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A karotinoidok geometriai izomériajanak kutatasa
Pécsett az elmult 40 évben

MOLNAR Péter’
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1. Bevezetés

A Pécsi Tudoményegyetem Altalanos Orvostudomanyi
Kar Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézetének karotinoid-
munkacsoportja (a szerzd korabbi munkahelye) a vilagon
egyediilalloként immar 90 éve megszakitas nélkiil mikodik.
Ez a kutatasi folytonossag és az 6todik generacids intézet-
és munkacsoport-vezetdi tapasztalat (Zechmeister Laszlo,
Cholnoky Laszld, Szabolcs Jozsef, Téth Gyula, Deli
Jozsef professzorok) biztositotta a megfeleld személyi
és infrastrukturalis hatteret az aldbbiakban ismertetendd
kutatdsi eredmények megvaldsulasahoz. A  csoportot
Zechmeister Laszlo, a karotinoidok transz-cisz (E/Z)-
izomerizacidjanak ,,atyja” alapitotta meg. Kutatdomunkdjanak
eredményeit az 1962-ben megjelent konyvében foglalta
Ossze.! Az alabbi kozlemény jelentds része Zechmeister
professzor tudomanyos munkdjanak orokségén alapul. A
dolgozat szerzdje a karotinoidok (E/Z)-izomerizacidjaval
kapcsolatban az utobbi 40 évben végzett kutatasainak
eredményeit foglalja 6ssze.

2. Anyagok és modszerek

A karotinoidokat és a karotinoid-izomerek egy részét
természetes forrasbol, az ismert izolaldsi mddszerekkel a
megfeleld novényekbdl, novényi részekbdl izolaltuk tiszta,
kristalyos allapotban.>® Szamos (Z)-izomert a megfeleld
Ossz-transz  [(all-E)]-karotinoidbdl  kiindulva termikus
izomerizacidval, vagy joddal katalizalt fotoizomerizacidval
mesterségesen allitottunk elé.'*° Az egyes komponenseket
klasszikus  oszlopkromatografidval ¢és  nagynyomasu
folyadék-kromatografiaval (HPLC) valasztottuk szét.%” Az
anyagok szerkezetét spektroszkopiai moddszerekkel (UV/
VIS, FT-IR, 'H- and *C-NMR, MS, CD) igazoltuk.®

3. Eredmények és diszkusszié

3.1. Sztérikusan nem gatolt geometriai izomerek
szerkezetének meghatarozasa klasszikus kémiai és
NMR-spektroszkopiai modszerekkel

Vizsgalatainkat 1971-ben kezdtiik el. Az alkalikus kalium-
permanganattal torténd oxidativ lebontas Karrer altal
bevezetett klasszikus modszerét alkalmazva® kidolgoztuk
a karotinoid-5,6-epoxidok ovatos, lépcsdzetes lebontasat,
amelynek soran az 5,6-epoxi-végcsoport nem bomlott.
A 'H- és BC-NMR-spektroszkdpia korai szakaszaban
korszeritlennek tlint ezen modszer alkalmazasa, amelynek
az volt az eldnye, hogy 4-5 mg anyagbol kiindulva is
lehetdséglink nyilt a poliénlanc cisz-kettéskotése helyének

meghatarozasara. Az 1970-es évek elején ugyanis egy jo
mindségli NMR-spektrum felvételéhez ~80-100 mg (!)
kristalyos karotinoidra volt sziikség.

A violaxantin oxidativ lebontasa két fotermék, az (all-
E)-apo-10’-violaxantal és 12’-analégja az (all-E)-apo-
12’-violaxantal képzddéséhez vezetett. A violeoxantin
[(9Z)-violaxantin] lebontasakor viszont nemcsak transz
C,,- ¢és C,-epoxi-apo-karotinalok képzddtek, hanem azok
megfeleld mono-cisz-parjai is (1. dbra).
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1. Abra. Az (all-E)-violaxantin és a (9Z)-violaxantin (violeoxantin)
oxidativ hasadésa.

A neoxantin X [(all-E)-neoxantin] lebontasakor kizarolag
ossz-transz C,- ¢és C,-epoxi-apo-aldehidek képzddtek,
igazolva ezen karotinoid poliénldncanak Ossz-transz
térszerkezetét. Ugyanakkor a neoxantin [(9°Z)-neoxantin =
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foliaxantin] lebontésa kizardlag cisz C,,- and C,.-epoxi-apo-
aldehideket eredményezett (2. abra).

A lebontési termékek szdma ¢és térszerkezete egyértelmiien
meghatarozza a cisz-kett0skotés helyzetét. Megallapithatd
tehat, hogy a violeoxantin és neoxantin molekuldjaban
a poliénlanc 9-mono-cisz-, a violaxantin ¢s a neoxantin
X molekuldjaban viszont Ossz-transz térszerkezetii.!®!®
1971-t61 1990-ig mintegy 40 sztérikusan nem gatolt mono- és
di-cisz karotinoid poliénlancanak geometriai konfiguracidjat
hataroztuk meg klasszikus kémiai, valamint 'H- és "C-
NMR-spektroszkopiai modszerekkel (1. tablazat).'s

2. Abra. Az (all-E)-neoxantin (neoxantin X) és a (9°Z)-neoxantin
(neoxantin) oxidativ hasadasa.

1. Tablazat. Sztérikusan nem gatolt geometriai izomerek szerkezet-
meghatarozasa (1971-1990).

(all-E)-karotinoidok (Z)-izomerek szama®

mono-(2) di-(Z2)

Szl trikus karotinoidok
Zeaxantin 2 3)
Kapszorubin 2 3)
Violaxantin (anti-anti) 3 3) 4 6)
Violaxantin (sziin-sziin) 3 3)

Aszimmetrikus karotinoidok

Kapszantin 4 5)
Lutein 4 ()
Anteraxantin (anti) 4 (5)
Lutein-5,6-epoxid (anti) 4 (5)
Violaxantin (sziin-anti) 4 5)

Neoxantin (= (9°Z)-neoxantin) 1 (5)

* Zarojelben az adott vegyiilet elméletileg lehetséges sztérikusan nem
gatolt (Z)-izomerjeinek szama szerepel.

