a karotinoidok kutatasa. 1923-ban az Erzsébet Tudomanyegyetem
Orvosi Karan megalakult Kémia Intézet elsé professzora, Zechmeister Laszlo a
természetes anyagok kémiajaval kezdett el foglalkozni, koztiik az akkor Eurdpaban éppen
kialakulofélben 1évé karotinoidkémiaval. Munkatarsaval, Cholnoky Lészloval egyiitt
szamos szerkezeti és elvalasztasi problémat oldottak meg, amelyek nemzetkozi hirtivé
tették a munkacsoportot, és nagyban hozzajarultak a kromatografia fejlédéséhez. Mar az
1920-as években vizsgaltak a paprika szinezd anyagait is. Ez a téma az elvélasztastechnika
fejlodésével idordl-idore 0jbol eldtérbe keriilt. Zechmeister Laszl6 emigraldsa utan
Cholnoky Lészl6, majd az O halala utdan Szabolcs Jozsef, majd Toéth Gyula vezetésével
folytatodtak a kutatasok.

A karotinoidkémia, mint a természetes anyagok kémiajanak egyik része, a kémia
tobb klasszikus agabol tevodik Ossze. A karotinoidforrasok felderitéséhez, az uj szerkezetii
karotinoidok izolalasahoz sziikség van a klasszikus ¢és modern elvalasztastechnika
alkalmazaséra, a szerkezetek meghatarozasahoz a modern szerkezetvizsgalé modszerek és
a hagyomanyos kémiai modszerek egylittes hasznalatara.

Ma 600-nal tobb természetben eléforduld karotinoidot ismeriink. A ndvényekben
eléforduld f6 komponenseket szinte mar mind felderitették. A kiilonb6z6 ndvényi és allati
mintdk vizsgalata soran azonban sok igen kis mennyiségben el6éforduld ismeretlen
szerkezetli karotinoid lehetséges, amelyek szerkezetének pontos megismerése segithet
tisztazni a karotinoidok bioszintézisét. Ezeknek a minor komponenseknek a minél
pontosabb megismerése - kiilondsen a bonyolult, sokkomponensii rendszerekbdl - csak az
elébb emlitett modszerek kombinacidjaval lehetséges, amelyek kozott fontos szerepet

jatszik a nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC) is.

A dolgozatban szerepld karotinoidok konnyebb dtlathatosaga érdekében az értekezés végeén, a mellékletben,

egy képletgyiijtemény talalhato.



II. ELOZMENYEK

1. Karotinoidok azonositasa novényekbol

A piros paprika és mas novények szinezékanyagaival mar a XIX. szazadban is
foglalkoztak. A paprikavords kristalyos eldallitisa mégis sokaig késett, mivel a kisérd
zsiroktol és viaszoktol nehezen volt elkiilonithetd. 1927-ben sikeriilt csak Zechmeister
Laszlonak és Cholnoky Laszlonak a ,,paprikavords” fofestékét kristalyositani, melyet
kapszantinnak neveztek el [1]. Ez a kapszantin készitmény azonban nem volt egységes.
Zechmeister €¢s Cholnoky késobb - elséként alkalmazva a Tswett-féle oszlopkromatografiat
- még egy piros mell¢kfestéket, a kapszorubint talalta meg [2]. Megallapitottak, hogy a
teljesen érett és megszaritott, a kereskedelemben is beszerezhetd paprika termésfala
(paprikabdr) a két kiilonleges voros festéken kiviil még kiilonbozd sarga festékeket is
tartalmaz, amelyek koziil a B-karotint, kriptoxantint és zeaxantint sikeriilt kristalyosan
elkiiloniteni, a tobbi pigmentet ellenben csekély mennyiségilk miatt nem lehetett

kristalyositani és azonositani [3].

Az 1940-es évek masodik felében Karrer és munkatarsai [4] irtdk le a karotinoid-
5,6-epoxidok szerkezetét. Az altaluk kidolgozott moddszerrel, amely lehetévé tette a
karotinoidok valdszinli azonositasat az egyes festékek kristalyositasa nélkiil, szamos
novény kiilonféle szerveinek karotinoidjait vizsgaltdk meg. Vizsgalataik alapjan néhany
régebbi irodalmi adatot helyesbiteni kellett, de Gjabb karotinoidokat nem talaltak [5]. Ilyen
elézmények utan idészertivé valt a paprika festékeinek ijabb vizsgalata is, azzal a céllal,
hogy legalabb azonositsdk azokat a karotinoidokat amelyeknek kristalyositasa addig nem

sikerult.

Az 1950-es években Cholnoky és munkatarsai a piros paradicsompaprika
(Capsicum annuum var. lycopersiciforme rubrum) ¢és a sarga paradicsompaprika
(Capsicum annuum var. lycopersiciforme flavum) €rett és éretlen termésének karotinoidjait
vizsgaltak [6].

A piros paradicsompaprika termésének fejlodésében két szakaszt kiilonboztettek meg. A
termés az elsO szakaszban klorofill tartalma miatt z6ld szinli, a masodikban viszont a

klorofill eltiinésével parhuzamosan megvorosodik. Az éretlen, zold termés karotinoidjai



kozil a kovetkezoket azonositottak: [-karotin, P-karotin-monoepoxid (nyomok),
mutatokrom, neo-f-karotin B és U, violaxantin, xantofill (lutein), féliaxantin (neoxantin),
foliakrém (a foliaxantin furanoid szarmazéka) €és anteraxantin (nyomok). Ezeken kiviil a
z0ld termés valdsziniileg tartalmazott még kriptoxantint, valamint a xantofill és a
violaxantin cisz-izomerjeit. Az érett termés festékei a kovetkezOk voltak: [-karotin,
aurokrom, mutatokréom, kriptoxantin, kriptokapszin, neo-f-karotin B és U, kapszorubin,
kapszantin, violaxantin, anteraxantin, xantofill-epoxid, zeaxantin, ¢és ezek koziil
egyeseknek a cisz-izomerjei. A termések érésénél a klorofill eltlinésével parhuzamosan a
festékképzddésben mindségi valtozas kovetkezik be, amelyet a festékek mennyiségének

ugrasszerit megnovekedése kovet.

A sarga paradicsompaprika éretlen termései zoldek, de a klorofill eltinésekor, tehat
teljes beérés utan sem vordosddnek meg, hanem narancssdrgdk maradnak. Cholnoky és
munkatarsai az éretlen, z6ld termésben a kovetkezd karotinoidokat azonositottdk: [3-
karotin, xantofill, violaxantin, és ezeknek néhany cisz-izomerje, B-karotin-monoepoxid, [3-
kriptoxantin és anteraxantin nyomai, foliaxantin és foliakrom. Az érett sarga termések
festékei: a- és B-karotin, a- €s B-kriptoxantin, valamint ezeknek cisz-izomerjei, xantofill,
violaxantin, anteraxantin €s a két eldbbi cisz-izomerjei, foliaxantin, féliakrém, és

nyomokban (3-karotin-monoepoxid.

Cholnoky ¢és munkatarsai izolaltak elészor kristdlyosan az a-kriptoxantint, melynek
szerkezetét késobb igazoltak [7], és a kriptokapszint [8]. Cholnoky masik feltevése a
kapszantin €és a kapszorubin bioszintézisére vonatkozott (/. dbra). Eszerint a zeaxantin
epoxidaldsaval anteraxantin, illetve violaxantin keletkezik, ¢és ezekbdl képzddik
gytriifelnyildssal a kapszantin, illetve a kapszorubin. E munkdk kapcsan javasolta

Cholnoky a kapszantin addig elfogadott szerkezetének reviziojat.



Zeaxantin C49Hs60,

02 O2
Anteraxantin C4oHs603 Violaxantin C4oHs604
gydard| felnyilas gydard| felnyilas
Kapszantin C4oHsgO3 Kapszorubin C4oHs604

1. abra. A kapszantin és a kapszorubin képzodése zeaxantinbol Cholnoky szerint [8]

A paprika f6 karotinoidjanak, a kapszantinnak a szerkezetét Karrer és Entschel IR
adatai [9], Weedon és munkatarsai [10] NMR-spektroszkopiai eredményei valamint
Cholnoky ¢és Szabolcs preparativ kémiai munkai [11, 12] irtak le.

A kapszantin és kapszorubin szerkezetbizonyitd szintézisét végiil a Weedon
kutatocsoport és a Hoffmann-La Roche kutatocsoportja egylitt végezte el 1983-ban [13,
14].

OH

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

OH

O\/\)\/\/K/\/Y\/ﬁ/\/%
I 5 0

OH

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

Miutan 1960-ban, tobb mint harminc évvel a felfedezése utan tisztazodott a
kapszantin, a kapszorubin és a kriptokapszin k-végcsoportjdnak szerkezete, eldbb Curl,

majd Davies és munkatarsai is elvégezték a kiilonbozo paprikafajtak karotinoid analizisét.



Curl ellenaramt megoszlatast alkalmazva vizsgélta a zold és piros paprika
karotinoid-Osszetételét [15]. Piros paprikdban koézel 40 komponenst taldlt, ezek koziil
azonban csak a mar ismert komponensek (kapszantin, kapszorubin, neoxantin, violaxantin,
luteoxantin, anteraxantin, mutatoxantin, zeaxantin, kriptokapszin, kriptoxantin, o- és [3-
karotin) azonositasa tortént meg [16]. Szdmos tovabbi komponens valoszini szerkezetét
kémiai reakcidik, illetve a polaritdsi sorban elfoglalt helyilik alapjan probalta meg Curl
megadni.

1970-ben Davies ¢és munkatarsai [17] vékonyréteg kromatografiat alkalmazva
vizsgéltdk a fehér, sarga, narancssarga ¢és piros szinlire éré paprikak karotinoid-
Osszetételét, és - Cholnoky sémadjat alapul véve - felvazoltadk a lehetséges karotinoid
bioszintézist a paprikaban.

Davies és munkatarsai ebben a kozleményben irjak le — alapul véve Yamamotonak
a xantofill ciklusra vonatkozé cikkét [18] — az anteraxantin és violaxantin zeaxantinbol

molekularis oxigén felhasznalasaval valé képzodését is (2. dbra).

NADPH NADP Hz0
+H*

2. abra. Az 5,6-epoxi-végcsoport képzodése Davis szerint

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

Piros paprikdban a pinakolin atrendezddést, amely a «-végcsoport kialakuldsat

0 X AN
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3. abra. A k-végcsoport kialakuldsa

eredményezi (3. dbra).

Az atrendezddést katalizdlo enzim csak a piros paprikdban van jelen, a sarga
paprikdbdl hidnyzik. A masik lehetséges atalakulds a 3,5-dihidroxi-allén végcsoport

kialakuldsa, melynek soran a violaxantinb6l neoxantin képzddik (4. dbra).
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4. abra. Az allén-végcsoport kialakuldasa

A neoxantin szerkezetét éppen egy évvel korabban sikeriilt Cholnoky és Weedon

munkacsoportjanak kézosen tisztazni [19].

Csak piros paprikaban képz6dd

B-karotin pkarotin-5,6-epoxid karotinoidok
H A
‘ 4 A
_“_/\:Q E N ““/\:Q R _“_/\:Q
o] -
H H
B-kiiptoxantin B-kriptoxantin-5,6-epoxid* kriptokapszin
OH
H
OH OH OH
5 .
H HO'
zeaxantin anteraxantin I kapszantin
?2'E

R ¥ OH
) s

kapszantin-5,6-epoxid

S

violaxantin

H: hidroxilalas ‘R OH
E: epoxidalas
R: pinakolin atrendezédés
O,
*: nem detektaltak - °
kapszorubin

OH

5. abra. Feltételezett bioszintezis utak a sarga és piros paprikaban Davies szerint [17]

A séma alapjan a sarga, vagy narancssarga szinli paprikakban (amelyek sohasem
pirosodnak meg) a karotinoidok bioszintézise befejezdédik a karotinoid-5,6-epoxidok
(anteraxantin, violaxantin) képzddésével, a piros paprikdban a karotinoid-5,6-epoxidok tn.
pinakolin 4atrendezédéssel atalakulnak a megfeleld keto-karotinoidda: anteraxantinbol
kapszantin, violaxantinbdl kapszantin-5,6-epoxidon keresztiil kapszorubin, mig f-

kriptoxantin-5,6-epoxidbdl kriptokapszin keletkezik.



Az 1970-es években tobben is vizsgaltak a kiilonb6z0 paprikafajtak karotinoid-
Osszetételét [20-24], jelentdsebb eredményt azonban nem értek el. Példaul Bilal Camara a
hetvenes években kezdte el a paprikakarotinoidok vizsgalatat. E16bb csak kiilonb6zd fajtak
karotinoid analizisét végezte el [22], késobb pedig szisztematikusan felderitette a
bioszintézisben résztvevd enzimek szerkezetét, és muikodési mechanizmusat. Izotdppal
jelzett anteraxantint és violaxantint haszndlva Camara mutatta ki el6szor, hogy a

kapszantin és a kapszorubin ezekbdl a vegytiletekbdl keletkezik [23, 24].

2. Kromatografiai el6zmények

Az 1970-es évek kozepétdl a nagynyomasu folyadékkromatografia fejlédésével ez
a moddszer is egyre nagyobb szerepet kapott a karotinoidok analizisében. A miiszeres
kromatografiai modszerek (pl. a HPLC) és ezek detektalasi modjainak fejlédése lehetoveé
tette a korabban nem kimutathato, kis mennyiségben jelenlévé komponensek kimutatasat
is. A modern szerkezetvizsgald6 modszerek elterjedése lehetévé tette e kis mennyiségben
jelenlévo komponensek szerkezetének meghatarozasat is.

Ebben az idében kezdddott intézetiinkben a HPLC toltetek fejlesztése, ami nagyban
hozzajarult a modszer hazai fejlddéséhez, elterjedéséhez, és lehetdvé tette, hogy a HPLC
technikat alkalmazzuk a karotinoidok kutatdsaban is.

A folyadékkromatografidban alkalmazhaté adszorbenseknek, a folyadék-
kromatografias tolteteknek nagyon sokféle, néha egymasnak ellentmondo6 kdvetelménynek
kell megfelelni. Elsédleges kovetelmény a nyomasallosag. A legtobb szervetlen alapu
toltet (szilikagél, aluminium-oxid, stb.) a toltetszemcsék 0sszeroppandsa nélkiil visel el 50-
60 MPa nyomadsesést. Ezért haszndlatuk — kiilonosen a szilikagél és szilikagél alapt
toltetek alkalmazasa — nagyon elterjedt.

A kromatografias elvalasztds a toltet feliiletén, és porusaiban torténik, az
elvalasztand6 komponensek eltéré szorpcios viselkedésének kovetkeztében. A
folyadékkromatografias toltetek feliileti strukturdja szerint megkiilonboztetik a feljesen
porozus, illetve a nemporozus tolteteket.

A porozus toltetek (leggyakoribb a szilikagél) nagy fajlagos feliiletli (kb. 10-500
m*xg) és porustérfogati anyagok. Az analitikai kromatografis célra hasznalt szilikagélek

szemcsemérete leggyakrabban 3-10 um kozotti, de alkalmaznak kis szemeseméretii (1,5-2

10



um), kiilonosen szik szitafrakcioja tolteteket is. Félpreparativ, ill. preparativ
kromatografids célra 10 um feletti atlagos szemcseméretii toltetek a megfeleldek.

A nemporozus toltetek 3 pm-nél kisebb szemcseméretii monodiszperz rendszerek.
Leggyakrabban a 1,5 um szemcseatmérdjii tolteteket alkalmazzak. A toltet fajlagos feliilete
megegyezik a geometriai feliilettel (kb. 2 m*xg™). A nemporézus adszorbensekkel toltott
oszlopok terhelhetdsége ugyan alacsony, €s a nyomasesés nagyon magas, de az ilyen
oszlopokon végezhetd gyors elvalasztasok €s a kitind visszanyerés (recovery) e tolteteket
olyan 10j feladatok megoldasara teszi alkalmassa, melyek porozus tolteteken, nehézkesen,

sokkal lassabban és kisebb érzékenységgel végezhetdk el.

2.1. Szilikagél adszorbensek

A pordzus szilikagéleket kromatografias szempontbdl jellemezhetjiik geometriai
sajatossagaik, porusszerkezetiik €s a beldliik tolthetd oszlopok hatasossaga szerint.

A folyadékkromatografias gyakorlatban hasznalt porozus szilikagélek atlagos
porusmérete 3-100 nm, porustérfogata 0,2-2 cm’xg”, fajlagos feliilete 10-500 m?xg™
kozott van. A nyomdsesés miatt fontos a szlik szemcseméret-eloszlas, a hatékonysag miatt
pedig a minél alacsonyabb atlagos szemcseméret .

A szilikagél toltetek adszorpcids tulajdonsagait €s szelektivitasat elsdsorban a
feliileti szilanolcsoportok és kornyezetiikk hatdrozza meg. A pordzus, vagy nemporodzus
szilikagélt a nagyhatdsossagi folyadékkromatografidban kozvetleniil viszonylag ritkan
alkalmazzak. Leggyakrabban a preparativ és processz kromatografidban hasznalnak nem
modifikalt szilikagél adszorbenst, itt is altaldban csak kompromisszumként, mivel a

feliiletiikon modifikalt toltetek ara — a sziikséges nagy tételekben — magas.

2.2. Porozus szilikagélek jellemzése
Alakjuk alapjan megkiilonboztetlink tort (irreguléris) és gomb alaku szilikagéleket.

Mig az el6bbiek nagyipari eljarassal, az wutobbiak gyakran kifejezetten a

folyadékkromatografia igényei szerint — viszonylag kisebb tételekben - késziilnek. A

11



korszerti szilikagél toltetekbdl, helyes toltési technikakkal, a szemcsealaktol fliggetlentil
hatasos kolonnak készithetdk [25, 26].

Szemcseatmérdjiik szerint az analitikai HPLC céljaira kordbban a 10 um, jelenleg az 5
um atlagos szemcseméretli szilikagéleket alkalmazzak rutinszerlien. A szemcseatmérd
jelentdsen befolyéasolja a toltet hatdsossagat. Kisebb atmérdjii toltetekbdl nemcesak kisebb
elméleti tAnyérmagassagu oszlopok tolthetéek (nagyobb hatdsossag, ,.keskenyebb csics”),
de az aramlési sebességgel a tanyérmagassag novekedése, a hatdsossag romldsa (a van
Deemter egyenlet ,,C” egyiitthat6ja) is alacsonyabb. Az atlagos szemcsedtmérd mellett a
toltetek legfontosabb geometriai faktora a szemcseméret-eloszlas. Tul széles frakcidju
vagy portartalmu (1 pm-nél kisebb szemcsék) toltetekbdl hatdsos és megfeleld
permeabilitasit kolonna nem tdlthetd. A gyartok altal megadott atlagos szemcseméret
eltérhet az oszlopok permeabilitasabol szamolt (d) atlagos szemcseatmérotol [25], amit a

d:(FX T]XLXAp_l Xr—ZXTc—l)l/Z

képlettel szamoltuk, ahol F a térfogati sebesség, n a viszkozitds , L az oszlophossz, Ap a

nyomasesés, r a kolonna sugara.

