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l. Vorwort

l. Vorwort

Die vorliegende Arbeit wurde vom Mai 2010 bis Juli 2014 an der Martin-Luther-Universitat
am Institut fir Chemie, Fachbereich Lebensmittelchemie und Umweltchemie im Arbeitskreis
von Prof. Dr. Marcus A. Glomb angefertigt.

Nach Graduiertenférderungsgesetz des Landes Sachsen-Anhalt wurde das Projekt vom Mai
2010 bis April 2012 finanziert.

Die Veroffentlichung von Forschungsergebnissen erfolgte in internationalen Fachzeit-
schriften. Die Dissertation wurde in kumulativer Form angefertigt. Die Darstellung von
experimentellen Daten, deren Einordnung, Bewertung und Diskussion erfolgte dabei in den
beigefiigten Publikationen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die wissenschaftlichen Einzelaspekte aus den
Veroffentlichungen zusammenzufassen und in den Kontext des Titels ,,Isomerisierung von
Carotinoiden und deren Bedeutung fir die Lebensmittelauthentizitdt und in vivo*
einzuordnen.
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1. Einleitung
1.1 Allgemeines

Carotinoide sind als Pigmente ubiquitar in der Natur verbreitet und fir die charakteristische
Farbung verschiedener Pflanzen und Organismen verantwortlich.!

Neben den farbgebenden Eigenschaften, erfiillen Carotinoide aber auch eine Vielzahl von
biologischen Funktionen. In hoheren Pflanzen dienen sie unter anderem als Antennenpigment
im Lichtsammelkomplex und optimieren so die Lichtausheute wéhrend der Photosynthese.’?
Daruiber hinaus besitzen Carotinoide eine hohe antioxidative Kapazitdt und wirken so
reaktiven Sauerstoffspezies und anderen oxidativ wirksamen Substanzen entgegen.’
Carotinoide bieten damit Schutz gegenuber Singulett-Sauerstoff, der wahrend zu starker
Sonneneinstrahlung in den Chloroplasten gebildet werden kann.?* Diese Wirkung gegen
zytotoxischen Verbindungen ist auch fiir den tierischen Organismus von Bedeutung.
Praventive  Funktionen gegeniiber verschiedenen degenerativen, kardiovaskuléren
Erkrankungen wie Krebs, Bluthochdruck oder Arteriosklerose werden in diesem
Zusammenhang diskutiert.>® Eine Carotinoid-induzierte Verstarkung der Zell-Zell-
Kommunikation {iber sogenannte ,,gap-junctions* ist ebenfalls in der Literatur beschrieben.%°
Demnach konnen Carotinoide Einfluss auf die Regulation von Wachstums- und
Entwicklungsprozessen nehmen.®!® Zudem besitzen einige Carotinoide, wie das S-Carotin,
eine Provitamin-A-Aktivitat und leisten u.a. einen Beitrag zur Funktion des Sehprozesses und
wirken an der Gesunderhaltung der Augen mit.***3 In aktuellen Studien werden vor allem
auch den Carotinoid-Metaboliten zahlreiche Funktionen im menschlichen Organismus
zugeschrieben. Allerdings ist der komplexe Metabolismus der Carotinoide und die daraus
resultierenden Funktionen und Eigenschaften potenter Abbaustrukturen bisher nur wenig
erforscht. Aufgrund der moéglichen gesundheitsférdernden Eigenschaften von Carotinoiden,
gewinnen diese nicht nur erndhrungsphysiologisch an Bedeutung, sondern stehen auch immer
mehr im Fokus von aktuellen Forschungsarbeiten.14-16

1.2 Vorkommen, Eigenschaften und Biosynthese

Aktuell werden etwa 700 verschiedene Verbindungen dieser Stoffklasse zugeordnet.
Strukturell verbindet alle ein langkettiges Kohlenwasserstoff-Grundgerist, das durch ein
ausgedehntes Doppelbindungssystem charakterisiert ist. Klassisch unterscheidet man
zwischen den Carotinen, als reine Kohlenwasserstoff-Verbindungen, und den Xanthophyllen,
die zusétzlich verschiedenartige Sauerstofffunktionalitaten besitzen.t’

Carotinoide werden ausschlieBlich in Pflanzen und Photosynthese betreibenden Mikro-
organismen gebildet. In hoheren Pflanzen erfolgt die Biosynthese in den Plastiden, wie
schematisch in Abb. 1 dargestellt. Als wichtigste Vorlauferstruktur fur verschiedene
Isoprenoide wird zundchst das Geranylgeranyldiphosphat (GGPP) uber den Methyl-
erithritolphosphatweg (MEP) gebildet. Als wichtigster Schritt der Carotinoid-Biosynthese
kann die enzymatische ,head-to-head” Verkniipfung zweier GGPP-Molekiile angesehen
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werden. Uber weitere Zwischenschritte entsteht das farblose Phytoen, das die erste
Carotinoidgrundstruktur im Syntheseablauf darstellt. Aus diesem Tetraterpen wird in
Gegenwart von Desaturasen in einem mehrstufigen Prozess zundchst all-trans-Lycopin
generiert. Dieses dient stets als Ausgangspunkt fur die Synthese anderer Carotinoide. Durch
die Ausbildung von lonon-Ringen an beiden Enden des Lycopin-Molekils kann a- und p-
Carotin generiert werden. Diese bilden dann wiederum den Ausgangspunkt fur diverse
Xanthophylle. Auch hier findet der Einbau verschiedener Sauerstofffunktionalitaten
enzymkatalysiert statt.*’

MEP-Biosynthese-Weg o o /\)\/\)\/\/k/\/k
N I Z Z < @
o
)\/\)\/\/k/\/kﬂ ?' ?-
N N N X 0—P—0—P—0"
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l Desaturasen
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all-trans-Lycopin
W W, Cyc-B
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a-Carotin B-Carotin
| ctrp | crr-b
Lutein Zeaxanthinm Neoxanthin
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Capsanthin ——— Capsorubin
Zep1

Abb. 1: Biosynthese von Carotinoiden in héheren Pflanzen

Da tierische Organismen nicht zur Biosynthese von Carotinoiden beféhigt sind, werden diese
ausschlieBlich Gber die Ernahrung zugefiihrt.® Die tagliche Aufnahme in Europa liegt
zwischen 9,5 und 16,1 mg. Dabei werden diese Mengen nahezu ausschlieBlich durch den
Verzehr von Obst und Gemdise gedeckt. Insgesamt werden etwa 50 verschiedene Carotinoide
mit der Erndhrung zugefiihrt.'® Tatséchlich sind aber nur sechs Strukturen fir die menschliche
Ern&hrung von essentieller Bedeutung. Lycopin, g-Carotin, a-Carotin, Lutein, Zeaxanthin und
S-Cryptoxanthin stellen mehr als 95 % der im Blut nachgewiesenen Carotinoide dar (siehe
Abb. 2).2° Gleichzeitig entfallen bei der tiglichen Aufnahme etwa 35 % auf g-Carotin, 30 %
auf Lycopin und weitere 16 % auf Lutein,?* sodass diese drei Verbindungen besonders
relevant fr wissenschaftliche Untersuchungen sind.
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Abb. 2: Strukturen der ernahrungsphysiologisch bedeutsamsten Carotinoide

Weltweit stellen Tomaten die Hauptquelle ftr Lycopin in der menschlichen Erndhrung dar. So
werden bis zu 97 % der taglich aufgenommenen Menge durch Tomaten und vor allem auch
durch verarbeitete Tomatenprodukte zugefiihrt. Als Nahrungsquelle fur p-Carotin dienen
hauptsachlich Karotten (bis zu 60 %), Spinat (bis zu 26 %) und Tomaten (bis zu 13 %).%

1.3. Isomerisierungsprozess von Lycopin und g-Carotin
1.3.1. Theoretische Grundlagen

Die Struktur der Carotinoide ist durch ein ausgedehntes konjugiertes Doppelbindungssystem
gepréagt. Die Ubliche Nummerierung der Kohlenstoffatome im Carotinoid-Molekil ist am
Beispiel des Lycopins unter Abb. 2 dargestellt. Die Nummerierung der einzelnen Kohlenstoff-
atome erfolgt stets vom terminalen Ende des Kohlenwasserstoff-Grundgerusts bis zum C-
Atom der zentralen Doppelbindung (C1 — C15), die in der Regel die Spiegelebene des
symmetrischen Carotinoid-Rlckgrats bildet. Die Benennung der folgenden Atome erfolgt
dann in umgekehrter Reihenfolge von C15° bis C1¢. Die Nummerierung der verbleibenden
Methyl-Substituenten erfolgt ebenfalls von terminal zu zentral liegenden Gruppen (C16 — C20
bzw. C16° — C20°). Anhand dieser Nomenklatur ist eine eindeutige Beschreibung der cis-
Isomere von Carotinoiden mdglich. Erfolgt beispielsweise die Isomerisierung an der
Doppelbindung zwischen dem C5- und C6-Atom wird in der Folge vom 5-cis-Carotinoid
gesprochen. Bereits geringe Aktivierungsenergien fiihren innerhalb des Polyengrundgersts
zur Anhebung eines Elektrons vom bindenden n-Orbital in das anti-bindende n*-Orbital der
Doppelbindungen. Uber den Rotationsmechanismus kann sich die angeregte Doppelbindung
leicht verdrillen, wie in Abb. 3 dargestellt. Beim erneuten Ubergang in den Grundzustand
kann dies zur Ausbildung von cis-Isomeren fiithren.1??
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Abb. 3: Rotationsmechanismus zur Ausbildung von cis-Isomeren

So konnen theoretisch an jeder Doppelbindung eines Carotinoids zwei Konfigurationen
ausgebildet werden, wobei in der Natur tatsachlich aber nur wenige dieser moglichen Isomere
nachgewiesen wurden. Dabei handelt es sich vor allem um mono-cis- und einige di-cis-
Isomere. Die Bildung von cis-Isomeren verldauft dabei nicht zufallig, sondern ist abhdngig von
den benotigten Anregungsenergien und den Stabilitaten der einzelnen Isomere. Diese wurden
durch ab initio Studien von Chasse et al. und Guo et al. ausfiihrlich beschrieben.?*2* Demnach
besitzen all-trans-g-Carotin und all-trans-Lycopin die niedrigste potentielle Energie. Cis-
Isomere mit einer Methyl-Gruppe an der betreffenden Doppelbindung (5-cis, 9-cis, 13-cis)
sind stets durch niedrigere Energieniveaus im Vergleich zu den nicht methyl-substituierten
cis-Isomeren (7-cis, 11-cis, 15-cis) gekennzeichnet. Gleichzeitig ist die potentielle Energie
umso niedriger, je dezentraler die cis-Bindung lokalisiert ist (5-cis < 9-cis < 13-cis). Daruber
hinaus ist die Isomerisierung von all-trans zu zentralen cis-Isomeren durch niedrige
Anregungsenergien begunstigt. Die Bildung von 9-cis, 7-cis oder 5-cis im Falle von Lycopin
sind wie aus Abb. 4 ersichtlich stark gehindert. 5-cis-Lycopin sticht mit einer benétigten
Anregungsenergie von 35.2 kcal/mol im Vergleich zu allen anderen Isomeren besonders
hervor. Die Stabilititen von mono-cis-Isomeren werden durch die Rotationsbarriere (AE(?)
beschrieben. Diese gibt an, welche Menge an Energie benétigt wird, um eine Rickreaktion
zum trans-lsomer zu ermdglichen. Die Rotationsbarriere ergibt sich dabei aus der Differenz
der Anregungsenergie zur Bildung von cis aus trans und der potentiellen Energie des
betreffenden Isomers. Daraus ergibt sich folgende Reihenfolge fir die Stabilitdt von cis-
Isomeren: all-trans, 5-cis-Lycopin > 9-cis > 7-cis > 13-cis > 15-cis > 11-cis.?*

Diese theoretischen Abhandlungen bilden die Grundlage zur Interpretation verschiedenartiger
Isomerisierungsprozesse und konnen die in der Literatur beschriebenen Beobachtungen
hinreichend erklaren. Laut Guo et al. stellen die 11-cis-Isomere aufgrund der niedrigsten
Rotationsbarriere (18,9 kcal/mol fir s-Carotin und 16,8 kcal/mol fur Lycopin) aller mono-cis-
Isomere die labilsten VVerbindungen innerhalb der Carotinoide dar.?* Dementsprechend konnte
bisher kein experimenteller Nachweis (ber die Existenz von 11-cis-Carotinen erbracht
werden.
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Abb. 4: Potentielle-Energie-Diagramme von g-Carotin (links) und Lycopin (rechts) im Grundzustand So
(alle angegebenen Energien (kcal/mol) sind auf das all-trans-l1somer referenziert) nach Guo et al.?*

Neben den in der Natur dominant auftretenden all-trans-Carotinoiden sind vor allem 5-cis-,
9-cis-, 13-cis- und 15-cis-Lycopin sowie 9-cis-, 13-cis- und 15-cis-f-Carotin von Bedeutung.
Wie aus den theoretischen Studien hervorgeht, kénnen diese Verbindungen bereits unter
milden, lebensmitteltypischen Bedingungen gebildet werden und besitzen gleichzeitig eine
hinreichende Stabilitat.?32*

1.3.2 Thermische Isomerisierung von Lycopin und g-Carotin

Generell kann die Anregung und die damit verbundene Isomerisierung thermisch,
photochemisch oder chemisch induziert werden. In der Literatur ist vor allem der thermische
Isomerisierungsprozess ausfihrlich beschrieben. Bereits 1970 konnten Sweeney und Marsh
zeigen, dass die thermische Behandlung von Lebensmitteln zum Verlust von Carotinoiden
fuhrte. Gleichzeitig wiesen sie einen Pro-Vitamin-A-Verlust von 15— 35 % in behandeltem
Gemise nach und begriindeten dies durch die Umwandlung von all-trans-g-Carotin in cis-
Isomere.?® Erst die Entwicklung leistungsfahiger Analyseverfahren erlaubte eine nahere
Charakterisierung der entstandenen Strukturen. So identifizierten Tsukida et al. (1982) mittels
NMR-Spektroskopie die bis dahin durch Zechmeister et al. (1944) beschriebenen neo-
p-Carotin B und neo-g-Carotin U als 13-cis- und 9-cis-p-Carotin.?®272® Eine ausfiihrliche
Beschreibung zur thermischen lIsomerisierung gelang Kuki et al. im Jahr 1991.2° Eine
dreiBigmindtige Erhitzung von all-trans-g-Carotin bei 80 °C fuhrte hier zur dominanten
Bildung des 13-cis-Isomers (Isomeren-Anteil ca. 20 %). Die Bildung von 15-cis und 9-cis (je
5 %) wurde in einem deutlich geringeren Ausmal} beobachtet. Der Isomerisierungsverlauf war
durch einen schnellen Anstieg zu Beginn der Inkubation gekennzeichnet, wohingegen im
spateren Verlauf fur alle Isomeren Gleichgewichtskonzentrationen angestrebt wurden. Der
Reisomerisierungsprozess von cis-Isomeren konnte durch diese Studie ebenfalls beschrieben
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werden. Die thermische Behandlung von 13-cis-f-Carotin fuhrte nahezu ausschlie3lich zur
Umwandlung in die all-trans-Konfiguration. Ahnliche Ergebnisse zeigte der Umsatz von
reinem 15-cis-p-Carotin, allerdings entstanden hier zusatzlich nennenswerte Mengen an
13-cis. Diese Versuche liefern damit die Begrindung fur die Einstellung der zuvor
beobachteten Gleichgewichtskonzentration, da es sich bei der trans/cis-lIsomerisierung um
einen reversiblen Prozess handelt. Interessanterweise wurde das 9-cis-Isomer nur in geringen
Anteilen zum all-trans zuriickgefiihrt.?® Dies verdeutlicht eine erhohte Stabilitit im Vergleich
zu 15- oder 13-cis und bestatigt die zuvor beschriebene theoretische Abhandlung.?* Die
Bedeutung von 15-cis- und vor allem 13-cis-g-Carotin fur thermische Behandlungen wurde
durch weitere Studien belegt.3®3® Die Entstehung der beiden Strukturen wurde auch bei
milden Temperaturen (37 °C) als unvermeidbar eingestuft, auch wenn die Bildung in diesem
Fall nur langsam voranschreitet.®? So wurde beispielsweise ein Isomeren-Anteil von lediglich
3% 13-cis-p-Carotin nach 6-tagiger Inkubation bei Raumtemperatur nachgewiesen,
wohingegen der Umsatz bei 70 °C bereits nach 5 Minuten in 11 % des Isomers resultierte.!
Im Gegensatz dazu wurde eine signifikante Bildung von 9-cis-fg-Carotin meist erst nach
deutlich langeren Erhitzungsphasen oder bei drastischeren Temperaturbedingungen
beobachtet.>* Durch eine Behandlung bei 110 °C iiber 90 Minuten zeigten Zeb et al. eine
nahezu vollstandige Umwandlung der all-trans-Konfiguration in das 9-cis-Isomer (von 1,7 %
auf 69,2 %). Das 13-cis-Isomer wurde unter diesen Bedingungen nicht gebildet, wohingegen
ein deutlicher Anstieg des 9,13-di-cis-Isomers auf einen Anteil von 9,4 % beobachtet wurde.>*

Im Gegensatz zu p-Carotin wird der thermische Isomerisierungsprozess von Lycopin in der
Literatur kontrovers diskutiert. Der zu erwartende thermisch induzierte Abbau von all-trans-
Lycopin konnte in einigen Studien nicht beobachtet werden. Lee et al. postulierten sogar
einen marginalen Anstieg an all-trans-Lycopin nach 8-tdgiger Behandlung bei 50 °C,
wohingegen alle betrachteten cis-lsomere (5-cis, 9-cis, 13-cis, 15-cis) abgebaut wurden.®®
Diese Ergebnisse wurden zum Teil durch Shi et al. bestatigt. Eine Erhitzung bei 100 °C (6 h)
fiihrte lediglich zu einem signifikant erhohten Gehalt des all-trans-Isomers.®® Interessanter-
weise konnte aber bei einer milderen Behandlung (60 °C) oder einer starkeren Erhitzung
(120 °C) ein deutlicher Anstieg an cis-Isomeren festgestellt werden. Eine néhere
Charakterisierung der entstehenden cis-Isomere erfolgte wahrend dieser Arbeiten nicht.%
Andererseits wurden selbst unter sehr milden Bedingungen starke Umsetzungsraten
beobachtet. So konnten bereits 16,0 % 13-cis-Lycopin nach eintdgiger Lagerung
(Raumtemperatur) eines all-trans-Standards nachgewiesen werden, wahrenddessen andere
Isomere nur in Spuren gebildet wurden.®” Erst nach 33 Tagen entstanden relevante Mengen an
5-cis- (12,2 %) und 9-cis-Lycopin (4,2 %). Die Konzentration an 13-cis anderte sich wahrend
dieser Zeit nur noch geringfligig, sodass sich auch in diesem Fall bereits ein Gleichgewicht
eingestellt hatte.3” Colle et al. bestatigten diese Ergebnisse im Anschluss.%® Die Bestimmung
der Gleichgewichtskonzentrationen der einzelnen Isomere fihrte zu einer linearen
Abhéngigkeit von der Temperatur. Demnach wird das Gleichgewicht mit steigenden
Temperaturen auf die Seite der cis-lIsomere verschoben. Betragt die Gleichgewichts-
konzentration des all-trans-Isomers bei 80 °C noch 71,5 %, so verschiebt sich der Anteil bei
140 °C auf lediglich 44,8 %. Die Gleichgewichtskonzentrationen der einzeln betrachteten cis-
Isomere waren im Gegensatz dazu nicht von der Temperatur abhdngig. 5-cis, 9-cis und 13-cis
strebten stets vergleichbare Gleichgewichtskonzentrationen an. Bemerkenswert ist dabei, dass
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5-cis und 9-cis erst bei Temperaturen ab 100 °C generiert werden konnten, wohingegen 13-
cis-Lycopin bereits bei 80 °C eine Endkonzentration von etwa 9 % erzielte.®® Auch Takehara
et al. konnten die bevorzugte Bildung von 13-cis-Lycopin unter milden Bedingungen (50 °C)
bestatigen. Demnach entsprach die Bildungsrate des 13-cis nahezu der Abbaurate des
eingesetzten all-trans-Standards und erreichte bereits nach 10 Stunden sein Maximum.
Weitere cis-Isomere, wie 9-cis oder 5-cis, waren auch hier erst im spateren Verlauf von
Bedeutung und erreichten nach etwa 144 Stunden ihre Maximalkonzentrationen.*

Fur Lycopin wurde im Vergleich zu p-Carotin ein dhnlicher Mechanismus wahrend der
thermischen Behandlung beobachtet. Vor allem die terminalen Isomere, wie 5-cis und 9-cis,
zeigten Uber einen Zeitraum von 33 Tagen eine vergleichsweise hohe Stabilitdt. Die
Umwandlung zu all-trans-Lycopin erfolgte nur in sehr geringen Anteilen (etwa 10 %). Im
Gegensatz dazu war das 13-cis-lsomer durch eine deutlich geringere Stabilitét
gekennzeichnet. Bereits nach zwei Tagen Lagerung bei Raumtemperatur wurde eine
Isomeren-Reinheit von lediglich 49,2 % bestimmt. Nach 33 Tagen konnten nur noch 25,4 %
13-cis nachgewiesen werden, wohingegen 50,5 % in all-trans-Konfiguration vorlagen.®’
Gleichzeitig konnte innerhalb dieser Studie gezeigt werden, dass der Isomerisierungsprozess
stark I6sungsmittelabhangig ist. Vor allem Dichlormethan flihrte zu einem deutlich héheren
Isomerisierungsgrad im Vergleich zu n-Hexan oder Diethylether. Des Weiteren fiihrt der
Einsatz verschiedener Losungsmittel zu unterschiedlichen Isomeren-Mustern. Beispielsweise
konnte eine bevorzugte Bildung von 5-cis- und 9-cis-Lycopin in Dichlormethan beobachtet
werden, wohingegen in Diethylether und n-Hexan vor allem 13-cis gebildet wurde.*’

Unter Bericksichtigung der theoretischen und experimentellen Studien kénnen die zentralen
cis-Isomere als kinetisch kontrollierte Reaktionsprodukte angesehen werden, da sie vor allem
zu Beginn der thermischen Behandlung in groBem Umfang gebildet werden. Die vergleichs-
weise niedrigen Aktivierungsenergien belegen diese Kinetik. Erst bei deutlich langeren oder
drastischeren Reaktionsbedingungen werden energetisch gehinderte Isomere, wie das 5-cis
oder 9-cis, ausgebildet und stellen dann die dominant gebildeten Reaktionsprodukte dar. Es
handelt sich somit um die thermodynamisch kontrollierten Produkte.?

