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I. BEVEZETES

A karotinoidoknak mdar szdmos biologiai funkcioja, illetve kozvetett, még nem teljesen
tisztazott bioldgiai hatdsa ismeretes. A legrégebben ismert A-provitamin hatds mellett ma mar
tobbféle védohatast is tulajdonitanak ennek a vegyiiletcsaladnak. Fé forrasaink a novények,
amelyek szintetizaljdk a karotinoidokat, és természetesen az ezen novényeket fogyasztd
allatokbol késziilt taplalékaink is.

Intézetiinkben, a Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudoményi Karan, koriilbeliil
80 éve folyik a karotinoidok kutatasa Zechmeister Laszld, Cholnoky Laszld, Szabolcs Jozsef,
majd Téth Gyula vezetésével.

A karotinoidforrasok felderitéséhez, az 0j szerkezetli karotinoidok izoldldsdhoz sziikség
van a klasszikus és modern elvalasztastechnika alkalmazasara, a szerkezetek meghatarozasadhoz a
modern szerkezetvizsgadldé moddszerek és a hagyomanyos kémiai moddszerek egyiittes
hasznalatara.

Ma 600-nal tobb természetben eléforduld karotinoidot ismeriink. A kiilonb6z6é névényi
¢s allati mintdkban sok, igen kis mennyiségben eléfordulo, 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 kombindciojaval
lehetséges, amelyek kozott fontos szerepet jatszik a nagyhatékonysagu folyadékkromatografia
(HPLC) is.

Az 1950-es években Cholnoky és munkatdrsai a piros paradicsompaprika (Capsicum
annuum var. lycopersiciforme rubrum) és a sarga paradicsompaprika (Capsicum annuum var.
lycopersiciforme flavum) érett és éretlen termésének karotinoidjait vizsgéltak.

1960-ban, tobb mint harminc évvel a felfedezése utdn tisztazodott a paprika f6
karotinoidjanak a kapszantinnak, valamint a kapszorubin ¢és a kriptokapszin k-végcsoportjanak

szerkezete. A kapszantin és kapszorubin szerkezetbizonyito szintézisét 1983-ban végezték el.
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Az 1970-es években tobben is vizsgaltak a kiilonb6z6 paprikafajtak karotinoid-
Osszetételét, jelentdsebb, részletesebb eredményt azonban nem értek el.

Az 1970-es évek kozepétdl, masodik felétél a nagynyomasu folyadékkromatografia
fejlodésével ez a modszer is egyre nagyobb szerepet kapott a karotinoidok analizisében. A
miszeres kromatografiai modszerek (pl. a HPLC) és ezek detektalasi moddjainak fejlodése
lehetéveé tette a kordbban nem kimutathatd, kis mennyiségben jelenlévd komponensek
kimutatasat is. Ebben az idében kezdddott intézetiinkben a HPLC toltetek fejlesztése, ami
nagyban hozzdjarult a modszer hazai fejlodéséhez, elterjedéséhez, és lehetdvé tette, hogy a
HPLC technikat alkalmazzuk a karotinoidok kutataséban is.

A toltetek (leggyakoribb a szilikagél-alapu) nagy fajlagos feliiletii (kb. 10-500 m*xg™) és
porustérfogati anyagok. A szilikagél toltetek adszorpcids tulajdonsdgait és szelektivitasat
elsdsorban a feliileti szilanolcsoportok és kornyezetilk hatdrozza meg. A szilikagélt a
nagyhatasossagu folyadékkromatografidban kozvetleniil viszonylag ritkdn alkalmazzak.
Leggyakrabban a preparativ €s processz kromatografidban hasznalnak nem modifikalt szilikagél
adszorbenst, itt is altalaban csak kompromisszumként, mivel a feliiletiikon modifikalt toltetek ara
— a sziikséges nagy tételekben — magas.

