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Die Y-Bestrahlung von synthetischem B-Carotin*

Physikochemische und diinnschichtchromatographische
Untersuchungen an Radiolyseprodukten
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Aus dem Institut fiir Botanik, Technische Mikroskopie und Organische Roh-
stofflehre der Techn. Hochschule Wien

( Eingegangen am 20. August 1970)

The ~y-Irradiation of Synthetic p-Carotene. Some Physico-
Chemical and Thin-Layer Chromatographic Studies of Radiolysis
Products

Solid B-carotene is remarkably stable to vy-irradiation. In
an oxygen atmosphere doses as high as 12 Mrad were required
to bring about significant losses of B-carotene, whereas in air
even larger doses had to be applied in order to effect a comparable
degree of radiolysis. Cleavage products which arose in Oz at a
dose of 12 Mrad and which could be separated from each other
by thin-layer chromatography were isozeaxanthin, B-carotene-
5,6-5",6’-diepoxide, B-apo-12’-carotenal, B-apo-10’-carotenal,
3,3’,6'-trihydroxy-a-carotene-5,8-epoxide and vitamin A;. It
is notable that some of the radiolysis products (e.g., vitamin
Az, B-apo-12’-carotenal and B-apo-10’-carotenal) possess vita-
min A activity.

Das feste B-Carotin ist gegen vy-Strahlung ziemlich stabil.
Bei Bestrahlung unter Sauerstoffbegasung treten deutliche
B-Carotin-Verluste erst bei der hohen Dosis von 12 Mrad auf; bei
Bestrahlung an der Luft werden dhnliche Radiolyseerscheinun-
gen erst durch wesentlich hdhere Strahlendosen ausgelost.
Spaltungsprodukte, die bei 12 Mrad und Sauerstoffbegasung
auftraten und dinnschichtchromatographisch aufgetrennt wer-
den konnten, waren Isozeaxanthin, B-Carotin-5,6-5',6"-diepoxid,
8-Carotin-5,8-5",8’-diepoxid, B-Apo-12’-carotinal, B-Apo-10’-
carotinal, 3,3’,6’-Trihydroxy-«-carotin-5,8-epoxid und Vit-
amin-A-Alkohol. Es ist bemerkenswert, daB8 ein Teil der Radio-
lyseprodukte (z. B. Vitamin-A;-Alkohol, B-Apo-12"-carotinal
und B-Apo-10'-carotinal) Vitamin-A-Wirksamkeit besitzt.

* Herrn Prof. Dr. O. Hromatka zam 65. Geburtstag gewidmet.
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Einleitung

Uber das strahlenchemische Verhalten (69Co-y-Bestrahlung) von
pulverférmigem B-Carotin fanden sich in der uns zuginglichen Literatur
keine Angaben; es konnten weder Werte beziiglich einer Abnahme des
Provitamins in Abhingigkeit von der Bestrahlungsdosis (nicht einmal
bei einer Einzeldosis) noch Hinweise auf entstehende Spaltungsprodukte
gefunden werden. Die Moglichkeit von Zusitzen des festen Provit-
amins-A zu festen Lebens- und Futtermitteln und vielleicht deren
v-Bestrahlung in Hinblick auf Konservierung, Sterilisierung, Schidlings-
bekampfung usw. geben diesen Untersuchungen als Modellfall einige
Bedeutung.

Zur Identifizierung von Spaltungsprodukten des B-Carotins nach
v-Bestrahlung dienten diinnschichtehromatographische Methoden unter
Heranziehung weiterer physikochemischer Verfahren. Analoge Analysen-
methoden haben in der Carotinoidchemie unter anderen Hromatkal,
Isler?, Qrob3, Karrer?, Goodwin® und Zechmeister® beschrieben.

Auf die exakte Identifizierung mittels IR-Spektren und Schmelz-
punkten wird nur kurz hingewiesen werden; die ausfithrlichen Angaben
finden sich bei Riederer?’. Weiters wird auch noch die quantitative
Abnahme von §-Carotin und die Menge der auftretenden Spaltungs-
produkte bei einer Strahlendosis als Beispiel bestimmt und beschrieben.