Zusammenfassend lassen sich die 15-cis- und vor allem die 13-cis-Isomere als die wichtigsten
Strukturen im thermisch induzierten Isomerisierungsprozess von p-Carotin und Lycopin
identifizieren. Dariiber hinaus findet auch 9-cis-g-Carotin in der Literatur Erwahnung,
allerdings wird dieses nur in geringem Ausmal’ oder erst bei deutlich erhéhten Temperaturen
gebildet. Vergleichbare Ergebnisse werden fiir 9-cis- und 5-cis-Lycopin beschrieben, da auch
hier die Bildung der endstandigen cis-Isomere energetisch gehindert ist.

Insgesamt sind die umfangreichen Ergebnisse zur thermisch induzierten Isomerisierung von
Carotinoiden nur bedingt vergleichbar, da der Prozess von sehr vielen Parametern (Wahl der
Temperatur, Losungsmittel, Anwesenheit von Sauerstoff oder Licht) abhéngig ist und keine
einheitlichen Modellsysteme existieren. Dies liefert eine mogliche Erklarung fir die zum Teil
widersprichlichen Ergebnisse innerhalb der aktuellen Literatur. Gleichzeitig stellt sich in
diesem Zusammenhang die Frage nach der Ubertragbarkeit auf komplexe Matrizes, wie
Lebensmittel oder lebende Organismen.
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In der Literatur existiert eine Vielzahl an Studien, die sich mit der thermisch induzierten
Isomerisierung von Carotinoiden im Lebensmittel beschéftigen. Tab. 1 stellt eine Ubersicht
uber ausgewdhlte Ergebnisse zum Isomerisierungsgrad von frischen und thermisch
behandelten Lebensmitteln dar.

Tab. 1: Ubersicht zur Isomerenzusammensetzung in frischen und thermisch behandelten Lebensmitteln

Anteile an g-Carotin in % Anteile an Lycopin in %
Lebensmittel all-trans 9-cis 13-cis 15-cis all-trans 5-cis 9-cis 13-cis 15-cis
Brokkoli @
frisch 70,5 12,1 8,0 4,8
gekocht 70,2 13,3 8,1 4.2
Kohl @
frisch 75,0 12,2 57 3,1
konserviert 56,0 314 4.6 2,2
Spinat
frisch @ 78,5 9,7 6,2 -
konserviert 2 65,5 20,5 6,0 3,1
konserviert © 58,4 26,3 15,3
Pfirsich 2
frisch 73,3 10,0 16,7 -
konserviert 60,0 13,3 26,7 -
Tomate
frisch 2 87,0 59 7.1 -
konserviert 2 68,8 7,7 16,8 6,7
konserviert © 53,0 8,2 38,8 -
SiiRkartoffel °
frisch 100,0 0,0 0,0
konserviert 75,4 8,9 15,7
Kirbis ©
frisch 75,0 9,7 15,3
konserviert 66,6 11,4 22,0
Karotte ®
frisch 100,0 0,0 0,0
konserviert 72,8 8,1 19,1
Karottensaft ¢
unbehandelt 100,0 - 0,0
pasteurisiert 91,9 - 7,7
sterilisiert 86,6 2,2 11,7
Tomate 9
frisch 89,0 7,0 2 x-cis: 4,1
erhitzt 84,0 59 2 x-cis: 10,1
Tomatenmark €
unbehandelt 85,4 4,7 2,8 2,0 51"
pasteurisiert? 73,2 55 47 10,2 6,4"
sterilisiert T2 52,9 3,6 18,3 10,8 14,3*
sterilisiert HP3 81,5 51 3,1 4,3 59"
Bolognese Sauce f
unbehandelt 67 14 6 5
erhitzt (10 min) 60 14 8 7

2 nach Lessin et al. (1997)%, ® Chandler et al. (1987)*, ¢ Marx (2003)%, ¢ Colle (2010)%*, ¢ Knockaert (2012)*, ¥ Schierle (1996)*, - nicht
detektiert, pasteurisiert (100 °C, 30 min), sterilisiert (100 °C, 30 min), erhitzt (140 °C, 30 min), * andere cis, ! intensive thermische
Pasteurisierung, 2 thermische Sterilisation Fo = 1,5 min, * Hochdrucksterilisation Fo = 1,5 min

Unter Betrachtung dieser Ergebnisse kann man feststellen, dass der Einfluss einer
thermischen Behandlung von Lebensmitteln auf die Carotinoid-lsomerenzusammensetzung
ausfuhrlich untersucht wurde. Im Allgemeinen konnten die Beobachtungen aus der
thermischen Isomerisierung von einfachen Standardldsungen auf komplexe Lebensmittel-
matrizes Ubertragen werden. Unabhangig von der Art der Behandlung oder der Art des
Lebensmittels kann wahrend der thermischen Behandlung bei nahezu allen Studien eine
Abnahme der all-trans-Isomere beobachtet werden. Dabei findet auf Seiten des p-Carotins
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eine bevorzugte Umwandlung zum 13-cis-lsomer statt. Gleichzeitig konnte stets ein
signifikanter Anstieg der 9-cis-S-Carotin-Konzentration festgestellt werden. Allerdings wurde
dieses Isomer meist nur in deutlich geringeren Mengen im Vergleich zum 13-cis ausgebildet.
Damit konnten die erwarteten Beobachtungen aus den Modellversuchen bestatigt werden.
Inwieweit 15-cis-f-Carotin als moglicher Marker fir eine thermische Behandlung angesehen
werden kann, ist anhand der aktuellen Literatur nur bedingt mdglich, da dieses Isomers nur in
wenigen Studien in die Betrachtungen mit einbezogen wurde.

Far Lycopin koénnen derart charakteristische Marker fur eine thermische Erhitzung von
Lebensmittel nicht ohne weiteres identifiziert werden. Oft werden bei Studien lediglich die
Gesamtgehalte oder die Summe an cis-Lycopin-Isomeren betrachtet, wodurch keine klaren
Trends im Isomerisierungsverhalten abgeleitet werden kénnen. Beispielsweise beobachteten
Shi et al. einen Anstieg von cis-Lycopin-lsomeren von 26,4 % auf 32,8 % wahrend einer
6-stindiger Erhitzung (60 °C) von Tomatenmark, ohne jedoch die Isomere einzeln zu
bestimmen.*® Gleichzeitig wird der Isomerisierungsverlauf wie bereits erwahnt sehr stark von
der Art der thermischen Behandlung beeinflusst. Vergleichsweise milde Behandlungs-
verfahren, wie beispielsweise die thermische Pasteurisierung, fiihrten bevorzugt zur Bildung
von 13-cis-Lycopin, aber auch zu signifikanten Mengen an 9-cis.*>** Beim thermischen
Sterilisierungsprozess kehrten sich die Verhéltnisse der beiden Isomere um. Hier stellte nun
das 9-cis-Lycopin mit einem Anteil von 18,3 % das dominante cis-Isomer dar. Im Gegensatz
dazu fuhrte der Einsatz von Hochdruck-Behandlungen zu einem stark abgeschwachten
Isomerisierungsprozess, wobei lediglich 5-cis-Lycopin gesteigerte Bildungsraten im
Vergleich zu den rein thermischen Verfahren zeigte.*?

Auch hier ist eine direkte Vergleichbarkeit der in der Literatur bestimmten Ergebnisse
aufgrund der Variabilitat innerhalb der Behandlungsverfahren oder aber auch in Abhangigkeit
der betreffenden Lebensmittelmatrix nur bedingt mdglich. Zusammenfassend kdnnen
trotzdem vor allem 13-cis- und 9-cis-Lycopin als Marker fiir eine thermische Belastung in
Lebensmitteln angesehen werden. Das energetisch gehinderte 5-cis-Lycopin spielt bei den
ublichen Behandlungsverfahren eine eher untergeordnete Rolle und wird anscheinend nur in
Gegenwart von hohen Driicken gebildet.

1.3.3 Photochemische Isomerisierung von Lycopin und g-Carotin

Die photochemisch induzierte Isomerisierung von Carotinoiden ist im Vergleich zum
thermischen Prozess in deutlich geringerem Umfang untersucht und ist gleichzeitig von
nahezu keiner praktischen Relevanz. Da wiederum keine einheitlichen Modellsysteme
verwendet wurden, existieren bisher keine vergleichbaren Ergebnisse, wodurch der
Isomerisierungsprozess aktuell sehr widersprichlich diskutiert wird. Die umfangreichsten
Studien zur Beschreibung der photochemisch-induzierten lIsomerisierung von p-Carotin
erfolgten durch Kuki et al. Dabei wurde bei der Bestrahlung von all-trans-f-Carotin
hauptséchlich das 13-cis-Isomer gebildet, wohingegen 9-cis und 15-cis in geringerem Umfang
generiert wurden. Dabei flihrte die Bestrahlung mit unterschiedlichen Wellenldngen (337 nm
oder 488 nm) zu vergleichbaren Isomerenmustern, wobei alle Bildungsraten einem linearen
Verlauf unterlagen. Im Gegensatz zur thermischen Isomerisierung wurden dementsprechend
keine  Gleichgewichtskonzentrationen  beobachtet.?® Des  Weiteren wurde  der
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Isomerisierungsprozess der cis-lsomere untersucht, wobei die Bestrahlung mit
unterschiedlichen Wellenlédngen zu Verénderungen im Isomerenmuster fiihrte. Beispielsweise
wurde 13-cis-p-Carotin  nach Anregung bei 488 nm ausschlielich in die all-trans-
Konfiguration uberfuhrt, wohingegen eine Bestrahlung bei 337 nm zusétzlich zu einer
Bildung von 9-cis-p-Carotin fiihrte.?® Weitere Studien bestétigen die Bedeutung von 13-cis-
und 9-cis-p-Carotin fiir die photochemisch induzierte Isomerisierung.*>* In diesem Fall
wurde wéhrend der Bestrahlung das 9-cis-p-Carotin als dominantes Isomer identifiziert,
wohingegen 13-cis eine geringe Photostabilitit zeigte.3° Der Anteil an 9-cis-B-Carotin stieg
beispielsweise wahrend einer 2-tdgigen Lichtexposition von 1,5 % auf 5,1 % an, wahrend sich
der 13-cis-Anteil lediglich verdoppelte (von 3,0% auf 6,5%) und schliellich eine
Gleichgewichtskonzentration erreichte.*® Andere Studien widersprechen diesen Ergebnissen
wiederum, da zum Teil keine signifikanten Anderungen wiéhrend der lichtinduzierten
Isomerisierung festgestellt wurden.33347 Aman et al. beobachteten lediglich geringfiigige
Anstiege der 9-cis- und 13-cis-f-Carotin-Konzentrationen wahrend der Bestrahlung einer all-
trans-Standardldsung. Erst in Gegenwart von Sensibilisatoren, wie Chlorophyll, wurde ein
signifikanter Anstieg an 9-cis-f-Carotin beobachtet, wobei Gleichgewichtskonzentrationen
von etwa 22 % erreicht wurden.®®

Im Fall von Lycopin existieren nur wenige Studien, die den photochemischen Isomeri-
sierungsprozess umfangreich beschreiben. Gleichzeitig fiihren die Studien im Allgemeinen zu
sehr unterschiedlichen Ergebnissen, die eine einheitliche Bewertung der ablaufenden Prozesse
nicht zulassen. Wahrend einer 12-t4gigen Belichtung von Tomatenmark beobachteten Shi et
al. keine signifikante Anderung der Konzentration an all-trans-Lycopin, wohingegen die cis-
Isomeren-Gehalte von 4,00 auf 2,80 mg/100g reduziert wurden. Im Ergebnis wurde damit den
cis-Isomeren im Vergleich zur all-trans-Form eine geringere Stabilitdt gegentber Licht
zugesprochen.®® Untersuchungen von Lee et al. widerlegen diese Ergebnisse, hier wurde nach
144 Stunden Bestrahlung ein starker Abbau von all-trans-Lycopin (-13,1 %) nachgewiesen.
Dabei resultierte die Isomerisierung hauptsachlich in 13-cis-Lycopin (+5,3 %), wahrend 15-
cis, 9-cis und 5-cis in geringerem AusmaR (zwischen 0,5 % und 1,5 %) gebildet wurden.*
Néhere Beschreibungen zum detaillierten Isomerisierungsprozess sind in der aktuellen
Literatur nicht vorhanden. Andere Studien beschreiben oftmals die Bildung von cis-Isomeren
als Summenparameter und liefern so nur wenig Information zu spezifischen
Reaktionsabldufen. Chen et al. beobachteten beispielsweise wahrend der Bestrahlung von
all-trans-Lycopin  einen schnellen Anstieg der cis-Isomeren-Konzentration. Eine
Bestrahlungsdauer von mehr als 24 Stunden flhrte allerdings zu einem vollstandigen Abbau
der cis-lsomeren, sodass diese erneut mit einer reduzierten Stabilitdt gegenlber Licht
charakterisiert wurden.”® Im Gegensatz dazu beobachteten Calvo et al. eine hinreichende
Stabilitat der cis-Isomere, hier strebten die gebildeten Strukturen nach 19 Tagen Lagerung
sogar eine Gleichgewichtskonzentration an. Als mengenmaRig bedeutsamstes cis-Isomer
wurde in diesem Fall vermutlich das stabile 5-cis-Lycopin identifiziert.*® Eine gesicherte
Beschreibung des gebildeten Isomers war innerhalb der beschriebenen Studie aufgrund von
fehlendem Referenzmaterial nicht mdoglich, sodass die Zuordnung lediglich auf der
Retentionsfolge basierte.*® Prinzipiell ist die fehlende Betrachtung der gewahlten Lichtquellen
als mangelhaft zu betrachten, da wie bereits wéhrend der thermischen Isomerisierung oder in
den theoretischen Studien von Guo et al. beschrieben, die eingesetzte Energiemenge einen
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entscheidenden Einfluss auf den Isomerisierungsverlauf nimmt.?* Dementsprechend wurden
vor allem fir Lycopin extrem unterschiedliche Eigenschaften gegeniiber der Reaktion mit
Licht publiziert.

Aufgrund dieser unterschiedlichen Ergebnisse ist die photochemische Isomerisierung von
nahezu keiner praktischen Relevanz. Pott et al. konnten zwar erhohte Gehalte an 9-cis-
S-Carotin in sonnengetrockneten Mangos nachweisen, allerdings fehlten in dieser Studie
authentische Vergleichsdaten innerhalb einer Varietit.> So wurde in der Varietit Kaew ein
deutlich erhohter Gehalt an 9-cis-f-Carotin (2050 pg/100g TM) im Vergleich zur frischen
Mango (1010 pg/100g TM) nachgewiesen, allerdings wurde der Einfluss einer konventio-
nellen Trocknung nicht betrachtet, obwohl die Untersuchung einer weiteren Varietat (Kent)
zeigte, dass auch das thermische Verfahren zur Bildung von 9-cis-f-Carotin flhrte. Eine
Differenzierung der Behandlungsverfahren ist somit nur bedingt moéglich, da zusatzlich eine
starke Sortenabhangigkeit festgestellt wurde.*® Kuti et al. untersuchten unter anderem den
Einfluss der Anbaubedingungen auf den Lycopin-Gehalt, sowie die Isomerenzusammen-
setzung in verschiedenen Tomaten-Genotypen.

Tab. 2: Lycopin-Gehalte und Isomerenzusammensetzung von Tomaten nach Kuti et al.>°

Gewaéchshaus Freiland
Varietat Gehalt cis-lsomeren all-trans Gehalt cis-lsomeren all-trans
(mg/kg FG) Anteil (%) Anteil (%) (mg/kg FG) Anteil (%) Anteil (%)

Better Boy 19,9 13,07 86,93 14,0 24,29 75,71
Monte Carlo 8,3 25,00 75,00 6,1 39,34 60,66
Druzba 29,7 13,13 86,87 23,6 11,86 88,14
Husky Red 33,6 10,42 89,58 10,8 23,15 76,85
Polish Giant 9,7 18,56 81,44 53 24,53 75,47
GS-114 33,3 13,81 86,19 12,6 36,51 63,49
TMT-521 35,4 14,69 85,31 21,6 38,89 61,11
Sun Cherry 57,3 11,13 88,87 82,5 1,45 98,55
Sugar Lump 63,6 4,25 95,75 116,7 6,17 93,83

Prinzipiell zeigte sich eine starke Variabilitdt der Isomerenzusammensetzung und der
Lycopin-Gehalte zwischen den verschiedenen Sorten (Tab. 2). Beispielsweise schwankte der
cis-Isomeren-Anteil innerhalb der runden Tomatenvarietaten unter Gewéchshausbedingungen
zwischen 8,33 und 35,71 %. Nichtsdestotrotz wurden deutliche Tendenzen im Vergleich der
Anbaubedingungen festgestellt. Dabei zeigten Tomaten die unter Freilandbedingungen
angebaut wurden in der Regel einen héheren Isomerisierungsgrad im Vergleich zu Tomaten
der gleichen Varietat die im Gewéchshaus kultiviert wurden. Lediglich bei 11 der 39 (28 %
der Proben) untersuchten Sorten zeigten die Gewé&chshaustomaten erhohte cis-Isomeren-
Anteile, wie in Tab. 2 an den Varietiten Druzba und Sun Cherry zu erkennen ist.>® Im
Ergebnis wurde den Anbaubedingungen und dem Genotyp ein starker Einfluss auf den
Lycopin-Gehalt zugesprochen.®® Gleichzeitig unterstreicht diese Studie den Einfluss
unterschiedlicher Lichtregime auf den Isomerisierungsgrad von Carotinoiden. Eine Kklare
Differenzierung der Anbaubedingungen war allerdings nicht mdéglich, da pro Varietat nur
wenige Proben (n=3) untersucht wurden, was zum Teil in sehr groRen Standardab-
weichungen resultierte. Mdgliche Unterschiede im cis-Isomerenmuster wurden in dieser
Studie nicht genauer betrachtet, da vor allem die Unterscheidung verschiedener Genotypen im
Fokus der Untersuchungen stand.
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Insgesamt betrachtet wurde die photochemische lIsomerisierung von Carotinoiden bisher
wenig einheitlich beschrieben und ermdglicht so keine klaren Aussagen zum Isomerisierungs-
verhalten unter verschiedenen Lichtbedingungen. Aufgrund dieser Sachlage existiert bis heute
keine echte praktische Relevanz, obwohl einige Studien die Eignung der Isomeren-Analyse
zur Differenzierung von Anbaubedingungen oder industriellen Behandlungsverfahren
andeuten.