A fenti eredmények koziil ki kell emelniink a természetes
violaxantin (szimmetrikus karotinoid) (3. abra) harom
mono-cisz- ¢s négy di-cisz-izomerjének, valamint a
természetes anteraxantin (aszimmetrikus karotinoid) (4.
abra) négy mono-cisz-izomejének izolalasat, preparalasat és
szerkezetiik igazolasat.

A violaxantin izomerjeit sarga arvacska (Viola tricolor
L.) sziromleveleibdl és ‘Valencia narancs’ héjabol tiszta
kristalyos allapotban izolaltuk, tovabba természetes Ossz-
transz-violaxantinbdl termikus izomerizacioval és joddal
katalizalt fotoizomerizacioval is eléallitottuk.'-2

Az anteraxantin mono-cisz-izomerjeit —a (9’ Z)-anteraxantin
kivételével — Lilium candidum L. porzoibdl izolaltuk.*!
A vegyiilet négy f6 mono-cisz-izomerjét az Ossz-transz-
anteraxantinbol termikus izomerizaciéval, valamint joddal
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K o
; 3 1315 o,
i MQ\\_/\\]{% /ﬁ ;ﬂ.\
15

&
]

Violaxantin

3. Abra. A természetes (all-E)-violaxantin, valamint sztérikusan nem
gatolt mono- ¢s (di-Z)-izomerjeinek szerkezete.

Rendkiviil fontos annak a hangsulyozasa, hogy a
szimmetrikus és aszimmetrikus karotinoid-5,6-epoxidok
(92)-izomerjei a természetben nagy mennyiségben fordulnak
eld. A sarga arvacska szirmanak és a ‘Valencia narancs’
héjanak f6 karotinoidja a (9Z2)-violaxantin (= violeoxantin;
~60%) a Lilium candidum L. viragporanak f6 komponense
pedig a (92)-antheraxanthin.?'?> Miutan laboratériumunkban

119. évfolyam, 2-3. szam, 2013.



Magyar Kémiai Folyoirat - Kozlemények 95

szamos novényi anyagot megvizsgaltunk, megallapitottuk,
hogy az aszimmetrikus szerkezetli karotinoid-5,6-
epoxidoknak csak a (92)-izomerjei fordulnak elé a (132)-
és (13’Z)-izomerparral egylitt, ugyanakkor a megfeleld
(9°Z)-izomerek jelelétét nem sikeriilt detektalnunk. Tovabbi
példa a (92)-lutein-5,6-epoxid kizardlagos eléfordulasa
a napraforgd (Helianthus annuus L.) sziromleveleiben®
és mas Helianthus-fajokban [H. rigidus (Cass.) Desf.; H.
tuberosus 1.].6%

4. Abra. A természetes (all-E)-anteraxantin, valamint sztérikusan nem
gatolt (mono-Z)-izomerjeinek szerkezete.
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5. Abra. Az 5,6-epoxi — 5,8-epoxi 4trendezédés (furanoid-oxid reakcic)
mechanizmusa.
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6. Abra. Az abszcisszinsav (ABA) képzédése xantoxalbol (xantoxinbol;
XAN).

Az aszimmetrikus szerkezetli karotinoid-5,6-epoxidok
(92)- és  (9°2)-izomerjei  rendkiviil  egyszerien
megkiilonboztethetok egymastol a jol ismert 5,6-epoxid
—  5,8-epoxid atrendezddés (furanoid-oxid reakcio)
alkalmazasaval (5. abra).?* A (9Z)-karotinoid-5,6-epoxidok
furanoid-oxid reakcidja soran a megfeleld (all-E)-5,8-
epoxid-epimerek képzddnek, de a (9°Z)-karotinoid-5,6-
epoxidok furanoid-oxid reakcidja a megfeleld (9°Z2)-5,8-
epoxid-epimerek képzddését eredményezi.

A szimmetrikus és aszimmetrikus karotinoid-5,6-epoxidok
(92)-izomerjei kiilonosen fontos vegytiletek, mert ezen
karotinoidoknak az  5,6-epoxi-végcsoport  kozelében
torténd oxidativ hasaddsa xantoxal (xantoxin, XAN)
képzddéséhez vezet, amelyb6l a jol ismert novényi
hormon, az abszcisszinsav (ABA) johet Iétre (hidrolitikus
gytrtifelnyilas; viz-eliminacid; oxidacid) (6. abra).?>2¢
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7. Abra. Kiilonboz6 végesoportokat tartalmazé karotinoidok.

3.2. A transz-cisz (E/Z)-izomerizacié kinetikai
vizsgalata

Tovabbi vizsgalatatink soran kiilonb6z6 reakcidkinetikai
modelleket (ModellI-Modell IV) alkalmazva meghataroztuk
néhany szimmetrikus és aszimmetrikus (all-E)-, (13Z/13°Z)-
és (15Z)-karotinoid termikus izomerizaciojanak kinetikai,
egyenstlyi és termodinamikai paramétereit (k, K, A, E,,
AH*, AG*, AS¥) (7. abra). 101415
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8. Abra. Az 1. reakciokinetikai modell a kiilonbéz6 végesoportokat
tartalmazo karotinoidok reverzibilis termikus izomerizacidjanak
vizsgalatara.

