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Separation and Characterization of the cis-Isomers of D$-Carotene 

Summary 

A stable HPLC. system is described allowing the excellent separation of 11 
different cis-isomers of p, P-carotene from the all-trans compound. The system is 
applied to the analysis of cisltrans mixtures obtained from plant extracts and by 
photoisomerization of the all-trans isomer. A1203 is used as the stationary phase 
while hexane with controlled H 2 0  content is utilized as the mobile phase. With the 
aid of the optimum conditions 8 sufficiently stable cis isomers were isolated and 
their structures shown to be the 9-, 13- and 1543, the 9,9’-, 9,13-, 9,13’- and 13,13’- 
di-cis and, tentatively, the 9,13,13’-tri-cis P, p-carotenes by application of 270-MHz- 
FT.-’H-NMR. spectroscopy. 

Einleitung. - p-Carotin (=P,P-Carotin; 1) ist in der Natur als Pflanzenfarbstoff 
weit verbreitet. Im Zusammenhang mit Isomerisierungsversuchen von synthe- 
tischem p-Carotin stellte sich uns das Problem, eine geeignete Analysenmethode 
zur Bestimmung der verschiedenen cis-Isomeren zu erarbeiten. Diese sollten ferner 
in geniigenden Mengen isoliert werden konnen, um deren Struktur mit Hilfe 
spektroskopischer Methoden zu ermitteln. 

Kuhn ei ai. [ I ]  [2] hatten die urspriinglich von Tswett [3] eingefuhrte Saulen- 
chromatographie zu einer sehr leistungsfahigen Methode speziell zur Auftrennung 
von Carotinoiden entwickelt, wobei vorwiegend CaC03, ZnC03, MgO und 
Ca (OH)2 als Saulenfiillmaterialien verwendet wurden. Mit Hilfe dieser chromato- 
graphischen Techniken gelang es Zechmeister & Polgar [4] aus einer Losung von 
kristallinem B-Carotin, die zuvor kurz mit UV.-Licht bestrahlt worden war, acht 
verschiedene, zu p-Carotin stereoisomere Verbindungen abzutrennen und zu 
isolieren. Unter ahnlichen chromatographischen Bedingungen isolierten Porter & 
Zscheibe [5]  aus einem Extrakt von Tomaten zwolf Isomere mit der Summenformel 
C40H56. Da zum damaligen Zeitpunkt lediglich der Schmelzpunkt, die Daten der 
Mikroanalyse und die UV./VIS.-Spektren zur Charakterisierung der chromato- 
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graphischen Fraktionen zur Verfiigung standen, konnten keine verlasslichen Aus- 
sagen iiber die Struktur der isolierten Verbindungen gemacht werden. 

Zur Losung unserer Aufgabenstellung, bei der a priori rnit einer grossen Zahl zu 
analysierender Proben gerechnet wurde, kamen diese klassischen chromatogra- 
phischen Trennmethoden wegen ihres hohen Arbeitsaufwandes nicht in Frage. Die 
Entwicklung geeigneter Analysenmethoden fur Carotingemische wurde erst rnit 
dem Auflommen der HPLC. (Hochleistungsflussigchromatographie) moglich. 
Stewart [6] gelang es erstmals, Gemische von a-  und /I-Carotin mittels HPLC. 
reproduzierbar zu analysieren. Fiksduhl et al. [7] trennten Lycopin, y-Carotin und 
bicyclische Carotine mittels HPLC. auf einer Silicagelsaule. Kurzlich berichteten 
Zakariu et al. [8] uber die Trennung von a- und 8-Carotin an einer C18-‘reversed’ 
Phase. Ahnliche Bedingungen benutzten Pfander et al. [9] zur Trennung von a-, 
8- und y-Carotin sowie verschiedener Gemische von Diterpenen. Aufgrund der 
vorliegenden Erfahrungen war es naheliegend, die Losung unserer Aufgabe eben- 
falls mittels HPLC. zu versuchen. 

Das Trennsystem. - In Anlehnung an die zitierten HPLC.-Arbeiten [6-91 wurden 
zunachst ausgedehnte Versuche rnit sogenannten ‘reversed’ Phasen, bei denen CIS- 
Kohlenwasserstoff-Reste, Nitrilgruppen oder Benzyl-Reste iiber eine C, Si-Bindung 
chemisch an die Silicageloberflache gebunden sind, durchgefuhrt. Dabei wurden 
jedoch keine befriedigenden Ergebnisse erzielt. Die Packungsmaterialien MgO, 
CaC03 und ZnC03 erwiesen sich zur Herstellung von Hochleistungstrennsaulen 
(Mindestlange: 30 cm) als ungeeignet, da diese Materialien bei den erforderlichen 
Bedingungen nicht geniigend stabil sind. 

Vorversuche rnit A1203 als stationarer und Hexan als mobiler Phase verliefen 
zunachst sehr vielversprechend, doch liessen sich die erzielten Trennungen nur uber 
relativ kurze Zeit reproduzieren. Der Grund hierfiir lag darin, dass bei Trenn- 
systernen rnit polarer stationarer und unpolarer mobiler Phase das Retentionsver- 
halten sehr stark durch die in der mobilen Phase enthaltenen Spuren von Wasser 
beeinflusst wird [ 101 [ 1 11. 