1.3.4 Chemische Isomerisierung von Lycopin und g-Carotin

Carotinoide sind allgemein dafiir bekannt gegen reaktive Sauerstoffspezies oder freie Radi-
kale zu wirken und so den Organismus gegeniiber oxidativem Stress zu schiitzen.®>
Carotinoide sind dementsprechend in der Lage derartige Spezies zu inaktivieren. Dieser
sogenannte Quenching-Effekt kann dabei (iber zwei verschiedene Mechanismen verlaufen.®®
Beispielsweise fuhrt die Reaktion von Singulett-Sauerstoff mit Carotinoiden zu einem
Energietransfer, wodurch das Sauerstoff-Molekll in den Triplett-Grundzustand (berfiihrt
wird.® Gleichzeitig kommt es zur Anregung des Carotinoid-Molekiils, das die aufgenommene
Energie schnell an die Umgebung abgeben kann und so selbst wieder in den Grundzustand
gelangt. Beim Ubergang in den Grundzustand wird die zuvor aufgenommene Energie meist in
Form von Wirme wieder abgegeben.®®” Gleichzeitig kann dieser Ubergang auch mit einer
Isomerisierung des Carotinoids verbunden sein.®® Dieser Reaktionsmechanismus wird als
physikalisches Quenching bezeichnet.> Einen zweiten Reaktionsmechanismus stellt das
chemische Quenching (Scavenging) dar.>® Dabei handelt es sich um chemische Reaktionen
zwischen dem Carotinoid und den reaktiven Spezies, was Ublicherweise zum oxidativen
Abbau des Quenchers fiihrt.%

In der Literatur wird vor allem das Quenching von Singulett-Sauerstoff durch verschiedene
Carotinoide beschrieben. Die Inaktivierung der reaktiven Sauerstoff-Spezies erfolgt dabei
nahezu ausschliellich Uber das physikalische Quenching, wohingegen der Anteil einer
chemischen Reaktion bei lediglich 0,05 % liegt.>® Umso erstaunlicher ist, dass keine Studien
existieren, die den Singulett-Sauerstoff induzierten Isomerisierungsprozess von Carotinoiden
hinreichend beschreiben. Laut Foote et al. fuhrte die Umsetzung von 15-cis-g-Carotin mit
Singulett-Sauerstoff zu einer nahezu vollstindigen Umwandlung in die all-trans-
Konfiguration.>® Vergleichbare Ergebnisse publizierten Manitto et al. Dabei wurde 13-cis-
Crocin, ein Ester der C20-Dicarbonsdure Crocetin, ebenfalls effektiv in die all-trans-Form
iiberfiinrt.5° Weitere Studien zur chemischen Isomerisierung sind in der aktuellen Literatur
nicht vorhanden, da oftmals die Quenching-Reaktion unter Wéarmeabgabe ohne Verénderung
des Carotinoids zugrunde gelegt wird. Zudem stehen in vielen Publikationen die antioxi-
dativen Kapazitdten bzw. die Quenching-Kapazitit einzelner Carotinoide im Fokus der
Arbeiten. Prinzipiell stellt Lycopin den effektivsten Singulett-Sauerstoff-Quencher unter allen
natlrlichen Carotinoiden dar. Die Kapazitat Ubertrifft die von p-Carotin um etwa das
Doppelte und die von a-Tocopherol um den Faktor 100.652 Damit besitzt Lycopin die
Fahigkeit, andere oxidierte Carotinoide zu regenerieren und parallel dazu selbst oxidiert zu
werden.®’
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Abb. 5: Schematische Darstellung zur Quenching-Reaktion von g-Carotin mit reaktiven Spezies

Wahrend das physikalische Quenching von Carotinoiden in der Literatur kaum Betrachtung
findet, existieren im Gegensatz dazu zahlreiche Studien, die sich mit dem chemischen
Quenching von Singulett-Sauerstoff und Carotinoiden beschaftigen.>® Allerdings wurden auch
hier durch in vitro Modelle nur wenige charakteristische Reaktionsprodukte fir einen
Singulett-Sauerstoff induzierten Abbau von Carotinoiden identifiziert. Demzufolge wurden
auch in vivo nur wenige Carotinoid-Abbaustrukturen nachgewiesen. Dabei handelte es sich
vor allem Oxidationsprodukte, die entweder aus einer enzymatischen Spaltung oder aus
Reaktionen mit Radikalen resultieren.®3-6” Theoretisch kann allerdings jede Doppelbindung
des Carotinoid-Grundgerists durch Singulett-Sauerstoff direkt angegriffen werden, wodurch
eine Vielzahl an Aldehyden und Ketonen entstehen kann.®8% Stratton et al. wiesen durch in
vitro Modelle (photo-sensibilisierte Oxidation mittels Bengalrot) die Bildung von s-Apo-8°-,
B-Apo-10°- und pB-Apo-14‘-Carotinal nach.®® Andere Studien belegten die Bildung von
Endoperoxiden, Epoxiden, und Lactonen, zu denen auch einige fliichtige Oxidationsprodukte
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zahlen, die somit auch an der Aromaausbildung von verschiedenen Lebensmitteln beteiligt
sein konnen (sieche Abb. 6).5°7t Unter all diesen Strukturen zahlt das p-Carotin-5,8-
endoperoxid als die quantitativ bedeutsamste Verbindung, die bei der photo-sensibilisierten
Oxidation von p-Carotin durch Singulett-Sauerstoff entstehen kann (Abb. 5).%872 Eine
Bildung Uber enzymatische Prozesse oder Reaktionen mit freien Radikalen ist dagegen
ausgeschlossen, sodass der Nachweis dieser Endoperoxide als spezifischer Marker fir die
Anwesenheit von  Singulett-Sauerstoff angesehen werden kann.* Einige dieser
Abbauprodukte, unter anderem das spezifische p-Carotin-5,8-endoperoxid, wurden bereits in
verschiedenen tierischen und menschlichen Geweben aber auch in Pflanzen
nachgewiesen.®®%-% Einige dieser Metaboliten erfiillen sogar wichtige Funktionen im
Photosynthese-Apparat von hoheren Pflanzen und konnen als Signalstoffe wirken.
Beispielsweise induzierte die stressbedingte Bildung von p-Cyclocitral eine verstarkte
Genexpression der Singulett-Sauerstoff-Antwort, wodurch eine gesteigerte Toleranz gegen-
uiber photo-oxidativem Stress erzielt wurde.*

B-Cyclocitral Dihydroactinidiolid B-lonon a-lonen

& & & &

Abb. 6: flichtige Reaktionsprodukte aus der Oxidation von g-Carotin

Strukturell vergleichbare Oxidationsprodukte wurden auch fur den Abbau von Lycopin
beobachtet. Durch Modellversuche mit Kaliumpermanganat wurde jede Doppelbindung im
Lycopin-Grundgerlst oxidiert, sodass insgesamt 11 Apo-Lycopin-Aldehyde bzw. Apo-
Lycopin-Ketone nachgewiesen wurden.”* Dariiber hinaus erfolgte in einer Studie von Caris-
Veyrat et al. der Nachweis von mehreren Apo-Lycopin-Dialdehyden mit Kettenlangen
zwischen 15 und 24 Kohlenstoff-Atomen.”* Wahrend der Oxidation von Lycopin mit
MCPBA (m-Chlorperbenzoesdure) wurden dagegen das Lycopin-1,2-epoxid und das
Lycopin-5,6-epoxid als Hauptprodukte identifiziert.”>” Diese beiden Epoxide und daraus
resultierende Folgeprodukte, wie z.B. das 5,6-Dihydroxy-5,6-dihydrolycopin, wurden im
Anschluss in Tomatenmark und -saft nachgewiesen.”®’” Im menschlichen Organismus
wurden im Gegensatz dazu die beiden Diastereomere des 2,6-Cyclolycopin-1,5-diols in
Serum und Milch identifiziert.*® Diese Strukturen stammen aus einer Umlagerung des zuvor
beschriebenen 5,6-Epoxids, da dieses extrem anfillig gegeniiber Sauren ist.”® Aufgrund der
allgemeinen Labilitdt der Lycopin-Epoxide scheint ein Nachweis der in vitro dominant
gebildeten Strukturen sehr unwahrscheinlich, da in vivo eine sofortige Umlagerung und
Ringdffnung zu erwarten ist (Abb. 7).78

Insgesamt betrachtet wurden bisher erst wenige Lycopin-Metabolite in vivo nachgewiesen.
Dieser Aspekt fiuihrt gleichermaBen zu einer uneinheitlichen und kritischen Diskussion zur
Bioaktivitit der oxidativ gebildeten Strukturen.!4
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Abb. 7: In biologischen Systemen nachweisbare Reaktionsprodukte aus der Oxidation von Lycopin ™

Neben der Fahigkeit angeregte Zustande zu inaktivieren sind Carotinoide ebenfalls in der
Lage mit freien Radikalen zu reagieren. Wahrend bei der Reaktion mit Singulett-Sauerstoff
lediglich ein Energietransfer (physikalisches Quenching) stattfindet, dominiert beim Umsatz
mit freien Radikalen das chemische Quenching, wodurch die Carotinoide direkt einer
strukturellen Veranderung unterliegen. Prinzipiell werden fur diesen Prozess drei grund-
legende Reaktionsmechanismen beschrieben (Abb. 8).5":"®

(1) CAR + R — CAR" + R (Elektronentransfer)
3] CAR + R — CAR" + RH (Protonen-Abstraktion)

(3) CAR + R —= R—CAR’ (Addition)

Abb. 8: Mdgliche Reaktionsmechanismen bei der Reaktion von (oxidierenden) freien Radikalen (R*) und
Carotinoiden (CAR)%’

Ein Elektronentransfer (Abb. 8 (1)) findet immer dann statt, wenn das Reduktionspotential
des Radikals starker oxidierend wirkt als die des entstandenen Carotinoid-Radikalkations
selbst. Dieser Mechanismus wurde in der Literatur am haufigsten untersucht und wird unter
anderem durch Stickstoffdioxid-, Peroxyl- und Sulfonyl-Radikale ausgeldst.>” Andere Studien
belegten die Bildung von Carotinoid-Radikal-Addukten, wobei vor allem schwefelhaltige
oder auch Peroxyl-Radikale von Bedeutung sind.>*%" Die Abspaltung und Ubertragung von
Protonen (Abb. 8 (2)) wurden vor allem bei der Reaktion mit Hydroxyl-Radikalen
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beobachtet.>” Aus Abb. 8 geht ebenfalls hervor, das die entstandenen Carotinoid-Strukturen
anfallig fur Folgereaktionen sind, was in Anwesenheit von Sauerstoff oder anderen Radikalen
zum Abbau oder zur Funktionalisierung der Antioxidantien flhrt. Demzufolge reagierten die
durch Elektronentransfer gebildeten Carotinoid-Radikalkationen in Gegenwart von Sauerstoff
direkt zu den entsprechenden 5,8-Peroxiden weiter.2% In wassrigen Systemen wurde auRerdem
die Abgabe von Protonen beobachtet (Mechanismus (2)), sodass neutrale Carotinoid-Radikale
einen weiteren Ausgangspunkt fiir verschiedenartige Folgeprodukte darstellen.®* In Folge
dessen gelang Gao et al. der Nachweis eines Carotinoid-Didehydrodimers.8! Prinzipiell geht
das chemische Quenching stets mit einem starken oxidativen Abbau einher. So fiihrte
beispielsweise die Umsetzung mit einer 500 pM Hydrochlorid-L6sung zum vollstandigen
Abbau einer 50 M Lycopin-Lésung.®

Aufgrund der drei méglichen Reaktionsmechanismen und der Vielzahl an verschiedenartigen
Radikalspezies gestaltet sich das Spektrum der Carotinoid-Abbauprodukte im Vergleich zum
Umsatz mit Singulett-Sauerstoff als deutlich umfangreicher und komplexer.® So wurden zum
einen wiederum die einfachen Spaltprodukte, wie Aldehyde und Ketone, wéhrend des
chemischen Quenchings von Radikalen nachgewiesen.”’* Darlber hinaus filhrte z.B. der
Einsatz von Hypochloriger Saure zur Bildung von Apo-Lycopinséauren, wie unter anderem der
Acyclo-Retinsédure. Beim Einsatz sehr groRer Radikal-Konzentrationen wurde sogar ein
Chlor-Addukt des Lycopins (C27H3sClOs) identifiziert (Abb. 9, Mitte).®?

Acycloretinsaure Apo-10'-Lycopinsaure

OH OH
X NN o X NN o

6,11,15,19-Tetramethyl-2-hydroxy-3-chloro-4,6,8,10,12,14,16,18-docosocten-1,22-dial

Cl
°S S s s e e e g g N N0
OH

Crocetin-Semialdehyd Apo-5,6'-Carotindial

OH
I e s s g U s e e S VS Y Vo e e e e g o P

Abb. 9: Mégliche Abbauprodukte aus der Reaktion von Lycopin mit HOCI nach Pennathur et al.®

Kennedy et al. untersuchten dagegen die Reaktion von f-Carotin mit Peroxyl-Radikalen, die
vor allem wihrend der Autoxidation von Fetten entstehen.®* Dabei wurde zunichst eine
Additionsreaktion beobachtet, wobei das entstehende Radikal (ROO-CAR®) Uber das gesamte
Polyen-Grundgeriist delokalisiert wurde. Die dargestellten Folgereaktionen (Abb. 10, A — C)
resultieren somit lediglich in reprasentative Reaktionsprodukte, die ebenso an allen anderen
Positionen im Molekiil generiert werden kénnen.8
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Abb. 10: Vorgeschlagene Mechanismen fiir die Reaktion von #-Carotin mit Peroxyl-Radikalen nach
Kennedy et al.®

Zusammenfassend betrachtet ist die Umsetzungsrate sowie der zugrunde liegende Mechanis-
mus (Vgl. Abb. 8) bei der Reaktion von Carotinoiden mit verschiedenen Radikalen von drei
Parametern abhangig: der Struktur der Carotinoide, der Polaritdt des Mediums und der
Reaktivitit des Radikals.®® Inwieweit die Ergebnisse aus den zahlreichen Studien auf biolo-
gische Systeme Ubertragbar sind, kann aufgrund der geringen Datenlage aus in vitro Modellen
kaum abgeschatzt werden &

Obwohl wéhrend der Reaktion von Carotinoiden und Radikalen das chemische Quenching
dominiert, wurde 1994 erstmalig ein dazu parallel ablaufendes physikalisches Quenching
nachgewiesen.® Jeevarajan et al. sowie Gao et al. beobachteten eine signifikante trans/cis-
Isomerisierung wahrend der elektrochemischen Oxidation von all-trans-Canthaxanthin und
all-trans-$-Carotin.®® Die Isomerisierung verlief dabei (iber das Carotinoid-Radikalkation
oder -dikation, die wie in Abb. 8 gezeigt nach einem Elektronentransfer wahrend der Reaktion
mit Radikalen gebildet werden.® Im Anschluss an diese Beobachtung wurde der folgende
Reaktionsmechanismus fiir die Radikal-induzierte Isomerisierung postuliert (Abb. 11).

trans-CAR trans-CAR™ trans-CAR* trans-CAR’

Isomerisierung Isomerisierung

B A
cis—CAR<L cis-CAR™ <L cis-CAR*

e-Transfer
—

(A) cis-CAR* + trans-CAR cis-CAR™ + trans-CAR™

(B) cis-CAR™ + trans-CAR =———= cis-CAR + trans-CAR"
e-Transfer

Abb. 11: Schema zur Isomerisierung von Carotinoiden wahrend der elektrochemischen Oxidation 8

Eine 5-minttige Elektrolyse bei 0,9 V fihrte zur Bildung von 15-cis-, 13-cis-, 9-cis- und
9,13-di-cis- p-Carotin, sowie zu weiteren nicht niher charakterisierbaren Isomeren.® Im Fall
von Canthaxanthin wurde wahrend dieser kurzen Behandlungsdauer eine trans/cis-
Isomerisierungsrate von 40 % erreicht.2® Weiterfiihrende Studien bestétigten diese Ergebnisse
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auch fur eine chemische Oxidation mittels Eisen(lll)-chlorid, wobei die 13-cis- und 9-cis-
Isomere dominant gebildet wurden.®8” Wiahrend dieser Untersuchungen wurden allerdings
keine spezifischen Bildungsraten fiir die einzelnen cis-lIsomere bestimmt, womit der
Isomerisierungsprozess nicht im Detail beschrieben wurde. Nichtsdestotrotz beweisen diese
Studien, dass neben der dominanten chemischen Oxidation von Carotinoiden stets auch ein
physikalisches Quenching auftritt. Umso erstaunlicher ist, dass weitere Studien erst im Jahr
2009 an diese Ergebnisse anknupften. Lowe et al. behandelten all-trans-g-Carotin mit
Zigarettenrauch und beobachteten zunéchst einen sehr schnellen und vollstandigen Verlust
des Carotinoids unter Bildung einiger weniger Oxidationsprodukte, wie p-Cyclocitral,
B-lonon oder p-lonon-5,6-epoxid.2 Nach einer Reduktion der Reaktionsgeschwindigkeit
wurden unter anderem 4-Nitro-4-Carotin, einige geometrische Isomere dieser Verbindung und
die 13-cis- und 9-cis-Isomere des S-Carotins nachgewiesen. Dabei wurden die cis-Isomere als
vermutlich kurzlebige Intermediate bezeichnet, da diese unter drastischeren Bedingungen
nicht nachweisbar waren und so mdoglicherweise als Vorstufe fur einen beschleunigten
oxidativen Abbau dienen.®® Auch die Behandlung von all-trans-Lycopin mit Zigarettenrauch
fiihrte zu einem schnellen oxidativen Abbau, sodass durch die Behandlung mit dem Rauch
von 10 Zigaretten nur noch 35 bis 40 % der urspriinglich eingesetzten Menge an Lycopin
nachweisbar waren.®® Parallel dazu stieg der Anteil an 5-cis-Lycopin von etwa 1,5 % auf
10 % an, wohingegen 9-cis- und vor allem 13-cis-Lycopin als bedeutende Zwischenprodukte
identifiziert wurden.8% Dieser Verlauf entspricht den thermodynamischen Betrachtungen
nach Guo et al., wonach 5-cis-Lycopin durch eine hohe Stabilitdt und Rotationsbarriere als
thermodynamisch kontrolliertes Reaktionsprodukt gilt und so im Vergleich zu anderen
Isomeren unter drastischen Bedingungen starker gebildet bzw. langsamer abgebaut wird.?+*

Zusammenfassend wurde das chemische Quenching in der Literatur sehr ausfihrlich
untersucht, sodass je nach Reaktionsmechanismus und Art des Radikals unzahlige
Abbaustrukturen von Carotinoiden identifiziert wurden. Allerdings gestaltete sich der
Nachweis in vivo deutlich komplizierter, sodass bis heute nur wenige Verbindungen
tatséchlich in biologischen Systemen nachgewiesen wurden. Das physikalische Quenching
wurde dagegen in deutlich geringerem Ausmal} untersucht. Prinzipiell wurde wahrend dieser
Isomerisierung ein zweistufiger Prozess festgestellt, sodass milde Reaktionsbedingungen
(niedrige Temperatur, niedrige Radikal-Konzentrationen) zur Bildung verschiedener Isomere
(u.a. 15-cis, 13-cis, 9,13-di-cis) fuhren, wohingegen drastische Bedingungen (hohe Tempera-
turen, hohe Radikal-Konzentration) in einer Verschiebung in Richtung der thermodynamisch
kontrollierten Reaktionsprodukte (5-cis-Lycopin, 9-cis-f-Carotin) resultieren.