A Modell T (8. abra) alkalmazasakor a képz6do, illetve
atalakulo  (132)-, (13°2)- ¢és (15Z)-izomerek Ossz-
mennyiségét egyetlen mono-cisz-izomer mennyiségének
tekintettiik, az egyensulyi elegyben jelenlévd (9Z/
9°72)- ¢és (di-Z)-izomerek csekély mennyiségétol (~5%)
eletekintettiink. Mivel a (132)-, (13°2)- és (15Z)-izomerek
cisz-csucsanak intenzitdsa nagy, az egyensulyra vezetd
elsérendli reakciot UV/VIS-spektroszkopiaval, a cisz-csics
intenzitasa véltozasanak mérésével kovettilk nyomon.'®!
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Kiszamitottuk a kiilonboz6 hoémérsékleteken elvégzett
reakciok sebességi allandoit, majd az Arrhenius-egyenlet
alapjan grafikus modszerrel meghataroztuk a reverzibilis
izomerizaci6 aktivalasi energiajat.!®!

A két, egyidejileg lejatszodo, parhuzamos reverzibilis
reakciot tartalmazé Modell II-t (1d. az alabbi rendszer
vizszintes  reakcioutja elsésorban szimmetrikus
karotinoidok reverzibilis izomerizacidjara alkalmaztuk
(9. abra). Aszimmetrikus karotinoidok izomerizaciojakor
a megfeleld (13’Z)-izomer képzodését vizsgaltuk a
(152)-izomer helyett [a (92)- és (di-Z)-izomerek csekély
mennyiségétdl eltekintettiink]. Az egyensulyra vezetd
reakciokat HPLC-vel kovettiik.

A Modell Ill-at a még Osszetettebb, az (all-E)-, (132/
13°2)-, (152)-, (92/9°Z)- és (di-Z)-izomerek jelenlétét
egyarant figyelembe vevd rendszerre alkalmaztuk, de a
reakciosebességi allandok kiszamitasakor a képz6do és
atalakuld (92/9°7)- és (di-Z)-izomereket egyiitt, egyetlen
izomernek tekintettiik (9. abra).

A Modell IV-et alkalmazva a termikus izomerizacios
egyensulyi elegyekben jelenlévé (92/9°Z2)- és (di-Z)-
izomereket is kiilon izomereknek tekintettiik (9. abra).

A targyalt reakcidkinetikai modelleket (Modell I — Modell
IV) alkalmazva, az egyes modellek reakcidsebességi
allanddinak meghatarozasara LLZITA” elnevezési
szamitogépes programcsomagot hasznaltunk.”” A kinetikai
modellek kozonséges differencial-egyenleteinek (ordinary
differential equations; ODE) megoldasa az ugynevezett
GEAR-modszerrel tortént.?® A fiiggvényillesztéseket a
Marquard-Levenberg—moddszerrel végeztiik.”

13~cisz % Ossz-transz # 15-cisz
: )
k. kk
9-c;'sz
k, [k

Di-cisz izomerek

(9,9'-, 9,13'-, 9,13-, 9,15)-di-cisz

9. Abra. A 11, IIL, és IV. reakciokinetikai modell a kiilonbozd
végesoportokat tartalmazé karotinoidok reverzibilis termikus
izomerizacidjanak vizsgalatara.

Az Arrhenius-paramétereket a reakciosbességi allanddkat
tartalmazo statisztikai stlyozasra vonatkozo w, = 1/k?
egyenlet felhasznalasaval, nem-linearis paraméter-becsléssel
szamitottuk ki. Az E, -, AH-, AG"-, AS"- és A-értékeket az |
— IV Modellek alapjan meghatarozott reakciosebességi
allandokbol szamitottuk. Az aktivalasi paraméterek értékei
100-110 kJ/mol tartomanyba esnek ¢és nem fiiggnek
szignifikansan a poliénlanchoz kapcsolédd végcsoportok
szerkezetétol. 43

Osszehasonlitottuk az (all-E)-, (92)- és (13Z)-zeaxantin
joddal katalizalt fotoizomerizaciojanak sebességét (10. — 12.
abra) 2% jod jelenlétében diffuz laboratoriumi fényben.!’ Az
eredményeket Osszehasonlitva az alabbi kovetkeztetéseket
vontuk le:

a) A vizsgalt geometriai izomerek atalakuldsanak
sebessége  fligg az izomerek  geometriai
konfiguracidjatol: (92) > [(13(152)] ~ (all-E);

b) Barmelygeometriaiizomerképzddésének sebessége
fugg a kiindulasi izomer konfiguraciojatol;

c) Egy adott mono-cisz-izomer nagyobb sebességgel
képzédik az  Ossz-tramsz-izomerbdl, mint a
megfeleld tobbi mono-cisz-izomerbdl.

Vizsgaltuk néhdny (13Z)-karotinoid joddal Kkatalizalt

fotoizomerizaciojanak  ‘fajlagos  sebességét’”  [adott
hullimhosszon  bevitt  egységnyi  energidra  esd
reakciosebesség;  10%(tK)'; onkényes egységekben],

valamint tanulmanyoztuk a ‘fajlagos sebesség’-értékeknek
a besugarzé fény hullamhosszatol valo fiiggését (13.
abra).>'® Megallapithato, hogy a ‘fajlagos sebességi’ gorbék
legnagyobb hullamhossz-értékeihez tartozd6 maximumok
helye az izomerizalt (13Z)-karotinoid legnagyobb
hulldmhosszi maximuma és a megfeleld toltésatviteli
komplex legnagyobb hullamhosszi maximuma ko6zotti
tartomanyba esik.>16:30-34
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10. Abra. Az (all-E)-zeaxantin joddal katalizalt fotoizomerizacioja
(benzol, 24°C, 2% 1,) diffiz laboratériumi fényben [0—o (all-E), e—e
(92), o—0o (13(15)Z), A—A (di-Z)-izomerek keveréke].