A kromatografias toltetek fajlagos feliileteként altalaban a nitrogén adszorpcioval
(,.BET modszer” Sy,) megadott feliiletet értjiik. A fajlagos feliiletet azonban kromatografias
uton a toltetek atlagos porusméretének és porustérfogatinak ismeretében s
meghatarozhatjuk (Sy;,). Ez utobbi eljards ismert molekulaméretli mintdk kizarasos
kromatografids koriilmények kozott mért attdrési idejének meghatarozasan alapul. E

szerint a fajlagos feliilet a

S=4xVyx ¢ [m’xg']

képlettel szamithato, ahol V, a fajlagos porustérfogat, ¢ pedig az atlagos poérusméret. A
két feliiletmeghatdrozasi eljardssal mért adatok nagyon j6 egyezést mutatnak. A
kromatografids modszerrel mért fajlagos feliilet értékek atlagban 1,34-szer magasabbak a
BET modszerrel kapott értékeknél, az értékek szordsa azonban csupan +7,5%. A
kromatografids uton, toltdtt oszlopban meghatarozhato feliiletbdl kovetkeztethetliink az
altalanosan hasznalt BET feliilet értékekre. A két mddszer molekuldris szinten tehat a
»feliiletet” azonos mdédon értelmezi. Ha két szilikagél kromatografias uton mért feliiletének
aranya példaul 2:1, akkor varhatd, hogy az elébbi szilikagél azonos tomegében BET

eljarassal meghatarozott feliilet is kétszer akkora. Kromatografids szempontbol a
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kolonnatérfogat egységben 16v6 fajlagos feliilet (m*xecm™) a dontd, mert a kész kolonnak
eltéré toltési stirliségiiek, igy a tomegegységre vonatkoztatott fajlagos feliilet (m>xg™)
kevésbé jellemzd.

Tapasztalat szerint a kromatografidban hasznalatos szilikagélek
porusmereteloszlidsa  logaritmikus normaleloszlassal irhat6 le. Az adszorpcids
kromatografidban altaldban 6-10 nm kozott atlagos porusméretii (¢) szilikagéleket
alkalmaznak. A pdérusméret-eloszlas meglehetdsen eltérd lehet. Példaul a kdzismert és jO
mindségli Spherisorb, Lichrosorb ¢és Partisil toltetek poérusméret-eloszlasa eltéré: a
Lichrosorb porusméret-eloszlasa a legszélesebb, a Spherisorb-¢ a legsziikebb [25].

Kromatografias szempontbdl a toltetek porustérfogatanak dsszehasonlitasdban az
egységnyi kolonnatérfogatra esé porustérfogat, az Gn. poérushanyad (&,) az irdnyadd (és
nem a toltet tomegegységére vonatkoztatott Vg, [cm’xg'] fajlagos porustérfogat). A
porushanyad értékek a legtobb szilikagélnél kdzel sem térnek el egymastdl annyira, mint a
tomegegységre vonatkoztatott Vg, értékek. (Nagyobb porustérfogatti szilikagélekbdl
altaldban kisebb toltési stirliségii oszlopok készithetdk.)

Az g, pérusporozitas (pérushanyad) a toltetre jellemzd allandd, a kolonna teljes

térfogatabol a porusok térfogatira esd részt jelenti. Ertékiik a kolonnatérfogatra normalt,
ezért szamértékik 0 és 1 kozé esik. Ertéke a kizarasos kromatografiaban kiilondsen

jelentds, mert a kolonna azon térfogathanyadat is jelenti, mely az ilyen elvélasztasok
elvégzésére rendelkezésre all. Az & hézaghanyad a tdltet mindségén kiviil a toltés
mindségétdl is fiigg. Egy sorozat azonos szilikagéllel toltott kolonnaban a toltés
egyenletességére utal, ha a hézaghanyad kozel azonos. ,,Tomdrebbre” t6ltott oszlopban &
értéke kisebb, mint egy lazabban toltétt oszlopban. A porushdnyad és a hézaghanyad
egylittesen adja az oszlop teljes porozitasat:
=&+ &
Irodalmi adatok megerdsitik, hogy a totalporozitas értéke a legtobb HPLC szilikagél

esetében 0,8 koriili érték.

A t0ltott oszlopok hatdsossdagat az elméleti tanyérszammal, ill. annak az aramlési
sebességgel torténd valtozasaval jellemezziik. A kiértékelést a van Deemter egyenlettel
végezziik:

H=A+Bxu'+ Cp,xu + Csxu
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ahol H az elméleti tAnyérmagassag, A, B, és C allandok, u a linearis dramlasi sebesség.

Az atlagosan 10 pm (vagy nagyobb) szemcseméretli toltetek kiértékelése az

egyszerlsitett van Deemter egyenlettel torténhet:
H=A+ Cpnhxu + Csxu

Az egyenletnek ez a formdja a minimalis tdnyérmagassaghoz tartoz6 dramlési sebességek
felett mért tanyérmagassagok feldolgozasara alkalmas, ahol a tanyérmagassagok
emelkedése a linearis aramlasi sebesség fliggvényében kozel linedaris.
Az atlagosan 5 um szemeseatmérdii toltetek 0,25 - 6,5 mmxs™ sebesség-tartomanyban, az
atlagosan 10 um-os toltetek pedig 1,5-9 mmxs™ sebességtartomanyban hasznalatosak. A
van Deemter konstansok mértékegységei: A [um], B [em®xs"], C [ms].
Az ,,A” tag az
A= 2)\d;
képlettel szamolhato. A toltési faktornak is nevezett (2A) értéke tehat A/d,
A ,,B” tag:
B=2xyx Dy,
ahol vy a labirintusfaktor, D,, a mintdk diffuzids koefficiense. Az atlagolt B/D,,=2y értéke
A ,,C” tag
Cm=¢xdp**Dp”
ahol ¢ kizardlag a kapacitasarany K fliggvénye.

Haldsz és Ohmacht megallapitottak [35, 36], hogy a ,,gdmb” és a ,,tort” szilikagélek
kozott jelentds hatasossagbeli eltérés nincs. Sajnos egyes gyartok a nagyobb hatdsossag

érdekében esetenként a nomindlisnal kisebb szemcséjii toltetet forgalmaznak. Az ebbdl

készitett oszlopok ugyan nagy hatasossaguak, de nyomasesésiik is igen magas.

2.3. Forditott fazisa (RP) toltetek eloallitasa és ellendrzése

A forditott fazisu toltetek olyan szilikagélek, melyek feliiletét kémiai reakcioval

hidrofobba tették. A szilanolcsoportok kémiailag atalakithatok és igy a szorbens
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kromatografias  tulajdonsdgai  megvaltoztathatok. A  szilanol-csoportok  mellett
elhelyezkedd fémionok a szilanolcsoport savassagat novelik. (Ennek negativ hatasa
bazikus minték elvalasztasakor a legszembetlinébb.)

A HPLC technikdban a legtobb analitikai elvélasztast forditott fazisu tolteteken
végzik. Gyakran alkalmazzdk a C;g (oktadecil), vagy Csg (oktil) lancokkal boritott
tolteteket, de mas lanchosszisagt alkilcsoportokkal (C;-t8] Cso-ig) boritott szilikagélekkel
is eredményesen végeznek specidlis elvalasztasokat. Porézus adszorbenseket hossza lanci
alkilcsoportokkal tokéletesen boritani (az Osszes feliileti szilanolcsoportot elreagaltatni),
azok helyigénye miatt (,,sztérikus okokbol”’) nem lehet. Ezért az ilyen tolteteket célszert
egy kovetkezd reakcioban kis helyigényli szilannal ismét reagaltatni (metil-, etil-,
izopropil-, tercier-butil-szilil csoportok a szokasosak), igy az elsd 1épésben el nem reagalt
szilanolcsoportok szama jelentdsen csokkenthetd.

Eléallitasuk soran a szilikagél szilanolcsoportjait reagaltatjdk szerves szilicium
vegyiiletekkel tgy, hogy a felileten = Si — O — SiR; csoportok alakuljanak ki.
Legelterjedtebb a szerves klorszilanok alkalmazasa, de haszndlnak alkoxi- és dimetil-
amino-szilanokat is. Mivel a legtobb alkalmazashoz a nagy feliileti boritottsagu, azaz
lehetdleg csak hidrofob, szilanofil tulajdonsagokat nem mutato toltetek az alkalmasak,
ezért a tolteteket, gyakran kis helyigényl hidrofob csoportokat tartalmazé szilanokkal (pl.
trimetil-klorszilannal) célszer(i ismételten szilanizalni (in. utanszilanizalas, ,,endcapping”)
[27].

A toltetek boritottsagat a legegyszertibben a toltet szdzalékos széntartalmaval (Co,)
ellendrizhetjiik. Az eldallitott, nem utanszilanizalt C;g toltetek széntartalma jol korrelal a
fajlagos feliiletiikkel: A széntartalom az utanszilanizalassal emelkedik, mégpedig minél
effektivebb utdnszilanizalast alkalmaztunk, anndl magasabb a széntartalom.

,Klasszikusnak™ szamit6 eljaras forditott fazisu toltetek mindsitésére a metilvords
teszt: standardizalt koriilmények kozott benzolos metilvords oldatbol mennyi festék
adszorbealddik a toltetre, illetve annak szabad, hozzaférhetd szilanol csoportjaira.

Toltetek maradék szilanol aktivitasat célszerlien bazikus mintdk elvalasztasaval
lehet ellendrizni. E moddszer eredményei kromatografias szempontbdl mindenképp
értekesebbek, mint a mas fizikai kémiai eljarassal nyert eredmények, mivel a mindennapi
kromatografids gyakorlattal megegyezd, vagy ahhoz nagyon kozelalld viszonyok kozott

mérik a maradék szilanol aktivitast.
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III. EREDMENYEK

1. HPLC toltetek vizsgalata

1.1. Forditott fazisu (RP) toltetek ellenorzése

Az ODS-fazisok eldallitasa soran, az oktadecil-triklorszilan felvitele utan négy

kilonb6z06 utanszilanizalast alkalmaztunk:

1. trimetil-klérszilan gézzel autoklavban (,,auto”),

2. f0zés trimetil-klorszilannal toluolban refluxalva (,,TMCS”),

3. hexametil-diszilazannal toluolban refluxalva (,,HMDS”)

4. katalizalt szilanizaloszerrel: hexametil-diszilazan, trimetil-klorszilén, piridin, toluolban

refluxalva (,,HTP”).

A metilvoros tesztet reflexios fotometria alkalmazasaval félkvantitativ eljarassa
fejlesztettiikk. Tapasztalatunk szerint a kromatografids viselkedés és a metilvords teszt
eredményei egy-egy toltetsorozaton beliil jol egyeznek, igy gyartaskozi ellendrzésre jol
hasznalhatok. Kiilonb6z6 szilikagélekbol készilt toltetek Osszehasonlitdsa nem volt
teljesen eredményes, feltehetéen az eltérd szemcseszerkezetli porok eltérd fényvisszaverd
tulajdonsdgai miatt.

Valamennyi fazisbol kolonnat toltottiink és elvégeztik a szokdsos ellendrzési
kisérleteket (porozitds vizsgalatok, oszlophatdsossag ellendrzése).

A porozitas méréseket a szilikagéleknél is alkalmazott modszerekkel diklor-metan
eluensben polisztirol standardok alkalmazéasaval kizarasos kromatografidval végeztiik. A
forditott fazisu toltetek porozitdsa minden esetben eltért a kiinduldsi szilikagélek
porozitasatol. A szilanizalas soran a tdltet porusai méretiikben, térfogatukban csokkentek,
ennek megfeleléen a porusporozitas, a fajlagos feliilet is csokkent. Egy jol utdnszilanizalt
toltet atlagos porusatmérdje akdr 30%-kal is kisebb a kiinduldsi szilikagél
porusatmérdjéhez képest.

Az uténszilanizalas nagy mértékben befolyasolja az oszlopok toltési mindségére

jellemzd ,,A” egyiitthatot. Ugy is értelmezhetjiik az eredményeket, hogy jol utinszilanizalt
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toltetekbdl konnyebb hatdsos oszlopot tolteni. A van Deemter egyenlet ,,C” egyiitthatojara
az utanszilanizalasnak jelentds hatasa nincs.

Toltetek maradék szilanol aktivitasat célszerlien bazikus mintdk elvalasztasaval
lehet ellendrizni. Vizsgalatainkhoz anilin és o-fenilén-diamin mintavegyiileteket
alkalmaztunk. A nem, vagy csak gyengén utanszilanizalt tolteteken metanol eluensben
mindkét vegyiilet retencidja jelentés (k>50). A nagyon jol utanszilanizalt toltetek esetén
(,,HMDS”, ,,H-T-P”) az anilin retencidéja mar igen kicsi (k<0,1). Az o-fenilén-diamin
alkalmasabb mintavegyiilet a feliileti szabad szilanolcsoportok mértékének ellendrzésére.
Az o-fenilén-diamin retencidja az utanszilanizalas mértékétdl fiiggden 4,3 — 0,06 kozott

volt.

1.2. A porusszerkezet modositasa

A nagyporusu ¢ > 10 nm szilikagélek egyrészt eldallithatok specidlis reakcidkkal,
masrészt kisebb porusméretii szilikagélek utodlagos hidrotermalis kezelésével. Ebben az
esetben autoklavban, magas hémérsékleten és nyomason vizgdz hatdsara a szilikagélek
pérusai a nagyobb méretek felé eltolodnak és egyéb jellemzoik (porus térfogat, fajlagos

feliilet) is ezzel egyiitt valtoznak [28].

6. abra
A porusméret (d,) és a fajlagos feliilet (S) valtozdsa a homérséklet fiiggvényében
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A reakcio (a porusméret novekedése) legjelentésebben a homérséklettdl fiigg. A
porusméret €s a fajlagos feliilet egymassal ellentétesen valtozik. Az 6. dbra a porusméret-
fajlagos feliilet O0sszefiiggést harom kiilonb6zo reakcididovel végzett kisérlet sorozatra (8
oOra, 16 ora, 30 6ra) tartalmazza. Kiilon méréssorozattal azt is megallapitottuk, hogy 30 6ra
reakci6idd elegendd, ha a reakciot 200°C folott végezziik. Hosszabb reakci6idd alatt mar
nem valtozik sem a pérusméret, sem a fajlagos feliilet. Az eljarassal elérhetd legnagyobb
porusméret kb. 40 nm, melyhez kb. 20 m® grammonkénti fajlagos feliilet tartozik. A
porustérfogat valtozdsa nem egyenletes, kb. 30 nm 4tlagos pérusméretig a porustérfogat
gyakorlatilag nem valtozik, afolott azonban a poérusszerkezet gyorsan Osszeomlik, a
porustérfogat toredékére csokken.

A porusméret-eloszlas a hidrotermalis reakcio soran alig valtozik. Sem a kiilonb6z6
idejii, sem a kiilonb6z6 hdmérsékleten kezelt szilikagélek relativ porusméret-eloszlasa nem

valtozott jelentdsen.

1.3. Kiilonleges technoldgiakkal késziilt forditott fazisu toltetek
1.3.1. Szilard fazisu reakciokkal készitett toltetek

Forditott fazisu toltetek eldallithatok oly mddon is, hogy a szilikagél feliiletére
adszorbealjuk a szilant, melyet a feliilethez kivanunk rdgziteni, majd a hdmérséklet
emelésével ¢és a reakcidban keletkezO kismolekulaji melléktermékek folyamatos
eltavolitasaval segitjiik eld a reakciot. Ha a reakciot alkoxiszildnokkal végezziik (pl.
esetiinkben oktil-trietoxiszilannal, ,,OCTEO”) akkor a feliileti reakcido soran kilépd
vegyiilet etilalkohol, melyet kdnnytiszerrel eltavolithatunk [29].
szaritdas Utjan Aallitottuk be. A kémhatast az igy eldkezelt szilikagél 5%-os vizes
szuszpenzidjaban meértiik. A szilant benzolos oldatbdl vittiikk fel a szilikagélre, majd a
benzolt eltavolitva, nitrogénaramban hdkezeltiik a szilikagél mintat.

Az eléallitott tolteteknél utanszilanizalas nem tortént. Mivel a kiindulasi szilikagél
fajlagos feliilete ismert volt, igy a toltetek széntartalmabol (%C) a feliileti boritottsag

egyszerlien szamolhat6:

G = %Cx10° x{12xnx100[1-(%CxMWx8.33x10*xn"xS}" [umolxm3]
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n a szénatomok szama a szénlancban (esetiinkben 8)
%C  atoltet széntartalma szén-hidrogén elemanalizis alapjan
MW  a szilan molekulatomege (leszamitva a feliilettel reagalod csoportokat (=175)

S a fajlagos feliilet [m*xg™']

Alkoxiszilanok ¢és szilikagélek reakcidi bazikus és savas katalizatorokkal is
elosegithetdk (szilikagél szuszpenzidk szilanizalasi reakcidiban gyakran alkalmazott
katalizator példaul a p-toluol-szulfonsav). A szilardfazisu reakcid esetében kézenfekvo
volt, hogy a szilikagél feliilet kémhatéasat elozetes savas, vagy lugos kezeléssel (mosassal)

allitsuk be. A feliileti kémhatés igen jelentds hatdssal van a reakciora (7. dbra).

7. dbra
A szilikagél feliilet kemhatdsdanak hatdsa szilikagél oktadecil-trietoxiszilan (OCTEQ) reakciojara.
Koriilmények: 150°C; 4 ora; 15% OCTEQO benzolban.

19



A feliileti boritottsag — kémhatas Osszefliggés minimumgdrbe Osszefiiggés szerint
valtozik. A legalacsonyabb boritottsagot — és ezzel egyiitt a legalacsonyabb retenciokat — a
semleges pH koriili tartomanyban kaptuk. Amig egy 1,7-es kémhatastra beallitott
szilikagélre kozel 4 umolxm™ oktilcsoportot lehetett felvinni, 5,5-6s pH-n mar csak kb. 2,3
pmolxm™-t. Lugos tartomanyban a feliileti boritottsag a varakozasnak megfeleléen ismét
nétt. Itt azonban a kisérleteknek hatart szab a szilikagélek mérsékelt lugallosaga. A
legmagasabb pH, melyen még kisérletet végeztink 9,2 volt. Az elérhetd boritottsag
azonban itt sem nagyobb, mint egy kb. pH S5-re bedllitott szilikagél esetében. Az
alkoxiszildnok szilardfazisti reakcidja esetén ezért a reakcid bdzikus kozegben torténd
kivitelezése nem célszert.

A sziikséges reakciohOmérséklet és reakcididd természetesen az alkalmazott szilan
fiiggvénye. OCTEO esetében a legjobb eredményeket 150°C hémérsékleten és 4 ora

reakci6idovel lehetett elérni.

1.3.2. Utanszilanizalt fazisok gyors eléallitasa (kvazi ,,one pot” modszer)

Eljarast dolgoztunk ki kémiailag kotott fazist toltetek nagy mennyiségben,
viszonylag kevés oldoszer és energia felhasznédldsaval torténd eldallitdsara [30]. A
taldlmany lényege, hogy a ,,f0” szilanizalas (pl. reakcié oktadecil-triklorszilannal, vagy y-
cianopropil-trietoxi-szilannal) €és az utdnszilanizalas kozott a toltetet csak egy gyors
oblitésnek vetjiilk ala (toluol, diklér-metan, metanol, toluol), majd ismét toluolban
szuszpendalva torténik az utdnszilanizalas. Az igy késziilt toltetek Osszefoglald jellemzése

az 1. és 2. tablazatban lathato.