1.4. Carotinoide in vivo — Isomerenmuster und Bioverflgbarkeit

Wie bereits ausfuhrlich beschrieben, sind in Carotinoid-haltigen Lebensmitteln aufgrund von
verschiedenen Umwelteinfliissen oder einer nachtraglichen Behandlung stets cis-lsomere
nachweisbar. Nichtsdestotrotz werden uber die menschliche Erndhrung etwa 80 — 97 % der
Carotinoide in der all-trans-Konfiguration aufgenommen.®! Interessanterweise unterscheidet
sich das Lycopin-Isomerenmuster in vivo drastisch von der Zusammensetzung, wie sie
iiblicherweise iiber die Nahrung zugefiihrt wird.®? In humanem Plasma wurde fiir das in der
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Natur dominante all-trans-Lycopin lediglich ein Anteil von 40 bis 60 % nachgewiesen.*492-%

Im Umkehrschluss dominieren in vivo die cis-Isomere, wobei sich je nach Studie etwa 30 %
auf 5-cis, bis 40 % auf 9-cis und etwa 15 % auf 13-cis verteilen.**% Damit stellen vor allem
die peripheren Isomere den Hauptanteil dar, obwohl diese in Lebensmitteln mit Konzen-
trationen von maximal 20 % eine eher untergeordnete Rolle spielen.®®* Im Gegensatz dazu
dominiert all-trans-4-Carotin in allen tierischen Geweben und wurde in humanem Plasma mit
Anteilen von iiber 90 % nachgewiesen.®*% Der Anteil an 13-cis-p-Carotin lag im Bereich von
5 bis 15 %, wihrend das 9-cis-Isomer lediglich in Spuren nachgewiesen wurde.%*%

Die stark abweichenden Isomerenmuster von g-Carotin und Lycopin werden in der Literatur
durch verschiedene Theorien begriindet. Zum einen werden erhohte cis-Lycopin-Anteile
durch einen Isomerisierungsprozess wahrend der Verdauung begriindet. Re et al. beobach-
teten einen starken Isomerisierungsprozess wahrend der Behandlung von Lycopin mit einer
Magensdure-Simulanzlésung (HCI, pH 1,6, 37 °C). Der urspriingliche Anteil an all-trans-
Lycopin sank bereits nach einer Minute Inkubationszeit von 81,8 % auf 55,3 % ab, wéhrend
eine starke Bildung von 5-cis- (+12,5 %), 13-cis- (+7,3 %) und 9-cis-Lycopin (+6,7 %)
beobachtet wurde.®® Moraru et al. beobachteten unter vergleichbaren Bedingungen die
Einstellung von Gleichgewichtskonzentrationen, wobei all-trans-Lycopin einem Anteil von
68 % anstrebte. 13-cis- und 9-cis-Lycopin erreichten beim pH-Wert des Magens eine
Endkonzentration von jeweils 16 %.%” In Gegenwart einer intakten Lebensmittelmatrix wurde
eine derart stark ausgepréagte Isomerisierung allerdings nicht ausgel6st. Die Inkubation von
Tomatenmark unter gleichen Bedingungen fihrte zu einer Abnahme von all-trans um
lediglich 11,4 % und verlief damit deutlich schwacher im Vergleich zur Behandlung des
reinen Lycopin-Standards.®® Da das Lycopin in Tomaten und Tomatenprodukten in den
Chromoplasten in kristalliner Form eingelagert wird,* ist die vorliegende Konfiguration im
Vergleich zur Reinsubstanz deutlich stabiler und wird effektiv vor &uf3eren Einflissen, wie
starken Sauren, geschiitzt.?® Die Kristalle werden erst nach dem Einwirken von Gallenséure
geldst und anschlieBend in Mizellen aufgenommen, wobei vor allem dieser Prozess den
limitierenden Faktor fir die Bilanz der Bioverfiigbarkeit darstellt.®*'® Die gleiche
Speicherform wurde flr f-Carotin nachgewiesen, das in Tomaten und Karotten ebenfalls in
kristalliner Form in den Chromoplasten vorliegt, wodurch die in vitro Bioverfiigbarkeit
(gemessen wahrend der Aufnahme in die Mizellen) bei lediglich 3,1 % (Tomate) bzw. 0,5 %
(Karotte) lag.’®! Im Gegensatz dazu wurde mit 10,3 % aus Mangos und 5,3 % aus Papayas
eine deutlich hohere Bioverfiigbarkeit bestimmt, die sich durch die Einlagerung in flissig-
kristalliner Form begriindet.’®* In diesem Fall wurde die Isolierung aus der Lebensmittel-
matrix und die folgende Aufnahme in die Mizellen deutlich erleichtert. Die nun in den
Mizellen gelosten Carotinoide werden anschlieBend Uber die Darmzotten der Darmschleim-
haut resorbiert.®®!%2 Der weitere Transport in die Blutbahn und Zielgewebe erfolgt durch die
Einlagerung in Chylomikronen.®®1%2 Prinzipiell ist die Resorption von Carotinoiden sehr stark
an den Fett-Verdau gebunden und unterliegt dahnlichen Prozessen bis diese schliellich in die
Blutbahn gelangen. Die Isomerisierung von Carotinoiden kann somit friihestens nach dem
Losen der kristallinen Struktur durch thermische Prozesse oder Séaure induziert werden.?®
Unter thermischen Prozessen bildet Lycopin im Vergleich zu g-Carotin deutlich schneller cis-
Isomere. Wahrend nach 3-stlindiger Erhitzung in kochendem Petrolether der Anteil an cis-
Lycopin (als Summenparameter bestimmt) bereits auf 55 % anstieg, wurden unter gleichen
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Bedingungen lediglich 14 % des g-Carotins in cis-Konfiguration nachgewiesen.?® Allerdings
ist mehr als fraglich, inwieweit dieses Modellsystem fiir eine Ubertragung auf in vivo-
Systeme geeignet ist, da die Isomerisierung vor allem auch stark vom Lo&sungsmittel
abhiangt.3” Dennoch gilt die Theorie der Isomerisierung von Carotinoiden innerhalb des
Magen-Darm-Trakts als die plausibelste Erklarung fir die in vivo nachgewiesenen cis-
Isomeren-Anteile von -Carotin und Lycopin.®?

Eine zweite, kontrovers diskutierte Theorie basiert auf der These, dass cis-Lycopin-lsomere
eine erhohte Bioverfugbarkeit gegeniiber der all-trans-Konfiguration besitzen. Demzufolge
wird durch die Anwesenheit einer oder mehrerer cis-Bindungen die Lange des Molekiils (in
Bezug zur raumlichen Ausbreitung) reduziert, was die Aufnahme in Mizellen erleichtert.%10?
Gleichzeitig besitzen cis-Lycopin-Isomere eine geringere Tendenz zur Aggregation und sind
leichter in Gallenséure-Mizellen l6slich, wodurch diese wahrscheinlich leichter in die
Chylomikronen eingebaut werden.1921% Andererseits wird vermutet, dass all-trans-Lycopin
eher zur Aggregation neigt und im Darm Kristalle ausbildet, die nur sehr schlecht in die
Mizellen aufgenommen werden und dementsprechend zu einer Anreicherung von cis-
Isomeren im Plasma fiihren.!

Trotz der strukturellen Gemeinsamkeiten und den damit verbundenen vergleichbaren
physikalischen Eigenschaften verhalten sich die Isomere des p-Carotins wahrend der
Verdauung und Resorption vollig unterschiedlich im Vergleich zum Lycopin. Jensen et al.
untersuchten die Gehalte von all-trans- und 9-cis-g-Carotin in humanem Serum vor und nach
der Supplementierung mit verschiedenen Lebensmittelextrakten. Dabei zeigte sich ein
deutlicher Anstieg der all-trans-Konzentration im Serum, wohingegen nur ein moderater
Anstieg fiir 9-cis beobachtet wurde.!® Demzufolge besitzt im Gegensatz zum Lycopin die all-
trans-Konfiguration eine hohere Bioverfiigbarkeit als die entsprechenden cis-Isomere.?%
Yeum et al. beobachteten zusétzlich einen Anstieg der Plasma-Konzentration von 13-cis-
p-Carotin, sodass in diesem Fall keine abweichende Bioverfugbarkeit im Vergleich zum all-
trans festgestellt wurde.'®® Weitere Modelle zeigten, dass es keine Unterschiede im Mizellen-
Losungsverhalten von 9-cis und all-trans bestehen.’%® Diese und weitere Studien beweisen,
dass die Verdauung im Gegensatz zum Lycopin zu keiner Diskriminierung von g-Carotin-
Isomeren fiihrt.1%"1% Allerdings wurden in allen Geweben und Organen nur sehr geringe
Mengen an 9-cis-g-Carotin nachgewiesen, sodass nach der Aufnahme Uber die Nahrung von
einer Umwandlung ausgegangen werden muss. Parker et al. verabreichten Probanden
13C-markiertes 9-cis-p-Carotin und untersuchten anschlieRend die Resorption ins Blut.
Interessanterweise wurde im Serum kein markiertes 9-cis wiedergefunden, wohingegen all-
trans-f-Carotin und all-trans-Retinol in Isotopen-markierter Form detektiert wurden.®® Auf
Grundlage dieser Ergebnisse wurde zwischen Nahrungsaufnahme und Sekretion ins Blut von
einer eher untypischen cis/trans-Isomerisierung ausgegangen.®*®° Folgeuntersuchen zeigen,
dass diese Isomerisierung aber frihestens wéhrend der Absorption in die Mukosa
erfolgt.1%1%®  Andere Studien gehen von einer sofortigen Metabolisierung des
aufgenommenen 9-cis-f-Carotins aus, sodass beispielsweise eine enzymatische Spaltung
effektiv zur Bildung von 9-cis-Retinal fiihrt und es so formal zu einer Anreichung der
all-trans-Konfiguration kommt,%%
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Aufgrund der vorgestellten Studien zu unterschiedlichen Bioverfligbarkeiten von Carotinoid-
Isomeren kann die Diskrepanz der cis-lsomeren-Anteile von g-Carotins und Lycopin in vivo
nur ansatzweise erklart werden. Allerdings muss das Konzept einiger dieser Studien kritisch
hinterfragt werden. Meist basieren diese Untersuchungen auf einer Applikation von Lycopin-
oder p-Carotin-haltigen Lebensmitteln, wobei im Anschluss daran die Auswirkungen auf die
Gehalte und Isomerenzusammensetzung im Blutplasma untersucht werden. Der Nachweis
von hohen cis-Lycopin-Anteilen im Plasma fiihrte dabei oft direkt zur der Schlussfolgerung,
dass diese Isomere deutlich besser bioverflgbar sind, zumal in den verabreichten
Supplementen die all-trans-Konfiguration dominierte. 1% Im Gegensatz dazu wurden die
dominanten Anteile von all-trans-g-Carotin durch erhéhte Bioverfligbarkeiten oder durch eine
Isomerisierung der cis-lIsomere begriindet.®*1% Direkte Beweise oder die Betrachtung der
komplexen Prozesse wéhrend der Verdauung und Resorption wurden hierbei nicht betrachtet.
In einer Studie von Stahl und Sies wurde Probanden unter anderem thermisch behandelter
Tomatensaft verabreicht.!%® Dies resultierte erwartungsgemaR in einem Anstieg der Lycopin-
Konzentration im Plasma der Testpersonen. Dabei wurden flr 9-cis und 13-cis leicht starkere
Anstiege im Vergleich zum all-trans-lsomer beobachtet, was wiederum zur Annahme einer
besseren Bioverfiigbarkeit der cis-lsomere fiihrte.!%® Allerdings wurden tiber den Tomatensaft
nur sehr geringe Mengen an 9-cis-Lycopin zugefuhrt, wodurch die starken Anstiege im
Plasma nicht erklart werden konnten. Die Autoren vermuteten erstmals eine zusétzliche
Isomerisierung in vivo, die mdglicherweise enzymvermittelt ablauft.!®® Aktuell existieren
demzufolge immer mehr Studien, die gegen die Theorie der unterschiedlichen
Bioverfugbarkeit von Carotinoid-Isomeren argumentieren,10>107.111-113  Dahei  wurde
beispielsweise durch den wiederholten Konsum von Wassermelonensaft ein starkerer Anstieg
der all-trans-Lycopin-Plasmakonzentration im  Vergleich zu den cis-Isomeren
nachgewiesen.*? Unlu et al. vermuteten ebenfalls eine zusatzliche in vivo Isomerisierung, da
allein Uber die Bioverfugbarkeit das drastische Ausmal der cis-Lycopin-lsomere im Plasma
nicht zu erklren ist.!t

Insgesamt gesehen wurde die Bioverfugbarkeit sowie die Absorption von Carotinoiden
ausfihrlich durch in vitro und in vivo Modellsysteme untersucht. Die Konsequenzen dieser
einzelnen Ergebnisse sind allerdings noch nicht vollstdndig aufgeklart, sodass weitere
Untersuchungen ndétig sind, um die Absorptionswege und vor allem die spezifische
Verhaltensweise der cis-Lycopin-Isomeren zu verstehen.” Aktuell scheint die Theorie der
besseren Bioverfligbarkeit von cis-lIsomeren des Lycopins tberholt zu sein. Isomerisierungs-
prozesse die wahrend dem Aufschluss, der Verdauung und der Resorption stattfinden, gelten
als plausibelste Erklarung flr die Unterschiede im Isomerenmuster von pg-Carotin und
Lycopin in biologischen Systemen.®?

Allerdings sind die vorgestellten Theorien nicht in der Lage, eine Erklarung fur die
unterschiedlichen Lycopin-Isomerenmuster in verschiedenen Organen und Geweben zu
liefern. Beispielsweise wurde in der Prostata ein aufféallig niedriger Gehalt an all-trans-
Lycopin nachgewiesen.!'* Wihrend in dieser Studie in Serum-Proben zwischen 27 — 41 % in
all-trans-Konfiguration vorlagen, wurden in der Prostata lediglich 12 bis maximal 21 % als
all-trans identifiziert.!** Untersuchungen durch Boileau et al. und Stahl et al. bestétigen diese
Ergebnisse.®1% Hier wurden in unterschiedlichen Organen von Frettchen starke Unterschiede
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im Isomerisierungsgrad festgestellt. Wahrend in Lunge und Serum zwischen 48 und 53 % als
cis-Lycopin vorlagen, wurden cis-Isomeren-Anteile von etwa 58 % in Leber und Mukosa
nachgewiesen. Ein deutlich erhdhter Anteil von 77,4 % der cis-Isomere wurde in den
Lymphen der Frettchen nachgewiesen.'® Dagegen wurde in humanen Testikeln ein Anteil der
cis-lsomere von lediglich 30 % ermittelt.®® Im Gegensatz dazu wurden innerhalb des
S-Carotin-lsomerenmusters deutlich geringere Schwankungen festgestellt. All-trans-f-Carotin
dominierte in allen untersuchten Geweben und Organen (Hoden, Serum, Lunge, Leber, Niere
sowie Nebenniere) mit einem Anteil zwischen 70 und 95 %.%3°%19 Dijese Ergebnisse deuten
auf die Existenz von weiteren Isomerisierungsprozessen hin, die folglich nach der Absorption
in die Chylomikronen stattfinden muissen. Vor allem oxidativ ausgeldste Isomerisierungs-
prozesse (oxidativer Zellstress) sollten in vivo eine entscheidende Rolle spielen. Nachweise
fiir diese Mechanismen wurden bisher allerdings nur durch wenige in vitro Modelle erbracht
ohne das eine Ubertragbarkeit auf komplexe biologische Systeme moglich war (siehe 1.3.4).
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Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in einer detaillierten Beschreibung der
photochemisch und chemisch induzierten Isomerisierung von Carotinoiden. Lycopin und
S-Carotin standen dabei als erndhrungsphysiologisch bedeutsamste Vertreter im Fokus der
Untersuchungen. Gleichzeitig sollte fur die Isomerisierungsprozesse eine praktische Relevanz
und somit eine Ubertragung auf Lebensmittel und in vivo hergestellt werden.

Dazu wurde zun&chst ein potentes Analysenverfahren etabliert, das eine umfassende
Beschreibung der Isomerisierung von Lycopin und p-Carotin erlaubte. Dabei spielte die
Synthese von authentischen Referenzmaterialen eine entscheidende Rolle, da nur so eine
aussagekraftige Analytik ermdglicht werden konnte.

Basierend auf einer leistungsstarken Analytik wurden zundchst grundlegende Prozesse der
photochemisch induzierten Isomerisierung festgestellt. Darliber hinaus wurde der Isomeri-
sierungsprozess durch verschiedene Lichtregime ausgeldst und anschliefend untersucht, um
maogliche charakteristische Prozesse oder Marker-Verbindungen fur ganz spezifische
Lichtbedingungen zu beschreiben. Dabei wurden Modellsysteme etabliert, die die Licht-
verhéltnisse unter Freiland- und Gewé&chshausbedingungen realistisch darstellten. Basierend
auf bisherigen Untersuchungen und den theoretischen Studien durch Guo et al. und Kuti et al.
wurden hier signifikante Unterschiede im Isomerenmuster beobachtet.

Die ldentifizierung moglicher Marker-Verbindungen fiir die photochemische Isomerisierung
wurde anschlielend aus den Modellsystemen auf reale Lebensmittelproben ibertragen. Dabei
stellte der Anbau von authentischen Freiland- und Gewadchshausproben (z.B. Tomaten und
Spinat) den Ausgangspunkt fir weitere Untersuchungen dar. Die Untersuchung eines
entsprechenden Probenumfangs diente auch hier zum Nachweis mdglicher Unterschiede im
Isomerenmuster der authentischen Proben. Dementsprechend wurden basierend auf einer
Carotinoid-Isomerenanalyse Aussagen zur Authentizitat von Lebensmitteln getroffen. Eine
derartige bedeutsame praktische Relevanz existiert in diesem Zusammenhang bisher nicht und
unterstreicht die Bedeutung der vorliegenden Studie.