Eredményeink megerdsitették, hogy a termikus izomerizacio
koztitermékei  karotinoid-gyokok (Car’),3¢ a joddal
katalizalt fotoizomerizacio esetében pedig karotinoid-jod
charge-transzfer komplexek, valamint karotinoid gyok-
kationok (Car*; Car?").31-34
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11. Abra. A (92)-zeaxantin joddal katalizalt fotoizomerizacioja (benzol,
24°C, 2% 1,) diffiz laboratériumi fényben [o—o (all-E), e—e (92), o—0
(13(15)Z), A— A (di-Z)-izomerek keveréke].
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12. Abra. A (13(15/Z)-zeaxantin joddal katalizalt fotoizomerizacioja
(benzol, 24°C, 2% 1,) diffiz laboratériumi fényben [0—o (all-£), e—e
(92), o—0o (13(15Z), A— A (di-Z)-izomerek keveréke].

3.3. Uj paprika-karotinoidok, szemiszintetikus
diasztereoizomer  violaxantinok, 3’-epilutein,
anhidrolutein I [de(z)oxilutein II] és (Z)-izomerjeik
izolalasa, preparalasa, szerkezetigazolas

A paprika-karotinoidok bioszintézis-sémajanak hianyzd
lancszemeiként 0j végcsoportokat (3,6-epoxi-B-, 3,5,6-
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13. Abra. A (13Z)-zeaxantin joddal katalizalt fotoizomerizaciojanak
‘fajlagos sebessége’ [(tK)'] (benzol, 24°C) a besugarzas hullamhosszanak
(1) fuggvényében [(13Z)-zeaxantin / I, molarany = 26.6; 0—o0; 13.3 m—n;
6.65 e—e); a (13Z)-zeaxantin (-~ )ésajod(----- ) UV/VIS-spektruma
benzolban.

Kukurbitaxantin B

HOu..| I

13
= == S = 13I"\ = o = I"B“\““"
Cikloviolaxantin

5,6-Diepikarpoxantin

14. Abra. A kukurbitaxantin A, a kukurbitaxantin B, a cikloviolaxantin, a
nigroxantin és az 5,6-diepikarpoxantin szerkezete.

trihidroxi-B-, 6-hidroxi-y; 14. abra) tartalmazé karotinoidokat
izolaltunk piros paprikabodl az 1980-as évek masodik felében
és az 1990-es években.™ Az emlitett 0j karotinoidok,
tovabba a félszintetikus diaszterecoizomer (sziin-sziin ¢és
sziin-anti) violaxantinok, a 3’-epilutein és az anhidrolutein
I [de(z)oxilutein II] (15. abra) mono- és di-cisz-izomerjeit
termikus izomerizacidval, valamint joddal katalizalt
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fotoizomerizacioval allitottuk el6. Az 0j izomerek szerkezetét
spektroszkopiai mddszerekkel (UV/VIS; 'H- and *C-NMR,
CD, MS) igazoltuk.*** Az anhidrolutein I [de(z)oxilutein
II] (2)-izomerjeinek elvalasztasara és azonositasara on-line
kapillaris "TH-NMR- és MS- moddszereket alkalmaztunk.*

LwOH

Lutein

3’-Epilutein

Anhidrolutein 1 = De(z)oxilutein Il

15. Abra. A sziin-sziin violaxantin, a sziin-anti violaxantin, a lutein, a 3’-
epilutein, a 3’-oxolutein (ketolutein) és az anhidrolutein I [de(z)oxylutein
1I] szerkezete.

34. A Kkarotinoidok és a Kkarotinoid-izomerek
novénybiokémiai szerepének kutatasa

A fenti témakor keretében vizsgaltuk:

- a  violaxantin szubsztrat-
specificitasat;>

- a (13Z)-violaxantin fény altal indukalt képzddését arpa
(Hordeum vulgare L.) zold levelében;™

- a kiilonb6z6é xantofillok kapcsolddasat magasabbrendii

novények II. fotorendszerének (photosystem II = PS

deepoxiddz  enzim

1) nagy térkitoltési fénygyijtdé komplexéhez (light
harvesting complex = LHC);*
a szin biokémiai alapjat, mint a narancs (Citrus sinensis L.
Osbeck) esztétikai mindségének fokmérojét;

- a (92)-epoxi-karotenoid-dioxigenaz (NCED) enzim
aktivitasat;>

- néhany (92)-, (9°2)-, (92,9°2)-, (92,132)-, (9°Z,13°2)-
karotinoid, -karotinoid-5,6-epoxid ¢és egy 1Uj, a Rosa
damascena-bdl izolalt, a karotinoidokat excentrikusan
hasit6 oxigenaz enzim (RACCD1) k6lcsonhatasat;®

- a (9°2)-neoxantinbdl  képzddd  karotinoid-gyokok,
gyok-kationok szerkezetét, tulajdonsagait, tovabba ezen
részecskék jelenlétét az LHC II fénygyiijté komplexben.®’

A fent emlitett témak koziil a harmadikat emeljik ki; az
ide vonatkozd legfontosabb eredményeket az aldbbiakban
Osszegezziik:

A korabbi vizsgalatok eredményeivel Gsszhangban
a magasabbrendii novények fénygyljté (antenna)-
komplexeinek szinezék-osszetétele kozel allando. A nagy
térkitoltésit LHC IIb-komplexben a novényi fehérjéhez
klorofill A- és klorofill B-molekuldkkal kombinalva harom
xantofill-molekula kapcsolddik.