1. tablazat ,, Gyors” modszerrel elédllitott forditott fazisu toltetek mindsitése

2 o Zigl Retenciok (K*) és tanyérmagassag (H; um) 1 mmxsec™ linedris dramlési sebességnél
8 g lom o-
= N oy . 7. y . . s
v Fenilén | Lutidin Benzol Antracén Pirén Benzpirén
diamin
% k’ k’ Kk’ H Kk’ H Kk’ H Kk’ H

[

17,4 0,07 0,50 0,20 29 0,64 32 0,95 34 1,84 36

2 17,6 0,05 0,40 0,23 24 0,65 28 1,00 30 2,04 32

3 18,0 0,02 0,20 0,20 17 0,60 18 1,00 19 1,92 19
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Megjegyzés: az 1-2 toltetek 10 um szemcseméretii szilikagélbdl, a 3. toltet 6 um szemcsemeretll
szilikagélbol késziilt.
2. tablazat ,,Gyors” modszerrel eldallitott ciano fazisu toltetek jellemzese

5 o | Szen- Retencidk (k) és tanyérmagassag (H; pm) u= 1,5 mmxsec-1 sebességnél
:; £ | tarta- Benzol o-Nitro-toluol 2,4-Dinitro-toluol
2 @ | lom % k’ H [um] k’ H [um] Kk’ H [um]
1 4,5 0,1 18 0,8 19 3,1 21
2 4,7 0,1 22 0,9 23 3,2 27

Megjegyzés: az (1) toltet 6 um szemcseméretii szilikagélbol, a (2) toltet 10 pm szemcseméretii
szilikageélbdl késziilt.

Az eljarast kés6bb tovabbfejlesztettiik. Az elsd 1€pésben a szilanizalashoz kizarolag
alkoxiszilanokat alkalmazva, elegendd az els6 szilanizalas utan a terméket csupan egyszer
toluollal obliteni és rogton ezutdn sor keriilhet az utdnszilanizalasra egy kiilondsen
reakcioképes utanszilanizald eleggyel. Az eljarassal jelenleg is nagy mennyiségben késziil

preparativ célra RP HPLC toltet.

1.4. Az utanszilanizalas hatasa forditott fazisu HPLC elvalasztasokra

A legtobb elvalasztasi feladat esetében egy forditott fazisi toltetet annal jobbnak
tartanak, minél egyenletesebben boritott a feliillete, és minél kevesebb szabad és
hozzaférhetd szilanolcsoport marad a toltet feliiletén. A fenti megallapitas igaz kdzepesen,
vagy erdésen polaris vegyliletek, kiilondsen bazikus vegyiiletek elvalasztasa esetén. Vannak
azonban olyan kromatografids elvalasztasi feladatok is, ahol a kevésbé, vagy egyaltalan
nem utanszilanizalt forditott fazist toltet alkalmazdsa eldnyds, amikor a hidrofob
kolesonhatas mellett a szilanofil kdlcsonhatés is fontos szerepet jatszik [31, 32, 33].

Bizonyos vegyiiletcsoportok, példaul bazikus anyagok, aromas szénhidrogének
retencioja egy forditott fazisu tdlteten nem csak a toltet hidrofobicitasatol, hanem a szabad
szilanolcsoportok szamatol is fiigg.

Készitettiink két Cig toltetet. Az egyik esetben a szilikagélt az oktadecil triklor-
szilannal gondosan széritott toluolban foztiik, a masik esetben a szilikagél hozzaadasa eldtt

vizet adtunk a szilan/toluol elegyhez és az el6szor opalizald emulziot addig foztik, amig
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kitisztult. Ekkor tettik az elegyhez a szilikagélt. Az elsé eljards szerinti toltetet
»monomer”, a masodikat ,,oligomer” fazisnak neveztiik.

Mindkét fenti fazis egy-egy részletét kiillonbozd erdsséggel utanszilanizaltuk. Végiil
is mind a monomer, mind az oligomer tdltetb6l rendelkezésre allt egy nem, egy gyengén
(csak trimetil-klorszilannal), és egy jol (hexametil-diszilazan/trimetil-klorszilan/piridin
eleggyel) utanszilanizalt valtozat.

Tolteteink jellemzésére [melléklet 3. cikk] az ,,Engelhardt-tesztet” alkalmaztuk:
kiilonféle, semleges, savas ¢és bazikus vegyliletek retencidjat mértilkk metanol/viz
eluensben. (Az Engelhardt-teszt érzékenységének novelése érdekében az elvalasztasokat
metanol:viz = 1:1 eluensben végeztiik. Az eredetileg eldirttdl eltéréen nem alkalmaztunk
puffer tartalmi eluenst.) Semleges ¢és savas mintavegylileteink retencidja — a
varakozasoknak megfeleléen — a fazis hidrofob jellegének ndvekedésével (a javuld
utanszilanizaldssal, a széntartalom enyhe emelkedésével) emelkedett. Ellenkezden
valtozott viszont a bazikus anyagok retencioja: az utanszilanizalas novekvé mértékével az
»~Engelhardt-teszt” bazikus mintavegyiileteinek retencidja jelentdsen csokkent (pl. anilin:

3,10 > 1,50 = 0,81, vagy N,N-dimetil-anilin: >50 - 11,5 = 6,6 (3. tablazat).

3. tablazat
Széntartalom és az ,, Engelhardt-teszt” vegyiileteinek retencidja (K’) kiilonbozé mértékben

utanszilanizalt tolteteken

Monomer fazisok Oligomer fazisok

Nem  Gyengén  Jol Nem  Gyengén Jol

utdnszilanizalt toltet utdnszilanizalt toltet
Széntartalom (%) 14,0 15,4 15,5 17,3 17,5 17,9
Fenol 0,77 0,79 0,82 0,75 0,78 0,66
Etil-benzoat 5,4 6,0 6,2 5,5 6,3 5,2
Toluol 5,5 6,5 7,1 6,3 7,9 6,5
Etil-benzol 10,3 12,1 13,6 11,6 14,2 12,3
Anilin 3,1 1,5 0,81 4,2 1,0 0,88
o-Toluidin 3,5 2,1 1,3 5,8 1,4 1,2
p-Toluidin 9,0 4,9 2,7 9,2 4,1 2,7
N,N-Dimetil-anilin >>> 11,5 6,6 >>> 11,7 7,9
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A szabad szilanolcsoportok hatasat jellemzé masik kisérletben két semleges

tulajdonsagu anyagot valasztottunk el. A nagy m elektron slriiségli mintavegyiilet
benz[e]pirén, a laza & elektronszerkezetli mintavegytilet hexaklor-benzol volt. Vizmentes,

vagy vizben szegény eluensben (esetiinkben metanolban) a nagyobb ,slriiségli” w
elektronrendszerrel rendelkezd molekula retencidja egy toltetsoron beliil azon a tolteten
lesz a legnagyobb, ahol a szabad szilanolcsoportok szama is a legnagyobb. A kis €s laza «t
elektronrendszerrel rendelkez6 molekula esetén a retencid elsddlegesen a hidrofob
kolcsonhatasok mértékétdl fiigg, a hozzaférhetd szabad szilanolok szama a retenciot
jelentésen nem fogja befolyasolni. Varhat6 tehat, hogy a két mintavegyiilet retencidja a
toltet hidrofobicitdsanak novekedésével (erdsebb utanszilanizalas alkalmazaséaval) eltérd
modon és iranyban fog valtozni.

A két mintavegyliletre metanol eluensben mért retenciokat a 4. tablazat tartalmazza: a
benz[e]pirén, melynek retencidja a hidrofob és szilanofil kolcsonhatasoktol egyarant fiigg,
az utanszilanizalas erdsségének novekedésével, (a szabad szilanol csoportok szdmanak
csokkenésével) kb. 20 %-kal csokkent. A toltettel dontden csak hidroféb kdlcsonhatdsba
1ép6 hexaklor-benzol retencidja kis mértékben emelkedett, - esetleg nem emelkedett -
kovetve a toltetek széntartalom valtozasat.

4. tablazat

Benz(e)pirén és hexaklorbenzol retencidja (K’) eltéréen utdanszilanizalt tolteteken

Monomer fazisok Oligomer fazisok

761 Nem  Gyengén Jol

Nem  Gyengeén A
yeng utanszilanizalt toltet

utanszilanizalt toltet

Benz[e]pirén 1,73 1,42 1,38 1,82 1,53 1,31
Hexaklor-benzol 1,19 1,29 1,40 1,45 1,48 1,48
Széntartalom (%) 14,0 15,4 15,5 17,3 17,5 17,9

A T elektronrenszer szerepének fontossagat jol mutatta a sok konjugélt kettdskotést
tartalmaz6 karotinoid vegyliletek elvalasztasa, az elvalasztas szelektivitasanak fiiggése az
utanszilanizalastol. Az elvélasztdsokat metanol eluensben végeztik. Mivel ilyen
koriilmények kozott tobb polaris karotinoid (karotinok egy vagy tobb hidroxi- és epoxi-
csoporttal) retencidja tul alacsony és egymashoz kdzelesd volt (3. tablazat), megismételtiik

az elvalasztast 6% viz - 94% metanol eluensben is (6. tablazat). A polaris karotinoidok
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retencidja a nem utanszilanizalt tolteteken volt a legnagyobb, mig az apolaris karotin
vegyiiletek (kriptoxantinok, karotin szénhidrogének, mint az a- és B-karotin) retencidja a
jol utanszilanizalt tolteteken volt magasabb. A gyengén utanszilanizalt toltetek viselkedése
- varakozas szerint - a nem utanszilanizalt és a jol utdnszilanizalt toltetek viselkedése koz¢
esett: a polaris karotinoidok retencidja hasonld, mint a jol utinszilanizalt tolteten, az
apolaris karotinok retencidja pedig a nem utanszilanizalt tolteten tapasztalt retencidhoz allt

kozel.

5. tablazat.
Karotinoidok retencidja (K’) metanol eluensben

Monomer fazisok Oligomer fazisok
Nem  Gyengén Jol Nem  Gyengén ol
utanszilanizalt toltet utanszilanizalt toltet

1 Neoxantin 0,46 0,34 0,34 0,36 0,25 0,30
2 Violaxantin 0,71 0,44 0,44 0,63 0,35 0,38
3 Auroxantin 5 0,73 0,54 0,72
4 Auroxantin 6 0,80 } 0,59 0,58 0,78 } 0,50 } 0,51
5 Lutein epoxid 0,98 0,63 0,84
6 Anteraxantin 1,06 0,68 } 0,66 0,91 } 053 } 0.54
7 Lutein 1,41 0,93 1,21
8 Zeaxantin 154 | 099 ;098 1,34 J oo oso
9 | B-karotin diepoxid | 2,65 3,02 3,75 2,77 3,41 3,73
10 o-kriptoxantin 3,21 3,30 4,01 3,55 3,45 3,77
11 B-kriptoxantin 3,52 3,60 4,34 3,91 3,82 4,13
12 mﬁli)"‘ergg ; 467 | 574 | 751 | 575 | 725 | 797
13 a-karotin 7,31 9,85 13,6 10,72 14,25 15,85
14 B-karotin 7,98 10,60 14,60 11,88 15,55 17,28

A mintavegyliilet  elektronrendszere és a toltet szilanofil kdlcsonhatasra valo
hajlamanak Osszefiiggésére hivja fel a figyelmet egyes karotinoid izomerek eltérd
retencidja is, melyekben a kettOskotések helyzete eltéré (példaul Lutein epoxid és
Anteraxantin, Lutein ¢és Zeaxantin). E vegyiiletparosokat jol utanszilanizalt télteteken nem
sikerlilt elvalasztani a szokdsos forditott fazisti rendszerekben. Ugyanakkor a nem

utanszilanizalt tolteteken jo elvalasztasokat értiink el. A leirt effektusokat a legjobban egy
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bonyolult karotin elegy gradiens elucids technikaval tortént elvalasztasa mutatja. Az
elegyben karotin szénhidrogének, egy ¢és két alkoholos —OH csoportot tartalmazé
vegyiiletek, valamint alkoholos- €s epoxi- csoportokat egyarant tartalmazd vegyliletek
voltak. Az azonos gradienssel futtatott elvalasztasokon jol latszik, hogy az els6 csticsok
késdbb, az utolsok eldbb jelennek meg a nem utanszilanizalt fazison, mint a jobban, illetve
legjobban utdnszilanizalt fAzison. (A nem utdnszilanizalt fazison tehat a teljes nettd analizis
1d6 - az 1d6 az elsd anyag eludlodéasatdl az utolsd anyag elualodasaig - rovidebb.) Mégis az
elébb emlitett kritikus parok elvéalasztasa csak a nem utanszilanizalt tolteten megfeleld, az

utanszilanizaltakon részleges, vagy egyaltalan nincs elvalasztas (8. abra).

6. tablazat. Karotinoidok retencidja (k’) metanol:viz = 94:6 eluensben

Monomer fazisok Oligomer fazisok
Nem  Gyengén Jol Nem  Gyengén  Jol
utanszilanizalt toltet utanszilanizalt toltet
Neoxantin 1,8 1,3 1,4 1,4 1,1 1,1
Violaxantin 2,7 1,7 1,7 2,3 1,4 1,4
Auroxantin 5 2.9 2,0 2,2 2.4 1,7 1,8
Auroxantin 6 3,1 2,1 2,3 2,6 1,8 1,9
Lutein epoxid 4,1 2,6 2,8 3.4 2,2 2,2
Anteraxantin 4,5 2,7 2,8 3,7 2.3 2.2
Lutein 6,6 4,1 4,4 55 3,6 3,5
Zeaxantin 7,2 4,3 4.4 6.0 3,7 3,5
a-kriptoxantin 18,3 18,7 23,5 20,2 21,1 21,9
-kriptoxantin 20,2 20,3 25,3 22,1 22,9 23,7

Altalanossagban elmondhato, hogy nem utanszilanizalt fazisokon a polaris karotinoidok
retencidja magasabb, mint a jol utdnszilanizalt fazison, viszont a jol utanszilanizalt tolteten
ennek ellenkezdjét tapasztaltuk (az apolaris karotinok retencidja nagyobb, mint a nem
utanszilanizalt fazison). A gyengén utanszilanizalt C;s tolteten a polaris karotinoidok
retencidja hasonld, mint a jol utdnszilanizalt fazison, a nem poldris karotinoidok retencioja
pedig a nem utanszilanizalt fazisokon mért retencidhoz all kozel. A gyengén utanszilanizalt

toltet tehat sem a polaris, sem az apolaris karotinok elvéalasztdsara nem optimalis.
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8. abra

Karotinoidok elvalasztasa gradiens elucioval nem utanszilanizalt (A), gyvengén utanszilanizalt (B)
és jol utanszilanizalt (C) monomer fazisokon. Csicsszamozas a melléklet 3. cikkben talalhato.
Koriilmények: A eluens: metanol:viz = 88:12; B eluens: metanol; C eluens: aceton:metanol = 1:9.
Gradiens program: 100% A 2 percig, 100% A — 100% B 16 perc alatt, 100 % B 2 percig, 100% B
— 100% C 7 perc alatt, 100% C 6 percig. Detektalas: 450 nm.
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Kiilon érdekes a karotinoidok analizise szempontjabol néhany egymastol altaldban
nehezen elvalaszthatd parosra a csucsfelbontas (R) értékek alakulésa (7. tabldzat). Fontos

eredmény, hogy a sok esetben eléforduld, de hiresen nehéz Lutein-Zeaxantin elvélasztas a

nem utanszilanizalt tolteten valdsithaté meg [31].

7. tablazat. Csucsfelbontas (R) néhdany karotinoid parosra

Monomer Cig Polimer Cis
Nem utan- Tl:/[,CS HTP utan- | Nem utan- TII/I,CS HTP utan-
szilanizalt .u a1‘1-’ szilanizalt | szilanizalt ‘u afl-, szilanizalt
szilanizalt szilanizalt
Neoxantin-
2.50 0.89 1.05 2.00 0.76 0.48
Violaxantin
Violaxantin- 0.42 1.40 0.95 0.25 1.11 0.50
Auroxantin 5
Auroxantin 5- 0.51 0 0.48 0.33 0 0.42
Auroxantin 6
Lutein-epoxid- | 55 0.31 0 0.44 0 0
Anteraxantin
Lutein- 1082 0.28 0 0.66 0 0
Zeaxantin
B-Karotin diepoxid- | 4 1.10 1.02 1.72 0 0
a-Kriptoxantin
a-Kriptoxantin-—— | 53 1.14 1.05 0.69 1.17 0.97
[-Kriptoxantin
a-Karotin- 139 1.08 0.93 0.78 1.02 1.06
[-Karotin

Megvizsgaltuk az utdnszilanizalas hatdsat a poliaromasok elvalasztasara [33]. Mig

az utanszilanizalds hatdsara a toOltetek széntartalma emelkedett, a mintavegyiiletek

retencioja csokkent (9. abra) Lathat6 tehat, hogy a PAH-ok retencidjdban mind a hidrofob,
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mind a szilanofil kdlcsonhatasoknak szerepe van hasonléan, mint a kordbban ismertetett

karotin vegytiletek elvalasztasaban.

9. abra

Az utanszilanizalas hatdasa poliaromas szénhidrogének retenciojara 9 nm (a) és 14,4 nm (b)
porusmeretii szilikagélbol készitett tolteteknél

A poliaromas szénhidrogének elvalasztasara a legalkalmasabbak a mezopordzus
szilikagélekre (atlagos porusméret ~ 20 nm) felvitt, nem utanszilanizalt C,g toltetek.
Utanszilanizalassal a toltet széntartalma ugyan nétt, de az aromds szénhidrogének
retencidja és szelektivitasa csokkent. Kiillondsen alkalmasnak mutatkoztak az un. oligomer
allofazisok. Az igy készilt toltetek boritottsdga nagyobb, mint a monomer fazisoké, az

aromas szénhidrogének retencidja €s az elvalasztas szelektivitdsa is jobb (/0. dbra).
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10. abra
Poliaromas szénhidrogén keverék elvalasztasa

Column: 250 x 4.6 mm, Packing: Cs-PAH, 5um, Eluent: A: H,O, B: MeOH, C : CH;CN

Gradient: 0-1 min 40% A, 50% B, 10% C; 1-15 min to 20% A 60% B 20% C; 15-30 min to 10 %
A 60% B 30% C; 30-35 min to 100% C; 35-52 min 100% C, Detect.: 254 nm.