Material und Methodik

Nach der Strahleneinwirkung (Gammazell 220; Dosisleistung 540 Krad/h)
auf die mit Oy schwach begasten Proben wurde die Analyse der Radiolyse-
produkte vorgenommen; die Auftrennung des Reaktionsgemisches war mit
Hilfe der Dannschichtchromatographie relativ einfach durchzufihren. Die
prinzipiellen Schritte dieser Methode sind von Stahl®: ¢ beschrieben worden.

Nach der Trennung der Reaktionsprodukte erfolgte deren Identifizierung
mit Hilfe der Spektren im sichtbaren, ultravioletten und infraroten Wellen-
langenbereich sowie durch spezifische Sprithreagentien und die Feststellung
der Schimelzpunkte.

Die Spektren der Radiolyseprodukte, welche mit Hilfe der priparativen
Dimnschichtchromatographie angereichert worden waren, wurden mit Hilfe
der Spektralphotometer Beckman DK.-2 sowie Beckman IR-12 aufgenom-
men. Fir die Aufnahmen im ualtravioletten und sichtbaren Bereich erwiesen
sich 1-cm-Kivetten am geeignetsten. Die quantitative Bestimmung wurde
in einem Spektralcolorimeter ,,Inula 1009 durchgefiihrt.

Zur Auswertung der erhaltenen Absorptionskurven konnten Arbeiten von
Goodwin®, Zechmeister®, Hager und Meyer-Bertenrath'®, Isler?, Nicoapall,
Slovokhotova*? sowie Bellamy!3 herangezogen werden.

Zum orientierenden Nachweis in der den einzelnen Substanzen vor-
kommenden funktionellen Gruppen (Hydroxyl-, Keto-, Epoxidgruppen etc.)
wurden noch auf den Dinnschichtplatten chemische Reaktionen mittels
verschiedener Sprithreagentien ausgefithrt.
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Die Herstellung der Sprithreagentien, ihre Spezifitidt und ihre Reaktions-
farbe werden bei Stahl? ausfuhrlich beschrieben (Tab. 1).

Tabelle 1. Die Sprithreagentien, ihre Spezifitidt sowie Reaktions-

farben
Reagens Spezifisch fir Reaktionsfarbe
A Konz. Schwefelsaure Carotinoide blau
B Carr—Price-Reagens Carotinoide, blau
Vitamin A
C Rhodaminreagens Aldehyde rot-orange
D Indandionreagens Aldehyde blau bis violett
UV: orange
E 2,4-Dinitrophenyl- Aldehyde orange
hydrazin Ketone
r o-Dianisidinreagens Aldehyde orange
Ketone blau
G Ammon-Cer(IV)nitrat- Hydroxyl gelbgriine Flecken
reagens auf rotem Unter-
grund
H Ammoniakal. AgNOg Hydroxyl schwarz
I Konz. HCI in Hydroxycarotinoide gelbgriin
Methanol 4 Carotine keine Farbung
J Konz. wifir. HC11# 5,6-Epoxide griin bis blau
5,8-Epoxide tiefblau
Flavoxanthin blau
B-Citaurin blau
Capsorubin violett
Carotine keine Farbung
K Konz. Ameisensiure!t  Lutein . .
Bixi tiefgriin
ixin
Carotine blau
Violaxanthin tiefblau
Capsanthin rosa
Azafrin violett
L N,N-Dimethyl-p- Peroxide purpurrot
phenylen-diammonium-

dichlorid

Nach der qualitativen Trennung der erhaltenen Reaktionsprodukte von
bestrahltem pulverformigem {-Carotin (12 Mrad; Oz-Begasung) und der
Identifizierung der Substanzen konnte eine quantitative Bestimmung
durchgefithrt werden. Die Anreicherung der einzelnen Produkte erfolgte
mittels der quantitativen Diinnschichtchromatographieausriistung der
Desaga (Heidelberg), die eine gleichzeitige Entwicklung von 10 Platten
(20 x 40 cm) ermdoglicht und ein einwandfrei streifenférmiges Aufbringen des
Extraktes gewdhrleistet.