Gleichzeitig wurde die chemische Isomerisierung von Carotinoiden ausfiihrlich beschrieben.
Dazu war die Etablierung einfacher Modellsysteme zum Umsatz mit reaktiven Sauerstoff-
spezies und freien Radikalen grundlegend erforderlich. Auch hier erfolgten ausfuhrliche
Beschreibungen der Isomeriserung, da nahezu keine aktuellen Arbeiten zu diesem
Themenkomplex existieren. Dariiber hinaus wurden mdgliche synergistische Effekte beim
Einsatz mehrerer Carotinoide in einem System untersucht. Diese Modelle sollten dann vor
allem oxidative Prozesse im biologischen System beschreiben. Eine Ubertragbarkeit der
Ergebnisse aus den Modellinkubationen auf biologische Systeme, wie humanem Plasma,
wurde angestrebt. Die flhrte zu mdglichen Erklarungen fur die Diskrepanz der cis-lsomeren-
Anteile von Lycopin und pg-Carotin im Plasma bzw. in den verschiedenen Organen und
Geweben. Bisherige Theorien kénnen den starken Isomerisierungsgrad des Lycopins (60 % )
im Vergleich zu den dominant auftretenden Anteilen an p-Carotin (80 — 95 %) nicht
hinreichend erkléren, zumal die cis-lIsomeren-Anteile des Lycopins innerhalb der
verschiedenen Korperkompartimente stark variieren.
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(Auszug aus Lebensmittelchemie, 2014, 68, 83 — 87)

Die vorliegende Arbeit beschreibt erstmals die photochemisch induzierte Isomerisierung von
S-Carotin und Lycopin im Detail, insbesondere den Einfluss unterschiedlicher Lichtregime.
Die differenzierte Betrachtung ermdglichte die Unterscheidung verschiedener Anbaube-
dingungen, da sich das Lichtspektrum im Freilandanbau deutlich vom Gewéchshausanbau
abgrenzt. 1t

Dazu wurden zunéchst all-trans-Lycopin und all-trans-g-Carotin in einfachen Modell-
systemen mit einer Halogen-Lampe bestrahlt, deren Wellenldngenspektrum vergleichbar mit
dem des Sonnenlichtes war. Um Gewachshausbedingungen nachzustellen, wurde zusétzlich
ein optischer Filter zwischen Strahlungsquelle und Carotinoid-L6ésung eingesetzt, der un-
durchlassig fur Wellenlangen unterhalb von 420 nm war. Klassische Gewdachshausmaterialien
wie Glas oder Kunststofffolien weisen ein vergleichbares Absorptionsverhalten auf und
schirmen so das Innere vor allem vor UV-Strahlung effektiv ab.}® Die Simulation von
kinstlichen Strahlungsquellen konnte durch den Einsatz eines 550 nm Filters erreicht werden,
da die Ublicherweise eingesetzten Natriumdampflampen ein fir die Photosynthese optimiertes
Wellenl&dngenspektrum im Bereich von 500 bis etwa 800 nm besitzen. Um eine klare
Abgrenzung zu thermischen Isomerisierungprozessen zu ermdglichen, wurden beide
Carotinoide zusatzlich unter Lichtausschluss bei 65 °C behandelt. In allen Fallen wurde der
Isomerisierungsverlauf in Abhangigkeit von der Bestrahlungs- bzw. Behandlungsdauer mit
Hilfe einer geeigneten HPLC-UV-Methode verfolgt. Dabei wurden zur Identifizierung der
verschiedenen Isomere neben den kommerziell erhéltlichen all-trans-Carotinoiden vor allem
authentisch synthetisierte, isomerenreine cis-Lycopin- und -f-Carotin-Standards eingesetzt.
Die Charakterisierung von weiteren Verbindungen erfolgte mittels LC-MS/MS und
HPLC-DAD.

Bei der Auswertung des photochemischen Isomerisierungsprozesses zeigte sich, dass bereits
geringe Anderungen im Wellenlangenspektrum der Strahlenquelle einen erheblichen Einfluss
auf den Isomerisierungsverlauf ausiiben. Die ablaufenden Umwandlungsprozesse sind
schematisch in Abb. 12 zusammengefasst, wobei ausschliel}lich die dominant gebildeten cis-
Isomere dargestellt wurden. Je nach Art der zugefiihrten Energiemenge konnten so
charakteristische Isomerisierungsverlaufe, sowie flir bestimmte Bedingungen sogar
spezifische Isomere identifiziert werden. Wie anhand der Literatur zu erwarten,?%:31:37.38
stellten die 15-cis- und vor allem die 13-cis-Isomere mit Konzentration von bis zu 25 % die
dominanten cis-Verbindungen nach thermischer Behandlung dar. Energetisch gehinderte
Verbindungen, wie beispielsweise 5-cis- oder 9-cis-Lycopin,?* wurden unter diesen milden
Bedingungen in deutlich geringerem Ausmal} gebildet (Isomerenanteile < 4 %).
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Abb. 12: Ubersicht zu den dominant gebildeten cis-lsomeren wihrend der thermischen und
photochemischen Isomerisierung von all-trans-Lycopin und all-trans-g-Carotin
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Im Gegensatz dazu wurden wahrend der photochemisch induzierten Isomerisierung vor allem
die thermodynamisch kontrollierten cis-lIsomere generiert. So wurde 5-cis-Lycopin aus-
schlie3lich in Gegenwart des vollen Wellenldngenspektrums gebildet. Allein der Ausschluss
der energiereichen UV-Strahlung (420 nm Filter) geniigte, um die Reaktion zum 5-cis-Isomer
signifikant zu unterdriicken (Abb. 13). Basierend auf der grofiten Aktivierungsenergie unter
allen cis-Isomeren nimmt dieses Isomer eine Sonderstellung im Isomerisierungsprozess ein.
Eine Sonderstellung weist ebenfalls 7-cis-Lycopin auf. Dieses Isomer besitzt eine so geringe
Stabilitdt, dass wahrend der Bestrahlung (ohne Filter) ein starker Abbau beobachtet wurde.
Sobald optische Filter eingesetzt wurden, konnten keine signifikanten Anderungen mehr
nachgewiesen werden. Aufgrund der erhOhten Rotationsbarriere ist ausschlieBlich UV-
Strahlung in der Lage, den Reisomeriserungsprozess zur all-trans-Konfiguration auszuldsen.
Somit konnten anhand der Modellsysteme 5-cis- und 7-cis-Lycopin als charakteristische
Marker fur energiereiche photochemische Isomerisierungsprozesse identifiziert werden.
Obwohl fur 9-cis-Lycopin in allen Modellsystemen ein signifikanter Anstieg beobachtet
wurde, kann dieses Isomer ebenfalls als Marker fir die photochemische Isomerisierung
angesehen werden, da in Abwesenheit von UV-Strahlung deutlich geringere Mengen generiert
wurden. Wie in Abb. 13 zu sehen, kommt es bei 9-cis-Lycopin allerdings zu einer Uber-
schneidung zur thermischen Isomerisierung, wodurch 5-cis und 7-cis die geeigneteren
Parameter fur eine Differenzierung der Anbaubedingungen darstellen. Eine dominante
Ausbildung von 13-cis-Lycopin konnte lediglich zu Beginn der Bestrahlung festgestellt
werden, allerdings nur beim Einsatz von optischen Filtern. Unter Einstrahlung des
vollstandigen Wellenldngenspektrums geniigte die Stabilitat des 13-cis-lsomers nicht aus, um
zu einer Anreicherung zu fiihren. Der Einsatz von optischen Filtern resultierte in einem
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verminderten Energieeintrag, wodurch dann eine hinreichende Stabilitdt des Isomers
gewahrleistet wurde. Prinzipiell flihrte der Einsatz von optischen Filtern zur Abschwéachung
der Isomerisierung sowie zu einer Verschiebung des Isomerisierungscharakters. Wahrend das
volle Lichtspektrum zur Ausbildung der thermodynamisch kontrollierten Reaktionsprodukte
fuhrte, wurden durch den Einsatz von optischen Filtern eher die kinetisch kontrollierten cis-
Isomere ausgebildet. Durch das Ausblenden von energiereichen Wellenlangenbereichen
néherte sich der photochemisch induzierte Prozess immer mehr dem thermischen
Isomerisierungsverlauf.

Die Aktivierungsenergien und Rotationsbarrieren innerhalb der cis-g-Carotin-lsomere
unterscheiden sich im Vergleich zum Lycopin deutlich geringer.?* Dadurch kommt es
vermehrt zu Uberschneidungen von thermischen und photochemischen Isomerisierungs-
prozessen. Beispielsweise wurden in allen Modellsystemen signifikante Anstiege an 9-cis-
S-Carotin beobachtet, wenngleich auch in unterschiedlichem AusmaR (Abb. 13). Analog zu
den Versuchen mit Lycopin fiihrte der Einsatz von optischen Filtern zu einer starken
Suppression der Isomerisierung. Es wurden in Abwesenheit der UV-Strahlung deutlich
geringere Mengen an cis-Isomeren gebildet. Im Falle von 9-cis-g-Carotin fuhrte dies zu einer
5-fach geringeren Konzentration, wodurch auch hier eine klare Differenzierung der
vorherrschenden Lichtregime ermdglicht wird. Zusétzlich konnte 9,13-di-cis-f-Carotin als
charakteristisches Isomer zur Beschreibung von photochemischen Isomerisierungsprozessen
identifiziert werden. Hier konnten signifikante Mengen lediglich wahrend der Bestrahlung
unter Einsatz optischer Filter festgestellt werden, wahrend das komplette Wellenl&dngen-
spektrum keine Anderung induzierte. Vermutlich besitzt dieses Isomer nur eine geringe
Stabilitat, wodurch in Anwesenheit von energiereicher Strahlung keine Anreicherung
innerhalb des Systems erreicht wird. Andererseits reicht der thermische Energieeintrag nicht
aus, um die Rotationsbarriere zu Uberschreiten und den damit verbundenen Reisomeri-
sierungsprozess auszuldsen. 9,13-di-cis-p-Carotin ist damit eine extrem potente Struktur zur
Unterscheidung verschiedener Lichtregime. Eine abschliefende Zusammenfassung der
photochemischen und thermischen Isomerisierung ist in Abb. 13 dargestellt, aus der neben
den typischen Isomerisierungsmustern vor allem auch das unterschiedliche AusmaR der
Isomerisierung verdeutlicht wird.
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Abb. 13: Bildungsraten von Carotinoid-Isomeren nach 4-stindiger Behandlung
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Zusammenfassend wurden aus den Modellexperimenten 5-cis-Lycopin, 7-cis-Lycopin,
9,13-di-cis-p-Carotin sowie 9-cis-f-Carotin als Markerstrukturen fur die Anwesenheit von
UV-Strahlung identifiziert. AnschlieBend wurden diese auf authentische Gemuseproben zur
Differenzierung zwischen Freiland- und Gewdchshausbedingungen (bertragen. In
Zusammenarbeit mit dem Leibniz-Institut fur Pflanzenbiochemie (Halle/Saale) wurden dazu
Tomaten (Varietat ,, Harzfeuer ) sowie Spinat (Varietdten ,, Matador* und ,, Bella*) unter
definierten Gewachshausbedingungen kultiviert. Als Lichtquelle dienten wéhrend der
gesamten Anbauperiode kinstliche Strahlungsquellen (Cool Daylight Lampen, Osram,
36W/965), sodass die Pflanzen zu keiner Zeit UV-Strahlung ausgesetzt waren. Der Anbau
unter Freilandbedingungen erfolgte parallel dazu im Raum Halle (Saale). Im Fall der Tomaten
dienten ausschlielflich reife und vollstandig rote Frichte als Probenmaterial. Spinatproben
wurden ab einer Blattgrofie von etwa 40 cm? gesammelt. Wurden die Proben nicht direkt im
Anschluss zur Ernte aufgearbeitet, erfolgte die Lagerung bei -21 °C um das Isomerenmuster
bei Ernte nicht zu beeinflussen. Die Isomerenzusammensetzung wurde nach geeigneter
Aufarbeitung mittels HPLC-UV analysiert. Dazu wurde das homogenisierte Probenmaterial
zunachst gefriergetrocknet, um eine vollstandige Extraktion der Carotinoide mittels
Hexan/Ethanol/Aceton (2/1/1) zu erreichen. Die Extrakte wurden dann unter milden
Bedingungen verseift, damit storende Komponenten wie Chlorophyll oder Triacylglyceride
durch wiederholtes Waschen effektiv abgetrennt werden konnten. Die getrockneten Extrakte
wurden definiert verdinnt und der HPLC zugefiihrt. Die gesamte Aufarbeitung erfolgte unter
Lichtausschluss, unter Einsatz von Argon und Temperaturen unterhalb von 25°C um
nachtragliche Isomerisierungsprozesse auszuschlie3en. Insgesamt wurden 205 Spinatproben
(58 Freiland, 67 Gewachshaus, 80 Handel) sowie 197 Tomatenproben (72 Freiland, 51
Gewadchshaus, 74 Handel) untersucht. Einige ausgewahlte Ergebnisse sind in Tab. 3
zusammengefasst.

Tab. 3: Carotinoid-1somerenzusammensetzung authentischer Gemduseproben

Anteile an g-Carotin in %

Spinat all-trans 9-cis 9,13-di-cis 13-cis 15-cis

Freiland 86,34 £ 0,21 7,52 +0,14 0,25 +0,03 4,37+£0,11 0,72 £0,04
Gewéchshaus 87,62+0,172 6,49 +0,112 0,76 £0,052 381+0,112 0,45 +0,032
Handel (frisch) 85,24 £ 0,272 8,61+0,222 0,28 £0,07 4,48 £0,12 0,64 = 0,05
Handel (TK) 85,85+0,262 7,04 £0,182 0,25 + 0,04 5,35+0,32° 0,94 0,052

Anteile an Lycopin in %

Tomaten all-trans 5-cis 7-cis 13-cis 15-cis

Freiland 77,39+0,79 5,78 £ 0,26 1,67 +0,11 12,47 £ 0,51 0,69 +0,14
Gewdchshaus 78,33+0,70 4,14 +0,08" 2,65+0,14° 12,41 £ 0,58 0,77 £0,11
Handel 79,80 £ 0,94 4,71 £0,25 1,60 +0,11 11,13+ 0,61 0,93+0,12

asignifikanter Unterschied (a = 0,01) im Vergleich zu Freiland, berechnet nach t-Test, ° signifikanter Unterschied (o = 0,01) im Vergleich zu
Freiland, berechnet nach WELCH-Test

Tab. 3 beweist die Anwendbarkeit der ausgesuchten photochemischen Marker zur Unterschei-
dung der Anbaubedingungen. Die Anwesenheit von UV-Strahlung flihrte beim Freilandanbau
von Tomaten zu einem hoheren Anteil an 5-cis-Lycopin. Mit 5,78 = 0,26 % unterschied sich
der Gehalt signifikant zu den im Gewéchshaus kultivierten Tomaten (4,14 = 0,08 %).
Gleichzeitig lag der Anteil an 7-cis mit 1,67 + 0,11 % signifikant unter dem der Gewachs-
haustomaten (2,65 + 0,14 %) und bestétigt damit die unzureichende Stabilitat dieses Isomers
unter energiereicher Strahlung. Daruber hinaus zeigte der Vergleich der beiden authentischen
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Gruppen keine weiteren signifikanten Unterschiede im Lycopin-Isomerenmuster von
Tomaten. Tendenziell ist ein héherer Anteil von all-trans-Lycopin in Freilandtomaten im
Vergleich zu Gewéchshausproben erkennbar und bestétigt den geringeren Energieeintrag in
Anwesenheit kinstlicher Strahlungsquellen.

Die Anbaubedingungen der authentisch angebauten Spinatproben konnten ebenfalls klar
voneinander unterschieden werden. Im Gegensatz zu den Ergebnissen aus den Tomatenunter-
suchungen wurden fir nahezu alle Parameter signifikante Unterschiede nachgewiesen. Wie
oben beschrieben, unterscheiden sich die Aktivierungsenergien der p-Carotin-lsomere in
deutlich geringerem Umfang,?* wodurch die verschieden induzierten Isomerisierungsprozesse
wenig spezifisch ablaufen (siehe Abb. 13). Allerdings wirken sich kleine Anderungen im
Wellenlangenspektrum erheblich auf den Isomerisierungsgrad aus. Dementsprechend zeigte
unter Freiland kultivierter Spinat einen signifikant niedrigeren Anteil an all-trans-g-Carotin
im Vergleich zu Gewdachshausspinat, wéhrend signifikant hohere Anteile an 9-cis, 13-cis
sowie 15-cis nachgewiesen werden konnten. Wie bereits in den Modellversuchen beobachtet,
steigert UV-Strahlung das Ausmall der Isomerisierung deutlich. Zudem konnte das
9,13-di-cis-p-Carotin als potenter Marker zur Unterscheidung der Lichtbedingungen auch im
biologischen System bestétigt werden. Gewéchshausproben zeigten mit einem Anteil von
0,76 £ 0,05 % einen signifikant hdherer Anteil im Vergleich zu Freilandproben mit lediglich
0,25 + 0,03 %. Ahnlich zum 7-cis-Lycopin ist die Stabilitit dieses Isomers nur unter
Gewadchshausbedingungen gegeben.

Die praktische Relevanz wurde durch die Ausweitung der Isomerenanalytik auf
Handelsproben unterstrichen. Der Grof3teil der untersuchten Spinatproben (frisch und
gefroren) konnte dem Freiland-Anbau zugeordnet werden. Dieses Ergebnis ist im Einklang
mit dem europdischen Markt, auf dem der Anbau in Gewdachsh&usern nur eine untergeordnete
Rolle spielt. Insgesamt 6 der 80 untersuchten Proben fielen durch hohe Anteile an 9,13-di-cis-
S-Carotin auf und wurden dem Gewadchshausanbau zugeordnet. Dabei handelte es sich um
3 tiefgekihlte Proben aus der Region Flanders (Belgien), deren Agrarwirtschaft durch
intensiven Gewdachshausanbau gepragt ist.**® Bei den verbleibenden Proben handelte es sich
um frischen Spinat italienischen Ursprungs mit einem sehr spaten Erntezeitpunkt
(3. Dezember). Auf Grundlage der Isomerenzusammensetzung und der Herkunft bzw. dem
Erntezeitpunkt liegt bei diesen Proben die Vermutung nahe, dass es sich tatsachlich um im
Gewadchshaus kultivierten Spinat handelt. Dieser Sachverhalt beweist die Anwendbarkeit der
etablierten Methode zur Untersuchungen von Realproben. Des Weiteren konnte eine klare
Abgrenzung von tiefgekihlten Spinatproben anhand von signifikant hoheren Anteilen an
13-cis- und 15-cis-p-Carotin im Vergleich zu allen anderen Gruppen nachgewiesen werden.
Dies ist auf das industrielle Blanchieren zuriickzufiihren, das zur Haltbarmachung der
Tiefkiihlware dient.!'” Erhohte Gehalte beider Isomere wurden in thermisch behandelten
Lebensmitteln bereits hinreichend nachgewiesen,***>45 die Anwendung und explizite
Abgrenzung verbraucherrelevanter Proben ist dagegen neu.

Im Gegensatz zum Spinat konnte eine Unterscheidung der Anbaubedingungen fiir Tomaten
aus dem Handel nicht ohne weiteres vorgenommen werden (siehe Tab. 3). Einerseits deutet
der gemittelte Gehalt an 5-cis-Lycopin eher auf einen Gewdéchshausanbau hin, andererseits
spricht der Anteil an 7-cis flir Freiland-Bedingungen. Weiterfilhrende Untersuchungen
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konnten belegen, dass der Isomerisierungsgrad stark vom Kaliber der Tomaten abhangt. So
stieg der Anteil an 5-cis-Lycopin, je Kkleiner das Kaliber der untersuchten Tomate war.
Andererseits konnten in Fleischtomaten deutlich groRere Mengen an 7-cis-Lycopin
nachgewiesen werden. Dies korreliert mit der relativen Penetrationstiefe der UV-Strahlung,
da diese bei Sorten mit kleinem Kaliber deutlich groRer im Vergleich zu Fleischtomaten
ausfallt. Es resultieren eine starkere Bildung von energetisch gehindertem 5-cis- sowie ein
Abbau von labilem 7-cis-Lycopin. Eine genaue Zuordnung der Handelsproben ist demnach
ohne Vergleichsdaten zu verschiedenen Varietdten und Kalibern nicht mdoglich. Zudem
wurden fur den Vergleich der eigen angebauten, authentischen Tomaten ausschliel3lich reife
und vollstandig rote Friichte untersucht. Der Reifegrad bei der Ernte und die Bedingungen
wéhrend Transport und Lagerung der Handelsproben kdnnen dagegen schwer kontrolliert
werden.

Insgesamt konnte am Beispiel von Spinat und Tomaten die Bestimmung der Carotinoid-
Isomerenzusammensetzung als eine potente Methode zur Authentizittsbestimmung von
Lebensmitteln etabliert werden. Die vorliegende Arbeit stellt damit die Grundlage zur
Untersuchung weiterer Lycopin- und p-Carotin-haltiger Lebensmittel dar.