Peeks: 1. Benzene, 2. Toluene, 3. Carbazole, 4. Azulene, 5. Naphtalene, 6. Acenaphtylene, 7.
Acenaphtene, 8. Fluorene, 9. Phenanthrene, 10. Anthracene, 11. 4,5-Methylenephen-anthrene, 12.
Fluoranthene, 13. Pyrene, 14. Benzo/b/anthracene, 15. Benzo/b/fluorene, 16. 11-H-
Benz/a/fluorene, 17. Benzo/a/anthracene, 18. Chrysene, 19. 1,3,5-Triphenylbenzene, 20.
Benzo/b/fluoranthene, 21. Benzo/k/fluoranthene, 22. Dibenzo/a,c/anthracene, 23. Benzo/a/pyrene,
24. Dibenzo/a,h/anthracene, 25. Benzo/g,h,i/perylene, 26. Indeno/1,2,3-cd/pyrene
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2. Karotinoidok meghatarozasa novényi mintakbol HPLC-vel

2.1. Karotinoidok azonositisa bonyolult sokkomponensii mintakban

Az egyes csucsok azonositisa a kromatografias moddszereknél elsddlegesen a
retencids viselkedés alapjan torténik. Pontosan ismert standardokkal vald azonositas
azonban sokszor nem lehetséges, kiillondsen bonyolult, sokkomponensii extraktumok
esetén. Nem 4ll rendelkezésre annyi standard anyag, mint amennyire sziikség lenne. Ez a
helyzet a karotinoid elegyek esetén is. Ezért szdrmazékképzésekkel, a kémiai viselkedés
segitségével lehet tobb cstics valoszinli azonositasat elvégezni. Ehhez jarul a spektralis

tulajdonsagok kihasznalasa UV/Vis detektor alkalmazasaval.

2.1.1. Oxo karotinoidok:

A natrium borohidrid a polién aldehideket és ketonokat a megfeleld alkoholokka

redukélja standard koriilmények kozott [35, 42, 34].

O\ X ™ HO, AN A

NaBH,

OH OH
11. abra. A k-végcsoport redukcioja
A redukcioés termékeket rendszerint konnyli megkiilonboztetni az anyavegyiilettdl
az eltérd polaritasuk miatt. Ha a karbonil csoportok konjugacioban vannak a poliénlanccal,
a redukciodt hipszokrom eltolodas kiséri (7-28 nm) a karbonil csoport poziciojatol fiiggden.
A megvaltozott polaritds és az elnyelési maximum diagnosztikus értékili az oxo €s nem-oxo
karotinoidok megkiilonbdztetésére. A tr értékek és a csucs intenzitdsok a [-citraurin,
kapszantin valamint a redukcios termékek esetében eltérdek, mig a nem-oxo karotinoidok
esetében valtozatlanok a redukci6 el6tt €s utan (8. tabldazat). Megfelel6 példa erre az 1. sz.
abra [melléklet 1. sz. cikk], amely kapszorubin, violaxantin és zeaxantin tartalmu elegy
kromatogramjat mutatja redukcié eldtt és utan. A kromatogramon l4thato, hogy csupan a
kapszorubin redukalodott kapszorubolla borohidriddel, amely bizonyitja az oxo jelleget. A
csucsmagassagok aranya a kapszorubin és kapszorubol esetében 500 nm-nél (8. tablazat)

mutatja, hogy a karbonil csoport konjugaciéban van a kromoforral.
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8. tabldzat
A csucsmagassagok relativ értékei a 428 nm-en meért magassagokhoz viszonyitva

Csucsmagassag a 428 nm-es
v értékhez viszonyitva Enyelési
. egy. | tr .

Vegyiilet neve széma | min maximum (nm)
500 | 480 | 402 | 380 | 340 benzolban
nm| nm | nm | nm | nm

B-Citraurin I 8.0/1.30| 1.56| 0.64 492 469
B-Citraurin alkohol |II 5.710.06| 0.33] 0.82 462 434 413
Kapszantin 111 1131271 2.82| 0.78| 0.30| 0.24 510 484
13-cisz Kapszantin | 13-cisz [14.7]2.03| 2.78| 0.80| 0.60| 1.08| 504 478 362
Kapszantol v 8.1/0.73| 1.73] 0.85| 0.33] 0.10] 488 459 434
Kapszorubin \Y 5914.04] 4.25| 0.80] 038] 0.19] 522 488 458
Kapszorubol VI 33/0.28] 1.11| 090 0.42| 0.10] 480 450 422
Violaxantin VII 8.2 0.75] 0.54| 0.23| 0.04] 483 453 426
Auroxantin VIII 10.4 0.1] 1.15] 0.77| 0.12] 436 409 387
Zeaxantin IX 18.5 1.34] 0.47| 0,22| 0.09] 493 463 438
Anteraxantin X 13.4 0.82] 0.54| 0.27| 0.08] 488 458 434
Mutatoxantin XI 15.0 0.16] 0.72| 0.38| 0.08] 465 437 414
,LNeoxantin” XII 53 0.53] 0.57| 0.27| 0.05] 478 448 420
Neokrom XII 59 0.12] 0.72| 0.34| 0.06| 459 432 407
Lutein XIV 18.4 1.23] 0.59] 0.25] 0.07| 488 458 433
13-cisz-Lutein 13-cisz | 19.5 0.62] 0.61| 0.30| 0.38] 480 450 428
-Karotin XV 29.5 1.22| 0.49| 0.21| 0.09| 493 463 438

2.1.2. 5,6-Epoxi-karotinoidok
Az 5,6-epoxidok és diepoxidok hig savval kezelve furanoid oxidda alakulnak [34,

35].

= XN

HO HO o H

12. dbra. 5,6-Epoxidok atrendezddése 5,8-epoxidokka

Ez a gyors atrendezddés lényeges hipszokrom eltolodast és fokozott polaritast
eredményez. Az 1. abra [melléklet 1. cikk] nem csak a modell oldat (1A) redukciojat,
hanem a savkezelést (1B) is mutatja, ahol csak a violaxantin (VII) alakul difuranoid
szarmazékka (VIII) és a kromatogram jellegzetes valtozdsa mutatja az 5,6-epoxy csoportok
jelenlétét a violaxantin molekuldban. Nyilvanvald, hogy a savkezelés a violaxantint
difuranoid szdrmazékka alakitja, a natrium borohidrid pedig a kapszorubint kapszorubolla

redukalja, mig a savkezelés illetve a redukcio nincs hatdssal a zeaxantinra (IX). Tehat a
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csucsokat a kovetkezOképpen azonosithatjuk: 1 kapszorubin (V), 2 violaxantin (VII) és 3

zeaxantin (IX).

2.1.3. 5,8,5’,8’-diepoxi karotinoidok (difuranoid oxidok)

A difuranoid oxidokat a karotinoidok tobbségétdl a révid abszorpcidés maximum
alapjan lehet megkiilonboztetni. Igy a difuranoid oxidok nem mutatnak elnyelést 480 nm-
nél, melyet altaldban a karotinoidok meghatarozasanal hasznéalnak, viszont magas elnyelési
értéket mutatnak 380 nm-nél. Példaul, az auroxantin és zeaxantin {6 elnyelési maximumai
kb. 40 nm-el térnek el (8. tabldazat), amely jelentOs kiilonbséget eredményez a csucsok

intenzitasaban 480 és 380 nm-en.

2.1.4. Cisz-karotinoidok magas cisz-peakkel

13-cisz, 15-cisz és mnéhany di-cisz karotinoid ultraibolya spektrumdban az
ugynevezett cisz-peak jelenik meg 300-350 nm-es tartomanyban [36]. A tavolsag a cisz-
peak és az all-transz vegyiilet leghosszabb An.x helyzete kozott 140-150 nm. A cisz-peak
intenzitdsa (Ecisz-peak) 50-60%-al alacsonyabb mint Eugonm. Ezt illusztralja a 2. 4bran
[melléklet 1. cikk] egy HPLC kromatogram, ami 480 nm-en (folyamatos vonal) és 340
nm-en (szaggatott vonal) késziilt. A 480 és 340 nm-en mért csucsok ardnya az dssz-transz
vegyliletre 10, a 9-ciszre 10, és a 13-cisz formara 2.5 (8. tablazat). Ez egyértelmiien

bizonyitja hogy a 3-as cstcs egy 13-cisz izomert reprezental.

2.1.5. Példa a médszer alkalmazasara

Az egyes karotinoidok azonositasat szemlélteti a mellékletben szerepld cikkben a 3.
abran lathatd kromatogram, amely egy ndvényi extraktum (Elodea canadensis)
elszappanositott mintdjabol késziilt. A szaggatott vonal a savas kezelés utani kromatogram.
A két kromatogram erdsen kiilonbozik egymastol, jelezve az epoxi-karotinoidok jelenlétét.
Az 1-es (neoxantin-X) €s 2-es (neoxantin; 9-cisz-neoxantin-X) csucsbdl az 1’ (neokrém
epimer) és 2’ (neokrom epimer) keletkezett, a 3 (violaxantin), a 4 (9-cisz-violaxantin) és az
5 (13-cisz-violaxantin) csucsokbol a 3’ (auroxantin epimer), 4’ (auroxantin epimer)
csucsok, a 6 (anteraxantin) és 7 (9-cisz-anteraxantin) csucsokbol a 6’ (mutatoxantin
epimer) és 7’ (mutatoxantin epimer) csucsok keletkeztek az epoxidbol savas kezelés
hatdsara furanoid-oxidda atalakulas kovetkeztében.

Az 1,2¢s1°,2°;3,4,5¢és3°,4°;,6,7 és 6°, 7" csucsok kozotti megfeleld retencios
eltolddas jellemzd az epoxi-csoport €s furanoid-csoport kozotti polaritas kiillonbségre, ami

a modell-vegyiileteknél (8. tdblazat) is lathato. A savazas eldtti és utani kromatogramban
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mérhetd csucsteriilet aranyok (480 nm) erdsen kiilonboznek az 5,6,5,6’-diepoxi (3, 4, 5
csucsok), 5,6-epoxi (1, 2, 6, 7 csucsok) és a nem-epoxi karotinoidok (8, 9, 10 cstcsok)

esetében:

B3+4+5)/(3 +4) =50
(1+2)(1"’+2) > 7

G+76 +7) =10

8/8’° =~ 1.2
9/9° ~ 0,7
10/10° =~ 12

A 480 és 380 nm-en (*) mért csucsteriilet aranyok még egyértelmiibben bizonyitjak,
hogy a 3°,4°[(3” + 4°)/(3” + 4”)* =0.01] difuranoid-oxidokat , az 1°,2°,6°,7°[(1” + 2°)/(1” +
2)* =0.2, (6 + 7)(6° + 7°)* =0.2] pedig monofuranoid-oxidokat, mig a 8 ¢&s
10°[(8)/(8°)* =2, (10°)/(10°)* =10] nem-epoxid tipusu karotinoidokat reprezentalnak.

A 340 nm-en mért csticsmagassag értékek azt mutatjak, hogy az 5 és 9 csucsok 13-
vagy 15-cisz izomereket jelenthetnek. Ezen csucsok 480 ¢és 340 nm-en (**) mért
csucsteriileteinek ardnya sokkal alacsonyabb, mint a tobbi [5/(5)** =2,9/(9°)** =2], ami
szintén ezt bizonyitja.

A natrium borohidrides redukcié nem okozott retencids valtozasokat, ami arra utal,

hogy az Elodea canadensis mintaja nem tartalmaz oxo-karotinoidokat.

2.2. Az azonositasi modszer alkalmazasa paprikamintakra

Az el6z6 (2.1.) pontban leirt moddszert alkalmaztuk  paprikamintak
karotinoidtartalmanak meghatarozasara.
karotinoid tartalom kolorimetrids [37], majd fotometrids és spektrofotometrids mérése [38,
39] alapjan tortént. Az oszlopkromatografias, [40] papir- és vékonyréteg kromatografias
[41] eljarasok tul bonyolultnak bizonyultak ipari célokra. A ,redukcids eljaras” [42]
lehetové tette a piros €s teljes (piros+sarga) festéktartalom kromatografias eljaras nélkiili
meghatarozasat, viszont nem szolgal elegendé informdacioval az egyedi karotinoidokrdl,
ami az ipari és mezOgazdasagi kutatasokndl nagyon fontos lehet. Itt bemutatjuk, hogy a
HPLC felhasznalhat6 olyan karotinoid analizisre, mely a kutatok igényeinek is eleget tesz

[melléklet 2. cikk].
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2.2.1. Elszappanositas

A HPLC analizishez az epifazikus karotinoidokat el kell szappanositani, hogy 6nallo
vegyiiletekként azonosithassuk. A heterogén ¢és homogén fazisu elszappanositast is
kiprobaltuk [43]. Minimalis veszteséget talaltunk (5-10%) az elszappanositds utani

karotinoid tartalomban (9. tablazat).

9. tablazat. Paprikamintdk karotinoidtartalma kiilonbozoé modszerekkel mérve

Benedek szam Redukciés eljaras HPLC eljaras
Szin Extraktum | Szappanosi Osszes Piros Osszes Piros
Minta index* (g kg™ -tott pigment részek pigment részek
(107 extraktum | (gkg™) (%) (g kgh (%)
(gkg")

OR 1 20 14.2 12.6 15.7 68.8 12.5 72.9
OR 2 40 26.6 24.0 29.0 69.2 26.6 74.5
OR 3 60 46.7 40.6 49.8 67.4 36.9 71.5
OR 4 80 53.1 48.7 56.9 68.6 48.3 72.4
OR 5 100 75.2 66.5 82.0 68.6 66.4 72.2
OR 6 40 26.2 23.1 28.3 75.0 23.6 69.4
OR 7 60 41.9 37.5 44.6 68.0 38.8 69.2
OR 8 80 56.0 50.2 61.6 68.2 52.4 67.4
OR9 100 63.8 58.9 68.0 60.0 63.5 64.5
GP 1 - 7.2 6.5 6.9 66.7 6.91 64.1
GP2 - 3.4 3.1 34 59.4 3.06 59.7
P1 - 17.6 17.3 19.0 54.3 16.5 56.1

OR: oleorezin; GP: paprika por; P: paprika termés;

¢ Az lizemi min8ségkontrol eredménye

2.2.2. Karotinoidok azonositasa

A csucsok azonositasa egyrészt autentikus mintakkal torténd
egylittkromatografalassal, masrészt a kordbban emlitett szdrmazékképzési reakciokkal
(savazas, redukcio), valamint kiilonb6z6 hullamhosszokon mért kromatogramokkal tortént.

A mellékletben szerepld cikkben [melléklet 2. cikk] az 1a és 1b abra 510, 480 és 428
nm-en mért kromatogramokat mutat. Az 1, 2, 5, 6 és 13a csucsok eszerint konjugalt oxo-
csoportot tartalmaznak, mivel 510 nm-en erds abszorpcidt mutatnak, mig 428 nm-en
gyengét. Ezt erdsitette meg a NaBHy-el tortént redukcio utan készitett kromatogram (2.

abra [melléklet 2. cikk]), ahol is az 1, 2, 5, 6 és 13 csticsok ennek megfeleld retencio
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csokkenést mutattak. Ezutan az eredeti extraktumot savas kezelésnek vetettiik ala, hogy a
mintaban eléfordulo 5,6-epoxidok furanoid-oxidokka alakuljanak, amelyek szintén A,y €s
tr valtozast okoznak (3. dbra [melléklet 2. cikk]). A kromatogramon latszik, hogy a 2 és 4
csucsok 5,6-epoxi karaktert mutatnak. A 4. dbran [melléklet 2. cikk] olyan mintdnak a
kromatogramja lathat6, amit savas kezelésnek ¢és NaBH; redukcionak egyarant
alavetettiink. Ez egyértelmiibben mutatja, hogy a 2, 7 és 8 csucsok szintén 5,6-epoxi
karotinoidok. A 428 nm-en késziilt kromatogram (5. dbra [melléklet 2. cikk]) mutatja, hogy
a2’,6’,7,8, ¢és 9 csucsok furanoid oxidok, amelyek az 5,6-epoxidokbdl keletkeztek.

Ezen paprikaminta karotinoidjait tehat 4 csoportra oszthatjuk: a) oxo- és 5,6-epoxi
csoportokat egyarant tartalmaznak (2 cstcs); b) oxo csoportokat tartalmaznak (1, 5, 6, 7, 8,
13 csucsok); ¢) 5,6-epoxi karakterrel rendelkezd karotinoidok (4, 6, 8 cstcsok); d) sem oxo
sem epoxi karakterrel nem rendelkeznek (3, 9, 10, 11, 14, 15 csticsok).

Ezek alapjan a csucsok tobbségét standard anyagokkal azonositani tudtuk, viszont a 3,
5 és 10 valamint a 7’ csucsokra csak karakterisztikus jellemzést adhattunk. Ezek pontos

szerkezetigazolasa a késobbiekben megtortént.

2.2.3. Mennyiségi kiértékelés
A mennyiségi kiértékelést a csucsteriiletek mérésével, a kantaxantin bels6 standardhoz
viszonyitva végeztiik el. Széles koncentracid aranyban (0,1-10) elvégeztiik a teriilet arany

kalibraciot a f6 karotinoidokra, igy a kapszorubinra, a kapszantinra, a zeaxantinra ¢és a [3-

crcr

13. abra A kapszantin kalibracios gorbéje
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Az elért felbontéas és a csucsok alakja lehetdvé tette a mintdk kvantitativ kiértékelését
7 karotinoid esetében, amit a 10. tdblazatban foglaltunk 6ssze. A kvantitativ kiértékelés

részletei a fiiggelékben 1évo cikk 316-321. oldalain talalhatok.

10. tablazat

Oleorezinek és paprikaporok f6 karotinoidjainak %-os megoszldsa

Az ossz-karotinoid tartalom szazalékaban

Osszes 5 E - i} £ -i _

Minta p(:gg:ge::l)t g § g «g § :g g

2 3 5 3 z & =

¥ = % N Z 2 =

<=

OR 1 12.5 4.56 3.13 67.76 14.00 0.60 4.00 6.32
OR 2 26.6 5.30 3.76 68.74 12.62 0.49 3.96 5.15
OR 3 36.9 4.25 3.33 66.56 13.50 0.68 4.85 6.78
OR 4 48.3 491 2.84 66.85 13.40 0.66 4.49 6.81
OR 5 66.4 5.62 3.46 66.04 13.55 0.56 4.25 6.52
OR 6 23.6 7.76 2.54 59.45 11.45 2.07 5.89 10.81
OR 7 38.8 7.60 2.81 59.74 11.89 1.88 5.59 10.51
OR 8 52.4 7.61 3.21 57.78 12.60 2.04 5.84 10.95
OR9 63.5 4.30 3.17 58.85 16.12 1.31 5.37 10.90
GP 1 6.04 5.46 6.62 54.80 24.25 0.41 3.89 4.55
GP2 3.06 5.23 5.23 57.51 18.95 0.98 5.88 6.21

Ezzel a modszerrel 16 csucsot detektaltunk, amelyek koziil 4-et nem tudtunk az eddig

ismert paprika karotinoidok koziil egyikkel sem azonositani.