A HPLC technikaban a legtobb analitikai elvalasztast forditott fazisu tolteteken végzik. A
forditott fazisu toltetek olyan szilikagélek, melyek feliiletét kémiai reakcioval hidrofobba tették.
A szilanolcsoportok kémiailag atalakithatok és igy a szorbens kromatografids tulajdonsagai
megvaltoztathatok. Gyakran alkalmazzak a C;g (oktadecil), vagy Cs (oktil) lancokkal boritott
tolteteket, de mas lanchosszusagu alkilcsoportokkal (C;-tdl Cso-ig) boritott szilikagélekkel is
eredményesen végeznek specialis elvalasztasokat. Porozus adszorbenseket hosszu lancu
alkilcsoportokkal tokéletesen boritani (az Osszes feliileti szilanolcsoportot elreagaltatni), azok
helyigénye miatt nem lehet. Ezért az ilyen tolteteket célszerli egy kovetkezd reakcidban kis
helyigényli szilannal ismét reagaltatni (metil-, etil-, izopropil-, tercier-butil-szilil csoportok a
szokasosak), igy az els0 Iépésben el nem reagalt szilanolcsoportok szama jelentdsen
csOkkenthetd.

A toltetek boritottsagat a legegyszerlibben a tdltet szdzalékos széntartalmaval (Co,)
ellendrizhetjiik. Az eléallitott, nem utanszilanizalt C;g toltetek széntartalma jol korrelal a fajlagos
feliiletiikkel. Toltetek maradék szilanol aktivitasat célszerlien bazikus mintdk elvalasztasaval
lehet ellendrizni. E mddszer eredményei kromatografias szempontbol mindenképp értékesebbek,
mint a mas fizikai-kémiai eljarassal nyert eredmények, mivel a mindennapi kromatografids
gyakorlattal megegyez0, vagy ahhoz nagyon kozelalld viszonyok kdzott méri a maradék szilanol

aktivitast.



II. CELKITUZESEK, KERDESFELTEVESEK

II.1. Célul tiztik ki olyan kromatografids toltetek eldallitdsat, amelyekbdl stabil oszlopok
tolthetdk és reprodukalhaté moédon alkalmasak a karotinoidokkal kapcsolatos analitikai feladatok
ellatasara.

a) Megfeleld porozitasu szilikagél eldallitasa 9-15 nm atlagos poérusatmérdvel, 300-400

m?*/g fajlagos feliilettel.

b) A szilanol csoportok kémiai atalakitasaval kiilonboz6 forditott fazisu toltetek

eléallitasa. Kiilonbozd boritottsag és kiilonbozd utanszilanizaltsagi fok elérése.

I1.2. Tisztazni kivantuk, hogy a kiilonb6z6 boritottsdgli és utanszilanizaltsagu toltetek koziil,
melyek alkalmasak a karotinoidok meghatdrozdsara. Milyen hatdssal van a maradék
szilanolcsoportok jelenléte, koncentracidja a karotinoidok egyes csoportjainak retencidjara,
elvalasztasara. Példaul az 6ssz-transz vegyiiletek elvalasztasa cisz-izomerjeiktdl, valamint az o-

¢és B-végcsoportokkal rendelkezd vegyiiletek elvalasztdsa egymastol.

I1.3. Célul tiiztik ki a bonyolult sokkomponensii karotinoid elegyek kromatogramjaiban
eléforduld lehetd legtobb komponens azonositdsat. Ez a kromatografidban szokdsos modon,
tehat standard anyagok hasznalataval csak kis szazalékban lehetséges, ezért olyan moddszer
kidolgozasa sziikséges, ami karotinoidokon beliil bizonyos vegyiiletcsalddokra specifikus modon

teszi lehet6vé az azonositast. Példaul oxo-karotinoidok, epoxi-karotinoidok, cisz-karotinoidok.

I1.4. Olyan HPLC médszert kivantunk kidolgozni, ami alkalmas a ndvényekben, elsésorban a
paprikéban el6forduld karotinoidok teljes polaritastartoméanyat atfogva minél tobb vegyiilet
kiilon csucsban torténd egyidejii analizisére. Ezen kiviil tobb esetben fontos a cisz-izomerek és
diasztereomerek, valamint az a- €és B-végcsoporti karotinoidok elvalasztasa. Ehhez sziikséges a

megfeleld HPLC toltet és gradiens elicids program kidolgozasa.