(Ende Auszug aus Lebensmittelchemie, 2014, 68, 83 — 87)

Entgegen den Erwartungen aus den bisherigen Untersuchungen war eine Differenzierung der
Anbaubedingungen von Tomaten anhand der p-Carotin-Isomerenzusammensetzung nicht
moglich. Im Vergleich zu Gewéchstomaten zeigten im Freiland kultivierte Tomaten einen
signifikant hoheren Gehalt an 9,13-di-cis-f-Carotin sowie einen signifikant niedrigeren Anteil
an 9-cis-g-Carotin (Tab. 4). Damit wurden fir diese photochemischen Marker genau
entgegengesetzte Ergebnisse im Vergleich zu authentischen Spinatproben nachgewiesen. Die
Untersuchungen weiterer Gemdse- und Obstproben zeigte, dass Lycopin-haltige Lebensmittel
generell einen niedrigeren Isomerisierungsgrad an p-Carotin aufweisen. So wurden in
Lycopin-freien Gemusen prinzipiell geringere Anteile an all-trans-g-Carotin nachgewiesen,
wobei 9-cis-f-Carotin mit Gehalten zwischen 6 und 10 % gleichzeitig als dominantes cis-
Isomer identifiziert wurde. In Lycopin-reichen Lebensmitteln spielte das 9-cis-Isomer mit
0,65 bis 3,83 % nur eine untergeordnete Rolle, sodass 13-cis-f-Carotin das mengenmaliig
bedeutsamste Isomer darstellte. Dementsprechend scheint Lycopin einen entscheidenden
Einfluss auf die Isomerisierung (Ausmaf’ und Muster) von g-Carotin auszuiben.

Tab. 4: p-Carotin-Isomerenzusammensetzung verschiedener Obst- und Gemuseproben

Anteile an g-Carotin in %

Proben all-trans 9-cis 9,13-di-cis 13-cis 15-cis
Tomate (FL, 55) 85,58 + 0,85 2,76 +0,10 1,81+0,12 4,76 + 0,48 451 +0,51
Tomate (GH, 49) 85,68 + 1,09 3,15+0,172 1,18 +0,38" 3,98 +0,43 490+0,73
Spinat (210) 86,37 +£0,19 7,37 +£0,16 0,42 £0,04 442 +0,11 0,67 £0,03
Zucchini (21) 84,01 +1,83 8,36 + 0,56 1,34 + 0,64 501+1,12 0,84 +£0,13
Aubergine (8) 85,44 + 1,84 7,67 +1,08 0,59 +0,10 5,06 +0,87 0,79 +0,11
Brokkoli (8) 84,13 +1,11 9,67 +0,76 0,57 +0,34 4,79 +0,75 0,67 +£0,03
Wassermelone (8) 91,28 + 3,88 2,89+0,79 n. b. 5,83 +£3,59 n. b.
Grapefruit (8) 89,80 + 1,81 0,65 + 0,14 2,05+ 0,63 4,73 +0,54 2,77 1,00

asignifikanter Unterschied (a = 0,01) im Vergleich zu Freiland, berechnet nach t-Test, ° signifikanter Unterschied (o = 0,01) im Vergleich zu
Freiland, berechnet nach WELCH-Test, n. b. = nicht bestimmbar
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Lycopin besitzt bekanntermaRen die groRte antioxidative Kapazitat unter allen natrlichen
Carotinoiden und ist aufgrund der leichten Oxidierbarkeit in der Lage andere Carotinoide vor
freien Radikalen zu schiitzen.®'*"18 Diese in der Literatur beschriebene Schutz- bzw.
Reparaturfunktion kann als mogliche Ursache flr den geringeren p-Carotin-lsomeren-Anteil
von Lycopin-haltigen Lebensmitteln angesehen werden. Edge et al. beschrieben einen
Elektronen-Transfer von verschiedenen Carotinoid-Radikalkationen auf Lycopin, sodass
deren Grundzustinde wiederhergestellt werden konnten.!'® Weitere synergistische Effekte
wurden bisher lediglich zwischen Carotinoiden und anderen Antioxidantien, wie vor allem o-
Tocopherol und Ascorbinsdure, nachgewiesen.*®*2 Gleichzeitig wurden wahrend dieser
Studien keine Isomerisierungsprozesse in Betracht gezogen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Isomerisierung von p-Carotin durch die
Anwesenheit von Lycopin effektiv reduziert oder sogar vollstdndig verhindert. Dieser
erstmals beschriebene Effekt stellt eine mdgliche Erklarung fiir die typischen Isomerenmuster
von pg-Carotin und Lycopin in biologischen Proben (Tab. 4) und in vivo dar. Gleichzeitig
erfolgte eine detaillierte Beschreibung der chemisch induzierten Isomerisierung von
Carotinoiden, die in der Literatur bisher nur in sehr geringem Umfang beschrieben wurde.

Der Nachweis dieser synergistischen Effekte zwischen Lycopin und g-Carotin erfolgte tber
einfache Modellsysteme. Dabei wurde die Isomerisierung von Einzel- und Mischstandards
durch Singulett-Sauerstoff oder stabile ABTS-Radikale ausgelost, wobei der Verlauf mittels
HPLC-UV verfolgt wurde. Singulett-Sauerstoff wurde unter milden Reaktionsbedingungen
aus dem thermolabilen 1,4-Dimethylnaphthalin-1,4-endoperoxid generiert. Dabei wurde die
freigesetzte Menge an molekularem Singulett-Sauerstoff mittels *H-NMR quantitativ
bestimmt. Zunédchst wurde der prinzipielle Isomerisierungsverlauf von g-Carotin und Lycopin
in Abhdangigkeit von den eingesetzten Mengen an Singulett-Sauerstoff verfolgt, wobei
ausschlieRlich physikalisches Quenching beobachtet wurde. In Ubereinstimmung zur Literatur
wurde kein chemisches Quenching und ein damit verbundener oxidativer Abbau der
Carotinoide nachgewiesen 31?2
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Abb. 14: Singulett-Sauerstoff induzierte Isomerisierung von g-Carotin und Lycopin

Die Inkubation von Lycopin und Singulett-Sauerstoff resultierte in einer Isomerisierung, die
in Abhangigkeit der 0,-Konzentrationen durch die Ausbildung unterschiedlicher Isomeren-
Profile charakterisiert wurde (Abb. 14, rechte Darstellung). Bei sehr niedrigen O»-




3. Diskussion der Ergebnisse

Konzentrationen, d.h. bei Umsetzungen von bis zu 2 nmol Oz pro nmol Carotinoid,
dominierte die Bildung von 15-cis-, 13-cis- sowie 9-cis-Lycopin. Dabei wurden Bildungsraten
zwischen 40 und 55 % nachgewiesen, wahrend alle anderen Isomere nahezu unverandert
vorlagen (< 10 %). Mit steigenden Mengen an O, wurden die zuvor gebildeten 15-cis- und
13-cis-Isomere effektiv abgebaut, wohingegen die thermodynamisch kontrollierten
Reaktionsprodukte immer mehr an Bedeutung gewannen. Dementsprechend verdoppelte sich
der Anteil an 5-cis-Lycopin in Gegenwart hoher *02-Konzentrationen und stellte unter diesen
Bedingungen das mengenmaliig bedeutsamste cis-lsomer dar. Insgesamt betrachtet wurde
allerdings 9-cis-Lycopin als das charakteristischste Isomer flr die Singulett-Sauerstoff-
induzierte Isomerisierung identifiziert, da hier die mit Abstand stérkste Bildungsrate
beobachtet wurde. Nach einem geringen Anstieg wahrend der Umsetzungen mit geringen
Mengen an Singulett-Sauerstoff wurde der Anteil des 9-cis-Isomers mit steigenden Singulett-
Sauerstoff-Konzentrationen verzehnfacht. Ahnliche Bildungsraten wurden bereits unter
photochemischen und thermischen Bedingungen beobachtet, sodass 9-cis-Lycopin nicht als
Markerstruktur fir das physikalische Quenching angesehen werden kann. Insgesamt stellt der
Isomerisierungsverlauf eine Kombination der bisher beschriebenen Prozesse dar. Der Umsatz
von Carotinoiden mit geringen Mengen an 'O resultierte in ahnlichen Verlaufe zur
thermischen Isomerisierung. Reaktionen mit einem deutlichen Uberschuss an *O2 gegeniiber
dem vorliegenden Carotinoid wiesen dagegen starke Ahnlichkeiten zur photochemischen
Isomerisierung auf.

Singulett-Sauerstoff induzierte Isomerisierung von g-Carotin Singulett-Sauerstoff induzierte Isomerisierung von Lycopin
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Abb. 15: Bildungsraten von Carotinoid-lsomeren wéhrend der 'Oz induzierten Isomerisierung

Ahnliche Ergebnisse wurden bei der Umsetzung von g-Carotin mit 1O, festgestellt. Niedrige
Konzentrationen an 1O, fiihrten zu einer dominanten Bildung von 13-cis-, 15-cis- und 9-cis-
p-Carotin, wobei auch hier die Isomerisierung nahezu identisch zum thermisch induzierten
Prozess verlief. GroRere Mengen an O filhrten bevorzugt zur Bildung von 9-cis-g-Carotin,
wohingegen sich fiir die kinetisch kontrollierten Reaktionsprodukte (13-cis, 15-cis) bereits
Gleichgewichtskonzentrationen einstellten. Zwar wurde fur das 9,13-di-cis-Isomer ein
signifikanter Abbau festgestellt, allerdings ist dieser aufgrund der sehr geringen Isomeren-
anteile (< 0,05 %) kaum relevant. Insgesamt beschrankt sich die Isomerisierung bei hohen
10,-Konzentrationen auf eine direkte Umwandlung von all-trans- zu 9-cis--Carotin, da fiir
alle anderen Isomere keine signifikanten Anderungen wéhrend der Umsetzung festgestellt
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wurden. Der drastische Unterschied im Isomerenmuster in Abhadngigkeit der vorliegenden
Konzentration an Singulett-Sauerstoff wird in Abb. 15 noch stérker verdeutlicht.

Im Anschluss daran wurden Mischstandards, d. h. Gemische aus g-Carotin und Lycopin, unter
gleichbleibenden Bedingungen inkubiert. Ein Vergleich der Bildungsraten aus Einzel- und
Mischinkubationen resultierte in signifikanten Unterschieden, die in Tab. 5 zusammengefasst
wurden. Dabei wurden die Bildungsraten anhand der Anstiege im Isomerisierungsverlauf
mittels linearer Regression ermittelt. Flr die Bestimmung wurden ausschlieRlich die Bereiche
berticksichtigt, in denen auch tatséchlich ein nahezu linearer Umsatz erfolgte. Demnach
wurde eine lineare Regression fur 13-cis- und 15-cis-g-Carotin lediglich wahrend der
Startphase der Reaktion durchgefiihrt, d.h. in der Regel bis zum Erreichen des maximalen
Isomeren-Anteils. Im Fall von 9-cis-g-Carotin wurde der vollstandige Reaktionsverlauf
berucksichtigt, da die Bildung in allen Modellsystemen Uber den gesamten Zeitraum als linear
angesehen werden konnte. Gleichermalien erfolgte die Bestimmung der Abbaurate von all-
trans-p-Carotin. Hier mussen die berechneten Daten als N&herungswerte angesehen werden,
da vor allem zu Beginn der Reaktion stirkere Umsatzraten verzeichnet wurden (bedingt durch
die Bildung der kinetisch kontrollierten Produkte).

Tab. 5: Bildungsraten von g-Carotin-Isomeren in Abh&ngigkeit von verschiedenen Lycopin-Anteilen

Bildungsraten der p-Carotin-Isomere (% / nmol *O pro nmol Carotinoid)

Lycopin-Anteil all-trans 9-cis 13-cis 15-cis
0,0 % -0,1589 0,1430 0,6864 0,3263
38,2 % -0,1417 0,1046 0,7429 0,4774
55,8 % -0,0942 0,0794 0,7290 0,2338
63,9 % -0,0903 0,0590 0,6439 0,0826
73,2 % -0,0757 0,0512 0,3063 0,0542

Die Auswertung der Ergebnisse beweist, dass Lycopin einen entscheidenden Einfluss auf das
Isomerenmuster sowie den Isomerisierungsgrad von p-Carotin ausibt. Dabei fiuhrten
ansteigende Lycopin-Anteile zu einer Reduzierung der Bildungsraten von all-trans- und 9-cis-
S-Carotin. So wurden die Bildungsraten in Gegenwart von 38,2 % Lycopin bereits um 11 %
fiir all-trans sowie um 27 % fir 9-cis abgeschwacht. Deutlich grofRere Lycopin-Anteile von
73,2 % resultierten sogar in einer Abschwachung um 52 % (all-trans) und 64 % (9-cis). Im
Gegensatz dazu wurden fir die zentralen cis-lsomere bei geringen Anteilen von Lycopin
(38,2 %) zunachst ansteigende Bildungsraten beobachtet. Im Fall von 15-cis-f-Carotin wurde
die Bildungsrate um nahezu 50 % gesteigert, wahrend fur 13-cis lediglich ein Anstieg um 8 %
nachgewiesen wurde. Erst in Gegenwart von etwa 60 % Lycopin wurden auch fir diese
Isomere abgeschwaéchte Bildungsraten im Vergleich zur Inkubation von reinem p-Carotin
festgestellt. Erst ein klarer Uberschuss an Lycopin (73,2 % Anteil) resultierte in deutlich
reduzierten Bildungsraten, die in diesem Fall durch eine Abschwéachung um 55 % (13-cis)
und 83 % (15-cis) charakterisiert wurden. Die beobachteten Effekte konnen anhand der
Eigenschaften des Lycopins als starkster 'O,-Quencher innerhalb aller natirlichen
Carotinoide erklart werden.®* Demzufolge filhrte Lycopin zur Absenkung des Energieeintrags
innerhalb des Isomerisierungsprozesses von pg-Carotin. Dadurch erfolgte bei geringen
Lycopin-Anteilen eine Verschiebung des Isomerisierungsmusters zu den Kkinetisch
kontrollierten Reaktionsprodukten. Wéhrend die Bildung des energetisch gehinderten 9-cis-
S-Carotins bereits abgeschwacht wurde, bildeten sich zu grofieren Anteilen die durch geringe
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Aktivierungsenergien gekennzeichneten 15-cis- und 13-cis-Isomere. Mit steigenden Lycopin-
Anteilen wurde der Energieeintrag soweit abgesenkt, dass die bendtigte Aktivierungsenergie
fir die Bildung der zentralen cis-lIsomere nur noch in deutlich geringerem Ausmal
aufgebracht werden konnte. Damit stellt Lycopin einen effektiven Schutz vor Singulett-
Sauerstoff induzierten Isomerisierungsprozessen anderer Carotinoide dar, wodurch unter
anderem die biologisch aktive all-trans-Konfiguration des s-Carotins - und somit dessen Pro-
Vitamin-A-Aktivitat - erhalten bleibt.123

Um den beobachteten synergistischen Effekt zwischen Lycopin und S-Carotin zu bestétigen,
wurde zusatzlich der durch Radikale induzierte Isomerisierungsprozess detailliert untersucht.
In Anlehnung an Ozyirek et al. wurden in diesem Modellsystem zunéchst definierte Mengen
an stabilen Radikalen durch die Inkubation von ABTS, Wasserstoffperoxid und Meerrettich-
Peroxidase (HRP) generiert.?* Im Anschluss wurden die Carotinoid-Standards, als Einzelver-
bindung oder Kombination, mit der Radikal-Losung umgesetzt. Nach Extraktion der
Carotinoide wurde die Isomerenzusammensetzung in Abhéngigkeit zu der eingesetzten
Menge an Radikalen mittels HPLC-UV verfolgt. Zusétzlich erfolgte eine quantitative
Bestimmung der Carotinoid-Gehalte mittels Photometrie, um die ablaufenden Abbauprozesse
zu beschreiben.

Im Gegensatz zur Reaktion mit Singulett-Sauerstoff gestaltet sich die Umsetzung von
Carotinoiden mit freien Radikalen als deutlich komplexerer Prozess, der vor allem von den
Eigenschaften der radikalischen Strukturen abhangt. Im Allgemeinen werden drei
verschiedene Reaktionsmechanismen vorgeschlagen, die zu einer Vielzahl von Folge-
produkten fithren.>” Demnach dominiert im Gegensatz zur Reaktion mit Singulett-Sauerstoff
das chemische Quenching, wodurch es zum oxidativen Abbau der Carotinoide kommt.”®22
Als Folgeprodukte wurden in zahlreichen Studien vor allem Epoxide, Peroxide, Aldehyde und
Ketone nachgewiesen.”®’#12° Da das physikalische Quenching wahrend der Umsetzung von
Carotinoiden mit freien Radikalen laut Literatur nur von untergeordneter Bedeutung ist,
existieren bisher nur wenige Untersuchungen zum Isomerisierungsprozess, der wahrend
dieser Reaktionen auftreten kann 868789

Wahrend der Inkubation von g-Carotin und Lycopin mit ABTS-Radikalen wurde ein starker
Abbau der Carotinoide beobachtet, sodass die Ergebnisse aus der Literatur bestatigt wurden.
Dabei unterlag Lycopin einem stirkeren Abbauprozess im Vergleich zu p-Carotin.
Beispielsweise wurden nach der Umsetzung von Lycopin mit 0,9 eq. H202/ABTS lediglich
44 % der Ausgangskonzentration nachgewiesen, wahrend bei dhnlichen Verhaltnissen noch
64 % der urspringlichen Menge an p-Carotin vorhanden waren. Gleichzeitig fiihrten
steigende Radikal-Konzentrationen zum vollstdndigen Abbau von Lycopin, wohingegen
p-Carotin auch beim Einsatz von 2,5 eq. H202/ABTS mit etwa 50 % der Ausgangskonzen-
tration nachgewiesen wurde. Da Lycopin die grofite antioxidative Kapazitat unter allen
natiirlichen Carotinoiden besitzt,%! kann diese Verbindung im Vergleich zu anderen leichter
oxidiert werden.!*® Somit wird auch der Elektronen-Transfer mit freien Radikalen erleichtert,
wodurch ein starkerer Lycopin-Abbau induziert wird. Diese Beobachtungen werden durch
Studien von Mortensen et al. bestétigt. In diesem Fall flihrte die Umsetzung mit Phenoxyl-
Radikalen zu einem Lycopin-Abbau von 38 %, wéhrend p-Carotin zu lediglich 10 %
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umgesetzt wurde.'?® Die Charakterisierung und ldentifizierung von entstehenden Abbau-
produkten stand dabei nicht im Fokus der vorliegenden Arbeit.