Mintegy 28 Ossz-transz- ¢és 7 mono-cisz-xantofillnak az
LHC IIb-hez t6rténd kotddésének szerkezeti kovetelményeit

vizsgalva  megallapitottuk, hogy az eredményes
komplexképzddés alapvetd feltétele a  3-hidroxi-B-
végcsoport jelenléte.

Egy¢éb szubsztituensek jelenléte (pl. a 4-es C-atomon) nem
gatolta a komplexképzddést.

A zeaxantin, a violaxantin és a lutein (Z)-izomerjei nem,
ugyanakkor ezen vegyliletek 6ssz-transz-megfelel6i, az 6ssz-
transz és (9°Z)-neoxantin, tovabba a lutein és a zeaxantin
kiilonbozo kiralitast formai beépiilnek a komplexbe.

Kiulonosen  érdekes a  magasabbrendli  novények
fotoszintetizald szdveteibdl izolalhatdo (9°Z)-neoxantin
viselkedése. A vegyiiletnek cisz-térszerkezetii poliénlanca
ellenére ~40%-a beépiil a komplexbe. A novények nem
fotoszintetizald szoveteibdl izolalhatd 6ssz-transz neoxantin
hasonlé hatasfokkal vesz részt a komplex felépitésében,
mint a megfeleld (9°Z)-izomerje, bar eddig még nem
tisztazott, hogy az izomerek vajon ugyanazon kétéhelyhez
kapcsolddnak-e. A laktukaxantin (e,e-karotin-3,3’-diol) és az
eschscholtzxantin (retro-karotinoid) (16. dbra) 6Snmagukban
nem képeznek komplexet, de lutein jelenlétében nagy
affinitast mutatnak a xantofill N1-kot6helyhez.

A felsorolt eredmények arra utalnak, hogy az LHC IIb-
komplexhez torténd kotddés és a komplexet felépitd fehérje
konformacio-valtozasanak képessége a karotinoid-molekula
szerkezeti sajatossagaitol fiigg.>

3.5. ﬁj, természetben eloforduldo karotinoidok,
karotinoid-izomerek izolalasa

Kiulonféle novényekbol, novényi részekbdl gombakbdl,
algakbol j karotinoidokat, karotinoid-izomereket izolaltunk,
majd elvégeztiik szerkezetazonositdsukat. Osszesen kilenc
témakort vizsgaltunk, amelyek koziil azalabbiakat emeljikki:
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- (92)-kapszantin-5,6-epoxid és (all-E)-kapszoneoxantin,
mint 01j karotinoidok izolaldsa Asparagus falcatus L.
termésébol (17. abra);*

- (all-E)-plektaniaxantin, (all-£)-2’-dehidroplektaniaxantin
és (Z2)-izomerjeik izoldldsa piros csészegombabol
(Sarcoscypha coccinea) (18. bra);>

- (all-E)- ¢és (92)-loroxantin izolalasa egy zoldalga-
torzsbol.1>6!

LOH
3

Eschscholtzxantin

16. Abra. A laktukaxantin és az eschscholtzxantin szerkezete.

(92)-kapszantin-5,6-epoxid

9 13
R VENE T T T

Kapszoneoxantin

17. Abra. A (9Z)-kapszantin-5,6-epoxid és a kapszoneoxantin szerkezete.

Asparagus falcatus L. termésébdl a (9Z)-kapszantin-5,6-
epoxidot és az (all-E)-kapszoneoxantint, a természetben
kis mennyiségben eléforduldo uj karotinoidokat sikeriilt
izolalnunk tiszta kristalyos allapotban.’> Az emlitett termés
szamos mas cisz-karotinoidot is tartalmaz (2. tablazat),
amelyeket mar korabban izolaltunk kiil6nb6z6 névényekbdl,
novényi részekbdl, vagy a megfeleld Ossz-transz-
karotinoidokbol termikus izomerizacioval, illetve joddal
katalizalt fotoizomerizacioval'#° el6 is allitottuk. Az izolalt
uj karotinoidok szerkezetét spektroszkdopiai modszerekkel
hataroztuk meg (2. tablazat). A (92)-kapszantin-5,6-epoxid
esetében a cisz-kettoskotés helye — a meggy6z6 erejii NMR-
és CD- spektroszkopiai mérések eredményeitdl fiiggetleniil
— egyértelmiien meghatarozhaté a savnyomok altal katalizalt
5,6-epoxid — 5,8-epoxid atrendezodés, a furanoid-oxid-
reakcid segitségével; (5. abra). Jol ismert ugyanis az a
tény, hogy a (9Z)-karotinoid-5,6-epoxidok furanoid-oxid-
reakcidja (all-E) poliénlancu 5,8-epoxid-epimerek (furanoid-
oxid-epimerek; C-8-epimerek) képzddéséhez vezet. Ezzel

szemben a megfeleld  (9’Z)-karotinoid-5,6-epoxidok
furanoid-oxid-reakciojakor a megfelelé (9°Z) geometriai
a jellemz6é A -értckeket a 3. tablazatban). Mar ezek az
eredmények is aldtdmasztjak, hogy az izolalt vegyiilet (92)-
helyzetli kettoskotést tartalmaz.

A (92)-kapszantin-5,6-epoxid eléfordulasa az Asparagus
falcatus L. termésében ujabb bizonyitéka azon korabbi
megfigyelésiinknek, hogy a magasabbrendii novényekben
(Lilium candidum, Lilium tigrinum, Helianthus annuus,
Taraxacum  officinale) az aszimmetrikus szerkezetii
karotinoid-5,6-epoxidok (9Z)-izomerjei a (132)- ¢és
(13°Z2)-izomerekkel egyiitt fordulnak eld; a megfeleld
(9°Z)-izomerek azonban hianyoznak. Ez a tény megerdsiti
az 5,6-epoxi-karotinoidok (9Z2)-izomerjeinek kiilonleges
stabilitasat és arra utal, hogy ezen karotinoidok képzddése a
természetben sztereospecifikus reakcio.