A kvantitativ kiértékelés pontossagat illetve a mérés reprodukalhatosagat mutatja a 11.

tablazat.
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11. tablazat

Erett paprika karotinoid dsszetétele

Pigment Teljes pigment | Standard eltérés
Karotinoid té‘”:fg‘f’l';‘ suizalék (%) (g kg-1)
Kapszorubin 37.45 9.54 1.25
Kapszantin epoxid 10.15 2.59 0.52
Violaxantin és ,,Pigment-1" 30.98 7.89 2.32
»Pigment-2” 15.93 4.06 2.04
Kapszantin ¢és ,,Pigment-3” 149.35 38.09 3.68
Anteraxantin és 13-cisz-kapszantin 19.73 5.02 1.40
,Pigment-4” 16.44 4.19 0.84
Zeaxantin 15.70 4.00 0.31
Kriptokapszin 7.07 1.80 0.54
B-Kriptoxantin 16.56 4.22 0.45
B-Karotin 73.04 18.60 1.84
Osszes 392.2 100.00 9.56
Piros részek 220.1 56.1 4.41

2.3. Karotinoid-osszetétel vizsgalata kiilonboz6 paprikafajtakban

A kiilonboz6 paprikafajtdkkal kapcsolatos vizsgélatainkat 1986-ben kezdtiik.
Hosszadalmas munka soran valasztottuk ki az elvalasztashoz leginkabb megfeleld6 HPLC
tolteteket, amelyek az abban az idében az intézetiinkben gyartott Chromsil C;g (Labor
MIM) toltet csaladba tartoztak. Ezek a toltetek ekkor mar elegendden stabilak és
reprodukélhatéak voltak ahhoz, hogy atfogobb felderitd munkaba kezdjiink ebben a
témaban is. A kromatografids rendszeriink is sokkal megbizhatobb, és hatékonyabb lett
erre az idére az elektronikus vezérlésii gradiensképzovel €s az 0 tipusi pumpaval.
Szilikagél, aminofazist, cianofaziusii és Cig-as Chromsil tolteteket vizsgaltunk olyan
szempontbo6l, hogy milyen a stabilitdsuk a gradienselucios koriilmények kozott, milyen a
bonyolult paprika extraktum elvéalasztasa, ¢és milyen konnyen reprodukalhato,

regeneralhato a toltet. A teljes analizisidét ugyanis jelentésen megnovelheti, ha a gradiens
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utani visszamosasi fazis sok i1d6t igényel. Minden gradienselicidos modszernél 1ényeges ez

a visszamosas, de kiilondsen ilyen esetben, amikor egy ugynevezett nemvizes gradiens

1épés is sziikségeltetik. A C,g-as toltetet lattuk a leginkabb hasznéalhatonak sorozatmérések

végrehajtasara. Egy olyan gradiens programot dolgoztunk ki, amellyel a karotinoidok teljes
polaritds tartomanyat a viszonylag polaris, tobb funkciés csoportot tartalmazo
vegyliletektdl a teljesen apolaris szénhidrogén karotinoidokig sikeriilt 4tfogni. Az
utanszilanizalt toltettel nem tudtuk a zeaxantin és lutein szétvalasztasdt megoldani, ezért
ezek elvalasztasara egy masik tipusu, in. nem utanszilanizalt toltetet alkalmaztunk.
Munkank soran a bonyolult extrakcidos elegyek egyes komponenseinek
azonositasara a kovetkezo eljarasokat, illetve ezek kombinaciojat alkalmaztuk:

a) Az extraktum, vagy egyéb minta cstcsait a rendelkezésiinkre allé autentikus (MS, CD,
NMR spektroszkopidval jellemzett) standard mintakkal az alkalmazott két HPLC
rendszeren retenciok alapjan azonositottuk.

b) A teljes extraktum ,savazasat”, illetve redukciojat elvégeztik az 5,6-epoxi- €és a
ketokarotinoidok feltételes azonositasara [44].

¢) UV/VIS detektor alkalmazéasanal kiilonb6z6 hullamhosszon végzett detektalassal [44],
diddasoros detektor haszndlatdindl a cstcsok spektruma alapjan feltételesen
azonositottuk a furanoidokat, ketokarotinoidokat, illetve cisz-izomereket.

Ezzel a médszerrel megvizsgaltuk a sarga paradicsompaprika (Capsicum annuum

var. lycopersiceforme flavum) [45], a fekete fliszerpaprika (C.a. var. longum nigrum) [46],

a piros paradicsompaprika (C.a. var. lycopersiceforme rubrum) [47], valamint a Szentesi

Kosszarva (C.a. var. longum ceratoides) [48] ¢és Bovet-4 jeli paprika (C.a. var.

abbreviatum pendens) [49] karotinoid-Osszetételének valtozasat az érés soran, ¢és

kovetkeztetéseket vontunk le a paprikakarotinoidok bioszintézisének mechanizmuséra.

Minden esetben hat érési fokozatban, hat kiilonb6z0 szinli paprikat dolgoztunk fel. A

késdbbiekben még az un. ,kaliforniai paprika” (C.a. var. grossum cv. Kaliforniai wonder)

kiilonb6z6 szinii valtozatainak karotinoidanalizisét is elvégeztiik [50]. Részletes adatsorok

a sarga paradicsompaprikara (Capsicum annuum var. lycopersiceforme flavum), a fekete

fliszerpaprikara (C.a. var. longum nigrum), valamint a Szentesi Kosszarvu paprikara (C.a.

var. longum ceratoides) a mellékletben szerepld kiilonlenyomatokban taldlhatok.

A paprikafajtak kiilonboznek kiilsé megjelenésiikben (alak, nagysag, szin), iziikkben

(pl. csipOsségiikben) egymastdl, a karotinoid-0sszetétel minden fajta esetében hasonlo, és

csak a paprika szinétdl fiigg. A harom jellegzetes szinli paprika, a zold (ezt a klorofill

okozza), a sarga ¢és a piros szin eltérd és jellemzO karotinoid-Osszetételt mutat.
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Természetesen az €rés soran a szinek fokozatosan atalakulnak, és az ilyen atmeneti
allapotokban az Osszetétel is sokkal bonyolultabb képet mutat. A jellemzd, kiilonb6zo
karotinoid-Osszetételeket 0t kromatogramon mutatom be. A kiilonb6zé paprikafajtdk
részletes karotinoidanalizise, és az ebbdl levonhato kovetkeztetések a fliggelékben szerepld
[melléklet 4. 5. 6. cikkek] kézleményekben taldlhatok meg. Mivel az analizisek és az 0j
szerkezetll karotinoidok izolaladsa parhuzamosan tortént, igy az ujonnan izolalt vegyiiletek
koziil tobb is szerepel ezekben a kozleményekben, esetenként azonban még hibasan.

Az éretlen (z6ld) paprikaban, fliggetleniil attol, hogy az érés végsd stadiuméban
sarga, vagy piros szinil lesz-e, mindig a kloroplasztra jellemz6 karotinoidokat, luteint és 3-
karotint taldlunk f6 komponensként. Kisebb mennyiségben a neoxantin és a 9-cisz-

neoxantin is megtalalhato6 (/4. dbra).

16
23
10
2 3 . Lol 18 21
496, 8 22
// 9 3 19 20
1 17
1 15

| T T | T T | T T T T | T T | T T
0 10 20 30 40 min

14. abra. Zold (éretlen) paprika extraktumanak kromatogramja

Azonositott csucsok: 2: neoxantin; 3: neokrom; 4: 9-cisz-neoxantin; 6: violaxantin; 7: luteoxantin;
8: auroxantin; 9: 9-cisz-violaxantin (violeoxantin); 10: anteraxantin; 12: mutatoxantin-epimer; 13:
mutatoxantin-epimer; 16: lutein; 18: 9(9°)-cisz-lutein; 19: 13(13°)-cisz-lutein; 20: a-kriptoxantin;
21: B-kriptoxantin; 22: a-karotin; 23: -karotin.

39



Az érés soran, a klorofill eltiinésével a karotinoidok bioszintézise attevodik a
kromoplasztba [39]. A sarga paradicsompaprikdban a bioszintézis a karotinoid-5,6-
epoxidok képzddésével befejezddik, violaxantin és anteraxantin a f6 komponensek és ezek
furanoidjai (5,8-epoxidok) is megtalalhatok. Az érett sarga paprikaban - ellentétben a piros
paprikaval - nagyobb mennyiségben talalhatok e-végcsoportot tartalmazo karotinoidok (ot-
karotin, a-kriptoxantin, lutein, lutein-5,6-epoxid) [melléklet 4. cikk].

A sarga paradicsompaprikédban az érés soran végig nagyobb mennyiségben fordul
eld lutein és a-kriptoxantin, mint zeaxantin és B-kriptoxantin [melléklet 4. cikk]. A teljesen
érett paprikaban mar az a-karotin is nagyobb mennyiségben talalhatd, mint a B-karotin. A
sargara €éré paprikaban nem sikeriilt kimutatnunk sem k-, sem 3,6-epoxi-f3, illetve 3,5,6-
trihidroxi-B-végcsoportot tartalmazo karotinoidokat (15.sz. abra). Igy azt a kovetkeztetést
vontuk le, hogy e két utdbbi végcsoport keletkezése Osszefiiggésben van a k-végcsoport

bioszintézisével.

15. dbra. Erett sarga paradicsompaprika extraktumdanak kromatogramja

Azonositott cstcsok: 12: neoxantin+neokrom-epimer 3; 14: neokrom-epimer 1 és 2; 15: 9-cisz-
neoxantin+neokrom-epimer 2; 16: violaxantin; 17: luteoxantin-epimer 2; 18: luteoxantin-epimer 1;
19: auroxantin-epimer 2; 20: auroxantin-epimer 3; 21: auroxantin-epimer 1; 22: 9-cisz-violaxantin;
23: lutein-5,6-epoxid; 24: anteraxantin; 25: 13-cisz-violaxantin; 26: mutatoxantin- epimer 2; 27:
mutatoxantin-epimer 1; 30: lutein; 31: zeaxantin; 35: 9(9)-cisz-lutein; 36: 13(13’)-cisz-lutein+9-
cisz-zeaxantin; 37: 13-cisz-zeaxantin; 40: kantaxantin (standard); 42: B-kriptoxantin-5,6-epoxid;
44: o-kriptoxantin; 45: B-kriptoxantin; 50: mutatokrém; 53: o-karotin, 54: (-karotin; 55: cisz-p-
karotin.
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Klasszikus oszlopkromatografia és HPLC kombinalasaval sarga paradicsom-
paprikaban kimutattuk a B-kriptoxantin-5,6-epoxid (a kriptokapszin prekurzora) jelenlétét,
de kis mennyisége miatt izolalni nem tudtuk [45]. Ezért a késObbiekben eldallitottuk a
szemiszintetikus B-kriptoxantin-epoxidokat és megallapitottuk, hogy a sarga paprikaban

talalhat6 B-kriptoxantin-epoxid a (35,5R,6S5)-B-kriptoxantin-5,6-epoxiddal azonos [51].

A pirosra érd paprikak, a fekete fliszerpaprika (C.a. var. longum nigrum) és a piros
paradicsompaprika (C.a. var. lycopersiceforme rubrum) karotinoid-Osszetételét fajtatol
fiiggetleniil hasonlonak taldltuk, a karotinoid-tartalom és a karotinoidok egymashoz

viszonyitott aranya természetesen eltérést mutatott (/6. és 17. abra).

16. dbra. Fekete fiiszerpaprika (C.a. var. longum nigrum) kromatogramja

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

* csak késébb azonositva
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17. dabra. Erett piros fiiszerpaprika extraktumdnak kromatogramja

Csucsok: 1: 5,6-diepicapsokarpoxanthin; 2: 5,6-diepilatoxanthin; 6: capsorubin; 7: 6-
epikarpoxanthin; 8: neoxanthin; 9: capsanthin 5,6-epoxide; 10: 5,7-diepokarpoxanthin; 11a: yellow
mixt.; 12: viola-xanthin; 13: capsanthin 3,6-epoxide; 14: luteoxanthin 2°; 15: luteoxanthin 1°; 16:
cucurbitaxanthin B; 17: cucurbitachrome; 18: capsanthin; 19: capsanthone; 20: antheraxanthin;
21: 8S-mutatoxanthin; 22: 8 R-mutatoxanthin; 23: cucurbitaxanthin A; 24: 9(9’)-cis-capsanthin; 25:
13(13’)-cis-capsanthin; 26: lutein; 27: zeaxanthin; 28: nigroxanthin; 29: 9-cis-zeaxanthin; 30: 13-
cis-zeaxanthin; 31: 15-cis-zeaxanthin; 33: cryptocapsin; 34: o-cryptoxanthin; 35: B-crytoxanthin;
36: cis-cryptoxanthin; 38: a-carotene; 39: -carotene; 40: cis-fB-carotene

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

karotin) csak nyomokban fordulnak eld [melléklet 5. cikk].

A vizsgélt paprikafajtdk koziil a Szentesi sarga paradicsompaprika sosem
pirosodott meg - azaz nem képzddtek ketocsoportot tartalmazo karotinoidok - a
fliszerpaprika €s a piros paradicsompaprika mar az érés elején elkezdett pirosodni, a keto-
karotinoidok képzédése mar ekkor megkezdddott [melléklet 6. cikk]. A Szentesi
Kosszarva paprikéban ¢és a Szentesi Bovet-4 jelii paprikaban - amelyek az érés elején zold
vagy sarga szintiek, és csak késobb kezdenek pirosodni - az érés kezdetén a sarga paprikara

jellemz6 karotinoidok (lutein, neoxantin), és karotinoid-aranyok (zeaxantin/lutein, -
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karotin/a-karotin,  B-kriptoxantin/a-kriptoxantin)  talalhatok meg, igen alacsony
Osszkarotinoid-tartalom mellett. A pirosodds meginduldsa utdn novekszik meg nagyobb
mértékben az Osszkarotinoid-tartalom, a karotinod-Osszetétel pedig megegyezik a piros

fliszerpaprikara jellemzd Osszetétellel [41-49].

17+18

26

11+12

| | T | T T | T T | T T

0 10 20 30 40 min

18. dbra. Erett sdrga kaliforniai paprika extraktumdanak kromatogramja [50]

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

A késdbbiek soran megvizsgaltuk a kiilonb6z6 szinti, Un. kaliforniai paprika karotinoid
Osszetételét is. A zold €s piros szinli paprikak az el6zéekben emlitetthez hasonlo Gsszetételt
mutattak. Talaltunk egy lila szinii varianst is, ezt a szint azonban a paprika bdrében 1€vo
antocianidin festékek okozzak, a karotinoid-Osszetétel a zold szinii paprikdéhoz hasonlitott
a legjobban. A sarga kaliforniai paprikdban néhany 1j, eddig ismeretlen csucs tlint fel (/8.
abra). Diddasoros detektor alkalmazasaval, és az extraktum redukcidjaval ezeket a
csucsokat (peak 16, 19, 20) feltételesen, mint apo-karotinoidokat azonositottuk. Id6kozben
japan kutatok piros paprikabol izolalt apo-karotinoidok szerkezetazonositasarol szamoltak

be [52].
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Az elmult 10 évben sok kozlemény jelent meg, amely kiilonb6zd piros paprikafajtak
karotinoidanalizisével foglalkozott [53-62]. Megéllapithatd, hogy egyetlen kromatografias
rendszer sem kozelitette meg az altalunk elért elvalasztast. Nagyon kevés azon publikaciok
szama 1is, amelyben 3,6-epoxi-vegyiiletek azonositasarél szamoltak be [61-62], 3,5,6-
trihidroxi-karotinoidokat pedig munkacsoportunkon kiviil senki sem azonositott, vagy

izolalt paprikabol.

2.4. A paprika ujabb minor karotinoidjainak célzott vizsgalata

Célul tiztiik ki a paprikdban kis mennyiségben jelenlévd, eddig még nem azonositott
karotinoidok izolaldsat és pontosabb szerkezetazonositdsat. Alapul véve a kordbban
felvazolt [63] bioszintézis sémat, feltételeztiik, hogy tovabbi 3,6-epoxi-f3-, illetve 3,5,6-
trihidroxi-p-végesoportot tartalmazd karotinoidoknak kell jelen lennilik a piros paprika
extraktumaban. Ezen kiviil minden piros paprika extraktumban feltiint egy jellegzetes

csucs (16. abra: peak 30), melynek izolalasat szintén célul tlztiik ki.

2.4.1. B-Kriptoxantin-epoxidok eléallitasa

Az eldz6 fejezetben szerepelt sarga paradicsompaprika extraktuméban klasszikus
oszlopkromatografia és HPLC kombindlasaval kimutattuk a B-kriptoxantin-5,6-epoxid (a
kriptokapszin prekurzora) jelenlétét, de kis mennyisége miatt izoldlni nem tudtuk [45].
Mivel a B-kriptoxantin-5,6-epoxid teljes szerkezet leirasa még nem tortént meg,
elhataroztuk, hogy eldallitjuk a szemiszintetikus vegyiiletet, B-kriptoxantin monoperoxi-
ftalsavval torténd reakcidjaval. A karotinoid-5,6-epoxidok monoperoxi-ftalsavval torténd
eloallitasa jol ismert reakcid a karotinoidkémiaban. A reakcio soran kétféle sztereoizomer,
az (5R,695)-, illetve az (55,6R)-epimer keletkezik. A reagens savas jellege miatt azonban
mindig keletkeznek karotinoid-5,8-epoxidok (furanoidok) is, melyek a céltermékek
izolalasat megnehezitik.

Csak egy epoxidalhaté végcsoportot tartalmazd (pl. kapszantin, lutein), vagy
szimmetrikus (pl. zeaxantin) karotinoidok esetén a keletkezé két vagy harom epimer
elkiilonitése tobbnyire nem okoz problémat. Az altalunk kiindulasi anyagnak valasztott 3-

kriptoxantin nem szimmetrikus szerkezeti, és két epoxidalhatd B-végcsoportot tartalmaz.
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fgy a reakcio soran elvileg négy monoepoxid epimer (5R,6S, 5S,6R, 5’R,6°S és 5°S,6°R),
valamint négy diepoxid-epimer (5R,65,5’R,6’S, 5R,65,5’S,6’R, 5S,6R,5’R,6’S ¢és
5S,6R,5°S,6’R) keletkezhet. Ezenkiviil, mindegyik 5,6-epoxi-végcsoportbol tovabbi két
furanoid-epimer képzddhet, E-Z-izomerizacio is lejatszodhat, amely igy egy rendkiviil
komplex rendszert eredményez. Ezért nem is tiiztiik ki célul az 6sszes lehetséges vegyiilet
izolalasat, célunk elsésorban a természetben is el6forduld (3S,5R,6S5)-B-kriptoxantin-5,6-

epoxid izolalasa és szerkezetének meghatarozasa volt.

N Y e YA N e YV YN

HO

B-Kriptoxantin

270 mg PB-kriptoxantin-acetdt éteres oldatdt reagaltattuk frissen készitett
monoperoxi-ftalsav oldattal, az epoxidalas elérehaladasat vékonyréteg-kromatografiaval
kovettiik. A reakcidelegyet feldolgozva, majd elszappanositva, ismételt preparativ
oszlopkromatografiat alkalmazva, harom [-kriptoxantin-monoepoxidot (I-III) és két
diepoxidot (IV-V) izolaltunk kristalyos allapotban, és hatdroztuk meg konfiguraciojukat
[51].

U NN NN < WW
Jo = Jo 3
HO HO "

(3S,5R,6S)-B-Kriptoxantin-5,6-epoxid (I) (3S,5S,6R)-B-Kriptoxantin-5,6-epoxid (II)

(3S,5R,6S,5'R,6'S)-B-Kriptoxantin-5,6,5',6' (3S,55,6R,5'S,6’ R)-B-Kriptoxantin-5,6,5',6'--
diepoxid (IV) diepoxid (V)
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A (35,5R,65)-B-kriptoxantin-5,6-epoxidot (I) kiilonbozé rendszereken egyiitt-
kromatografalva a sarga paradicsompaprikabol szarmazé vegyiilettel, a ketté azonossagat
allapitottuk meg, amely megerdsiti azt a megfigyelést, hogy a természetben mindig a

(3S,5R,6S) konfiguracioval rendelkezd karotinoid-5,6-epoxidok fordulnak eld.