In der vorliegenden Arbeit wurde vor allem das physikalische Quenching wahrend der
Reaktion von freien Radikalen mit p-Carotin und Lycopin betrachtet, da dieser
Isomerisierungsprozess bisher nicht im Detail beschrieben wurde. Im Gegensatz zur
thermischen oder photochemischen Isomerisierung wurden wéhrend des physikalischen
Quenchings nur wenige mengenmalig bedeutsame cis-Isomere identifiziert. Die Inkubation
von all-trans-g-Carotin mit ABTS-Radikalen fiihrte nach einer kurzen Induktionsphase zu
einer dominanten Bildung der 13-cis-Konfiguration. Im fortgeschrittenen Reaktionsverlauf
strebte dieses Isomer einer Gleichgewichtskonzentration von etwa 23 % entgegen. Ein
ahnlicher Bildungsverlauf wurde fur 15-cis-S-Carotin beobachtet, wobei eine deutlich geringe
Endkonzentration von etwa 2 % erreicht wurde. Im Gegensatz dazu wurde das 9-cis-lsomer
uber den gesamten Versuchsaufbau linear gebildet und erreichte einen Anteil von 5,1 %. Im
Vergleich zum thermischen und photochemischen Prozess wurde ein besonders starker Abbau
von all-trans-g-Carotin (-25,0 % abs.) festgestellt, wobei dieser vor allem in einem Anstieg
von 13-cis (+19,3 %) resultierte. Mdogliche Reaktionsmechanismen zwischen ABTS-
Radikalen und p-Carotin wurden in einer schematischen Darstellung unter Abb. 16
zusammengefasst.
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Abb. 16: Schematischer Reaktionsverlauf von g-Carotin mit ABTS-Radikalen

Ein vergleichbarer Verlauf wurde im Isomerenmuster wéhrend der radikalischen Reaktion mit
Lycopin festgestellt. Auch hier war das physikalische Quenching durch einen besonders
starken Abbau der all-trans-Konfiguration geprégt, d.h. nach einer kurzen Induktionsphase
wurde der Isomeren-Anteil von 94,4 % sehr schnell auf 67,4 % reduziert. Im Gegensatz zum
S-Carotin wurde keine Anndherung an eine Gleichgewichtskonzentration beobachtet. Aller-
dings konnte der Isomerisierungsverlauf durch den vollstdndigen oxidativen Abbau des
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Lycopins nicht tiber den gesamten Inkubationsbereich verfolgt werden. Ahnlich zu g-Carotin
wurden auch hier erhebliche Mengen des 13-cis-1somers gebildet. Bereits in Gegenwart von
geringen Radikal-Konzentrationen wurde ein Anteil von 18,1 % erreicht. Auch bei diesem
Wert handelt es sich lediglich um den maximalen Anteil der nachgewiesen konnte, obwohl
bis zum Erreichen dieser Konzentration noch kein Abflachen der Bildungsrate beobachtet
wurde. Neben der dominanten Bildung von 13-cis-Lycopin wurden auch signifikante
Anstiege der 15-cis- und 5-cis-Isomere festgestellt. Dabei stieg der Anteil fir 15-cis von 0,1
auf 4,9 % an, wohingegen der 5-cis-Anteil lediglich um 2,6 % anstieg. Alle anderen Isomere
zeigten deutlich geringere Anderungen und spielten fiir die chemische Isomerisierung eine
untergeordnete Rolle.

Insgesamt wurden wahrend der chemisch induzierten Isomerisierung von Lycopin und f-
Carotin bevorzugt die 13-cis-Isomere gebildet (Abb. 17). Derartig hohe Anteile wurden bei
anderen Isomerisierungsprozessen nicht erzeugt, sodass hier von einem charakteristischen
Bildungsverlauf gesprochen werden kann. Dartber hinaus waren andere cis-lsomere von
geringerer Bedeutung. Lediglich 9-cis-f-Carotin sowie 15-cis- und 5-cis-Lycopin entstanden
in nennenswerten Mengen. Damit wurden wahrend der chemischen Isomerisierung nahezu
ausschlieBlich cis-Isomere gebildet, die eine Methyl-Substitution an der ausgebildeten cis-
Doppelbindung aufwiesen. Dies begriundet sich durch die héhere Stabilitdt von tertidren
Radikalen im Vergleich zu sekundéren oder primaren Strukturen. Damit stellen die durch
Elektronen-Transfer oder Protonen-Abstraktion entstehenden Carotinoid-Radikale an Position
C5, C9 und C13 die stabilsten Intermediate dar. Daraus resultieren wahrend der Radikal-
Abbruchreaktion die entsprechenden cis-lIsomere.
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Abb. 17: Anderungen den Bildungsraten von g-Carotin-lsomeren mit steigenden Anteilen an Lycopin

Der Beginn der Isomerisierung (signifikante Anderung der Isomeren-Anteile) erfolgte dabei
keinesfalls zuféllig, sondern war stark von der verbleibenden Lycopin-Konzentration
abhangig. Solange entsprechende Mengen an Lycopin im System vorhanden waren, wurde die
Isomerisierung von fS-Carotin effektiv verzdgert oder sogar verhindert. Nachdem etwa 60 bis
70 % des urspriinglich eingesetzten Lycopins abgebaut wurde, setzte der zuvor wahrend der
Einzelinkubation beobachtete Isomerisierungsverlauf von f-Carotin ein. Demzufolge
geniigten die verbleibenden Mengen an Lycopin nicht aus, um die steigenden Konzentra-
tionen an freien Radikalen abfangen zu kdnnen und so die Isomerisierung von g-Carotin zu
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verhindern. Dennoch stellt Lycopin einen effektiven Schutz wvor der chemischen
Isomerisierung von S-Carotin dar, solange es in ausreichenden Mengen im System enthalten
ist.

Mit dieser Arbeit wurde Lycopin eine in dieser Form neuartige Schutzfunktion nachgewiesen,
indem es die chemische Isomerisierung von all-trans-g-Carotin stark reduziert (in Gegenwart
von Singulett-Sauerstoff) oder sogar verhindert (in Gegenwart freier Radikale). Diese
protektive Eigenschaft stellt eine potente Mdglichkeit zur Erklarung der unterschiedlichen
Isomerenmuster von biologischen Proben sowie in vivo dar. Gleichzeitig erklart dieser Effekt,
warum die Anbaubedingungen von Tomaten nicht anhand der g-Carotin-Isomerenverteilung
unterschieden werden konnten. Das Lycopin der Tomaten verhinderte eine charakteristische
licht-induzierte Isomerisierung des S-Carotins, sodass das Isomerenmuster selbst innerhalb
der authentischen Freiland- und Gewéchshausproben nicht voneinander zu unterscheiden war.
In gleicher Weise begrunden sich erhohte Anteile an cis-g-Carotin-lsomeren in Lycopin-
freiem Obst und Gemuse, da hier die Schutzfunktion im Vergleich zu Lycopin-haltigen
Proben nicht gegeben ist.

Ebenso lassen sich die beobachteten Effekte auf humane Plasma-Proben Ubertragen. Dazu
wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit Plasma-Proben von 15 gesunden Probanden auf
ihre Carotinoid-Konzentration und Isomerenmuster untersucht. Zur Probenaufarbeitung
wurde ein Protokoll nach Schierle et al. angewendet und die gewonnenen Carotinoid-Extrakte
mit der etablierten HPLC-UV-Analytik vermessen.*

Tab. 6: Carotinoid-Konzentrationen und Isomerenzusammensetzung in humanem Plasma (15 Probanden)

Gehalte / Anteile Bereich
Analyt Mittelwert von Bis

a-Carotin 0,42 £ 0,20 nmol/mL 0,13 nmol/mL 0,87 nmol/mL
S-Carotin 1,05 £ 0,32 nmol/mL 0,26 nmol/mL 2,50 nmol/mL

13-cis 8,95+2,24 % 5,12 % 11,26 %

all-trans 89,33+2,23% 86,07 % 93,71 %

9-cis 1,72+ 0,35 % 0,92 % 2,69 %
Lycopin 2,84 + 0,34 nmol/mL 1,80 nmol/mL 4,30 nmol/mL

15-cis 1,49 +0,13 % 1,04 % 1,81 %

13-cis 14,14 +0,89 % 10,33 % 17,10 %

9-cis 1,47 £0,16 % 1,08 % 2,15%

7-cis 7,76 £ 0,52 % 6,08 % 9,24 %

all-trans 37,27+193% 32,70 % 42,62 %

5-cis 29,77 £ 1,50 % 25,00 % 33,25 %

Die Studie zeigte in Ubereinstimmung zur aktuellen Literatur, dass 9-cis-p-Carotin in
humanem Plasma nahezu keine Relevanz besitzt, da auch innerhalb dieser Probandengruppe
ein maximaler Isomeren-Anteil von lediglich 2,69 % nachgewiesen wurde. 13-cis-S-Carotin
stellte das dominante cis-Isomer dar, hier lag der Isomeren-Anteil im Mittel bei 8,95 %. Stahl
et al. beobachteten ein &hnliches Isomerenmuster in humanem Plasma, wobei der Anteil an
13-cis bei allen Probanden unterhalb von 7 % lag.®® Dementsprechend dominierte die
biologisch aktive trans-Konfiguration mit einem Anteil von stets tber 86 %. Im Gegensatz
dazu wurde all-trans-Lycopin mit einem vergleichsweise geringen Anteil von 37,27 %
nachgewiesen. Vor allem 13-cis- und 5-cis-Lycopin stellten mit 14,14 % und 29,77 % die
mengenmafig bedeutsamsten cis-lIsomere dar. Diese Studie unterstreicht nochmals die



3. Diskussion der Ergebnisse

Schutzfunktion des Lycopins, das in Gegenwart von oxidativem Stress isomerisiert und f-
Carotin nahezu ausschlieRlich in der all-trans-Form halt. Zudem kdnnen Unterschiede in den
cis-Isomerenmustern in unterschiedlichen menschlichen Geweben anhand der aufgestellten
Theorie begrundet werden. Im Vergleich zu stoffwechselstarken Organen wie Leber, Niere
oder Nebenniere wurde in einer Studie von Stahl et al. ein signifikant hoherer Anteil von all-
trans-Lycopin (etwa 65 %) in Testikeln nachgewiesen.®® Im Gegensatz dazu wurden in den
Lymphen die niedrigsten all-trans-Anteile mit lediglich 22,6 % nachgewiesen.!®® Dagegen
wurden flr all-trans-g-Carotin in allen untersuchten Geweben nahezu identische Isomeren-
Anteile ermittelt.®® Diese Beobachtungen bestatigen die Schutzfunktion des Lycopins
gegeniiber reaktiven Spezies, sodass in allen menschlichen Geweben die all-trans-
Konfiguration des p-Carotins aufrechterhalten wird, solange parallel Lycopin vorhanden ist.
Je nach Stoffwechselrate und dem damit verbundenen oxidativen Stress liegt dieses in
unterschiedlichem Isomerisierungsgrad vor, wobei stoffwechselarme Gewebe prinzipiell
einen héheren Anteil an all-trans-Lycopin aufweisen sollten. Andere bestehende Hypothesen,
wie eine bessere Bioverfugbarkeit von cis-Lycopin-Isomeren oder einem Isomerisierungs-
prozess im Magen-Darm-Trakt sind dagegen nicht in der Lage die bestehende Diskrepanz der
Isomerenmuster von Lycopin und g-Carotin beziehungsweise innerhalb der verschiedenen
Gewebe hinreichend zu erklaren, 9697103

Insgesamt betrachtet, sollte der neu postulierte Schutzmechanismus in zukiinftigen Studien
hinsichtlich der Carotinoid-lsomerenmuster in biologischen Systemen und in vivo als
wichtiger Parameter berlcksichtigt werden. Nur unter Einbezug der aufgestellten Hypothese
kann eine hinreichende Erklarung der beobachteten Diskrepanzen getroffen werden. Ein
direkter Nachweis der synergistischen Effekte zwischen Lycopin und g-Carotin sollte in
zukunftigen Studien auf in vivo Modelle tibertragen werden.
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ABSTRACT: The present study aimed to investigate if growth conditions have an impact on the isomeric composition of
lycopene in tomatoes. First a model system for photoinduced isomerization was established. Tomato extracts were irradiated with
a halogen lamp, whose wavelength spectrum s close to the spectrum of daylight and thus mimics field-grown cultivation,
Different optical filters were interposed between lamp and samples to simulate greenhouse conditions. S-cs-Lycopene was
formed preferentially while the concentration of 7-cislycopene decreased in field-grown model systems. The change of
isomerization in greenhouse model systems led to a significantly different ratio. Consequently 5-cis- and T-cis-lycopene were
identified as potent markers for the differentiation of various lighting conditions during cultivation. This result was verified in
biological samples. Authentic field-grown tomatoes (var. Lycopersicon esculentum Mill. var. commune L. H. Bailey “Harzfener”)
showed a significantly higher content of 5-cis-lycopene 590 £+ 0.45% compared to tomatoes of the same variety grown under
electric lighting 4.11 £ 0.10%. Additionally, the ratio of 7-vis-lycopene was significantly lower under field-grown conditions.

KEYWORDS: lycopene, isomerization, lighting, tomato cultivation, field-grown, greenhouse-groum

B INTRODUCTION

Tomatoes are one of the most important vegetables in the
human diet. For example in Germany 24.9 kg, including 16.8 kg
as processed products, were consumed per head in year
2010/11." Hence tumames comprise the main source for
Iycopene in the human diet. The importance of this carotenoid
was shown by numerous investigations concerning its function
and role for human health. Several studies reported that
lycopene is closely associated with cardiovascular benefits and
with prevention of wvarious cancers, most notably prostate
cancer.™ These effects are most likely attributed to its structure
consisting of 11 conjugated and 2 unconjugated double bonds
which form the basis of the high antioxidant capacity and its
function as the most effective singlet oxygen quencher of all
rc:lrr.'pren.m:uid;Ls The all-trans configuration dominates in plant
sources,’ but the highly unsaturated system allows isomer-
ization processes, sn that a total of 1056 cis-isomers can be
formed ﬂmretlc:ﬂly Isomerization of carotenocids is induced
by thermal energy, light or chemical reactions,” The formed cis-
isomers were characterized in the literature with a higher
antioxidant activity and bicavailability that make processed food
a better source for carotencids in nutrition™” Consequently
studies demonstrated an accumulation of cis-lycopene isomers
in human serum and tissue and thus suggested pntenhallg
higher health benefits compared to all-trans-lycopene.™'
Nevertheless, the specific hmlogml importance of cis-isomers
has not been clarified so far."”

Thermal isomerization of lycopene and other carotenoids
such as fecarotene are discussed contradictorily in the
literature. Some studies showed no significant change in
isomeric mmpomtmn during heating of lycopene in model
s-_yshems”“ n the other hand degradation of all-trans-
lycopene in hl:xan{' at room temperature with simultaneous

w ACS Publications  © 2013 American Chamical Sacety

formation of predominantly 13-cis-, S-cis- and 9-cis-lycopene
was reported by Lambelet et al."”' Among others, studies of
Colle et al. and Zhang et al. confirmed the isomerization
process of all-trans- to various cis-isomers during heating, while
no increase of 5-cis-lycopene was observed ™' lsomerization of
carotenoids s a very complex process and therefore leads to
disparate results depending on the reaction conditions, e.g. all-
trams-lycopene seems to be more stable in vegetable matrix
while in model systems the wsed solvent has an enormous
influence on the progress. This makes it dificult to compare
varions stodies.

On the other hand studies of photoinduced isomerization
processes are limited and lead to nonuniform results, too. Shi et
al. showed that exposure of tomate purée to light caused no
change in total and in all-trans-lycopene, but observed a loss of
cis-isomers.” In contrast a total loss of 13.1% of all-frans-
lycopene paralleled by a significant formation of S-cis, 9-cis-,
13-cis- and 15-cis-lycopene was illustrated in studies of Lee et al.
after 144 h of storage under light'' Furthermore the
understanding of photoinduced isomerization has no practical
relevance so far.

The focus of the present study was to characterize the
photoinduced isomerization process of lycopene in model
systems in detail. Different sources of light were used, because
up to now there are no studies on the influence of the
wz\'elengﬂ'l uged in the progress of ].igh.ting. Results were then
transferred to biological systems including consumer available
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tomatoes. It was possible to differentiate between authentic
greenhouse-grown and field-grown tomatoes.

B MATERIALS AND METHODS

Chemicals. The following chemicals of amalytical grade were
commercially available: hexane, ethanol, acetone (Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Germany), potassiom hydroxide (Griissig GmbH, Filsum,
Germany), butylated hydroxyltoluene (Fluka/Sigma-Aldrich, Stein-
heim, Germany), sodium chloride (Card Roth GmbH, Karlsruhe,
Germany), fionone (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany), psendo-
ionone (Alfa Acsar, Karlsruhe, Germany), NME solvents {ARMAR
Chemicals, Dittingen, Switzerland). Methanol and methyl fert-butyl
cther as HPLC solvents were purchased from Sigma-Aldrich (HPLC
grade =99.8%).

Tomato Samples. In this study three different groups of tomato
samples were considered. In cooperation with the Leibniz Instimate of
Plant Biochemistry (Halle, Germany) a first set was cultivated under
greenhouse conditions. Tomate plants of the variety “Harzfeuwer”
{Lycopersicon esculentum Mill var. commune L H. Bailey “Harzfeuer™)
were sown in winter and grown under irradiation by sodium vapor
lamps. Only ripe red tomatoes were harvested during the period of
March to April Until analysis whole tomatoes were stored at —32 °C,
In a second set tomatoes of the same variety were cultivated from April
under field-grown conditions at two different locations near Halle,
Germany. These tomato plants were exposed to sunlight during the
complete period of growing and ripening without use of foils. From
July to September only ripe and full red tomatoes were harvested. The
third set of tomatoes were samples available from local markets and
food stores with different origins and varieties, Altogether 74 samples
of six countries (Netherlinds, Germany, Spain, Belgium, Italy and
Morocco) were collected and stored at =32 °C until processing,
Investigations proved stability of someric composition during storage
of intact tomatoes at —32 °C until preparation for analyses.

Sample Preparation. Tomato slices, defrosted or fresh material,
were homogenized at 0 °C with a mixer for 30 5 under reduced light.
Samples of 25 to 30 g of the resulting paste were filled into Falcon
tubes and stored at —20 *C for at least 3 to 4 days. The frozen samples
were lyophilized afterward for 3 days. Extraction of carotenoids was
performed according to Sadler et al'® 200 mL of hexane/ethanol/
acetone (30/25/23) containing 0.01% BHT (butylated hydromylto-
luene) was added to every sample. The extraction was performed by
shaking the samples on an orbital shaker (170 to 180 rpm) at room
temperature and under exclusion of light for 18 h Afterward solids
were separated by a Altration step, An additional saponification step
was performed to separate carotenoids from simultaneously extracted
fatty compounds like triglycerides. The alkaline hydrolysis also
improved separation on the HPLC system. 20 mL of a 10%
methanolic potassium hydroxide solution was added to the filtrate,
and the mixture was shaken at room temperature for 20 h. To exclude
effects induced by oxygen the organic layer was saturated with argon
before. Subsequently the alkaline extract was washed 5 times each with
80 mL of a 2% sodivm chloride solution to neutralize the organic layer
and to remove saponification products from the carotenoid extract,
The resulting orange colored organic layer was dried using a rotary
evaporator (Laborota 4000, Heidolph) at 20 °C. Resulting solids were
dissobved in 4 mL of methyl tert-butyl ether and diluted accordingly
1:10 in mobile phase (methanol/MTEE, 50/40).

To excdude thermal or photoinduced isomerization processes the
whale preparation was performed under reduced light using aluminum
foil or dark glassware and the temperature never exceeded 25 °C,
Further investigations confirmed that the native isomeric composition
was not influenced during storage and all steps of preparation,

Analytical HPLC-UV and HPLC-DAD. A Jasco PU-2089 Plus
quaternary gradient unit pump with degasser and a Jasco AS-2055 Plus
autosampler (Gross-Umstadt, Germany) were used. Elution of
materials was monitored by a Jasco UV-2075 Plus UV detector
{Gross-Umstade, Germany) operating at 450 nm. For DAD analyses a
Jasco MD:2015 Plus detector was used. Chromatographic separations
were performed on a RP-C30 colomn (5 pm, 250 x 4.0 mm, YMC

Europe, Dinsliken, Germany) connected to a C30 guard column
(5 pm, 10 % 4.0 mm, YMC Europe, Dinslaken, Germany) using a flow
rate of 065 mL min™'. The chosen column temperature was 20 °C.
The mobile phase used consisted of methanol (solvent A) and methyl
fert-butyl ether (solvent B). Samples were injected at 40% B (held
5 min), and the gradient then changed to 83% B in 50 min. Then the
gradient ::bmgeda:u 100% B in 5 min (held 10 min) and to 40% B in
5 min (held 10 min).