Tabelle 2

Schicht (0,25 mm) S Se Sg*
FlieBmittel e Fy Fy
hRs-Werte
Zone** nach . inz(;};n nach
Bolliger1$ Angabeﬂ Stahl!?
1 B-Carotin 85 (84) 99 98 (97)
2 Isozeaxanthin — 97 0—3 (0)
3 B-Carotin-5,8-5",8"-diepoxid — 90 0—3 (0)
4 B-Carotin-5,6-5".6"-diepoxid — 76 0—3 (0}
5 B-Apo-12’-carotinal — 45 69 (70)
7 B-Apo-10’-carotinal — 32 52 (53)
8 3,3’-6’-Trihydroxy-u-
carotin-5,8-epoxid — 24 0—3 (0)
10 Vitamin-A-alkohol 10 (10) 0—5 ——
Schicht (0,25) 8y* Ss* Se*
FlieBmittel Fy Fs Fg
5% nach nach nach
Zone Demolel8 Varmal® Riley20
1 B-Carotin 96 (96) — 87 (87)
2 Isozeaxanthin 62 (63) — —
3 B-Carotin-5,8-57,8’-diepoxid — — —_
4 B-Carotin-5,5-5",6’-diepoxid - _ _
5 B-Apo-12’-carotinal — — —
7 B-Apo-10’-carotinal — — —_
8 3,3%,6’-Trihydroxy-a-
carotin-5,8-epoxid — —_— 23
10 Vitamin-A-alkohol — 45 (45) —

* Vor der Chromatographie erfolgte jeweils eine Abtrennung der Gibrigen
Carotinoide mit Hilfe des Trennsystems Se—Fs. Die abgetrennten Caroti-
noide werden als ,,Bindestrich’ symbolisiert. Die Literatur-hRys-Werte
beziehungsweise die hRr-Werte der Standards werden in Klammer angegeben.

= Kieselgel G

#* Zone 6 und 9 konnten nicht identifiziert werden.

= Kieselgel GFa54, aktiviert, Kammersittigung
= sekundéres Magnesiumphosphat, aktiviert, Kammersittigung
= Kieselgel G — Reisstérke (98 : 2), aktiviert

= Kieselgel G, 30 Min. bei 100 °C getrocknet

= Kieselgel G, aktiviert

= Oyeclohexan : Ather (80 : 20)

= Dichlormethan p. A.

= Tetrachlorkohlenstoff p. A.

= n-Hexan : Didthyldther (30: 70) p. A.
= Cyeclohexan : Athanol (97 : 3) p. A.

= Petrolithers-so °¢ : Essigester : Didthylamin (58 : 30 : 12)
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Nach der Anreicherung der einzelnen Fraktionen konnten diese beim
Maximum des Spektrums im sichtbaren Wellenldngenbereich colorimetrisch
ausgemessen werden. Der Gehalt der einzelnén Substanzen wurde jeweils aus
drei Bestimmungen ermittelt.

Fir die Berechnung der Carotinoidmengen konnte das Bouguer-—Beer—

Lambertsche Gesetz herangezogen werdens, wobei die E%Z;’n-Werte den
Tabellen von Goodwin® entnommen wurden.

Ergebnisse

1. Qualitative Analyse

Zur Auftrennung der Gemische von sauerstoffhaltigen Carotinoiden
benutzten wir teils bekannte, teils in unserem Laboratorium entwickelte
Trennsysteme. Die Trennsysteme, die sich bei den Radiolyseprodukten
des B-Carotins bewihrten, sowie die hRy-Werte der nachgewiesenen
Substanzen findet man in Tab. 2.

Die Resultate der Versuche mit spezifischen Sprithreagentien werden
in Tab. 3 angegeben.

Tabelle 3. Reaktionen der aus bestrahltem, pulverférmigem
B-Carotin erhaltenen Radiolyseprodukte mit spezifischen
Sprithreagentien

Sprihreagens *

Zone™ 4 B ¢ D E F ¢ H I J K
1 4 4+ = = = = = =
2 44 e — — — 4t 4+ 4+ — 4 —
3 44+ 4+ — 9 — — - — = — 44 o+ =
4 44 4+ - - - - = - — 44 o+ =
5 o4 4+ 4+ A+ 4+ — = = = =
6 ++ 44+ = = = - - — +
T 4 4+ 4+ o+ 4+ — = = = = =
8§ 4 b — e — — — —
9 4+ e+ — = — 4 4+ —
10 ++ F+ — 4 4+ = =

* Entsprechend Tab. 1.
** Bezogen auf Dinnschichtchromatogramm Kieselgel G, Laufmittel
Methylenchlorid (Se—Fy, Tab. 2).