2. Tablazat. Az Asparagus falcatus L. termésébdl izolalt cisz-karotinoidok

Frakciok* Karotinoidok Spek?roszkoplal
modszerek

1111 Kapszoneoxantin (Z)-izomerje UV/VIS; MS; CD

1113 (132)- vagy (13°'2)- UV/VIS; UV/VIS + H*
Kapszantin-5,6-epoxid

1122 (13°2)- vagy (132)- UV/VIS; UV/VIS + H*
Kapszantin-5,6-epoxid

1131 (13Z)-Kapszorubin UV/VIS; NMR; MS; CD

1141 (13Z)-Kapszantin UV/VIS; MS; CD

122 (13°Z)-Kapszantin UV/VIS; NMR; MS; CD

131 Kapszoneoxantin UV/VIS; NMR; MS; CD

1321 (97)-Kapszorubin UV/VIS; MS; CD

UV/VIS; UV/VIS + H*
1322 (9Z)-Kapszantin-5,6-ep0xid IH_NMR; HREIMS;
EIMS; CD

9Z7)-Violaxantin (=
Violeoxantin)

UV/VIS; UV/VIS +

1411 H";MS; CD

1421 (132)-Zeaxantin UV/VIS

1422 (92)- vagy (9°Z)-Luteoxantin UV/VIS; UV/VIS + H*

15+ 151 (92)-Kapszantin UV/VIS; NMR; MS; CD

1521 +16 (9°Z)-Kapszantin UV/VIS; NMR; MS; CD

1522 (9°Z2)- vagy (9Z)-Luteoxantin UV/VIS; UV/VIS + H*

*A kiilonboz0 frakciok azoknak a zonaknak felelnek meg (csokkend
adszorpcios affinitasuk sorrendjében), amelyeket a teljes extraktum
hipofazikus frakcidjanak legpolarisabb [f6ként (Z)-izomereket
taratalmazo] 1. zonaja tobbszor ismételt oszlopkromatografias elvalasztasa
soran nyertiink.

Atovébbiakban a piros csészegomba (Sarcoscypha coccinea)
karotinoidjainak izolalasat és azonositasat targyaljuk.®
Ezen ehetd gomba teljes extraktumanak preparativ méretli
oszlopkromatografias analizise soran (all-E)-, (132)-,
(13°Z)- és (15Z)-plektaniaxantint, (all-E)-, (92)-, (9°2)-,
(132)-, (13°2)- és (15Z)-2’-dehidroplektaniaxantint (18.
abra) és B-karotint (B,B-karotin) izolaltunk és azonositottunk.
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Kiilonosen érdekes volt, hogy a 2’-dehidroplektaniaxantin

a CaCO,-oszlopon intenziv mély-kék szinli zonaként

adszorbealodott.

3. Tablazat. Az (all-E)-, (92)- és (9°Z)-kapszantin-5,6-epoxid &, -értékei

benzolban az 5,6-epoxid — 5,8-epoxid atrendez6dés (furanoid-oxid
reakcio) el6tt és utan.

Furanoid-oxid Furanoid-oxid

Izomer s s
reakcio elétt reakcié utan

(all-E) 507 487 487 463
9Z) 503 474 487 462

9’Z) 503 474 482 458

Az (all-E)-plektaniaxantint [(2°R)-3’,4’-didehidro-
1’,2°-dihidro-B,y-karotin-1,2’-diol] és az (all-E)-2’-
dehidroplektaniaxantint ~ (1°-hidroxi-3’,4’-didehidro-1°,2’-
dihidro-B,y-karotin-2’-on) tiszta, kristdlyos 4llapotban
izolaltuk és spektroszkdpiai mdédszerekkel (UV/VIS, 'H- és
BC-NMR, IR, MS) azonositottuk. Az emlitett két karotinoid
BC-NMR-spektroszkdpiai adatait munkacsoportunk kozolte
elsoként.>® A plektaniaxantin és a 2’-dehidroplektaniaxantin
mar ismert karotinoidok,’*® de (Z)-izomerjeiket mas
kutatok eddig még nem izolaltak. A plektaniaxantin és a
2’-dehidroplektaniaxantin fent emlitett 0j cisz-izomerjeit
kiilonleges oldhatosagi viszonyaik miatt nem tudtuk
kristalyos allapotban izolalni. Ezért, ezeket a karotinoidokat
csupan oldatban, UV/VIS-spektroszkdpiai tulajdonsagaik
alapjan azonositottuk.

2’-Dehidroplektaniaxantin

18. Abra. A plektaniaxantin és a 2’-dehidroplektaniaxantin szerkezete.

A Nyugat-Magyarorszdgi Egyetem alga-génbankjabdl
szarmazoé egyik eukariota zldalga-mintabol loroxantint [ (all-
E),3R,3’R,6’R)-P,e-karotin-3,19,3’-triol); 19-hidroxilutein]
és (9°Z)-loroxantint [(92),3R,3’R,6’R)-P,e-karotin-
3,19,3’-triol; (9Z)-19-hidroxilutein] (19. abra) izolaltunk
tiszta, kristalyos allapotban.'>®' Szerkezetiiket, abszolut
konfiguracidjukat spektroszkopiai modszerekkel (UV/
VIS, 'H-NMR, CD, MS) els6ként Eugster és munkatarsai
hatdroztdk meg, miutan e vegyiileteket a Chlorella vulgaris
nevii zo6ldalgabol kristilyos allapotban izolaltak.? A
munkacsoportunk altal izolalt loroxantin €s (9Z)-loroxantin
"H-NMR-spektroszkopiai adatai jo egyezést mutattak az
irodalmi értékekkel.®> A vegyiiletek a bioszintézis soran
luteinbdl, illetve (92)-luteinbdl képzddnek.