Kiirzlich beschrieben Engelhardt & Boehme [ 121 ein relativ einfaches System, 
das sie ‘Moisture Control System’ (MCS.) nannten, mit dem es moglich ist, den 
Wassergehalt von unpolaren und mittelpolaren mobilen Phasen sehr prazise einzu- 
stellen. Wir benotigten eine Analysenmethode, die im Routinebetrieb wahrend 
Monaten sehr konstante R,-Werte ( = Retentionszeiten) li,efert und damit iiber einen 
langeren Zeitraum eine eindeutige Zuordnung der einmal identifizierten Kompo- 
nenten ermoglicht. Unter diesem Gesichtspunkt gepruft, erwies sich das envahnte 
MCS. jedoch als zu wenig leistungsfahig. Bei einem taglichen Eluensverbrauch von 
0,7-1,0 Liter reichte der Vorrat lediglich fur wenige Tage. Andererseits dauerte es 
nach dem Erganzen des Losungsmittelvorrates mindestens zwei Tage bis die ur- 
spriinglich erzielte Trennung wieder reproduziert werden konnte. 

Aus diesem Grunde haben wir das beschriebene MCS. in der Weise ausgebaut, 
dass damit auch bei relativ grossem Eluensverbrauch wahrend Monaten ohne 
Unterbrechung reproduzierbar analysiert werden kann. Eine schematische Dar- 
stellung des verwendeten Trennsystems ist in den Figuren 1 und 2 wiedergegeben 
(vgl. auch exper. Teil). 

92 
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Fig. 1. Schematische Darstellung des Trennsystems Fig.2. Schaliung des Hahnens H 3  

Das Glasgefass A dient als Vorratsgefass fur die mobile Phase. Beim Aufsatz B 
handelt es sich im Prinzip um ein thermostatisierbares Chromatographierohr, das 
gut zur Halfte mit A1203, belegt mit 15% H20,  gefullt ist. Mit Hilfe des Thermo- 
staten TH 1 wird die Fiillung auf einer vorgewahlten Temperatur gehalten. Mit der 
Membranpumpe P 1 wird das Eluens via Saule B standig im Kreislauf umgewalzt. 
Die Kombination Vorratsgefass A, Hochdruckpumpe P 2, Einspritzblock J, Vorsaule 
S, Kolonne C, Detektor D entspricht einem ublichen HPLC.-Trennsystem. Die 
Optimierung der Trennung erfolgt durch Feinregulierung der Temperatur der 
Trennsaule (C)  mit Hilfe des Thermostaten TH2.  

Ergebnisse. - Optimierung des Trennsystems. Wie das in Figur 3 wiedergegebene 
Chromatogramm eines P-Carotin-Isomerengemisches naturlichen Ursprungs zeigt, 
lassen sich mit Hilfe des beschriebenen Trennsystems (Fig. 1 )  cisltruns-Isomeren- 
gemische von /?-Carotin weitgehend auftrennen. Die Strukturaufklarung der 
Isomeren mittels 'H-NMR. ist im nachsten Kap. diskutiert. 

In Figur 4 sind die Chromatogramme eines P-Carotin-Isomerengemisches bei 
funf verschiedenen Saulentemperaturen zusammengestellt. Ein Vergleich der 
Chromatogramme A -E zeigt, dass sich durch Feineinstellung der Temperatur der 
Trennsaule C - die Kolonne B wird stets auf der urspriinglich eingestellten Aquili- 
brierungstemperatur gehalten - die chromatographische Trennung sehr subtil 
optimieren lasst. Wie ersichtlich, bewirkt eine Erhohung der Saulentemperatur in 
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Fig. 3 .  HPLC. -Trennung eines b-Carotin-Isomerengemisches natiirlichen Ursprungs 
(analytisches System bei 19,5") 

der Regel eine Verlangerung der Retentionszeiten, wahrend andererseits beim 
Absenken der Saulentemperatur kleinere R,-Werte gemessen werden. Dabei ist die 
Temperaturabhangigkeit der R,-Werte sehr substanzspezifisch. 

Bei einer Temperaturanderung der Trennsaule urn 1-2" dauert es normalenveise 18-24 Stunden 
bis die neue Gleichgewichtseinstellung erreicht ist. Es zeigte sich jedoch, dass die Aquilibrierungsdauer 
fur die Trennsaule C bei einer notwendigen Anderung der Saulentemperatur z.B. urn 1,5" wesentlich 
verkiirzr werden kann, indem zunachst die Temperatur der Trennsaule um 5" abgesenkt (sogenannter 
Temperaturzwischenschritt) und erst ca. 2 Stunden spater der neue Sollwert (AT= - 1,5") eingestellt 
wird. Wie die Werte in Tubelle I zeigen, reagiert das Trennsystem bei dieser Arbeitsweise rasch auf die 
vorgenommene Temperaturanderung (neues Gleichgewicht schon nach ca. 7 Stunden statt nach 24 
Stunden). 