-+ 4 stark positiv; + positiv; — negativ.

Die erhaltenen Radiolyseprodukte zeigten deutliche Unterschiede in
der Reaktionsbereitschaft. Im weiteren Verlauf der Untersuchungen
wurde versucht, mit Hilfe von Spektren im sichtbaren, ultravioletten
und infraroten Wellenlingenbereich sowie durch Feststellung der
Schmelzpunkte (Tab. 4, 5 und 6) bis zur Identifizierung vorzudringen.
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Tabelle 4. Absorptionsbanden (nm) im Sichtbaren und im UV

Zone* max

1 427 s 451,5 479,5
2 427 450,0 478.,0
3 387 . 409 434
4 426 451 481
5 — 414 434 s
6 %* o - o
7 — 435 462 s
8 377 ss, 400 423 450 s
g *% - L .

10 —_ 325—326 —

* Bezogen auf DC Sas—Fg, Tab. 2.

** Bei den Substanzen der Zone 6 und 9 handelt es sich um &duBerst
reaktionsfahige Produkte. Eine Anreicherung der in sehr geringen Mengen
vorkommenden Substanzen konnte aus diesem Grunde nicht durchgefiihrt
werden. Die Sprithversuche zeigten das Vorhandensein von Peroxidgruppen
an.

s = Schulter; ss = schwache Schulter.

Obwohl die Spektren der Radiolyseprodukte im sichtbaren und
ultravioletten Wellenlingenbereich bereits einige Schliisse beziiglich des
Molekiilaufbaues zulieBen, wurde dennoch versucht, mittels der Infrarot-
Spektroskopie weitere Anhaltspunkte fiir das Vorhandesein bestimmter
funktioneller Gruppen zu erhalten.

Tab. 5 gibt die charakteristischen Schwingungen der einzelnen Sub-
stanzen im infraroten Wellenlangenbereich wieder (Losungsmittel OCly).

Tabelle 5. IR-Befund; funktionelle Gruppen, bei em™?

OH C=0 CH=CH CH E d
Zone* Valenz- Valenz- Deformations- Valenz- 1 gOXIO o
schwingung schwingung  schwingung schwingung (eyel. C—0—0)
1 — - 965 2900 —
2 3605 — 970 2930 —
3 — — 970 2890 1070
4 — —_ 968 2850 1070
5 — 1725 972 2900 —
6 % — _ _ — _
7 — 1725 972 2890 e
8 3605 — 970 2910 1070
g ** . o . _ _
10 3380 — 961 2850 —

* Bezogen auf DO Sg—Fs, Tab. 2.
** Die Zonen 6 und 9 konnten aus den bei Tab. 4 erwahnten Grimden
nicht angereichert werden.
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Die erhaltenen Ergebnisse stimmen recht gut mit jenen der Spriih-
reaktionen iiberein, so dafl eine Identifizierung der Spaltprodukte nach
Feststellung der Schmelzpunkte vorgenommen werden konnte.

In Tab. 6 sind daher die Schmelzpunkte der einzelnen Substanzen
sowie die auf Grund aller Analysenergebnisse vermuteten Abbauprodukte
von §-Carotin nach vy-Bestrahlung zusammengefal3t.

Tabelle 6
Zone * Schmp., °C mikroskopisches Bild Radiolyseprodukt.
1 187—180 gelborange, rhombische B-Carotin

Blittchen aus Petrolather
148—149 rote Nadeln aus Petroliather 4,4’-Dihydroxy-j-carotin
3 185—187 gelbe Blittchen aus Benzol- B-Carotin-5,8-57,8'-

[\

Methanol (1/1) diepoxyd
4 181—184 gelbe bis orange Plittchen 8-Carotin-5,6-5",6'-
diepoxyd

5 86—89  gelbe Prismen aus Petroldther {-Apo-12’-carotinal
G _

7 95—98  rotliche Nadeln aus Petrol- B-Apo-10’-carotinal
dther

8 204216 hellgelbe Kristalle aus Benzol  3,3’,6’-Trihydroxy-a-
carotin-5,8-epoxid
EL —

10 61—63  gelbe Prismen aus Methanol Vitamin-Aj-Alkohol

* Bezogen auf So—F4, Tab. 2.
** Piir die Substanzen der Zonen 6 und 9 konnten aus den oben (Tab. 4)
erwihnten Griinden keine Schmelzpunkte ermittelt werden.