2.4.2. 3,6-Epoxi-B-végcsoportot tartalmazo karotinoidok

Az elsd 3,6-epoxi-végcsoportot (7-oxabiciklo[2.2.1]heptil) tartalmaz6 karotinoidok,
az eutreptiellanone, az a-cryptoeutreptiellanone és a B-cryptoeutreptiellanone tengeri
algabol (Eutreptiella gymnastica) val6 izolalasarol a nyolcvanas évek kozepén szamoltak
be Liaaen-Jensen ¢és munkatdrsai [64]. 1986-ban, gyakorlatilag egy idOben kozolték
Matsuno és munkatarsai [65] a cucurbitaxantin A (4) €s cucurbitaxantin B (5) siit6tokbdl,
Szabolcs és munkatarsai [63] pedig a kapszantin-3,6-epoxid (6) és a cucurbitaxantin A (4)

piros paradicsompaprikabol valo izolalasat és szerkezetazonositasat.

OH OH
w W
é\\\\\\\\\ é\\\\\\\\\
OH OH

Cucurbitaxantin A (4) Cucurbitaxantin B (5)
(3S,5R,6R,3'R)-3,6-epoxi-5,6-dihidro- (3S,5R,6R,3'S,5'R,6'S)-3,6,5',6'-diepoxi-
B,B-karotin-5,3’-diol 5,6,5',6'-tetrahidro-f3,3-karotin-5,3'-diol

OH

';:m\\\\\\\\\::é

OH

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

Hosszadalmas munkaval sikeriilt ezen vegyiiletek szerkezetazonositasat elvégezni, a

paprikamintdkban val6 jelenlétét igazolni [66-68].

46



2.4.3. 3,5,6-Trihidroxi-B-végcsoportot tartalmazo karotinoidok

A 3,5,6-trihidroxi-B-végcsoportot  tartalmazé  karotinoidok  kiilonb6zd
gyiimolcsokben valo jelenlétérdl mar a 70-es évek elején beszamoltak Gross ¢és
munkatarsai [69]. A szerkezetazonositdst nem végezték el, csupan UV-VIS és
tomegspektrometriai adatok alapjan feltételezték a szerkezetet. 1977-ben Eugster és
munkatarsai karpoxantint (9) izolaltak érett csipkebogyobol (Rosa pomifera) [70],
karpoxantint (9) és 6-epikarpoxantint (10) tigris liliom (Lilium tigrinum) szirméabol és
porzo6jabol [70], latoxantint (11) sarga rézsa (Rosa foetida) szirméabol [71], valamint

neoflort és 6-epineoflort a Trollius europaeus nevii alpesi ndvény szirmabol [72].

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

Heteroxantin (8) Latoxantin (11)
(35,5S,65,3'R)-7’,8’-didehidro-5,6-dihidro- (3S,5R,6R,3'S,5'R,6'S)-5",6"-epoxi-5,6,5',6'-
B,B-karotin-3,5,6,3'-tetrol tetrahidro-3,B-karotin-3,5,6,3'-tetrol

B OH
< M

Karpoxantin (9) 6-Epikarpoxantin (10)
(3S,5R,6R,3'R)-5,6-dihidro-B3,p-karotin- (35,5R,6S,3'R)-5,6-dihidro-B,B-karotin-
3,5,6,3'-tetrol 3,5,6,3'-tetrol

Nem sokkal ezutdn szamoltak be Szabolcs és munkatérsai a piros paprikabol izolalt

Karpoxantin (14)
(35,55,65,3'R)-5,6-dihidro-f3,3-karotin-3,5,6,3'-tetrol
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A fiiszerpaprika hipofazisos extraktumabol a mar korabban izolalt karpoxantinon (14)

crer

[73].

Ujabb eredményeink is ellentétben alltak az Eugster altal korabban javasoltakkal,

crer

eldallitjuk a tovabbi harom lehetséges epimert. A szemiszintetikus 3,5,6-trihidroxi-

vegyiiletek adatai megerdsitették a természetes 5,6-diepikapszokarpoxantin (3S,5S,6S5)

crer

Tovabbi bizonyitékot szolgaltattak HPLC vizsgdlataink, melynek sordn a

paprikabol izolalt vegyiilet elkiiloniilt a szemiszintetikus komponensektdl (/9. abra)

19. abra Szemiszintetikus trihidroxi-karotinoidok és az izolalt (3) karpoxantin elvilasztisa
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Sajat eredményeink, valamint Eugster korabban kozo6lt eredményei azt mutatjak,
hogy a karotinoid-5,6-epoxidok savkatalizalt gylirlinyitdsa csak az 5,6-epoxi-végcsoport
konfiguraciojatol fiigg, és fiiggetlen a masik végcsoporttol. Igy (3S,5R,6S)-3-hidroxi-5,6-
epoxi végcsoportot tartalmazo karotinoidbol kiindulva minden esetben (3S,5R,6R)- és
(3S,5R,65)-3,5,6-trihidroxi-vegytilet keletkezik, a fotermék (3S,5R,8R)- és (35,5R,8S)-5,8-
epoxi-karotinoidok mellett, ¢és (3S5,5R,6R) konfiguracioji 3,6-epoxi-karotinoid is
detektalhato (20. dbra).

10

/ T?SS,SR,6S)\ \
2 e K %

(3S,5R,6R) (38,5R,68) (3S,5R,8R) (3S,5R,8S) (3S,5R,6R)

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

A (35,5S,6R)-3-hidroxi-5,6-epoxi-végcsoportot tartalmazo karotinoidbdl kiindulva, a
fotermék (35,5S5,8R)- ¢és (35,55,89)-5,8-epoxi-karotinoidok mellett minden esetben csak
egy, (3S5,55,6R)-3,5,6-trihidroxi-vegyiilet, ¢és (35,55,6R) konfiguracioju 3,6-epoxi-
karotinoid keletkezik. A természetben el6fordulod (3S,55,65)-3,5,6-trihidroxi-karotinoid

ilyen koriilmények kozott a reakcidelegyben nem mutathato ki (21. abra).
o
HO “

/ ‘y \\

L Sk Lot a

(3S, 5s ,6S) (3S,58,6R) (3S,5S,8R) (3S,5S,8S) (3S,5S,6R)

21. abra. A (3S,5S,6R)-5,6-epoxi-végcsoport savkatalizalt gytrinyitasanak termékei
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2.4.4. y-Végcsoportot tartalmazo karotinoidok izolalasa [90,91]

Mar a kiilonboz6 piros paprikafajtadk HPLC analizisénél feltiint egy csucs, amely
kovetkezetesen megjelent a kromatogramban kdzvetleniil a zeaxantin utan (/6. dbra: peak
30), és a rendelkezésre allo standard anyagainkkal azonositani nem tudtuk. Ezért célul
tlztik ki izolalasat és szerkezetének meghatarozasat. Mivel a vegyliletet el0szor un.
»fekete,, paprikabdl izolaltuk, igy nigroxantinnak neveztiik el. A nigroxantin szerkezetének

Az izolalt vegyiilet UV-VIS spektruma megegyezett a luteinével, amely arra utalt,
hogy 10 konjugalt kettés kotés talalhaté a molekuldban. Nem reagalt sem savval, sem
redukaloszerrel (LiAlH4), ami kizarta az 5,6-epoxi-, illetve a karbonilcsoport jelenlétét.
Tomegspektroszkopids mérés alapjan a molekulatomeg 566-nak adodott, amely kettével
kisebb, mint a lutein molekulatomege, és amely a C40Hs40, Osszegképletnek felel meg. IR
vizsgalataink allén-, acetilén-, karbonil- vagy karboxilcsoportra utal6 jelet nem mutattak
ki.

NMR vizsgalataink a Veszprémi Egyetem NMR Laboratoriumaban kezddédtek, majd
késébb Bernben folytatodtak.

7:: HO\ 1
XN XX X NN

HO

Nigroxantin
(3R,6°S)-3',4'-Didehidro-f,y-karotin-3,6'-diol

Kozel tiz évvel a nigroxantin kimutatasa €s izolaldsa utan sikeriilt egy ujabb, y-

végcsoportot tartalmazd karotinoidot izoldlnunk, melyet prenigroxantinnak neveztiink el
[77].

OH
5: HOM‘
A

N YN YV YN

HO

Prenigroxantin
(3R,3’S,6°S)-B,y-karotin-3,3",6'-triol
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2.4.5. Kapszanton izolalasa

A kapszanton, kriptokapszon és a kapszorubon jelenlétét a vadgesztenye (desculus
hippocastanum) porzodjaban tobb mint 20 évvel ezelétt roman szerzok irtdk le, de az
izolalast és szerkezetazonositast nem végezték el. Riittimann ¢és munkatarsai [14] a
kapszantin és kapszorubin szintézise kapcsan eldallitottdk a szintetikus kapszantont,
kriptokapszont és kapszorubont, és elvégezték a spektroszkopiai jellemzésiiket is. Novényi
forrasbol szdrmaz6 kapszanton izolalasrol az irodalomban nem talaltunk utalast.

0]

ko)

\\\\\\\\\_O

HO

Kapszanton
(3R,5'R)-3-Hidroxi-f3,x-karotin-3",6'-dion

A nigroxantin izolalasa soran figyeltiink fel arra, hogy a frakcioban mindig
talalhato egy piros kisérd festék, amelynek izoldlasat szintén célul tiiztiik ki. 22 kg un.
»fekete” fliszerpaprika metanolos extraktumabol sikeriilt 0,8 mg kristadlyos anyagot
nyerniink. A vegyiilet UV-VIS spektruma (493 nm benzolban), megegyezett az
irodalomban [14] leirttal, és a tomegspektrum ([M]'=582) is a 3’-oxocsoport jelenlétére
utalt. Az izolalt anyagot egyiitt kromatografalva az intézetliinkben korabban Szabolcs ¢és
munkatarsai altal [79] kapszantinbol Oppenauer oxidacidval eldallitott szemiszintetikus
kapszantonnal, egy cstcsot kaptunk, amely szintén az azonossagot erdsitette meg [78].

A késébbiek soran fliszerpaprikaban és mas pirosra érd paprikékban is kimutattuk a

kapszanton jelenlétét.

2.5. Egyéb novényi forrasok vizsgalata 3,6-epoxi-p3- és 3,5,6-trihidroxi-p-végcsoportot

tartalmazo karotinoidok izolalasara

Munkéank tovabbi részében ujabb adatokat kivantunk nyerni a 3,6-epoxi-

karotinoidok ¢és a 3,5,6-trihidroxi-karotinoidok mas novényekben vald eléfordulasara,

crer
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szerepiikre. gy tehat olyan novényi forrasokat kerestiink, amelyek -végcsoportl
karotinoidokat tartalmaznak. Az irodalomban kevés olyan ndvény szerepel, amelyben
kapszantin, kapszorubin jelenlétét irtdk le, és Magyarorszagon is elérhetd. Simpson és
munkatarsai [80] a sparga (Asparagus officinalis) bogyodjanak karotinoidanalizisét
végezték el még a hetvenes években, és kapszantint mutattak ki benne. Neamtu és
munkatarsai  kiilonb6zé vadgesztenye fajtak (Aesculus) vékonyréteg-kromatografias
vizsgalata soran talaltak a porzoban kapszatint, kapszantont, kapszorubint és kapszorubont
[81]. Eugster és munkatarsai pedig a tigris liliom (Lilium tigrinum) szirmaban mutattak ki

¢s izolaltak a kapszantint és kiilonboz6 cisz-izomerjeit.

2.5.1. Tigris liliom (Lilium tigrinum)

Eugster és munkatarsai a nyolcvanas évek kdzepén szamoltak be a tigris liliom
szirmanak ¢€s porzojanak részletes karotinoidanalizisérél [70] melynek soran 29
karotinoidot kiilonitettek el, és jellemeztek. Extrém kis mennyiségben egy ismeretlen

karotinoidot is izolaltak, és karpoxantinnak azonositottdk a késébbi munkék soran.

OH
';m\\\\\\\\\
OH =
HO 6

Karpoxantin (9)
Mivel az Eugster altal izolalt karpoxantin (9) konfigurdcidja nem egyezett meg a

eléforduld 3,5,6-trihidroxi-vegyliletek izolalasat is.
1100 g szirom metanolos extraktumat vizsgaltuk. Elvégeztiik a tobbi frakcio, illetve
a tigris liliom porzodjanak karotinoidanalizisét is HPLC-vel, de 3,6-epoxi-karotinoidot nem

sikeriilt egyik frakcioban sem kimutatnunk [82].

2.5.2. Vadgesztenye (Aesculus) virag porzojanak vizsgalata

Roman szerzok koradbban kiilonbozé Aesculus fajtdk (Aesculus parviflora, A.

rubicunda) porzdjadnak fofestékét kapszantonnak irtdk le [81]. Mivel az analizist
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vékonyréteg-kromatografidval, az azonositast pedig csak UV-VIS spektroszkopiaval
végeztek, igy ésszerlinek tlint az 1jboli analizist elvégezni. HPLC analizissel
megvizsgaltuk a fehér (desculus hippocastanum) €s a piros viragu (Aesculus pavia)
vadgesztenye rligyének, porzojanak €s szirmanak karotinoid-0sszetételét. Mar az analizis
kezdetén kimutattuk, hogy a f60 komponens nem kapszanton. Mintegy 250 g porzo
extrakcigjaval sikeriilt 1,8 mg f6 komponenst, 0,8 mg luteint és 0,5 mg PB-citraurint
kristalyos allapotban izoldlnunk. Az ismeretlen vegyiilet (all-E,3R)-3-hidroxi-6’-apo-[3-

karotin-6’-al-nak bizonyult, melyet aesculaxantin-nak neveztiink el [83].

'&\)\/\/K/\/Y\/Y\/CHO
HO

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

A két vadgesztenyefajta, a fehér virdgh Aesculus hippocastanum és a piros viragu
Aesculus pavia rigyének, porzdjanak és virdgszirmanak teljes karotinoidanalizisét is
elvégeztik HPLC-vel [84]. Mindkét fajtanal azonos karotinoid-Osszetételt talaltunk. A
riigyben luteint, a porzoban az aesculaxantint talaltuk f6 komponensként, ezenkiviil -
karotint, B-kriptoxantint, a lutein cisz-izomerjeit, lutein-5,6-epoxidot, az aesculaxantin
cisz-izomerjeit, P-citraurint, 9-cisz-violaxantint, 9-cisz-neoxantint ¢és neoxantint
azonositottunk, autentikus mintaval torténd 0sszekromatografalassal. A kiillonbozd szinti és
csikozésu szirmok is hasonld karotinoidokat tartalmaztak, a f6 komponens luteinen, lutein-
5,6-epoxidon és B-karotinon kiviil neoxantint, 9-cisz-neoxantint, violaxantint, luteoxantint
a lutein cisz-izomerjeit, valamint B-kriptoxantint. Egyik ndvényi szervben sem sikeriilt k-
végcsoportot tartalmazo karotinoidot kimutatnunk. Vizsgalataink igy azt erdsitették meg,
hogy sziikség van a korabban csak UV-VIS spektrumuk alapjan azonositott karotinoidok

ujboli izolalasara, és modern spektroszkopias modszerekkel torténd szerkezetvizsgalatara.

2.5.3. Asparagus officinalis bogyodjanak vizsgalata [100]

A hetvenes évek kozepén szamoltak be Simpson és munkatirsai a sparga

(Asparagus officinalis) bogyo6janak vizsgalatardl [80]. Nagymértékii hasonlosagot talaltak
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a piros paprika és a sparga bogyo kromoplasztjanak szerkezetében, amely a karotinoid-
Osszetételben is megmutatkozott.

A rendelkezésre allo6 kis mennyiségli mintabol csak oszlopkromatografidval
kombinalt HPLC analizist tudtunk végezni. gy nemcsak a szarmazékképzési reakciok
(redukcid, savazas) segitettek az azonositasban, hanem oszlopkromatografia utan az egyes
frakciokat is részletesen tudtuk vizsgdlni. Bar diddasoros detektor alkalmazéasaval és
autentikus mintdkkal vald egylittkromatografalassal kapszantint, kapszantin-5,6-epoxidot
¢s kapszorubint ki tudtunk mutatni nagyobb mennyiségben, sem 3,5,6-trihidroxi- sem 3,6-

epoxi-karotinoidot nem tudtunk azonositani [85].

2.6. Tokfélék HPLC analizise

2.6.1. Olajtok analizise

A tokfélék a paprikdhoz hasonldan régdta vizsgalt fontos karotinoidforrasok
vilagszerte.

Az olajtok sokréti felhasznaldsa indokoltta tette, hogy a mag présmaradékanak
egyik értékes, gyogyaszati szempontbol is fontos vegyiiletcsoportjat, a karotinoidokat
részletesebben megvizsgaljuk. A présmaradék karotinoid-Osszetételét, az egyes
komponensek mennyiségét oszlopkromatografias modszerrel és HPLC-vel hataroztuk meg.

A 30-as évek kozepén Zechmeister és munkatarsai a kozonséges tok (Cucurbita
pepo) viraganak sziromleveleibdl [-karotint, kriptoxantint (valosziniileg B- ¢és a-
kriptoxantin keveréket), luteint, zeaxantint és egy ismeretlen szinezéket izoldltak, melyet
»petaloxantin”-nak neveztek. Kiilon vizsgaltdk a virdg zold ¢és sarga részét, s
megallapitottak, hogy a zold drog karotinoidjainak f6 komponense a lutein (54%), a sarga
drog pedig foként zeaxantint (70%) tartalmaz.

Szabolcs és munkatarsai 1970-ben elvégezték a kozonséges tok (Cucurbita pepo)
sziromleveleinek ¢és portokjanak karotinoid-analizisét [86]. 1986-ban Matsuno ¢és
munkatarsai siitétok termésének husos részét tanulmanyoztak[65]. A kukurbitaxantin A-t
munkacsoportunk is izolalta 1986-ban piros paradicsom-paprikabol (Capsicum annuum
var. lycopersiciforme rubrum) [63]. A kukurbitaxantin B-t ,,fekete” paprikabol (Capsicum
annuum var. longum nigrum) izolaltuk 1990-ben [66, 46]. 1990-ben Neamtu ¢és

munkatarsai  kiilonbozé tokfajtak levelének, virdgdnak és termésének karotinoid-
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Osszetételét vizsgaltak [87]. Megallapitottak, hogy a levelekben foként B-karotin és lutein
van jelen, a virdgok foként zeaxantint, B-kriptoxantint, 3-karotint, és luteint tartalmaznak, a

termések f6 karotinoidjai pedig a B-karotin, a lutein és a zeaxantin.

Sajat HPLC-analizisiink eredményeként az  extraktumbol vett mintat
kromatografadlva 450 nm ¢és 322 nm hulldamhosszokon detektadlva Osszesen 22 csucsot
észleltiink (22. dbra). A 22 komponens koziil 14-et sikeriilt azonositanunk (/2. tabldzat). A
preparativ oszlopkromatografias analizishez hasonldan itt is taldltunk nem azonosithatd
komponenseket (Id.: tdblazat, ,,alacsony hullamhosszuak™). Ezekr6l nem tudtuk eldonteni,
hogy esetleg ujszerti, eddig ismeretlen karotinoidok-e, vagy az olajpréselés soran

keletkezett degradacios miitermékek.