Zeitaufwendig - ca. 4 Tage - ist bei Arbeiten mit der beschriebenen Anordnung (Fig. I )  nur noch 
das Aquilibrieren des ganzen Systems vor dessen Inbetriebnahme. Da allabendlich 400-500 ml, iiber 
das Wochenende bis zu 2 Liter Eluens ohne Storung der Gleichgewichtslage in das Vorratsgefass nach- 
gefullt werden konnen, lassen sich mit der gewahlten Anordnung iiber Monale routinemassig sehr 
reproduzierbare Chromatogramme erzielen. 

Wie oben erwahnt, werden - Gleichgewicht vorausgesetzt ~ mit dem beschriebenen System bei 
tieferer Saulentemperatur kiirzere Retentionszeiten gemessen. Beim Beobachten der Retentionszeiten 
wahrend des Einstellens auf eine neue, tiefere Temperatur lasst sich aber feststellen (vgl. Tab. 2), dass 
die Retentionszeiten zunachst Ianger, und erst nach ca. 1-1 '/4 Stunden kurzer werden. Dieser Sachverhalt 
lasst sich mit Hilfe der chromatographischen Grundgleichung [ 1 I ]  

logk'=log va - +a. (SO- ( :) . A S  . E ") 
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erklaren. Darin wird k' im wesentlichen als Funktion von zwei Parametern, Va und (1. dargestellt. 
welche das adsorptive Verhalten der stationaren Phase beschreiben. Ya (Volurnen der adsorbierten 
Schicht Eluens pro Gramm Adsorbens) ist ein Mass fur jenen Oberflachenanteil des Adsorbens, welcher 
nicht durch einen Desaktivator, im vorliegenden Fall Wasser, abgedeckt ist und daher fur die Adsorption 
des Gelosten zur Verfugung steht. Mil a wird die Oberflachenaktivitat eines nicht desaktivierten 
Adsorbens bezeichnet. W ist das Gewicht der stationaren Phase und Vm das Volumen der mobilen 
Phase in der Kolonne. Der Ausdruck in Klammer des zweiten Terms stellt die Energieanderung beim 
Adsorptionsvorgang dar. 

Beim Absenken der Temperatur der Trennsaule nimmt die Oberflachenaktivitat (1 der stationaren 
Phase zu [lo]. Als Folge werden die am Kolonnenkopf aufgegebenen Substaxizen in der Trennsaule 
starker retardiert (Effekt I),  d. h .  man beobachtet bei tieferer Kolonnentemperatur zunachst langere 
Retentionszeiten. Da aber auch die mit dem Eluens zugefiihrten Wassermolekeln starker retardiert 
werden, - der Wassergehalt des zugefiihrten Eluens wird bei der verwendeten Anordnung (Fig. 1) 
konstant gehalten - stellt sich allmahlich ein neuer Gleichgewichtszustand ein. Entsprechend der 
Anlagerung zusatzlicher H20-Molekeln an der Oberflache des Adsorbens verkleinert sich Va, was bedeutet, 
dass die am Kolonnenkopf aufgegebenen Substanzen wieder kleinere k'-Werte aufweisen (Effekt 11). 
Der sich rasch auswirkende Effekt I dominiert anfhgl ich,  wird jedoch mit der Zeit durch Effekt I1 
kompensiert. Nach Erreichen des Gleichgewichts iiberwiegt Effekt 11, so dass kiirzere Retentionszeiten 
resultierten. 

Identifizierung der Fraktionen. Die Strukturaufklarung der einzelnen Kompo- 
nenten erfolgte im wesentlichen mittels 270-MHz-'H-NMR.-Spektroskopie. Als 
Erganzung wurde von samtlichen chromatographischen Fraktionen ein UV./VIS.- 
Spektrum, von den meisten auch ein Massenspektrum aufgenommen. 

Tabelle 1. Zeitlicher Verlauf der Gleich~ewiehtseinstellung der Trennsiiule bei einer Temperaturanderung 
um 1" und Einschaltung eines Temperaturzwischenschrittes (R,-Werte in relativen Einheiten) 

Zeitpunkt der Temp. der R, von all-trans R, von 13-cis R, von unbekannter 
Dosierung [Std.] Trennsaule ["C] Komponente 

0 26.5 39 24 18 
1 .o 26.5 + 22.0 
1,O-1,5 22,o 
IS 22,O + 25.5 - 

3 s  25,5 34,5 22 17 
4,75 25,5 32,5 21 16 
7,50 25,5 31 20,5 15,5 

Tabelle 2. Veranderung der Rt- Werte yon all-trans- und 13-cis-fi-Carotin beim Senken der Saulen- 
temperatur um 4" (R,-Werte in relativen Einheiten) 

Zeitpunkt der Temp. der Temp. des MCS. R, von all-trans Rt von 13-cis 
Dosierung [Std.] Trennsaule ["C] ["C] 

0 26,5 26,5 41 25 
0,5 Umstellung des 26,5 - 

Thermostaten von 
26,5-21,5 

0,75 21,5 26,5 ~ 

1 ,o 21,5 26.5 53 31 
I ,75 21,5 26,5 49,s 28,5 
2,5 21,5 26,5 46 27 
3.25 21,5 26,5 34 22 
4 8  21,5 26,5 27,5 13,5 
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Tabelle 3. Chemische Verschiebungen 6 in ppm (270 MHz, CDC13) und 
Relevante Werte der Isomerisierungs- 