3.6. Gyégynovények viragzatainak és terméseinek
karotinoid-analizise

Az utébbi 5-6 évben szamos gydgynovény viragzatanak
és termésének  karotinoid-analizisét (HPLC, CLC)
végeztiik el. Megallapitottuk, hogy a kanadai aranyvesszo
(Solidago canadensis L.) virdgzatanak {6 karotinoidja a
laboratoriumunkban mar korabban eldallitott (92,9°Z7)-
lutein (neolutein C), a vérehulld fecskefli viragzatanak fo
karotinoidja (a karotinoid-tartalom 75%-a) az (all-E)-lutein-
5,6-epoxid, az 06szi oroszlanfog (Leontodon autumnalis
L.) virdgzata pedig jelentds mennyiségli (92)-lutein-5,6-
epoxidot tartalmaz (20. abra).5>%

(9Z)-Loroxantin

19. Abra. A loroxantin és a (9Z)-loroxantin szerkezete.

(92)-lutein-5,6-epoxid

20. Abra. A (92,9°Z)-lutein (neolutei C) és a (92)-lutein-5,6-epoxid
szerkezete.
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4. Osszefoglalas

Az 1970-es évek elején az alkalikus kalium-permanganattal
torténd oxidativ lebontast karotinoid-5,6-epoxidokra is
alkalmazva 4-5 mg karotinoidbdl kiindulva igazoltuk
a violeoxantin és a neoxantin poliénlancanak (92)-, ill.
(9°Z)-térszerkezetét. Az 1970-es évek kozepétdl kiilonbozo
reakciokinetikai modellek alkalmazasaval meghataroztuk
néhany szimmetrikus és aszimmetrikus karotinoid, valamint
(132/13°2)- és (15Z)-izomerjeik termikus izomerizacidjanak
reakciokinetikai és termodinamikai paramétereit (k, E , A,
AH*, AG*, AS").

Az (all-E)- és a (13Z)-zeaxantin példdjan osszehasonlitottuk
ezen izomerek joddal Kkatalizalt fotoizomerizaciojanak
sebességét, majd vizsgaltuk néhany (132)-karotinoid joddal
katalizalt fotoizomerizaciojanak fajlagos sebességét ¢Es
annak hullamhossz-fiiggését is.

A mar emlitett kutatasaink mellett az 1970-es évek elejétdl
1990-ig mintegy 40 karotinoid-izomert (mono- és di-
cisz) allitottunk eld, ill. izolaltunk természetes forrasbol,
spektroszkdpiai modszerekkel (UV-VIS, IR, 'H- és '*C-
NMR, CD, MS) igazolva szerkezetiiket.

Az 1990-es években piros paprikabdl 0j végcsoportokat
(3,6-epoxi-B, 3,5,6-trihidroxi-B, 6-hidroxi-y) tartalmazd
karotinoidokat  izolaltunk, majd  sztereomutacidval
eléallitottuk e vegyiiletek, tovabba a szemiszintetikus
violaxantinok, a 3’-epilutein, az anhidrolutein I sztérikusan
nem gatolt mono-cisz-izomerjeit ¢és  meghataroztuk
szerkezetiiket. Az 1990-es évtized végére igy mar kozel
80-ra nott azon karotinoid-izomerek szama, amelyeknek
izolalasat, eloallitasat ¢és teljes  szerkezetigazolasat
laboratoriumunkban végeztiik el.

Novénybiokémiai  kutatdsaink  soran  vizsgaltuk a
violaxantin-deepoxiddz enzim szubsztrat-specificitasat,
a (132)-violaxantin fény altal indukalt képzodését zold
levelekben, kiilonb6zé xantofillok kapcsolodasat a
magasabb rendii novények II fotorendszerének nagy
térkitoltéstt fénygylijtdé komplexéhez, a szin bioldgiai
alapjat, mint a Citrus-gyiimolcsok esztétikai mindségének
fokmérdjét, s az ABA bioszintéziséhez sziikséges (92)-
karotinoidokat hasité enzim aktivitasat. Elvégeztiikk néhany
92)-, (9°2)-, (92,9°Z)-, (92,132)-, (9Z,13’Z)-karotinoid,
-karotinoid-5,6-epoxid és egy j, a Rosa damascena-bol
izolalt, a karotinoidokat excentrikusan hasitd6 oxigenaz
enzim (RACCD1) koélcsonhatasanak vizsgalatat is.

Vizsgaltuk a (9°Z)-neoxantinbol képz6do karotinoid-gyokok,
gyok-kationok szerkezetét, tulajdonsagait, valamint ezen
részecskék jelenlétét az LHC II fénygyiijté komplexben.

A karotinoid-izomerek névényekben, novényi részekben,
algakban, gombakban torténd el6fordulasat vizsgalva
Asparagus falcatus L. termésébdl egy 1j (92)-karotinoid-
epoxidot  [(92)-kapszantin-5,6-epoxid]  izolaltunk  és
elvégeztik szerkezetazonositasat. Egy zoldalga-fajbol
loroxantint és (9Z)-loroxantint, a piros csészegombabdl
(Sarcoscypha coccinea Scop. Lamb.) plektaniaxantint és
2’-dehidroplektaniaxantint izolaltunk kristalyos allapotban.
Az utdbbi két vegytilet cisz-izomerjeit félmikro-méretben

izolaltuk, szerkezetiikre jellemzé UV/VIS-spektroszkopiai
adataik alapjan kovetkeztettiink.