IL.5. Modszeriinkkel kiilonbozd paprikafajtak karotinoid-Osszetételét kivantuk megvizsgalni,
Osszehasonlitani, illetve kimérni a karotinoid tartalom valtozasat és a karotinoid Osszetétel
alakulasat az érési folyamat soran. Tisztazni kivantuk a karotinoidként eddig nem ismert

komponensek szerkezetét. Ehhez kapcsoloddéan mdés novényekben eléforduld karotinoidok



szerkezetazonositasat is el kivantuk végezni. Az eredmények birtokdban az eddig felvazolt

bioszintézis utvonalak mddositasara, pontositasara torekedtiink.

I1.6. Magyarorszagon ¢s vilagszerte is a paprika mellett a legfontosabb karotinoid forrasok
kozeé tartoznak a tokfélék. Termésiik €s néhany beldliik késziilt termék karotinoid tartalmat

terveztilk meghatarozni illetve a korabbi mérések eredményeit finomitani.

II.7. C¢lul thztiik ki allati és emberi eredetli mintak analizisét, azok karotinoid tartalmanak
meghatdrozasat, ezzel hozzdjarulni a karotinoidok biologiai funkcidinak pontosabb
megismeréséhez. A jol ismert A-provitamin hatds mellett mas, példaul antioxidans €s egyéb
preventiv effektusok tisztazdsahoz megfeleld modszer sziikséges. Kérdésként meriilt fel, hogy
lehetséges-e egy mintdbdl az A-vitamin és karotinoidok egymds melletti meghatarozasa,
tekintettel az igen eltérdé fényelnyelésiikre. Rutin méréssorozatokra is alkalmas, tehat viszonylag

rovid analizisidével miikodé6 HPLC modszer kidolgozéasara van sziikség.



III. EREDMENYEK

III.1. Kromatografias toltetek eldallitasa

a) Hidrotermalis reakciéval a kommersz 5-6 nm porusdtmérdji szilikagélbdl
kromatografids célra alkalmas 10 nm korili poérusatmérével rendelkezd szilikagéleket
készitettlink. Megallapitottuk, hogy autoklavban, magas hdmérsékleten és nyomason vizgdz
hatasara a szilikagélek porusai a nagyobb méretek felé eltolodnak és egyéb jellemzdik (porus
térfogat, fajlagos feliilet) is ezzel egyiitt valtoznak. A reakcido (a porusméret novekedése)
legjelentdsebben a hdémérséklettdl filigg. A pdérusméret és a fajlagos feliillet egymassal
ellentétesen valtozik. Az eljarassal elérhetd legnagyobb porusméret kb. 40 nm, melyhez kb. 20
m’® grammonkénti fajlagos feliilet tartozik. A porusméret-eloszlas a hidrotermalis reakcié soran
alig valtozik. Sem a kiilonb6z6 idejii, sem a kiilonb6zé hdmérsékleten kezelt szilikagélek relativ
porusméret-eloszlasa nem valtozott jelentdsen.

b) Tobbféle modszerrel forditott fazisu tolteteket allitottunk eld. Egyrészt klasszikus
oldoszeres lombikreakcioval, masrészt un. szilard fazisu reakcidval. Ez utobbi kisérletsorozatban
megallapitottuk, hogy a feliileti boritottsag — kémhatas Osszefiiggés minimumgorbe Osszefliggeés
szerint valtozik. A legalacsonyabb boritottsagot — és ezzel egyiitt a legalacsonyabb retenciokat —
a semleges pH koriili tartomanyban kaptuk. Amig egy 1,7-es pH-ra beéllitott szilikagélre kozel 4
pmolxm™ oktilcsoportot lehetett felvinni, 5,5-6s pH-n mar csak kb. 2.3 pumolxm™-t. Liugos
tartomanyban a feliileti boritottsag a varakozasnak megfeleléen ismét nott. Itt azonban a
kisérleteknek hatart szab a szilikagélek mérsékelt lagallosaga. Az alkoxiszildnok szilardfazisa
reakcidja esetén ezért a reakcid bazikus kdzegben torténd kivitelezése nem célszerd.