22. abra: Az olajtok présmaradékabol nyert extraktum HPLC-kromatogramja 450 és 322 nm-en

A 12. tdblazat adataibol lathatd, hogy a présmaradékbol nyert extraktum {0
karotinoidjai a lutein és a [B-karotin. A tablazatban feltiintetett szinezékeket retencids

idejiik és UV/VIS-spektrumaik alapjan azonositottuk (7. abra [melléklet 7. cikk]).
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Erdekességként emlithetd meg, hogy a présmaradék karotinoidjainak lutein-

tartalma, valamint Zechmeister és munkatdrsai altal vizsgélt tokvirdg zold részének

luteintartalma [88] jo egyezést mutatott.

Mennyiségi kiértékelés: A szazalékos karotinoid-Osszetétel meghatarozasahoz a

diddasoros detektor software altal adott lehetdséget kihasznilva olyan kromatogramot

készitettiink, amelyben minden komponens a sajat elnyelési maximuman szerepel (6. abra

[melléklet 7. cikk]). Ezzel jelentésen csokkentettiik az eltérd spektrumokbdl ad6do oOriasi

hibalehet6séget. Ezutdn az integrald software segitségével hatdroztuk meg a %-os

Osszetételt az ismert vegylileteknél molextinkcids korrekciot alkalmazva (12. tdblazat).

12. tablazat

Cucurbita pepo styriaca magjabol nyert présmaradék karotinoid-osszetétele

Csticsszam Név %
1. ,,» Alacsony hullamhossztak” 9,92
2. 0,47
3. 0,42
4. 0,18
5. Violaxantin 2,44
6. Luteoxantin 2,34
7. Auroxantin epimer 0,16
8. Auroxantin epimer 0,39
9. Auroxantin epimer 0,98
10. Lutein-epoxid 3,39
11. Flavo- és Krizantemaxantin 1,94
12. Lutein 52,45
13. ,, Alacsony ,, 0,24
14. 9- és 9’-cisz-Lutein 5,79
15. 13-, 13- és 15-cisz-Lutein 3,01
16. ,, Alacsony ,, 0,44
17. o-Kriptoxantin 3,26
18. B-Kriptoxantin 1,99
19. Nem azonositott 0,20
20. Nem azonositott 0,31
21. a-Karotin 0,58
22. B-Karotin 10,12

UV/VIS-spektroszképia utjan (2. éabra [melléklet 7. cikk]) meghatdroztuk a

hipoféazikus és epifazikus szinezékek aranyat, H:E = 56%:44%. A présmaradékban 1évo

olaj az epifazikus frakcioba kertilt.
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Tovabbi részletes eredmények a mellékletben szerepld kozleményben talalhatok.

2.6.2. Siitétok

Nemcsak fozésre ¢és siitésre alkalmas terméstaluk miatt népszertiek, hanem magjuk
is hasznosithatd becses olajtartalma miatt. Jelentds tokoferol-mennyiségiik is. A
kobaktermés bélallomanyabol kitling iz leves f6zhetd, ilyenkor a magban talalhat6 értékes
vegyiiletek java kioldédik. A kipréselt magmaradvany (pogacsa) sem értéktelen
melléktermék, takarmanyadalékként hasznosithatd, mindemellett karotinoid-Osszetétele is
figyelemre mélté [89]. Vagyis a tokfajok termésének minden része hasznosithaté. Ertékes
anyagai koziil kiemelkedd taplalkozasélettani jelentdségiik van a karotinoidoknak [90-92].

Miutén a tokre egyébként is jellemz6 az intenziv karotinoid-szintézis, felvetdédott a
kérdés: vajon a tok magjaban 1€évo6, viszonylag nagy méretii sziklevél csirazassal megindulo
fejlodése sordn — kiilonbozd csiraztatdsi koriilmények koézott — hogyan alakulnak ki a
jellemzd karotinoidok, milyen mennyiségi aranyok jellemzik a mesterségesen Oregitett, a
fényhianyban nevelt szikleveleket a szort fényen (szokdsos kornyezeti feltételek kozott)
néttekhez képest [117]. Ez azért is érdekes lehet, mert adatokat kapunk arra, hogy a
sziklevél milyen valtozasokon megy 4at foképpen raktarozasrdl fotoszintézisre valod
attéréskor.

A virdgzaskor leszedett kifejlett lomblevél (természetes koriilmények kozott nevelt
novényrdl gytijtve) kozel kétszer annyi luteint tartalmaz, mint -karotint, tovabba jellemzo
ra a neoxantin jelenléte. Viszont a fényen nevelt ndvények sziklevelében tobb B-karotin
van, mint lutein. Az intenziv fényviszonyok kozott érvényesiilé szeneszcencia idején
hasonl6 arannyal jellemezhetok. A sotétben végbemend sziklevél-szeneszcencis
kovetkeztében a lutein aranya tobb mint kétszerese a B-karotinénak, ez az arany hasonld a
lombleveles allapotéhoz.

Jellemzd, hogy a sotétben nevelt egyedekrdl szarmazd és erds fényen oOregedd
sziklevélben 1ényegeseb tobb a violaxantin mennyisége, de a lutein-epoxidé is tobb, ami
arra utal, hogy erds fény hatasara a violaxantin €s a lutein oxidacios szarmazékai (altalaban
a poléarosabb karotinoidok) gyarapodnak. Hasonld, de kisebb mértékli valtozds minden
fényen oOregedd sziklevélnél észlelhetd. A kozonséges koriilmények kozott felnevelt
névényrdl szarmazo lomblevélre kiillondsen a lutein-epoxid aranyndvekedése és a — mar
korabban emlitett — neoxantin jelenléte jellemz0 leginkabb. Zeaxantint és anteraxantint a

lomblevélbdl sem tudtunk kimutatni. A violaxantin jelenléte mindenképpen arra utal, hogy
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a xantofill-ciklus a violaxantin irdnyaba megy végbe, de a fotooxidacid védelmében f6
szerepet a nagy mennyiségben taldlhato lutein jatssza. Valdszinli, hogy bdséges tartalékot
képez ahhoz, hogy egyirdnyu valtozas (a lutein-ut) eredményeképpen — szeneszcencia
és/vagy (itt nem vizsgalt) fénystressz hatasara — oxidacios termékké alakuljon a kdvetkezd

sorrend szerint: lutein, lutein-epoxid, luteoxantin €s/vagy neoxantin.
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3. Adalékok a karotinoidok bioldgiai hatasainak felderitéséhez

Allati és emberi eredetii mintak karotinoid és A-vitamin tartalmanak meghatarozisa

3.1. Karotinoidok bioldgiai jelentosége

A karotinoidok az ¢lovildg szamtalan egyedében, elsOsorban a szines
gyiimolcsokben, illetve zoldségfélékben megtaldlhato, 40 szénatomos, kiterjedt
konjugacioval rendelkezd poliizoprének. Kis mennyiségben szinte minden ndvényben
megtalalhatok és jelen vannak az emberi és tobb allati szervezetben. Karotinoidok
szintézisére csak néhany mikroba, kiilonféle algdk és a magasabbrendii novények
szervezete képes. Az emberi €s allati szervezetek a taplalékkal jutnak a szamukra fontos,
esetenként nélkiilozhetetlen karotinoidokhoz, melyek néhany allati szervezetben jellegzetes
pigmentekké alakulnak at. A karotinoidoknak az éllati és az emberi szervezetben kifejtett
hatasaira el0szor azok a kisérletek hivtak fel a figyelmet amelyek azt igazoltak, hogy a
vegyiiletcsalad alapvegyiiletének tekinthetd béta-karotinnak A-vitamin hatasa van.

A tovabbi kisérletek azt mutattdk, hogy az A-provitaminhatds nemcsak a béta-karotin,
hanem minden olyan karotinoid esetén megfigyelhetd volt, amelynek molekulaja
végcsoportként legalabb egy szubsztitudlatlan béta-ionon gytriit tartalmaz. Az ilyen
szerkezeti tulajdonsdggal rendelkezd karotinoidokbdl felszivodasuk utan a C(15)=C(15”)
kotés szelektiv oxidacidjaval a végesoportok szerkezetétdl fiiggden egy vagy két retinal
molekula keletkezhet. Az utdbbi évtizedekben azonban folyamatosan ndtt azoknak a
kozleményeknek a szama, amelyek azt igazoljak, hogy a béta-karotin az emberek szamara
tobb, mint egy provitamin. Igy példaul szamos epidemioldgiai vizsgalat eredménye
igazolta, hogy a karotin tartalmi ndvényi téplalékok (igy példaul a paradicsom, paprika,
sargarépa, stb) fogyasztasa, illetve a szérum karotinoidszint emelkedése csokkenti néhany
daganatos megbetegedés, kardiovaszkularis problémak, illetve a sziirkehalyog (katarakta)
eléfordulasanak gyakorisagat.

Ugyanakkor szdmos vizsgélat eredménye alatamasztja azt a feltételezést, hogy a
megfigyelt 0Osszefliggések fliggetlenek a karotinoidok A-provitamin hatasatél. A
karotinoidok A-provitamin hatdsa mellett az irodalomban jol dokumentalt azok szinglet
oxigén quencher, antioxidans, immunstimuladlo, valamint citoprotektiv €és anticarcinogén

crer

provitamin hatdsaik ereddjeként irjak le.
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A magyarorszagi étkezési szokdsokban jelentdséggel bird paprika karotinoidjai, a
kapszantin, a kapszorubin és a zeaxantin, epidemiologiai vizsgalatok alapjan feltételezhetd
kemopreventiv, illetve kemoterapias hatdsanak vizsgélata ezideig részletesen nem vizsgalt
teriilete a karotinoidok biologiai hatasvizsgélatainak. igy az epidemioldgiai vizsgalatok
eredményei és az Intézetben rendelkezésre alld tiszta ndvényi hatdanyagok hatasdnak
vizsgalata mint elméleti mint egészségligyi szempontbdl ¢értékes eredményeket

szolgéltathat.

3.2. Kromatografias elozmények

A karotinoidok és ezzel egyiitt sok mas vegyiilettipus analizisében oriasi fejlodést
hozott a nagy hatékonysagu folyadékkromatografia fejlédése, megbizhato, reprodukalhato
rutin mérési modszerré valdsa. Az A-vitamin és karotinoidok HPLC modszerrel torténd
analizise soran néhany fontos problémat meg kell oldani. Kezdetben elsdsorban szilikagél
toltetet hasznaltak. Az igazi attorést a kémiailag kotott forditott fazisti (RP) toltetek
elterjedése jelentette.

Tobb izokratikus moddszert irtak le ilyen toltetek alkalmazasaval [93-95]. Az
izokratikus modszer nem alkalmas a karotinoidok teljes polaritastartomanyat atfogo
mérésekre, de egyes vegyiiletekre, €s azok izomerjeire kivalo felbontést tudnak elérni [96].

Sikeresen alkalmaztak gradiens elticiés modszert kiilonb6zd névények, elsdsorban
gytimolcsok ¢és zoldségfélék karotinoid-Osszetételének meghatarozasara, majd ezt
kombindlva retinol szint mérésére példaul halszovetekben [97] vagy anyatejben [98].

A karotinodok és az A-vitamin eltérd elnyelési maximumabol adodo detektalasi
problémat tobbféleképpen probaltak meg athidalni. Kiilonb6z6 hulldmhosszakon készilt
kromatogramokbol rekonstrualtak egy kozos kromatogarmot [99]. Erdekes megoldasként
differencidl-kromatogramot készitettek [100]. Parhuzamosan t6bb hullamhosszon
detektalva egyszerre mérték a kiilonbozo spektrummal rendelkezé vegyiileteket [101].
Ilyenkor természetesen minden hulldmhosszhoz egy-egy kiilon belsé standardot kellett
hasznalni.

Jelentésen konnyitette az egyes kromatografids csticsok azonositasat a
fotodiddasoros detektor megjelenése. Ezzel egyre tobb karotinoidot és retinoidot tudtak
kimutatni  vérszérumbol is [102-103]. Ezt részben az tjabb detektorok nagyobb

érzékenységének is tulajdonitottdk. Ugyanakkor nem tisztdzott, hogy a sok kis
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mennyiségben jelenlévé vegylilet koziil melyik lehet esetleg a mintaeldokészités soran

keletkezett miitermék, vagy esetleg a szervezetbdl szirmazo metabolit.

3.3. HPLC modszer

Mivel intézetiinkben a karotinoidok kutatasdnak tobb évtizedes hagyomanya van,
természetesnek tlinik, hogy ezen vegyliletek analizise is komoly hagyomanyokkal bir. A
70-es évek kozepe Ota a nagynyomadsu folyadékkromatografias modszer fejlesztésével, )
toltetek eldallitdsaval foglalkozd csoport is mitkddik, ami nagyban eldsegitette, hogy a
karotinoidok analizisében a HPLC modszer koran szerepet jatsszon.

A nagynyomasu folyadékkromatografids modszer alkalmazasa soran tobb
problémat kell megoldani. Az egyik legfontosabb a kromatografids csticsok azonositsa,
mert a karotinoidok hére, fényre érzékeny vegyiiletek, ezért standardok nemigen kaphatok
néhany gyakoribb vegyiilet kivételével. Ezen a téren nagyon nagy eldnyt jelent az a
bizonyos tobb évtizedes hagyomany. Az izolalasi munkak soran sok vegyiiletet allitottak
eld, amelyeket kromatografias standardként tudtunk haszndlni.

Bonyolult elegyekben torténd azonositdshoz ez viszont még nem elgendd. Ezért
egy szarmazékképzésen és az egyes karotinoidok finom spektrumaban meglévo
kiilonbségeken alapuld6 moddszert dolgoztunk ki  karotinoidok  nagynyomast
folyadékkromatografidas modszerrel torténd azonositasara [44]. Ennek soran kihasznaltuk,
hogy az 5,6-epoxi karotinoidok enyhe savas behatdsra 5,8-epoxi karotinoidokka,
ugynevezett furanoidokka alakulnak. A furanoidok retencidja pedig eltér az eredeti
epoxidokétol, igy a kromatogramokban jellemzd csucseltolodasokat — kaptunk.
Hasonloképpen alkalmazhaté az a tény is, hogy a keto-karotinoidok enyhe redukcidja a
megfeleld hidroxi-karotinoidokat eredményezi. Ez az 4talakulds pedig szintén
retenciovaltozassal jar. Mig a furanoid-képzés soran csokken, addig a redukcid soran n6 a
retencio a forditott fazisi kromatografias rendszer alkalmazasa soran.

A kovetkezd probléma a természetes forrdsokbdl szarmazd karotinoidok
kromatografids analizisében, hogy sok hasonld vegyiilet Iétezik eléggé széles
polaritasskalat atolelve. Ezek egyidejii analizisére jol reprodukalhaté gradiens elicids
HPLC moddszert kellett kidolgozni, ami lehetévé teszi minél tobb karotinoid egymastol
torténd elvalasztasat. Ugyanakkor képes a teljes apolaris szénhidrogén tipusu kartoinoktol

a tobb hidroxil és keto csoportokat tartalmazé polaris vegyiiletekig az dsszes megjelend
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karotinoid egy kromatogrambol torténd analizisére. Ezt a problémat paprikamintak
vizsgalata soran sikeriilt megoldanunk, amikor is tobb, mint 50 karotinoid cstcsot sikertilt
asszignalni [45].

A vérszérumbdl torténdé meghatarozasra kezdetben mi is szilikagél , ill. egyéb
polaris allofazisokat (amino-, és ciano-) hasznaltunk, amelyek az a — és - végcsoportu
karotinoidok elvalasztdsdra alkalmasabbnak tlintek [104]. Az ilyen direkt fazisu
kromatografids modszernél viszont nehezebb a gradiens elicido reprodukalhatéd
megvalositasa.

Az az a- és P- végcsoportu karotinoidok elvéalasztasara ezért specidlis forditott
fazisokat kerestiink. Ezzel megtarthattuk a C,g-as tolteteknél tapasztalt j6 reprodukciot. Az
eldzbéekbdl kitlinik, hogy egyfajta mechanizmusu kromatografidval ez nem megoldhato. A
két probléma egyidejii megoldasara valéban egy kevert mechanizmust kromatografias
eljaras bizonyult jonak. Ugynevezett ,, non-endcapped ” Cig toltetet vizsgaltunk meg
néhany vegyiilet szelektivitasara. Ezen tolteteknél a fellépd maradék szilanolcsoportok
jelentdsen befolyasoljak a kromatografias mechanizmust, ami ebben az esetben az eldnyos
a — és B-végcsoportl karotinoidok elvalasztasat eredményezi.

Fontos nem csak a prekurzor karotinoidok, hanem a ténylegesen jelen levd A-
vitamin szint mérése is. Ennek a vegyiiletnek a karotinoidokkal egy kromatogrambol
torténd meghatarozasa egy jabb problémat vet fol. Az A-vitamin spektruma (A-max ~ 325

nm) ugyanis jelentdsen eltér a karotinoidokétdl (A-max ~ 450 nm) (23. abra).

Karotinoidok

A-vitamin

260,00 280,00 300,00 320,00 340,00 360,00 380,00 400,00 420,00 440,00 460,00 480,00
nm

23. abra A-vitamin és karotinoidok spektruma
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Ezért olyan gradiens-elticios eljarast kellett kidolgozni, amikor az A-vitamin nem
szuperponalddik egyetlen karotinoid csticsaval sem, és ezzel lehetévé valik programozhato
hullamhosszakon dolgozé UV-Vis spektrofotometrias detektor alkalmazasa [105]. Ezzel
mindegyik vegylletcsoportot a sajat elnyelési maximumén, vagy annak kdozvetlen

kozelében lehet detektalni (24. abra).

0,091
0,081
0,07] 1 3
006

0,05

AU

0,041 6 7

0,03 2

0,02 4

0,015 320 nm
] k 450 nm
0,001 e

1,00 2,00 300 400 500 600 7,00 800 9,00 10,00 11,00 12,00 13,00 14,00
Minutes

24. abra. A-vitamin, és karotinoid elegy kromatogramja 450 és 325 nm-en detektdlva

Csucsok szamozasa: 1: A-vitamin, 2: Lutein, 3: Zeaxantin, 4: Kantaxantin, 5: o-
kriptoxantin, 6: B-kriptoxantin, 7: B-karotin

Tovabbi fontos szempont, hogy az analizisid6 ne legyen tul nagy, hiszen sok minta
sorozatmérését is szolgélnia kell. Miutdn 12-15 perces analizisidot sikeriilt elérni (25.
abra), ez mar alkalmasnak bizonyult szérumbdl ¢és egyéb szovetmintakbol torténd

sorozatmérések végrehajtasara is [106].
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25. abra A-vitamin és karotinoidok mérése vérszéerumbol

A mérés pontossagara és reprodukalhatdsagara jellemz6 adatok:
A kromatografias rendszer sajat hibaja: CV.=%20.96 %
A teljes mérés hibgja extrakcioval egyiitt: CV.=24.78 %

Az A-vitaminra szamolt recovery (26. 4bra): 94 %
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26. abra Az A-vitamin visszanyerése:
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Az antioxidans status méréséhez fontos a tokoferol-szint ismerete is. Ezért
elkezdtiik a fenti modszer tovabbfejlesztését ebben az iranyban is. Ilyenkor az emlitett

polaritas és detektalasi problémak duplan jelentkeznek [112].