Protonen Pik @ 
all-trans 

Pik 8 
9-cis 
6 A 

Pik 0 Pik @ 
9,9'-di-cis 13-cis 
6 A 6 A 

6.16 

6.15 

6,15 

6,65 

6,35 

H-C(14) ca. 6,25 
H-C(14') 

H-C(15) cu. 6,63 

H3C( 16),H3C( 17) 

H3C( 18) 1,719 

1,972 H K ( l 9 )  

H3C(20) 

H-C(7) 
H-C(7') 
H-C(8) 
H-C(8') 
H-C(1O) 
H-C(1O') 
H-C(11) 
H-C(l1') 
H-C(12) 
H-C( 12') 

H-C( 15') 

H3C( 16'),H3C( 17') 

H3C ( 18') 

H3C( 19') 

1,972 
HqC(20') 

6,19 
6.16 
6,67 
6,15 
6,06 
6,15 
6,76 
6,65 
6,29 
6,35 

ca. 6,24 

ca. 6,63 

1,043 
1,029 
1,759 
1.719 

ca. 1,973 

ca. 1.973 

0,05 

0,52 

- 0,09 

0,11 

- 0,06 

0,02 

0,04 

6,18 

6,67 

6,06 

6,76 

6,28 

ca. 6,24 

ca. 6,62 

1,041 

1,756 

1,960 

1.973 

0,02 

0,52 

- 0,09 

0 , l l  

- 0,07 

6,17 
6.18 
6,15 
6,16 
6,20 0,05 
6.16 
6,64b) 
6,65b) 
6,89 0,54 
6.36 

6,23 
6,80 0,17 

1,036 
1,029 

6,l l  -0,14 

6.56 -0,07 

ca. 1,727 
ca. 1,722 0,04 

ca. 1,973 
ca. 1,973 

1,996 0,02 
1.973 

~ 

") Nicht zugeordnet. b, Entsprechende Zuordnungen konnten vertauscht werden. 

Fruhere analoge Untersuchungen an Gemischen von cis-isomeren Astaxanthin- 
diacetaten [ 131 sowie eines aromatischen Vitamin-A-Analogen [ 141 haben gezeigt, 
dass im Hochfeldspektrum derartiger Verbindungen eine weitgehende Zuordnung 
der 'H-NMR.-Signale moglich ist. Die Verschiebung der Signale der einzelnen 
Protonen des betreffenden cis-Isomeren gegeniiber der all-trans-Verbindung, 
A= ~ c , s - i S , , . u n ~  (in ppm), gestattet es dann (zusammen mit evtl. beobachteten An- 
derungen von Kopplungskonstanten), eine sichere Identifizierung der Isomeren 
durchzufuhren. Eine Zusammenstellung der Werte der Isomerisierungsverschie- 
bungen A fur die 10 haufigsten Typen von cis-isomeren Carotinoiden wird dem- 
nachst veroffentlicht [ 151. 

Im hier vorliegenden Fall der isomeren /I-Carotine wurde die Identifizierung 
der cis-Isomeren in analoger Weise durchgefiihrt. Eine zusatzliche Anwendung der 
'3C-NMR.-Spektroskopie war ausgeschlossen, da trotz mehrfachem Abfangen der 
einzelnen HPLC.-Fraktionen nur Substanzmengen zwischen etwa 5 und 50 pg 
isoliert werden konnten. Jede dieser isolierten Fraktionen wurde vor der Aufnahme 
der 'H-NMR.-Spektren, teilweise auch nochmals danach, durch Rechromatogra- 
phieren auf ihre Reinheit und Stabilitat gepriift. Dabei zeigte es sich, dass die 
Fraktionen 3 a, 3 b und 3 c (s. Fig. 3 und 4) sehr instabil waren, so dass auf deren 
Identifizierung verzichtet wurde. 
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Zuordnung der ‘H-NMR.-Signale von all-trans-p-Caroiin und seinen cis-Isomeren. 
verschiebung A= hci, - h,,,,y (in ppm) 

Pik 0 Pik 6 Pik 0 Pik 0 Pik 0 
13,13’-di-cis 15-cis 9.13-di-cis 9,13’-di-cis 9,13,13‘-tri-cis? 
6 d 6 A 6 A 6 Ll 6 A 

6.19 0,03 6,18 6,20? 0,04? 6,18 “1 
ca. 6,15 6,18 6,18 

ca. 6,15 6,15 6,15 
6,67 0,52 6,67 0,52 6,66 0.5 1 6.14 6,13 

6,19 0,04 6,161 

6,64 6,68 0,03 

6,87 0,52 6,42 0,07 

6,lO -0,05 6,06 -0,09 ”) 
6,14 6,18 0,03 “1 

6,64 6,65 ”1 
6,75 0,lO 6,75? 0,10? 6,74? 0,09? 