A maradék szilanol csoportok blokkoldsdra haromféle utdnszilanizalasi eljarast
dolgoztunk ki, ezzel kiilonbozé maradék szilanolcsoport koncentracioval rendelkezd tolteteket

allitottunk eld.

IIL.2. A boritottsag €s a szilanolcsoportok hatdsa az elvalasztasra

Cis-as toltetek esetében megvizsgaltuk a maradék szilanolcsoportok kiilonb6zd

mennyiségének hatdsat az elvalasztasokra, kiilonods tekintettel a karotinoidok viselkedésére.



Tolteteink  jellemzésére az ,,Engelhardt-tesztet” alkalmaztuk. Semleges ¢€s savas
mintavegylileteink retencidja — a varakozdsoknak megfeleléen — a fazis hidrofob jellegének
fokozodasaval (a javuld utanszilanizaldssal, a széntartalom enyhe emelkedésével) novekedett.
Ellenkez6en valtozott viszont a bazikus anyagok retencidja: az utdnszilanizalds ndévekvod
mértékével az ,,Engelhardt-teszt” bazikus mintavegyiileteinek retencidja jelentdsen csokkent.

A polaris karotinoidok retencidja a nem utanszilanizalt tolteteken volt a legnagyobb, mig
az apoldris karotin vegyiiletek (karotin szénhidrogének) retencidja a jol utanszilanizalt tolteteken
volt magasabb. A mintavegyiilet © elektronrendszere és a toltet szilanofil kdlcsonhatasara utal
egyes karotinoidok eltérd retencidja is, melyekben a kettéskotések helyzete eltérd (példaul lutein
epoxid és anteraxantin, lutein és zeaxantin). E vegyiiletparosokat jol utanszilanizalt tolteteken
nem sikeriilt elvalasztani, ugyanakkor a nem utanszilanizalt tolteteken jo elvalasztasokat értiink
el.

Altaldnossagban elmondhaté, hogy nem uténszilanizalt fazisokon a polaris karotinoidok
retencidja magasabb, mint a jol utanszilanizalt fazison, viszont a jol utanszilanizalt tolteten az
apolaris karotinok retencidja nagyobb, mint a nem utanszilanizalt fazison. A gyengén
utanszilanizalt toltet sem a polaris, sem az apolaris karotinok elvéalasztasara nem optimalis.

Megallapitottuk, hogy a jol utdnszilanizalt toltet nagyobb mértékben ,,széthiizza” a
karotinoidokat polaritasuk szerint, jobb az elvalasztas a teljes elegyre €s cisz-izomerekre, de nem
képes az a- és B-végcsoporti karotinoidok szétvalasztasara. Ugyanakkor a nem utanszilanizalt

toltetek alkalmasak az a- és B-végcsoportu karotinoidok egymas melletti analizisére.

I11.3. Bonyolult sokkomponensii elegy azonositasa

Az egyes csucsok azonositdsa a kromatografids modszereknél elsddlegesen a retencids
viselkedés alapjan torténik. Pontosan ismert standardokkal val6 azonositas azonban sokszor nem
lehetséges, kiillonosen bonyolult, sokkomponensii extraktumok esetén. Nem all rendelkezésre
annyi standard anyag, mint amennyire sziikség lenne. Ez a helyzet a karotinoid elegyek esetén is.
Ezért szarmazékképzésekkel, a kémiai viselkedés segitségével lehet tobb cstics valoszinii
azonositasat elvégezni. Ehhez jarul a spektralis tulajdonsdgok kihasznalasa UV/Vis detektor
alkalmazéasaval. Tobb iranyt szarmazékképzési modszerrel sok cstcs valoszinll azonositasat

tudtuk elvégezni.



A natrium-borhidrid a polién aldehideket és ketonokat a megfeleld alkoholokka redukalja

standard koriilmények kozott.

NaBH,

OH OH

A x-végcsoport redukcioja

A redukcios termékeket rendszerint konnyli megkiilonboztetni az anyavegyiilettdl az
eltéré polaritasuk miatt. Ha a karbonil csoportok konjugéacidban vannak a poliénlanccal, a
redukcidt hipszokrom eltolodas kiséri (7-28 nm) a karbonil csoport pozicigjatol fiiggden.