2. Quantitative Analyse

Die Abnahme des p-Carotingehaltes (der {3-Carotingehalt der Rein-
substanz wurde spektralcolorimetrisch mit 979, ermittelt) und die Zu-
nahme der Reaktionsprodukte nach vy-Bestrahlung (12 Mrad; unter
schwacher Os-Begasung) sind der Tab. 7 zu entnehmen.

Als Spaltungsprodukte, die diinnschichtchromatographisch aufge-
trennt werden konnten, traten bei einer Dosis von 12 Mrad unter schwa-
cher Sauerstoffbegasung Isozeaxanthin, B-Carotin-5,6-5',6'-diepoxid,
B-Carotin-5,8-5',8'-diepoxid, [-Apo-12'-carotinal, B-Apo-10'-carotinal,
3,3",6’-Trihydroxy-a-carotin-5,8-epoxid und Vitamin-A-Alkohol auf.
Quantitativ betragen die genannten Radiolyseprodukte etwa 429,
wihrend das unzerstorte B-Carotin etwa 549, ausmacht. Die Epoxide
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bilden zusammen den gréfiten Teil der Reaktionsprodukte. Bemerkens-
wert scheint noch zu sein, dafl die Spaltung des B-Carotinmolekiils nur
zu 11,49, erfolgt (Carotinale sowie Vitamin-A-Alkohol).

Tabelle 7
0,
Carotinoid s — 1’1::,; :/‘é 129,

Unverdndertes 8-Carotin 53,6
Isozeaxanthin 10,2
B-Carotin-5,8-5,8"-diepoxid 6,8
B-Carotin-5,6-5",6"-diepoxid 9,3
B-Apo-12’-carotinal 3,1
B-Apo-10’-carotinal 2,9

3,3’,6"-Trihydroxy-a«-carotin-
5,8-epoxid 4,1
Vitamin-A;-Alkohol 5,4

Bei einer Bestrahlung von §-Carotin ohne Sauerstoffbegasung treten
die ersten Reaktionsprodukte bei 18,5 Mrad auf (Isozeaxanthin, B-Caro-
tin-5,6-5',6’-diepoxid). Bei einer Bestrahlungsdosis von 33 Mrad findet
man dieselben Bestrahlungsprodukte wie nach 12 Mrad unter Sauerstoff-
begasung. Diese Versuche wurden nur qualitativ durchgefiihrt.

Diskussion

Die Ergebnisse lassen erkennen, daf die Bildung der Carotinoid-
radiolyseprodukte mit dem Angebot an Sauerstoff gekoppelt ist. AuBer-
dem ist die Entstehung der Reaktionsprodukte bei Bestrahlung des
B-Carotins an der Luft auch von der Dosisleistung der Bestrahlungs-
einrichtung abhéngig, da es nicht gleich ist, ob z. B. eine Dosis von
33 Mrad mit einer Quelle, deren Dosisleistung bei 540 Krad/h liegt,
erreicht wird, oder ob diese Dosis durch eine vy-Cell, welche eine Dosis-
leistung von nur 40 Krad/h hat, appliziert wird. Riickschliisse auf das
strahlenchemische Verhalten pulverformigen B-Carotins bei Zusatz zu
festen Lebens- und Futtermitteln, die einer +-Bestrahlung unterzogen
werden (z. B. zwecks Konservierung, Sterilisierung usw.), diirfen auf
Grund der Modelluntersuchung an reinem festem B-Carotin nur be-
schrankt gezogen werden. Sekundirreaktionen, ausgelést durch die
v-Bestrahlung der im komplexen System der Futter- und Lebensmittel
enthaltenen Inhaltsstoffe, kénnen ndmlich weitere, sogar hohe Verluste
an B-Carotin bedingen. In Lebens- und Futtermitteln, deren einzelne
Komponenten strahlenchemisch sehr stabil sind, sollte dagegen eine
Behandlung mit +y-Strahlen auch bei den fiir Sterilisationszwecke
erforderlichen hohen Dosen kaum Verluste am wichtigen Provitamin A
mit sich bringen.
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