6,81 0,46 6,29 -0,06 6,81? 
6,35 638 0,53 6,87 0,54 

6,08 -0,17 ca. 6,66 0.41 6,19? -0,06? 6,22 -0,03 ”) 

ca. 6,72 0,09 ca. 6,39 -0,24 6,80 0,17 6,55 -0,08 ”1 
6,23 6,lO -0,15 “1 

6,55 -0,OS 6,79 0,16 a) 
1,043 0,02 1,044 0,02 1,042 
1,029 1,038 1,033 
1,756 0,04 1,758 0,04 1,754 0,04 
1,721 1,727 1,724 

1,034 1,033 

1,724 1,724 

ca. 1,976 1,977 

1,991 0,02 ca. 1,976 

ca. 1,98b) 1,955 -0.02 ca. 1,979b) 
ca. 1,97 1,981 ca. 1,979b) 
ca. 1,99b) 1,98 1 ca. 1,985b) 
ca. 1,97 ca. 1,990 ca. 0,02 ca. 1,985b) 

Die ‘H-NMR.-Daten von all-trans-p-Carotin und von 8 weiteren Fraktionen 
sind in Tabelle 3 zusammengestellt. Nicht angegeben sind die Verschiebungen der 
Methylenprotonen an C(2), C(2’), C(3), C(3’), C(4) und C(4’), deren Signale bei 
allen Verbindungen als komplexe Multiplette bei ca. 1,46, 1,62 und 2,02 pprn 
beobachtet wurden. Die Identifizierung der 9-cis, 9,9‘-di-cis-, 13-cis-, 13,13’-di-cis-, 
15-cis-, 9,13- und 9,13’-di-cis-Isomeren kann als gesichert gelten, da die Signale - 
bis auf einige Ausnahmen - eindeutig zugeordnet werden konnten. In allen 
Isomeren mit 9-cis-Konfiguration wurde wie fruher [ 141 [ 151 eine starke Tieffeld- 
verschiebung von H-C (8) gefunden, bei 13-cis- oder 13’-cis-Konfiguration eine 
solche von H-C( 12) bzw. H-C(12’). Erwartungsgemass sind beim 9,13’-di-cis- 
Isomeren die A-Werte in guter Naherung additiv aus denjenigen des 9-cis- und 
13’-cis-Isomeren zusammengesetzt. Starkere Abweichungen von der Additivitat 
treten beim 9,13-di-cis-Isomeren auf, wodurch die beiden Falle leicht unterscheid- 
bar werden. 

Das ‘H-NMR.-Spektrum von Pik 2 kann wegen sehr starker Uberlagerung der 
Signale in den Bereichen 6,07-6,20 ppm (7 Protonen, sicher erkennbar H-C (7’) 
und H-C(8), vermutlich noch H-C(10), H-C(IO’), H-C(14), H-C(14’) sowie 
H-C(7)) und ca. 6,7-6,9 ppm (7 Protonen, sicher H-C(12’) mit J =  15 Hz, ver- 
mutlich H-C(12), H-C(ll), H-C(ll‘), H-C(15), H-C(15’) und H-C(8)) nicht 
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im einzelnen zugeordnet werden. Wegen der Verschiebung der Methylsignale von 
H3C-C (1) und H3C-C (5) folgt eindeutig, dass eine 9-cis-Konfiguration vorliegt. 
Dies wird bestatigt durch ein Doppelresonanzexperiment. Beim Einstrahlen bei 
6,19 ppm geht u.a. das Dublett bei 6,66 ppm (Jz 16 Hz; H-C(8)) in ein Singulett 
iiber. Gleichzeitig werden Anderungen bei dem vermutlich H-C ( 1  1) zuzuordnen- 
den Signal (6,74 ppm, dxd, Jz 15 und 11 Hz) beobachtet. Weiterhin ordnen wir 
versuchsweise ein weiteres uberlagertes Dublett ( J z  15 Hz) bei 6,8 1 ppm H-C (12) 
zu. Es entspricht genau dem entsprechenden Signal bei der 9,13-di-cis-Verbindung. 
Aus diesen Grunden schlagen wir fur diese Fraktion versuchsweise eine 9,13,13‘- 
tri-cis-Struktur vor. 

UV./ US.-Spektren. Mit Hilfe der im exper. Teil beschriebenen Schaltung 
(Fig. 2) gelang es, unter definierten Bedingungen von jeder chromatographischen 
Fraktion das UV./VIS.-Spektrum aufzunehmen. Die charakteristischen Daten sind 
in Tabelle 4 aufgefuhrt. Eine Pikverbreiterung bedingt durch die verwendete 
Arbeitstechnik wurde nicht beobachtet. 