Az 5,6-epoxidok ¢€s diepoxidok hig savval kezelve furanoid oxiddé alakulnak.

HO HO o H

5,6-Epoxidok atrendezddése 5,8-epoxidokka

Ez a gyors atrendezddés lényeges hipszokrom eltolodast és fokozott polaritast
eredményez.

Spektralis viselkedés alapjan difuranoid-oxidok és cisz-karotinoidok azonosithatok. A
difuranoid-oxidokat a karotinoidok tobbségétél a rovid abszorpciés maximum alapjan lehet
megkiilonboztetni. Igy a difuranoid-oxidok nem mutatnak elnyelést 480 nm-nél, melyet altalaban
a karotinoidok meghatarozasanal hasznalnak, viszont magas elnyelési értéket mutatnak 380 nm-
nél. 13-cisz, 15-cisz és néhdny di-cisz karotinoid ultraibolya spektrumaban az tigynevezett cisz-
peak jelenik meg 300-350 nm-es tartomanyban. A tavolsag a cisz-peak és az all-fransz vegyiilet
leghosszabb Amax helyzete kozott 140-150 nm. A cisz-peak intenzitdsa (Eciszpeak) 50-60%-al
alacsonyabb mint E4gnm,

Ezzel a kombinalt szarmazékképzési moddszerrel jelentésen lecsokkent a bonyolult

kromatogramban a nem azonositott csucsok szdma.



I11.4. A teljes karotinoid elegy HPLC analizise.

Az utanszilanizalt Cig-as tOltetet talaltuk a leginkabb hasznalhatonak sorozatmérések
végrehajtasara. Egy olyan gradiens programot dolgoztunk ki, amellyel a karotinoidok teljes
polaritas tartomanyat a viszonylag polaris, tobb funkcids csoportot tartalmazd vegyiiletektdl a
teljesen apolaris szénhidrogén karotinoidokig sikeriilt atfogni, és ezzel egyiitt kellden finom
felbontast elérni. Az utanszilanizalt toltettel nem tudtuk a zeaxantin és lutein szétvalasztasat
megoldani, ezért ezek elvalasztasara egy masik tipusu, un. nem utanszilanizalt toltetet
alkalmaztunk.

A modszer érdekessége, hogy vizes és nemvizes gradiens-szakasz is szerepel benne. igy
tobb, mint 50 karotinoid csucsot tudtunk kijel6lni egy kromatogramon beliil.

Az elmult 10 évben sok kozlemény jelent meg, amely kiilonbozé paprikafajtak
karotinoidanalizisével foglalkozott. Megallapithat6, hogy egyetlen kromatografids rendszer sem

kozelitette meg az altalunk elért elvalasztast.

IIL.5. Kiilonbozo paprikafajtak karotinoid analizise.

Modszeriinkkel megvizsgaltuk 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 jelii paprika (C.a. var. abbreviatum pendens) karotinoid-
Osszetételének valtozasat az érés sordn, és kovetkeztetéseket vontunk le a paprikakarotinoidok
bioszintézisének mechanizmusara. Minden esetben hat érési fokozatban, hat kiilonb6z6 szini
paprikat dolgoztunk fel.

Az éretlen (zold) paprikdban, fiiggetleniil attol, hogy az érés végsd stadiumaban sarga,
vagy piros szinii lesz-e, mindig a kloroplasztra jellemz6 karotinoidokat, luteint és P-karotint
talalunk f6 komponensként. Kisebb mennyiségben a neoxantin ¢és a 9-cisz-neoxantin is

megtalalhato.



23

Zold (éretlen) paprika extraktumdanak kromatogramja

Azonositott cstcsok: 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: -
kriptoxantin; 22: a-karotin; 23: B-karotin.