Az altalunk kidolgozott HPLC modszerrel vérszérumbol ¢és kiilonbozo
szovetmintadkbol (maj, gyomor, tojads stb) tobb méréssorozaztot végeztiink el
allatkisérletekben, és human beteganyagokbol is [107-111]. Vizsgaltuk el6fordulasukat,
koncentracioikat, és valtozasukat néhany szovetben, illetve néhany betegségben. Ezek a
felderitd munkak reményeink szerint hozzajarultak a karotinoidok és az antioxidans
statusban szerepet jatszo A-vitamin esetében a kiilonb6z6 nekik tulajdonitott hatasok,

biologiai funkcidik pontosabb megismerésé¢hez
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IV. MODSZEREK, ANYAGOK, KISERLETI KORULMENYEK

1. HPLC toltetek készitése, ellendrzése (II. 1. fejezet)

Anyagok: A kiindulasi szilikagél ,,Chromsil” (Labor MIM, Budapest) 10 nm
porusatmérével és 350 m*/g fajlagos feliilettel. Oktadecil-triklor-szilan, hexametil-
diszilazan ¢és trimetil-klorszilan  Wacker-Chemie GmbH, Miinchen. Trietilamin,
benzopirén, hexaklor benzol, fenol, etilbenzoat, toluol, etilbenzol, anilin, o-toluidin, p-
toluidin, N,N-dietilanilin Fluka (Buchs, Svijc). Karotinoid standard mintdk sajat
kollekciobol. Az oldoszerek (toluol, széntetraklorid, diklormetan, metanol és viz) frissen
desztillaltan keriiltek felhasznalasra.

Toltetek eloallitasa:

Oktadecil fazisok:

Monomer fazis: gomblombikban 20 g szilikagélt (140°C-on 12 o6rat szaritva), 120 ml
toluolban kevertettiink, 8.2 ml oktadecil-triklor-szilant és 4.3 ml trietilamint adtunk hozza.
A szuszpenzidt 2 ora refluxalds utdn leszilrtiik, kétszer mostuk toluollal, diklérmetannal,
metanollal, metanol/viz (6:4) és vakummal szaritottuk 140°C-on.

Polimer fazis: 10 ml oktadecil-triklor-szilan, 20 ml széntetraklorid, 2 ml aceton és 0.5 ml
viz elegyét felforraltuk és 15 percig refluxaltattuk. A kezdetben opalos keverék majdnem
kitisztult. Ekkor 50 ml benzolt adtunk hozzad és tovabbi 30 percig refluxéltattuk. 20 g
szilikagélt adtunk a most mar tiszta folyadékhoz és ujabb 15 percig refluxaltattuk.
Ugyanazt a mosasi folyamatot alkalmaztuk, mint a monomer fazisoknal.

Utanszilanizalas:

TMCS modszer: 10 g ODS fazist szuszpendaltattunk 70 ml szaraz toluolban, 8 ml trimetil
klorszilan és 8 ml trietilamint adtunk a keverékhez, felforraltuk és refluxaltattuk 4 6ran at.
A mosas az eldbb emlitettekkel azonos modon tortént.

HTP modszer: egy igen hatékony, utanszilanizald reagens keveréket hasznaltunk [113].
Hexametildiszilazan, trimetilklorszilan €s piridin elegyét adtuk az ODS fazishoz az eldbb
leirtakkal azonos modon. A reakcidid6 2 ora volt.

Kromatogrdfias koriilmények:

Minden t6ltetbdl 2 kolonnat toltéttiink. Egy 150 x 4.6 mm méretlit a retencios tesztekhez,
¢s egy 250 x 4.6 mm-est a karotinoidok elvéalasztasdhoz. Az u.n. szuszpenzids toltési
eljarast alkalmaztuk 400 bar nyoméssal. A méréseket Gynkotek gyartmanyt Model 300
tipust pumpaval és Model 250B tipusu gradiensképzdével végeztik é¢s Model SV-7
(Glenco, USA) injektort alkalmaztunk. A detektor hazilag atépitett Beckman
spektrofotométer volt. Az aromds vegyiiletek elvalasztasat metanol/viz 1:1 aranya
keverékével végeztiik. A karotinoidok elvalasztasat terner gradiens elucids koriilmények
kozott a kovetkezd eluensekkel végeztiik:

A: 12% viz/metanol

B: metanol

C: 10% aceton/metanol

Gradiens program: 100% A 2 perc, 50% A 50% B 8 perc alatt, 100% B 8 perc alatt, 100%
B 2 perc, 100% C 7 perc alatt, 100% C 6 perc.
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2. Karotinoidok azonositasa bonyolult sokkomponensi mintakban
(IL.2.1. és 11.2.2. fejezetek)

Anyagok:
Analitikai tisztasdg vegyszereket haszndltunk, az autentikus karotinoid mintdk a sajat
készletiinkbdl szarmaznak. Acetonos oldatokat injektaltunk és —20°C-on fénytdl védve
taroltuk.

Redukcio:
elegyében natrium borohidrid feleslegével kezeltik 20°C-on 1 oran at. A szokésos
feldolgozas [41] utin a szaraz maradékot acetonban oldottuk (kb. 10 M) a HPLC
analizishez.

Savas kezelés:
20°C-on 30 percig. Ezt kovetden savmentesre mostuk és a fent emlitett modon
feldolgoztuk.

HPLC kériilmények:

A folyadékkromatografids eljdrashoz az alabbi miiszereket alkalmaztuk: Liquochrom
Model 307 (Labor MIM) kromatograf, a stop-flow injektor (Labor MIM), Carl-Zeiss
rekorder (Type K 201), hazilag készitett UV detektor [114] és keverOkamra. Az
elvalasztasokat 10 pm-es részecske méreti forditott fazison végeztiik gradiens elucidval
[115]. A mintékat acetonos oldatbdl injektaltuk.

Oszlop: tivegboritast fém oszlop 200 x 4 mm-es atmérdvel,
Toltet: Nucleosil 10C;s (Macherey-Nagel)
Aramlési sebesség 1.32 cm’/min, a gradiens utan 1.43 cm®/min;
Eluens: A:100:40 (v/v) aceton-viz, majd

B: 100:5 aceton-viz,
Injektalas: 5-10 mm”.

Detektalasi hullamhosszok: 510, 480, 450, 428, 402 és 340 nm.

Paprika extrakcio, mintakészités:

Az extrakci6 Benedek leirasa (1958) alapjan tortént és a 100 cm® benzol oldatbol 20-40
cm’ keriilt vikuum alatt beparlasra 45°C-on. A maradékot feloldottuk 50 cm® éterben és 5
cm’ 30%-os metanolos KOH oldatban, nitrogén atmoszféraban szobahémérsékleten 16
oran 4t allni hagytuk a karotinoid észterek hidrolizise céljabol. Ezutan a két fazist valaszto
tolcsérbe toltottiik, étert és kevés vizet adtunk hozza. Az éteres fazist elvalasztas utan
lugmentesre mostuk és Na,SOy-al szaritottuk. Lesziirés utan kantaxantin benzolos oldatat
adtunk hozza (2 mg/100 cm®). Vakuummal 35°C-on bepéroltuk és a parlasi maradékot 1-2
cm’ acetonban oldottuk HPLC analizis céljara. Az oleorezinek esetében 20-40 cm’® 0,5%-
os benzolos oldatot szappanositottunk ugyanilyen koriilmények kozott.
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3. Paprikafajtak, és kapcsolodo mintak vizsgalata (II. 2.3. — 2.9. fejezetek)

Anyagok:

A vizsgalt paprikdk koziil a sarga paradicsompaprikat (Capsicum annuum var.
lycopersiceforme flavum), a fekete fliszerpaprikat (C.a. var. longum nigrum), a piros
paradicsompaprikat (C.a. var. lycopersiceforme rubrum), valamint a Szentesi Kosszarva
(C.a. var. longum ceratoides) és a Bovet-4 jelll paprikékat (C.a. var. abbreviatum pendens)
a Szentesi Vetomagkutatd és Termeld Intézettdl kaptuk. A |, kaliforniai paprika” (C.a. var.
grossum cv. Kaliforniai wonder) kiilonb6z6 szini valtozatait a pécsi Tesco aruhdzban, az
egyéb piros fiiszerpaprikdkat piacon véasaroltuk. A tigris liliom virdg, az asparagus
officinalis és az asparagus falcatus bogydja magan kertekbdl, a vadgesztenye virdg a PTE
AOK Szigeti titi tombjének udvarabol szarmazott.

A ndvények extrakcidjat minden esetben szobahdmérsékleten, metanollal (3x) mint
dehidrataldszerrel, majd dietil-éterrel végeztiik. A karotinoid-észterek hidrolizise heterogén
fazisban 30%-0s KOH metanolos oldataval tortént. A vegyiiletek izolalasara, tisztitasara a
klasszikus (Zechmeister-i) oszlopkromatografiat alkalmaztuk.

Az extrakcios folyamatokndl hasznalt oldoszerek (metanol, hexan, toluol, benzol)
nagy kiszerelésti (200 1) technikai vegyszerekbdl frissen desztillalva késziiltek.

HPLC Koériilmények:
Kolonna: 250 x 4,6 mm, Chromsil C;g, 6um, utanszilanizalt és nem utanszilanizalt
Eluens: A: 12 % HyO MeOH-ban

B: McOH,

C: 30 % CH,Cl, MeOH-ban
Gradiens program: 0-2 min: 100% A; -10 min: 80% A/20 % B-re; -18 min: 50% A/50 %
B-re; -25 min: 100% B-re; -27 min: 100 % B; -34 min: 100 % C-re; -41 min: 100% C
(linearis 1épések).
Detektalds: UV-VIS Beckman, (hazilag atépitett UV-VIS detektor); Beckman 166 UV-Vis
detektor; HP 1050; HP ChemStation program; detektalasi hulldmhosszak: 380, 410, 430,
450 ¢és 480 nm-en), illetve diddasoros detektorral (Waters 991; 300-500 nm kozott) tortént.

68



4. Tokfélék analizise (I1.3. fejezet):

Extrakcio:

Olajtok: 400g sotétzold szinli granulalt présmaradékot (1991. december 20-t6l 1992. januar
15-ig —20°C-on tarolva) dorzsmozsarban elporitottunk, majd az anyagot 3-szor egy-egy
¢jszakan at Nr-atmoszféraban metanollal (600ml : 400ml : 400ml) allni hagytuk. A
metanolos extraktumokat egyesitettiik, majd a szinezéktartalmat valasztdtdlcsérben
hexanba vittiik at. A metanolos kezelések utan az anyagot 600ml éterrel egy éjszaka allni
hagytuk. Biichner-tolcséren torténd atsziirés utan a sziiredéket 300ml éterrel mostuk. Az
éteres oldatokat egyesitettiik, metanolmentesités utdn megszaritottuk (vizmentes Na,SOy),
beparoltuk. Az olajos maradékot hexanban vettiik fel, s egyesitettilk a metanolos frakciok
hexénba torténd atvitelekor nyert oldattal. Beparldsa utdn a maradékot éterben oldottuk,
majd 30%-os KOH-os metanollal heterogén fazisban elhidrolizaltuk [116]. A hidrolizatum
lag- ¢és klorofillmentesre mosasa utan nyert oldat karotinoidjait (kiilonb6zd polaritast
fitoxantinok  és karotinoid szénhidrogének) megoszlattuk 90%-o0s vizes metanol és
petroléter kozott. A hipofazikus karotinoidok azonos térfogati (250ml) térzsoldatainak
extinkcidjat mérve, a frakciok aranya: H:E = 56%:44%.

Siitétok: A rogzitett szikleveleket felapritottuk, majd kétszer 3 6raig metanollal és kétszer
3 oraig dietil-éterrel sotétben, nitrogén-atmoszféraban 4allni hagytuk. A vizmentesitett,
majd egyesitett extraktumokat hexanba vittiik at. A hexanos oldat felét heterogén, éteres
fazisban 30%-os kéalium-hidroxiddal hidrolizaltuk. Ligmentesre mosas utan készitettiik
beldle a HPLC-mintéakat.

HPLC-analizis

Mintakészités: Az olajtok extrakcidja soran nyert hexanos torzsoldatbol 2ml-t 40°C-on
vakuumban beparoltunk. A szaraz parldsi maradékot 1ml MeOH:Aceton 7:3 aranyu
elegyében feloldottuk. Az igy kapott oldatbol injektaltunk 15-15 pl-t.

Kromatografias koriilmények:
Késziilek: Gynkotek HPLC-pumpa terner gradiens-programozoval, Waters diddasoros
detektor, Rheodyne injektor.

Kolonna: 25cm x 4,6cm, Chromsil-Cg 6 pm.
Eluens: A: 6% H,O / MeOH
B: MeOH

C: 20% CH,Cl, / MeOH

Gradiens program:  100% A 6 percig, 100% B 6 perc alatt,
100% B 2 percig, 100% C 8 perc alatt,
100% C 12 percig

Aramlasi sebesség: 1,2 ml/min

Detektalas: 320-t6l 500 nm-ig 3 nm-enként

Kvalitativ kiértékelés: A csicsok azonositasat részben a sajat kollekcionkbdl vett
autentikus mintakkal, részben a korabbi karotinoid-méréseink soran megismert retencios
viselkedésiik és a diddasoros detektor altal készitett spektrumok Osszehasonlitasa alapjan
végeztik el.
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5. Allati és emberi mintak mérése

Extrakcio:

2 ml szérumbol a fehérjéket etilalkohollal kicsaptuk, majd centrifugédlds utan hexannal
kétszer extrahaltuk. A belsd standard hozzaadéasa utan az extraktumot 40°C-on vakuumban
beparoltuk, majd 0,5 ml metanol:diklérmetdn 5:1 ardnyu elegyében feloldottuk. Az
oldatbol 25 pl-t injektaltunk.

HPLC:
Késziilék: Gynkotek terner gradiens pumpa,
Waters 996 diddasoros detektor
Beckman-166 programozhaté hullamhossza UV-VIS detektor
Kolonna: 150 x 4,6 mm, Chromsil-C;3 6um not endcapped
Eluens: A: 4% H,0/MeOH;
B: McOH;
C: 40% CH,Cl,/MeOH
Gradiens: 100% A 0,5 perc; 100% B 3. percre ; 100% B 4,5. percig;
100% C 8,5. percre; 100% C 12. percig
Aramlas: 1,2 ml/min.

Mennyiségi kiértékelés: Belso standard modszerrel.

Bels6 standardként kantaxantint hasznaltunk, mely egy szintetikus, viszonylag stabil
karotinoid.

Adatfeldolgozas: Beckman Gold software és Waters 991 software.
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V. OSSZEFOGLALAS

A szilikagél alapanyag ellendrzése utan reprodukalhatd forditott fazisu tolteteket
allitottunk eld, amelyek tesztelésére tobb kromatografias modszert alkalmaztunk.
Megallapitottuk, hogy a polaritaskiilonbségeken alapuld elvalasztisokra és a bazikus
anyagokra az ugynevezett utanszilanizalt, tokéletesen boritott szilikagél alapt toltetek a
legalkalmasabbak, mig specidlis esetekben (példaul a- és B- végcsoporti karotinoidok,
poliaromas szénhidrogének analizise) a vegyes mechanizmusu kromatografia, a szilanofil
kolcsonhatasok lehetdségét is biztositd nem utanszilanizalt toltetek adjak a megfeleld

elvalasztast.

A stabil toltetekre tamaszkodva gradiens elicios modszert dolgoztunk ki
karotinoidok bonyolult, sokkomponensii elegyének kvalitattiv és kvantitativ analizisére.
Szarmazékképzési reakciok alkalmazasaval modszeriinkkel a kromatogramok sok csucsat
tudtuk azonositani ismert karotinoidvegyiiletként, illetve tampontokat tudtunk adni a
késObbi szerkezetmeghatarozashoz. Ezekre a modszerekre tamaszkodva tobb paprikafajta
¢s mas fontos karotinoidforrasként szoba johetd novény vizsgalata sordn tobb 1j

karotinoidot izolaltunk, tisztaztuk szerkezetét.

Vizsgaltuk a sarga paradicsompaprika (Capsicum annuum var. lycopersiceforme
flavum), a fekete fiiszerpaprika (C.a. var. longum nigrum), a piros paradicsompaprika (C.a.
var. [lycopersiceforme rubrum), valamint a Szentesi Kosszarva (C.a. var. longum
ceratoides) ¢és Bovet-4 jeli paprika (C.a. var. abbreviatum pendens) karotinoid-
Osszetételének valtozasat az érés soran. Elvégeztiik az n. ,kaliforniai paprika” (C.a. var.
grossum cv. Kaliforniai wonder) kiilonb6z6 szinli valtozatainak a karotinoidanalizisét is.
Ezek eredményeként a kovetkezd vegylileteket sikeriilt els6ként azonositani, illetve
izolalni, és szerkezetiiket igazolni:

Sarga paradicsompaprikéban f-kriptoxantin-5,6-epoxidot

Piros paprikdbdl 3,6-epoxi-B-végcsoportot tartalmazé karotinoidokat:

cikloviolaxantin, cucurbitaxantin A, cucurbitaxantin B, kapszantin-3,6-

epoxid, cucurbitakrom epimerek
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Piros paprikabdl négy uj, 3,5,6-trihidroxi-f3 végcsoportot tartalmazo karotinoidot:
5,6-diepikarpoxantint, 5,6-diepilatoxantint, 5,6-diepikapszo-karpoxantint, és
6-epikarpoxantint

Tigris liliom szirmdbdl 6-diepikapszokarpoxantint, 6-epikarpoxantint és
kapszantin-5, 6-epoxidot

Asparagus falcatus bogy06jabol 3, 6-diepikarpoxantint és kapszoneoxantint

Vadgesztenyefajtak szirmabol egy 1j karotinoidot az aesculaxantint

Piros paprikabol tovabbi két, Gjszerti végcsoportot - 6-hidroxi-y-végcsoportot —

tartalmazo karotinoidot nigroxantint és prenigroxantint

Elvégeztik a sparga (asparagus officinalis) bogydjanak karotinoidanalizisét is. Bar

Kk-végecsoporti  karotinoidokat kimutattunk, 3,5,6-trihidroxi-vegyiiletet nem sikertilt

detektalnunk.

A modszeriink segitségével felderitett karotinoidok reményeink szerint
hozzédjérulnak a karotinoidok bioszintézisének pontosabb megismeréséhez, ¢&s

megkonnyitik az egyéb novények, névényi részek vizsgalatat.

HPLC moédszert dolgoztunk ki A-vitamin és karotinoidok egymas melletti, egyetlen
mintabol torténd mérésére. Vérszérumbol €s tobbféle szovetmintdbdl (méj, gyomor, tojas)
tobb méréssorozatot végeztiink el allatkisérletekben, és kiillonb6zdé betegcsoportoknal is.
Vizsgaltuk az A-vitamin és az egyes karotinoidok eléfordulasat, koncentracidovaltozasat.
Ma mar ezt a modszert diagnosztikai mérésként is hasznaljuk specialis esetekben. Ezek a
munkik reményeink szerint hozzdjarultak ezen vegyiiletek €16 szervezetekben jatszott

szerepének pontosabb tisztazasahoz.
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