Temperaturverhalten der HPLC.-Pike. Wie Figur 4 entnommen werden kann, 
fuhren schon Temperaturanderungen von zwei Grad zu erheblichen R,-Verschie- 
bungen, z. T. gar zur Umkehr der Pikreihenfolge (Plk 4 und 3 b bzw. 3 c), was eine 
Zuordnung der einmal identifizierten Pike im mittleren Abschnitt der Chromato- 
gramme sehr erschwert. Es wurde daher versucht, eine Gesetzmassigkeit in der 
Verschiebung dieser R,-Werte festzustellen. Im Diagramm (Fig. 5) sind die k‘-Werte 
der betreffenden Komponenten als Funktion des k’-Wertes von 13-cis-fl-Carotin 
(Fig. 3, Pik 6) aufgetragen. Wie sich zeigte, liegen die fur eine bestimmte Kom- 
ponente erhaltenen Messpunkte auf Geraden. Das 13-cis-p-Carotin (k’6) wurde 
deshalb als Referenzsubstanz gewahlt, weil einerseits dieses im interessierenden 
Abschnitt des Chromatogramms liegt und von den anderen Isomeren gut ab- 

Tabelle 4. Charakterisrische Daten im U V.1 V1S:Spektrum (Hexan) der verschiedenen b-Carotin- 
lsomerena) 

0 13, 13’-di-cis 459 77 443 100 1s 412s 77 339 LO 279 35 
0 9,13,13’-tri-cis 454 76 429 100 19 408s 77 341 15 272 22 
2a 465 79 439 100 9 417s 75 333 30 282 24 
0 9,13’-di-cis 461 80 435 100 13 413s 75 334 24 281 25 
3a 456 78 430 100 18 408s 75 335 13 262 19 
3h 460 76 435 100 13 411s 77 338s 9 281 28 
3c 457 75 431 100 17 408s 79 337s 12 277 20 
(9 15-cis 472 80 446 100 2 423s 76 334 58 275 14 
0 9,13-di-cis 461 80 435 100 13 413s 72 334 20 276 15 
8 13-cis 467 81 441 100 7 417s 73 335 45 271 13 
0 9,9’-di-cis 465 86 438 100 10 415s 71 265 12 
8 9-cis 474 88 446 100 2 420s 66 340 8 255 11 
@ all-rrans 416 88 448 100 0 421s 68 fehlt 271 15 

“) I, 111. IV und V sind Nebenmaxima ( S =  Schulter). 
Das Hauptmaximum I1 dient als Bezugsgrosse (= 100%) bei der Bestimmung von Hie,. Hypso- 
chrome Verschiebungen A i =  
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Fig. 5. k‘- Werie von Pik I-7als Funktion des k’- Wertes von I3-cis-,!l-Caro/in (Pik 6) 

getrennt ist, andererseits die Verbindung aus dem kauflichen trans-b-Carotin leicht 
zuganglich ist. 

Wir haben im Laufe von 1% Jaliren Hunderte von B-Carotin-Proben auf der gleichen Saule 
analysiert und stellten fest, dass sich diese Geraden gut reproduzieren lassen. Fur jede Gerade 
k’,= a + bk’6 wurden die Regressionskoeffizienten a und b sowie der Korrelationskoeffizient r berechnet 
(Tub.5). Die der Berechnung zu Grunde liegenden Messwerte wurden im Laufe von 14 Monaten 
erhalten. 

Wird als stationare Phase nicht Spherisorb A 5 Y,  sondern ein Aluminiumoxyd anderer Provenienz 
venvendet, so ergibt die Auswertung Geraden mit leicht verschiedenen Regressionskoeffizienten. Wie 
die Erfahrung zeigt, konnen bei der Analyse von Isomerenmischungen von /I-Carotin mit Hilfe dieser 
Geraden - trotz Pikumkehr usw. - die Pike verschiedener Chromatogramme einander zugeordnet 
werden. 
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Da in Figur 5 als Abszisse nicht die Temperatur der Trennsaule, sondern die 
entsprechenden k’-Werte einer Referenzsubstanz aufgetragen sind, spielt bei dieser 
Auswertung die genaue Kenntnis der jeweiligen Analysentemperatur keine Rolle. 

Analyse yon PJlanzenextrakten. Mit dem beschriebenen Trennsystem wurden 
auch vorchromatographierte Extrakte aus Karotten und Paprika auf ihre Zusam- 
mensetzung an p-Carotin-Isomeren untersucht (s. Tab. 6). Wie ersichtlich, unter- 
scheiden sich die beiden Naturprodukte quantitativ in ihrem Isomerengehalt. 
Bemerkenswert ist die Tatsache, dass beide jedoch erhebliche Mengen an 9- und 
13-cis-fi-Carotin enthalten. Pike, die bislang in Chromatogrammen von sogenann- 
ten Isomerenlosungen nicht festgestellt werden konnten, werden in Tabelle 6 unter 
der Bezeichnung ((unbekannt)) aufgefuhrt. 

Tabelle 5. Charakteristische Daten der Regressionsgeraden fur die Korrelation zwischen k’@ und k’, bei 
versehiedenen A ktiviiaten der Trennsaule 

Pik Isomer Na) b a r Berechnete Werte 
Nr. fur k’,b) bei 

I c ’ ~ z 4  k’n= I5 

0 13,13’-di-cis 19 0.315 0,891 0,9981 2,39 6,5 1 
0 9, 13, 13’-tri-ci.s 19 0,428 0,724 0,9977 2.44 7.15 
0 9,13‘-di-cis 19 0,463 1,017 0,9995 2.87 7,96 
3a IS 0,509 0,851 0,9983 2,89 8,49 
3h 14 0,924 -2,07 0,9969 1,62 11,s 
3c IS  1,002 - 2,44 0,9899 1,57 12,6 
@ 1 5-cis 18 0,557 1,26 0,9988 3,49 9,61 
0 9,13-di-cis 19 0,938 -0,357 0,9997 3,36 13,6 
@ 13-cis c(Bezugs))-Isomeres 4 15 
0 9,9‘-di& 15 2,03 - 5,04 0,9956 3,07 25,4 

a) 
b, 

N =  Anzahl Wertepaare, die fur die Berechnung venvendet wurden. 
Diese Werte wurden fur die Konstruktion der Regressionsgeraden (Fig. 5) verwendet. 