17+18

26

11+12

13

Erett sdrga kaliforniai paprika extraktumdnak kromatogramja

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: luteintzeaxantin; 21: 9(9°)-cisz-lutein; 22: 13(13’)-cisz-lutein+9-cisz-zeaxantin; 23: 13-cisz-
zeaxantin; 24: B-kriptoxantin-5,6-epoxid; 26: o-kriptoxantin; 27: B-kriptoxantin; 28: a-karotin; 29: -

karotin

A séarga paradicsompaprikdban az érés sordn végig nagyobb mennyiségben fordul eld
lutein és a-kriptoxantin, mint zeaxantin és -kriptoxantin. A teljesen érett paprikaban mar az o-

karotin is nagyobb mennyiségben talalhatd, mint a B-karotin. A sdrgara éré paprikaban nem

10



sikeriilt kimutatnunk sem k-, sem 3,6-epoxi-, illetve 3,5,6-trihidroxi-B-végcsoportot tartalmazo
karotinoidokat. gy azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy e két utobbi végcsoport keletkezése
Osszefiiggésben van a k-végcsoport bioszintézisével.

A pirosra éré paprikdk, a fekete fliszerpaprika (C.a. var. longum nigrum) és a piros
paradicsompaprika (C.a. var. [ycopersiceforme rubrum) Kkarotinoid-Osszetételét fajtatol
fiiggetleniil hasonlonak talaltuk, a karotinoid-tartalom ¢és a karotinoidok egymashoz viszonyitott

aranya természetesen eltérést mutatott.
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Erett piros fiiszerpaprika extraktumdnak kromatogramja

Csucsok: 1: 5,6-diepikapszokarpoxantin; 2: 5,6-diepilatoxantin; 6: kapszorubin; 7: 6-epikarpoxantin; 8:
neoxantin; 9: kapszantin-5,6-epoxid; 10: 5,7-diepokarpoxantin; 11a: yellow mixt.; 12: violaxantin; 13:
kapszantin-3,6-epoxid; 14: luteoxantin 2°; 15: luteoxantin 1°; 16: kukurbitaxantin-B; 17: kukurbitakrom;
18: kapszantin; 19: kapszanton; 20: anteraxantin; 21: 8S-mutatoxantin; 22: 8R-mutatoxantin; 23:
kukurbitaxantin-A; 24: 9(9°)-cisz-kapszantin; 25: 13(13’)-cisz-kapszantin; 26: lutein; 27: zeaxantin; 28:
nigroxantin; 29: 9-cisz-zeaxantin; 30: 13-cisz-zeaxantin; 31: 15-cisz-zeaxantin; 33: kriptokapszin; 34: o.-
kriptoxantin; 35: B-kriptoxantin; 36: cisz-kriptoxantin; 38: a-karotin; 39: B-karotin; 40: cisz-B-karotin

Az érett piros paprikakban a f&6 komponens kapszantin mellett nagyobb mennyiségben
talalhatd zeaxantin, B-kriptoxantin, P-karotin és kukurbitaxantin A. Minor komponensként
kapszorubin, violaxantin, anteraxantin, mutatoxantin, és kriptokapszin mellett szamos 3,6-epoxi-
karotinoidot,  3,5,6-trihidroxi-B-végcsoportot tartalmazoé  karotinoidot, nigroxantint ¢és
kapszantont, valamint cisz-izomereket mutattunk ki. Az érett piros paprikakban g-végcsoportot

tartalmazo karotinoidok (lutein, o-kriptoxantin, a-karotin) csak nyomokban fordulnak eld.
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Célunk volt a paprikaban kis mennyiségben jelenlévd, eddig még nem azonositott
karotinoidok izoldldsa és pontosabb szerkezetazonositdsa. Elvégeztiik a B-kriptoxantin epoxid,
3,6-epoxi végcsoporti karotinoidok (kukurbitaxantin-A, kukurbitaxantin-B, kapszantin-3,6-
epoxid), 3,5,6-trihidroxi-karotinoidok (latoxantin, karpoxantin, epikarpoxantin) szerkezet-
azonositasat, és igazoltuk a paprikaban vald jelenlétiiket. Tovabbi 1) vegyiiletként egy v-
végesoportll karotinoidot (nigroxantin) mutattunk ki és izoldltunk. A 3,6-epoxi- és 3,5,6-
trihidroxi-karotinoidok szerkezetazonositdsa, természetben valdo eléfordulasuk igazoldsa
érdekében néhany mas ndvényi forrast (tigrisliliom, vadgesztenyevirdg, asparagus) is

megvizsgaltunk.