Az utobbi 5-6 évben szdmos gydgyndveény virdgzatanak és
termésének karotinoid-analizisét elvégezve megallapitottuk,
hogy a kanadai aranyvessz6 (Solidago canadensis L.)
viragzatanak fo karotinoidja a laboratériumunkban mar
korabban eléallitott (92,9°Z)-lutein (neolutein C), az 0szi
oroszlanfog (Leontodon autumnalis L.) virdgzata pedig
(92)-lutein-5,6-epoxidot tartalmaz.
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Research of the geometrical isomerization of carotenoids
in Pécs during the last 40 years

From 1970 to 1990 the geometrical configuration of the polyene
chain of approximately 40 mono- and di-cis carotenoids was
determined. The structure elucidation of sterically unhindered
geometrical isomers was carried out by classic chemical and
by 'H and “C NMR methods. Starting in 1971 the classical
method of alkaline permanganate oxidation was used for the
structure elucidation of isomers of violaxanthin and neoxanthin.
Oxidative degradation of (all-E)-violaxanthin resulted in two
main products, namely (all-E)-apo-10’-violaxanthal and (all-E)-
apo-12’-violaxanthal. A similar experiment with violeoxanthin
[(92)-violaxanthin] resulted in not only zrans C,,- and C -epoxy-
apo-carotenals, but also their mono-cis counterparts. During the
degradation of neoxanthin X [(all-E)-neoxanthin], only all-trans
C,- and C_-epoxy-apo-aldehydes appeared, but from neoxanthin
[(9’Z)-neoxanthin = foliaxanthin] only cis C,-and C,-epoxy-
apo-aldehydes have formed. The number and the structure of
degradation products unambiguously determined the 9-mono-cis
geometrical configuration of violeoxanthin and of neoxanthin.
Using this method it was possible to determine the position of
the cis double bounds from 4- to 5 mg-s of material. The structure
elucidation of other mono- and di-cis-isomers was carried out by
NMR-methods.

Subsequently, the kinetic, equilibrium and thermodynamic
parameters (k, K, A, E,, AH?, AG’, AS¥) of the reversible thermal
isomerization of several symmetrical and unsymmetrical carotenoids
were calculated. The Arrhenius parameters were calculated by
non-linear parameter estimation with statistical weights w, = 1/k.
Values of E,, AH*, G*, AS”and A were obtained from the rate
constants determined on the basis of Models I-IV. The values of
the activation parameters are of the order of 100-110 kJ/mol and
show insignificant dependence on the structure of the different
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end groups. The rate of the iodine-catalyzed photoisomerization
of (all-E)-, (92)- and (13Z)-zeaxanthin was compared and the
‘specific rate’ (per unit light energy at given wavelength) of the
iodine-catalyzed photoisomerization for several (13Z)-carotenoids
was investigated. Our experiments confirmed that the intermediates
of thermal isomerization are carotenoid radicals (Car’), but those
of the iodine-catalyzed photoisomerization are carotenoid-iodine
charge-transfer complexes and carotenoid radical cations (Car™;
Car?").

As the missing links of the biosynthetic pathway of paprika-
carotenoids, carotenoids containing new end groups were isolated;
their sterically unhindered mono-cis isomers were also prepared
and their geometrical configuration was determined. The structure
clucidation of these new isomers was carried out by spectroscopic
methods (UV/VIS, 'H and '*C NMR, CD, MS). For separation and
identification of the (Z)-isomers of anhydrolutein I (= deoxylutein
1) on-line capillary "H NMR and MS techniques were used.

Our investigation included the substrate specificity of the enzyme
violaxanthin-deepoxidase, the light-induced formation of (13Z7)-
violaxanthin in green leaves, the binding of xanthophylls to
the bulk light-harvesting complex (LHC) of photosystem II in
higher plants, the biochemical basis of colour as an aesthetic
quality in Citrus-fruits and the (9Z)-epoxycarotenoid cleavage
enzyme activity for ABA biosynthesis, the interaction of the
enzyme RACCD1 (isolated from Rosa damascene L.) and several
92)-, (9°2)-, (92,9°Z)-, (92,132)- and (9,13’Z)-carotenoids, the

formation and structure of carotenoid radicals and radical cations
starting from (9°Z)-neoxanthin and the presence of these particles
in LHC II complexes.

Recently two novel carotenoids, (9Z)-capsanthin-5,6-epoxide
and (all-E)-capsoneoxanthin were isolated from natural source
(Asparagus falcatus L). The occurrence of (9Z)-capsanthin-5,6-
epoxide in the fruits of 4. falcatus L. supports our earlier suggestion
that in higher plants exclusively the (9Z)-isomers of unsymmetrical
carotenoid-epoxides occur without any detectable amounts of the
corresponding (9°Z)-isomers.

From the edible mushroom Scarlet elf cup (Sarcoscypha
coccinea) (all-E)-, (132)-, (13°Z) and (15Z)-plectaniaxanthin,
as well as (all-E)-, (92)-, (9°2)-, (132)-, (13°Z)- and (152)-2’-
dehydroplectaniaxanthin and f,B-carotene were isolated and
identified.

From a green alga taxa (all-E)- and (9Z)-loroxanthin were isolated
in a pure crystalline state and their structure elucidation was carried
out by spectroscopic methods.

During the last 5-6 years the carotenoid analysis of inflorescences
and fruits of a number of medicinal plants was carried out. It was
demonstrated that the main carotenoid of the inflorescence of
Canadian goldenrood (Solidago canadensis L.) is the (92,9°Z)-
lutein (neolutein C) and the inflorescence of hawkbits (Leontodon
autumnalis L.) contains (9Z)-lutein-5,6-epoxide.
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