Tabelle 6. Isomerenzusammensetrung der Carotin-Fraktion von Pflanzenextraktena) 

Carotin-Isomer 

8-Carotin: 
all-trans 
9-cis 
13-cis 
15-cis 
9,Y-di-cis 
9,13-di-cis 
9, ! 3’-di-cis 
13,13‘-di-cis 
9,13. 13’-tri-cis 
andere cis 
unbekannte Komp. 
a. -Carotin 
Gesdmt-Carotin 

Karottenextrakt 
Flachenprozent 

Paprikaextrakt 
Flachenprozent 

”) Messwellenllnge: 420 nm. 
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Herstellen der Isomerenlosungen. Nach einer Vorschrift von Zechrneister & Polgar [4]: Zu der 
Losung von 10 mg krist. 8-Carotin in 100 ml Hexan werden 0,2 mg Jod gegeben und unter Ar 30 Min. 
dem Licht einer Neon-Fluoreszenz-Lampe ausgesetzt. Nach dem Einengen der Losung auf ein Fiinftel, 
werden 10 pl der Losung auf die Trennsaule injiziert. 

Das Trennsystern. Eine schematische Darstellung des verwendeten Trennsystems zeigt Figur I .  
Das gut warmeisolierte geschlossene Glasgefass A, an dessen Oberseite fiinf rnit Schliffen versehene 
Ansatze angeschmolzen sind, dient als Vorratsgefass fur die mobile Phase. Beim Aufsatz B handelt es 
sich im Prinzip um ein thermostatisierbares Chromatographierohr, das gut zur Halfte mit A1203, belegt 
rnit 15% H20, gefullt ist. Mit Hilfe der Membranpumpe P I  wird das Eluens via Saule B standig im 
Kreislauf umgewalzt. Dabei ist der feinregulierbare Hahn H 1 so eingestellt, dass der allergrosste Teil des 
am Kolonnenkopf zufliessenden Eluens durch die Al2O~-Fiillung, der Rest via Uberlauf U in das 
Vorratsgefass A zuriickfliesst. Der Losungsmittelvorrat wird mittels eines Magnetriihrers M in leichter 
Bewegung gehalten. Uber das rnit CaCl2 und Blaugel gefiillte Rohrchen E erfolgt der Druckausgleich 
des Systems. Die Kombination Vorratsgefass A, Hochdruckpumpe P2, Einspritzblock J, Vorsaule S, 
Kolonne C, Detektor D entspricht einem ublichen HPLC-Trennsystem. Mit Ausnahme der Hochdruck- 
pumpe und des Detektors sind samtliche Teile des HPLC.-Systems mittels Watte warmeisoliert. Beim 
eingebauten Hahnen H3  handelt es sich urn ein Ventil mit sechs Ein- bzw. Austritten (‘six port valve’), 
das im Normalbetneb in Position a steht (Fig.2). Das Eluens fliesst in diesem Fall von der Hochdruck- 
pumpe P2 via Hahnen H3  und Vorsaule S zum Einspritzkopf J der Trennsaule C und von deren Ende 
via H 3  zum Detektor D und von dort zuriick zum Vorratsgefass A. Der zwischen Detektor D und 
Vorratsgefass A eingebaute Dreiweg-Hahnen H2  ermoglicht das Abfangen einzelner chromatographi- 
scher Fraktionen. Fur die Aufnahme der UV./VIS.-Spektren einzelner chromatographischer Fraktionen 
wird der Hahnen H3  in Position b (Fig.2) gebracht: Eingang und Ausgang der Trennsaule werden 
dadurch kurzgeschlossen, d. h. der Trennvorgang in der Kolonne ist unterbrochen, der Kolonnendruck 
jedoch bleibt erhalten. Gleichzeitig ist auch der Eluensstrom durch die Messzelle des Detektors gestoppt. 
Das Eluens fliesst von P2 zu H3  und von dort iiber eine Restriktion R, die einen moglichst ahnlichen 
Gegendruck erzeugt wie die eingesetzte Trennsaule, in das Vorratsgefass A zuriick. Die Kolonnen C 
und B werden mit Hilfe je eines Umwalzthermostaten (TH 1 und TH2) auf die gewiinschte Temperatur 
eingestellt. Die leere Vorsaule S befindet sich im Bad des Thermostaten der Trennsaule und dient 
lediglich zum Vorthermostatisieren der mobilen Phase. 