II1.6. Tokféléek HPLC mérése

Elvégeztiik az olajtok ¢és a siit6tok analizisét preparativ oszlopkromatografia és HPLC
kombindlt modszerével. 22 csticsot észleltiink a karotinoidokra jellemzd hullamhosszon. Ezek
kozil kiilonosen az olajtok esetében sok (8) valosziniileg a feldolgozds kozben keletkezett
mitermék. Megallapitottuk, hogy a korabbi vizsgalatokkal egyezden a f6 komponensek a lutein
¢és a B-karotin, amelyek még az olajtok présmaradékaban is fellelhetok. Vizsgaltuk, hogy milyen
hatdssal vannak a csiraztatas koriilményei a sziklevélben lejatszod6 karotinoid-szintézisre.
Megallapitottuk, hogy jelentds arany-eltolodasok tapasztalhatok a csirdztatas fényviszonyaitol

fiiggden. A fotooxidacié védelmében a {6 szerepet a lutein jatsza.

IIL.7. Allati és emberi eredetii mintak karotinoidtartalmanak meghatarozasa

Viszonylag révid analizisidovel (12 perc) miikodd, az allati és emberi mintakban
eléforduld karotinoidok polaritdstartoméanyat (a dihidroxi-karotinoidoktdl a szénhidrogénekig)
atfogd, reprodukdlhatd, sorozatmérések végzésére is alkalmas gradiens-eliicios modszert
dolgoztunk ki. Az a- és B- végcsoporti komponensek elvalasztasara (lutein-zeaxantin) un. non-
endcapped Cig-as toOltetet hasznaltunk ebben az esetben is. Fontos nem csak a prekurzor
karotinoidok, hanem a ténylegesen jelen levé A-vitamin szint mérése is. Ennek a vegytiletnek a
karotinoidokkal egy kromatogrambdl torténé meghatarozasa egy ujabb problémat vet fol. Az A-
vitamin spektruma (A-max ~ 325 nm) ugyanis jelentdsen eltér a karotinoidokétol (A-max ~ 450

nm).
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A-vitamin Karotinoidok
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nm

A-vitamin és karotinoidok spektruma

Ezért olyan gradiens-elucids eljarast kellett kidolgozni, amikor az A-vitamin nem
szuperponalodik egyetlen karotinoid cstcsaval sem, és ezzel lehetdvé valik programozhato
hulldmhosszakon dolgozé UV-Vis spektrofotometrids detektor alkalmazasa. Ezzel mindegyik
vegyliletcsoportot a sajat elnyelési maximuman, vagy annak kozvetlen kozelében lehet

detektalni.
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Minutes

A-vitamin, és karotinoid elegy kromatogramja 450 és 325 nm-en detektalva

Cstcsok szamozasa: 1: A-vitamin, 2: lutein, 3: zeaxantin, 4: kantaxantin, 5: a-kriptoxantin, 6: -
kriptoxantin, 7: B-karotin
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Az altalunk kidolgozott HPLC modszerrel vérszérumbol és kiilonb6z6 szovetmintakbol
(m4j, gyomor, tojas stb) tobb méréssorozatot végeztiink el allatkisérletekben, és human
beteganyagokbdl is. Vizsgaltuk eldfordulasukat, koncentracidikat, és valtozdsukat néhany
szovetben, illetve néhany betegségben. Ezek a felderitd munkdk reményeink szerint
hozzdjéarultak a karotinoidok és az antioxidans statusban szerepet jatszd6 A-vitamin esetében a

kiilonb6z6 nekik tulajdonitott hatdsok, bioldgiai funkcidik pontosabb megismeréséhez.
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IV. OSSZEFOGLALAS

A szilikagél alapanyag ellenérzése utan reprodukalhatd forditott fazist tolteteket
allitottunk eld, amelyek tesztelésére tobb kromatografidss modszert alkalmaztunk.
Megallapitottuk, hogy a polaritaskiilonbségeken alapuld elvélasztasokra és a bazikus anyagokra
az ugynevezett utanszilanizalt, tokéletesen boritott szilikagél alapu toltetek a legalkalmasabbak,
mig specialis esetekben (példaul a- és B- végesoportu karotinoidok, poliaromas szénhidrogének
analizise) a vegyes mechanizmusu kromatografia, a szilanofil kolcsonhatasok lehetdségét is

biztositd nem utanszilanizalt toltetek adjak a megfeleld elvalasztast.