Vor Inbetriebnahme des gesamten Systems muss dieses zunachst ins thermodynamische Gleich- 
gewicht gebracht werden, was etwa 4 Tage dauert. Fur das vorliegende Trennproblem sind die beiden 
Thermostaten zunachst auf Erfahrungswerte von 24” eingestellt. Durch Feinregulierung der Temperatur 
des Thermostaten TH 2 wird hierauf die chromatographische Trennung optimiert, was nochmals 1-2 
Tage erfordert. Wahrend des Routineeinsatzes des Trennsystems werden abends jeweils ca. 400 ml, an 
Wochenenden bis zu 2 Liter Hexan nachgefiillt. Vor der Zugabe wird dieses zwecks Voraquilibrierung 
bei Raumtemperatur 2mal iiber eine ca. 70 cm lange, rnit A1203 (belegt rnit 15% H20) gefiillte Chroma- 
tographiesaule abfiltriert. 

SpeziJikation der einzelnen Komponenten. A: 5-I-Vorratsgefass aus Glas, gefiillt rnit Hexan; aus 
Sicherheitsgriinden in einem entsprechend dimensionierten Blechbehalter stehend. H 1: Glashahnen mit 
Teflonkiiken, welches eine Feinregulierung ermoglicht. B: Thermostatisierbares Chromatographierohr 
(Innendurchmesser 8,5 em, Lange 30 em) mit Uberlauf U und unten eingeschmolzener Sinterplatte Typ 
P2, gefiillt rnit 450 g A1203 (Wnelm, Akt.1). Vor dem Einfiillen wird das A1203 rnit 67,5 ml dest. H20 
versetzt und unter gelegentlichem Durchschiitteln 4 Std. in einem gut verschlossenen Gefass aufbewahrt. 
P 1: Prominent-Electronic-Dosierpumpe (Baureihe B) oder Durumat-Dosierpumpe. Pro Min. werden ca. 
140 ml Eluens umgepumpt. P2: Hochdruckpumpe, Altex 110 bzw. Orlifa. S: Als Vorsaule dienen zwei 
parallel geschaltete leere Stahlsaulen (13 x 100 mm) mit Kapillaranschliissen, die im Thermostatenbad 
untergebracht sind. J: Septum-Einspritzkopf von Perkin Elmer. C: Analytische Saule (Innendurch- 
messer 2,8 mm, Lange 25 em) oder semipraparative Saule (Innendurchmesser 7,7 mm, Lange 25 cm); 
stationare Phase in beiden Fallen Aluminiumoxyd (Spherisorb A 5 Y). H2: Kapillardreiweghahn von 
Hamilton. H3: Sog. ‘six port valve’ von Valco (Stahl; CV 6 UHP aN 60). R: Als Restriktion wird ein 
Nadelventil von Whitney, Typ SS-22RS-3MMM venvendet. D: Uvikon 720 LC von Kontron ‘Scan’- 
Bereich 200-550 nm. M: Magnetriihrer. Teflon-beschichtete Magnetriihrer haben sich nicht bewahrt. 
Auch wenn deren Abrieb minimal ist, lasst sich ein Verstopfen der Fritten am unteren Ende der An- 
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saugleitungen nicht vermeiden. In Glas eingeschmolzene Eisenkerne sind geeigneter. TH 1 und TH2: 
Umwaizthermostaten. Infolge der  hohen Empfindlichkeit des Trennsystems auf Temperaturschwan- 
kungen sind zur Thermostatisierung der Kolonnen B und C nur Prazisionsthermostaten geeignet 
(z.B. Haake, Typ N3-H21; Temperaturkonstanz k 0,Ol”). Wegen des leichtfluchtigen Eluens sollten 
diese unhedingt mit einem Sicherheitsschalter ausgerustet sein, der bei einer Uberschreitung des 
Temperatursollwertes den Thermostaten abschaltet. 

‘H-NMR.-Spektren. Sie wurden bei 270 MHz in CDCI, (Qualitat 100% D) auf einem Bruker-HX- 
270-FT.-Spektrometer mit Aspect 2000 Computer (32 K Daten) und Diskeinheit aufgenommen. Im 
allgemeinen erfolgten die Aufnahmen in Wilmad-Mikrozellen mit etwa 0,2 nil Volumen. Wegen der  
teilweise sehr kleinen Substanzmengen betrugen die Messzeiten his zu 63 Std. 

Massenspektren. Sie wurden auf einem AEI-MS9-Spektrometer rnit direktem Einlass (Elektronen- 
stossionisation, 70 eV) aufgenommen. Die MS. der all-trans- und der cis-Verbindungen waren im 
wesentlichen identisch. MS. (all-trans-1): 536 (45, M + ) .  444 (16), 430 (4), 219 (13), 197 (12), 157 (26). 
145 (34), 133 (32), 119 (72), 105 (62), 95 (51), 91 (45) 81 (48), 69 (loo), 55 (60), 41 (48). 

Wir sind folgenden Herren sehr zu Dank verpflichtet: Herrn Dr. P. Kreienbiihl fur die vielen 
8-Carotin Standards, Herrn W. Meisrer fur die Interpretation der Massenspektren, Herrn Dr. R .  Riiegg 
und Herrn E. Brodbeck fur die Herstellung der 8-Carotinextrakte, Herrn E. Glinz fur die wertvolle 
Mithilfe bei der Entwicklung der Methode und den Herren W. Grunauer, K .  Schmidt und R .  Mutz fur 
ihre ausgezeichnete experimentelle Arbeit. 
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