A stabil toltetekre tdmaszkodva gradiens elticids médszert dolgoztunk ki karotinoidok
bonyolult, sokkomponensii elegyének kvalitativ és kvantitativ analizisére. Szarmazékképzési
reakciok alkalmazasaval modszeriinkkel a kromatogramok sok csucsat tudtuk azonositani ismert
karotinoidvegyliletként, illetve tampontokat tudtunk adni a késébbi szerkezetmeghatarozashoz.
Ezekre a modszerekre tdmaszkodva tobb paprikafajta és mas fontos karotinoidforrasként szoba

johetd novény vizsgalata sordn tobb 1) karotinoidot izolaltunk, tisztaztuk szerkezetét.

Vizsgaltuk a sarga paradicsompaprika (Capsicum annuum var. lycopersiceforme flavum),
a fekete fliszerpaprika (C.a. var. longum nigrum), a piros paradicsompaprika (C.a. var.
lycopersiceforme rubrum), valamint a Szentesi Kosszarvu (C.a. var. longum ceratoides) és
Bovet-4 jelii paprika (C.a. var. abbreviatum pendens) karotinoid-0sszetételének valtozasat az
érés soran. Elvégeztiik az un. ,kaliforniai paprika” (C.a. var. grossum cv. Kaliforniai wonder)
kiilonb6z6é szinli valtozatainak a karotinoidanalizisét is. Ezek eredményeként a kovetkezd
vegyiileteket sikertilt elsdként azonositani, illetve izolalni, és szerkezetiiket igazolni:
Sarga paradicsompaprikéban f-kriptoxantin-5,6-epoxidot
Piros paprikabdl 3,6-epoxi-B-végesoportot tartalmazo karotinoidokat:
cikloviolaxantin, kukurbitaxantin-A, kukurbitaxantin-B, kapszantin-3,6-epoxid,
kukurbitakrom epimerek
Piros paprikabol 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
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Asparagus falcatus bogydjabol 5,6-diepikarpoxantint és kapszoneoxantint

Vadgesztenyefajtak szirmabol egy 0 karotinoidot az aesculaxantint

Piros paprikabdl tovabbi két, ujszerli végesoportot - 6-hidroxi-y-végesoportot —
tartalmazo karotinoidot nigroxantint és prenigroxantint

Elvégeztik a sparga (asparagus officinalis) bogydjanak karotinoidanalizisét is. Bar «-
végcsoportl karotinoidokat kimutattunk, 3,5,6-trihidroxi-vegyliletet nem sikertilt

detektalnunk.

A modszeriink segitségével felderitett karotinoidok reményeink szerint hozzajarulnak a
karotinoidok bioszintézisének pontosabb megismeréséhez, és megkdnnyitik az egyéb novények,

ndvényi részek vizsgalatat.

HPLC modszert dolgoztunk ki A-vitamin ¢és karotinoidok egymas melletti, egyetlen
mintabol torténd mérésére. Vérszérumbol és tobbféle szovetmintabdl (mdj, gyomor, tojas) tobb
méréssorozatot végeztiink el allatkisérletekben, és kiilonbdzd betegesoportoknal is. Vizsgaltuk az
A-vitamin ¢és az egyes karotinoidok el6forduldsat, koncentracidvaltozasat. Ma mar ezt a
modszert diagnosztikai mérésként is hasznaljuk specidlis esetekben. Ezek a munkék reményeink
szerint hozzajarultak ezen vegyliletek ¢l6 szervezetekben jatszott szerepének pontosabb

tisztazasahoz.
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