Analytical HPLC=MS. A Jasco PU-2080 Plus quaternary gradient
pump with degasser and a Jasco AS-2057 Plus autosampler (Jasco,
Gross-Umstadt, Germany) were used. PR-C30 colomn and HPLC
gradient program uwsed were the same as for HPLC—UV measure.
ments, Elution of carotenoids was monitored by mass detection. The
mass analyses were performed using an Applied Biosystems APL 4000
quadrupale instrument {Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
equipped with an APT source using an atmospheric pressure chemical
ionization  (APCI, negative mode) interface. The LC system was
connected directly to the probe of the mass spectrometer. Nitrogen
was used as sheath and auxiliary gas. The optimized parameters for
mass spectrometry of lycopene were (1 336.7 amu, (3 467.6 amu,
DP =75V, CE =27 &V, CXP 12 V. f-Carotene showed no fragment
in Q3 (Q1 5367 amu, DF —60 V),

Isolation and Syntheses of Authentic Carotenoid Standards.
all-frans-Lycopene was isolated from tomatoes in the above-described
extraction method. After extraction the dry residue was taken up in
dichloromethane and precipitated with methanol. The formed
precipitate was filtered off, washed with methanol and dried under
argon stream. The resulting all-trans-lycopene standard was verified via
1= and 2D-NMR spectra with an isomeric purity of 81% detected by
HPLC-UV analyses. S-cis-Lycopene was synthesized am:rdmg to
Hengartner et al. applying a Cp+Cp#+Cy - Wiktig stra The
central component wns;wmlide by synthesis on the basis o Frederico
et al. and Ernst et al.'™"® After the final Wittig condensation 150 mg of
Segis-lycopene with 92% momeric purity was obtained. The strocture of
the isomer was established by one. and two-dimensional NMR
analyses. In contrast to Isler et al. 15-gis-lycopene and 15-cis-f-carotene
were alto synthesized wvia a CH+C +C,, route instead of the
described €+ CopytCyp scheme.” The central compound
2 7-dimethylocta-2 fedien-d-yne-1 B-dial was assembled according to
Isler et al."” This compound, without the suggested chain elongation
to a Cyeoompound, was then directly coupled to the respective Cyg-
Wittig zalte. To obtain 13-cislycopene the same Cpgsalt as for
synthesis of the S-cis-omer was wsed for condensation. Instead of
preudo-tonone as the starting compound [donone was used to
generate the comesponding 15-cisf-carotene. The applied Wittig
condensation led to 15,15"-dehydrolycopene and -f-carotene. The
final hydrogenation step by Lindlar was performed as described by
Islar et al resulting in 13-cislycopene gﬁﬂ?& somerc purity) and
1&ecisafl-caratene (0% isomeric purity).” This modified synthesis
route allowed for a comparatively rapid gemeration of standards,
because almost the same Wittig compound was used to generate 3
different carotenoid isomers. In contrast to Isler et al, a synthesis of
ChpeWittig salts was not required.

Irradiation of Tomato Extracts as Model System. To simulate
different light conditions during the cultivation of tomatoes various
maodel systems were established, Tomato extracts were irradiated with
a halogen lamp, to mimic the wavelength spectrum of daylight. Thus,
the imadiation with the halogen lamp was used to simulate field-grown
conditions. To investigate the cultivation in greenhouses, different
optical filters, which are impermeable for wavelengths below a defined
value, were interposed between lamp and standard solution. A 550 nm
filter was used to simulate lighting with a sodium vapor lamp, which i
typical for cultivation of tomatoes in greenhouses in countries such as
The Netherdands or Germany, where natural sunlight does not suffice
to harvest ripe tomatoes during winter or spring months. The
wavelength spectrum of these lamps is optimized for photosynthesis,
e they emit almost no light in the range of 250 to 550 nm. Growing
tomatoes under greenhouse conditions without the use of additional
sources of light was simulated by interposing a 420 nm filter between
lamp and sample solution. Typical materials that are used for
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cultivation in gﬂ::n]'lnw:ﬁ are PE fui]s_, PMMA cheets or g]arm Thees
materials cause a light permeability of less than $0%, which in
cultivation depends additionally on the level of contamination, roof
pitch and deterioration. Light with wavelengths below 400 nm is
efficiently blocked by these materials ™

Dry tomato extracts were dissolved in hexane to a fmal lycopene
concentration of about 10 to 15 pmol/L. Aliquots of 400 uL were
transferred into a silica bulb and filled up to 4 ml using hexane. The
resulting solutions were irradiated for defined periods of time (3, 10,
15, 30, 60, 120, 180, and 240 min) and dried afterward under argon
stream. Residues were taken up in 400 gL of mobile phase (methanol/
MTEBE, 50/50) followed by HPLC-UV apalyses The somerc
composition was determined by integration of all identified hycopene
peaks first. Then the areas of the separate peaks were divided by the
sum of all lycopene values to express the percentage of the respective
lycopene concentration.

Thermal Treatment of Tomato Extracts. Abowve described
aliguots of tomato extract solution were also wsed for thermal
treatment experiments. Tomate extracts in hexane were stirred at
65 “C in dark glass vials for 5, 10, 15, 30, 60, 120, 180, and 240 min,
followed by HPLC-UV analyses. These experiments showed the
differences between thermal and photoinduced isomerization
processes. Moreover this model system was used to exclude artifaces
based on thermal isomerization processes during the extraction
method.

MNuclear Magnetic Resonance Spectroscopy [MMR). NMR
spectra were recorded on a Varian VXR 400 spectrometer operating at
400 MHz for 'H and 100 MHz for *C or on a Varian Unity Inova 500
instrument operating at 500 MHz for "H and 125 MHz for “C,
respectively.

Statistical Analysis. Analyses of carotenoid concentrations were
performed i doplicate for cach model system and resulted in
coefficients of variation less than 5%. All significance tests were
performed by two-sample ftest with a probability value of 99%.
WELCH test was used alternatively in the case of differing standard

deviations, Same probability value was selected. Confidence intervals
were caleulated with a probability value of 95%.

B RESULTS AND DISCUSSION

Identification of Carotenoid lsomers. Extraction of
tomatoes and analyses via HPLC=UV led to the typical
chromatogram shown in Figure 1. For initial identification of
different carotene isomers LC/APCI-MS was performed.
During negative fon APCI a pseudo molecular ion of m/z
5367 was formed for peaks 2 to 16, to verify these 15
structures as carotenes. A proxmate study by MS® analyses
allowed differentiation between f-carotene and lycopene
isomers, because only the molecular ion of lycopene formed
the unique fragment of m/z 467.6, caused by elimination of one
terminal isoprene group (=69.1), which is in line with data
from Fang et al. in 2003.%" In contrast fi-carotene showed no
fragmentation during negative ion APCL due to its cydic
ionone end groups. Thus peaks 2 to 7 were identified as
fFcarotene isomers while signals 8 to 16 were characterized as
lycopene isomers. Absolute configuration of the different
isomers was verified by various approaches. Comparison of
retention times using commercially available references led to
the identification of all-trans-lutein (1), all-trans-fi-carotene (&)
and all-trans-lycopene (15). Moreover 15-cis-f-carotene (2),
15-cis-lycopene (8) and S-cis-lycopene (16) were verified
unequivocally by independently synthesized authentic reference
compounds. The remaining isomers were assigned based on
their spectral characteristics by HPLC-DAD analysis. According
to the literature the Qeratio (absorption at the subsidiary “eis-
peak” (ca 360 nm) divided by the absorption at i_., (ca.
465 nm)) was used to characterize the other peaks. A more
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Figure 1. HPLC with UV detection at a wavelength of 450 nm
showing separation of carotenoid isomers of a tomate extract. Peak
identification: (1) kutein, {2) 15-cis-f-carotene, (3) cis-ftcarotene, (4)
1 3egisaflecarotens, (3) cisfhcarotens, (6) all-transgfecarotene, (7) Qeise
f-caratene, (8) 13-cis-lycopene, (9) lycopene cis-isomer 9, (10) 1 3-cis-
lycopene, (11) lycopene cis-isomer 11, (12) Secislycopene, (13)

pene cisisomer 13, (14) Tecissbycopene, (15) all-frans-lycopene,
16) S-cis-lycopene.

central cis-bond leads to a higher cs-peak to give a higher -
ratio.™* Consequently in comparison to the literature data 4
more isomers (4, 13-cis-f-carotene; 7, 9-cis-f-carotene; 9, 13-
dislycopene; 12, Gcislycopene) were identified ™ * Our
experiments  gave the highest Qeratio for 15-cis-lycopene
(0.57), followed by 13-cis (0.48), 9-cis (0.26), 5-cis (0.11) and
all-trans (0U06). This also suggested Bsomer 14 to be T-cis
lycopene, because just a weak absorption was observed in the
range of 360 nm, which points to a more terminal cis-bond (Q-
ratio 0.19). Beside of its low Q-ratio the HPLC retention
pattern was in line with data from the literature. The
configuration of isomers 9, 11 and 13 could not be clearly
attributed due to the lack of authentic standards, but compared
to the literature these signals were suggested to be di- or poly-
cis-isomers. The presented identification of isomers based on a
combination of authentic standards, M5 and UV/vis data fully
complies with the Iltera.tuve and therefore can be used for the
following analyses."**"" However, it must be mentioned that
the authentic synthesized 15-cis-lycopene elutes as the first
lycopene isomer using a RIP- -C30 column, which is in contrast
to some of the literature.™**

Photoinduced Isomerization of Tomato Extracts as
Model System. Transformation of all-frans-lycopene during
irradiation using a halogen lamp was observed over a period of
four hours to get a better understanding of photoinduced
isomerization processes. Different optical filters were used to
trigger differences in isomerization due to irradiation at diverse
wavelengths (Figures 24 1o 2C).

Model system A (Figure 2A) simulated tomato cultivation
under field-grown conditions. The used light source was similar
to sunlight, as the applied halogen lamp emitted light of
wavelengths between 300 and 850 nm with a wide maximum
range from 450 to 700 nm. During irradiation a rapid
degradation of all-trans-lycopene of initially 73.59% to
59.48% was observed. The loss of all-trans-lycopene seemed
to be almost linear {degradation rate ca. 4.0%/h) during 4 h of
treatment. In paralle]l various cis-isomers were formed, most
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Figure 2. Concentrations of lycopene isomers during irradiation with 2 halogen lamp over a period of 4 h using no filter (A), 420 nm filter (B),
550 nm filter (C) and thermal treatment at 65 °C (D), expressed as percentage of total lycopene concentration (%), 15-cis-Lycopene (+), lrcopene
cisisomer 9 I:-:I, 13=cisslycopene (m), Iycopene cissisomer 11 I:*}_, Qecizlycopene (), Iycopene cisisomer 13 (=), Tesis=lycopene (&), alltrarns-

tycopene (@), S-cis-tycopene (W),

dominantly S-cis-lycopene. The starting isomer content of
3.97% rose up to 20.74% in an almost linear fashion, too. The
rate of formation (ca 4.2%/h) was nearly the same as the
degradation rate of all-frans-lycopene. A considerable change
was observed for 9-cis-lycopene, too. Its concentration reached
6.88% starting from 0.44%. 13-cis- (from 14.42% to 6.30%),
15-cis- (from 1.37% to 1.04%) and 7-cis-lycopene (from 3.00%
to 1.49%) degraded during irradiation. Remaining monitored
isomers showed no relevant changes. Our studies demonstrate
that the formation of S-cis- and 9-cis-lycopene during lighting
was preferred, while a simultaneous decrease of all-frans-,
15-cis-, 13-cis- and T-cis-lycopene was observed. A theoretical
approach to cis—trans isomerization published by Guo et al. can
explain the present findings.™ According to their work
especially S-cielycopene (AET = 352 keal/mol) and also
Qcis-lycopene (AEF = 23.1 keal/mol) have a higher rotational
barrier to reisomerize to the all-frans configuration than all
other isomers (AEF = 168 to 199 kecal/mol), which makes
these two isomers more stable.™ The stability of these two
isomers is also caused by their much lower relative energy
compared to all other isomers.™ Both effects thus lead to the
observed accumulation in contrast to T-cis-lycopene, which has
one of the highest potential energies of all mono-cis-isomers

combined with a low rotational barrier [(AEF =
221 keal/mol)*** This aspect results in a dominant
degradation of this unstable isomer during energy-rich

In contrast to the literature the influence of specific light
wavelengths on isomerization of lycopene was investigated in
detail herein. Figures 2B and 2C illustrate the isomerization
process of lycopene using the same halogen lamp with optical
filters, Cutoff at 420 nm (Figure 2B) omitted light of smaller
wavelengths to interact with tomato extracts. As a result almost
no degradation of all-trans-lycopene was observed. The initial
content of 30.27% just decreased to 75.01% during the whole
lighting period, i.e. a total loss of enly 5.26% compared to a loss
of 16.11% observed in model system A, As expected all other
isomers showed smaller changes, too. $-cis-Lycopene presented
the highest concentration after irradiation of all cis-isomers by
increasing from 4.55% to 8.53%. Its formation was much slower
but seemed to be linear again. The highest absolute formation
was observed for Q-cis-lycopene again, which rose from 0.55%
to 3.21%. However, this concentration is just a fraction
compared to irradiation with the full wavelength spectrum
(6.88%). Simultaneously the degradation of 13-cis and 7-cis was
suppressed, too, 13- decreased from 10.72% to B.80%, while
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T-cis stayed almost at the same level starting from 2.38% to
2.10% after irradiation.

When a cutoff filter at 550 nm was used (Figure 2C),
changes were even much less pronounced. Small decreases
were observed for all-trans- (=3.14%) and 7-cis-lycopene
(=0.16%), while concentrations of 9-cis- (+0.96%) and S-cis-
lycopene (+1.91%) increased marginally. Interestingly, differ-
ences in pattern were observed for 13-cis- and 15-cis-isomers.
Figure 2C shows a slight increase of 13-¢is (from 11.55% to
14.23%) and 15-cis (from 0.96% to 1.12%) after 10 min of
irradiation, while in contrast both isomers decreased con-
tinuously during irradiation in model systems A and B. Further
irradiation led again to degradation of these isomers, but final
concentrations just reached starting levels (13-cis 11.33%, 15-cis
1.02%),

In addition to the photoinduced isomerization, thermal
treatment at 65 °C on tomato extracts was performed to
identify possible mixed effects (Figure 2D). In contrast to
photoinduced isomerization a significant formation of 15-cis
and 13-cis-lycopene was observed. The concentration of 13-cis-
lycopene rose from 12.39% to 2065% (increase of 8.26%),
while all-frans-lycopene underwent an intense degradation
process, illustrated by a total loss of 16.39% (from 80.00% to
63.61%). After 120 min both isomers already reached constant
levels and seemed to form an equilibrium. 15-cis-Lycopene was
constantly formed during heating (from 1.36% to 3.00%). Such
a strong formation of 13-cis- and 15-cis-isomer was unique for
the thermal treatment model system. The concentration of
9-cis-lycopene also reached a mentionable level of 3.13%, ie. a
total increase of 2.74%. Other isomers showed no significant
changes, e.g S-cis-lycopene rose from 3.49% to 3.85%. In the
literature thermal pasteurization (at 60 or 90 °C) or
sterilization {at 117 °C) of tomato purée led to similar
results.® all-trans-Lycopene underwent degradation while the
concentration of cis-isomers, mainly 13-cis and 9-cis, almost
doubled to tripled for the sterilization procedure, Only hi
pressure sterilization resulted in formation of S-cis-lycopene.™
In essence, model system D showed that the energy during
thermal processing was not suffident to form energetic
hindered somers like S-cis-lycopene. Predominantly, isomers
with lower activation energy levels (13-cis, 15-cis and 9-cis) were
formed. The thermal model D therefore also explains the initial
increase of the 13-cis-lycopene in model C. Obviously
irradiation at lower energy led to mived thermal effects.

A simplified overview on the observed results during
isomerization processes of lycopene is given in Figure 3.

| |

isemerization thermal photo-indoced
degradation all-srans all-gravms, 13-cix, 15-cix, T-cix
formation 1 3-cis By
9wz Qs
1 5-ix

Figure 3. Thermal and photoinduced momerization leads to
degradation and formation of lycopene isomers.

Thermal isomerization is characterized by a strong degradation
of all-frans-lycopene to form mainly 13-cis-, 9-cis- and 15-cis-
isomers. Energy-rich photoinduced degradation s more
complex, ie. a decrease of all-frans-, 13-cis-, 13-cis- and 7-cis-
lycopene was observed paralleled by formation of 3-cis and
9-cis. Wavelength cutoff during irradiation causes characteristics
of thermal treatment verified by an increase of 13-¢is- and
15-cis-lycopene combined with constant concentrations of S-cis
and T-cis. Figure 3 illustrates the exceptional position of the
Segis= and Tecis-isomer during isomerization, because their
formation and degradation s just triggered by photoinduced
processes, This makes both isomers potent parameters for the
differentiation of growing conditions. Thus we chose them for
follow-up studies on authentic tomato samples. Concentrations
of isomers 13-cis and 15-cis point to thermal treatments,
showing considerable formation only during thermal treatment
but decrease during irradiation. 9-cis-Lycopene is formed during
both processes and, therefore, does not allow for any
differentiation.

Lycopene Composition of Authentic Field- and
Greenhouse-Grown Tomatoes. The results of the model
systems were applied to real tomato samples. Altogether 55
samples of authentic field-grown tomatoes (var. "Harzfeuer”),
exposed to sunlight during cultivation, and 49 samples of
authentic greenhouse-grown tomatoes (var. “Harzfeuer™),
planted under lamps with limited light spectra, were analyzed.
Mean concentrations of all eight analyzed lycopene isomers are
summarized in Table 1. Indeed significant differences between

Table 1. Mean Concentration (+ Confidence Intervals),
Expressed as Percentage of Total Lycopene, of All Analyzed
Lycopene Isomers Observed in Different Sets of Tomato

Samples

mean conen [+ conBdence intervals) (%)

authentic authentic customer
ousc-grown available
tomatoes tomaboes tomatocs
155 069 + 014 077 = 0l 093 + 02
13- 1247 + 051 1241 + 058 11135 = 6l
imomer 11 06 + oo 012 + 003 s + 0l
Geits 043 £ 003 051 £ 007 44 + 005
lsomer 13 048 £ 005 048 £ 007 L% + 006
T-vis 167 £ 01" 65 £ 014 L + 001
all-drims TT39 & 0.79 TEI3 £ 070 TORD = 094
Secis STE n2a" 414 = 008 471 + 025
Jf\E:p;rTﬂu;::h =39 lL4=14 1E=51
wt)

“Significant  difference compared to greenhouse-grown tomatoes
caleulated by ¢ test {@ = 0.01). “Significant difference compared to
greenhousegrown tomatoes calculated by WELCH test (s = 0.01).

field-grown and greenhouse-grown tomatoes were detected for
three different lycopene isomers, as suggested in the model
systems. A mean concentration of 5.78 + 0.26% was assured for
S~cis-lycopene in field-grown tomatoes, which was significantly
higher (@ = 0.01) compared to greenhouse-grown tomatoes
with 414 + 0.08%. At the same time a significantly lower
concentration of 7-cis-lycopene was established in field-grown
tomatoes (@ = 0.01) with 1.67 £ 0.11% compared to 265 +
0.14% in greenhouse-grown tomatoes. The third significant
difference was detected for the uncharacterized isomer 11, Its
mean concentration in field-grown tomatoes (0.06 + 0.01%)
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was only half as compared to greenhouse-grown tomatoes (0.12
+ 0.03%). All remaining isomers led to no significant
differences (i = 0.05) at more or less the same concentration
in both groups.

The clear differences for 5-cis- and F-cis-lycopene in authentic
field- and greenhouse-grown tomatoes correspond to the data
from the model systems on irradiation of tomato extracts and
are plotted in two dimensions in Figure 4. The energy-rich UV-
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Figure 4. Secige and Tecis-lycopens concentrations of authentic field.
grown (@), authentic greenhouse-grown (O) and customes-available
tomato samples (+), expressed as percentage of total lycopene
concentration {%).

light during sunlight exposure led to formation of the energetic
hindered S-cis-isomer while 7-cis-lycopene was reduced. These
differences were paralleled by a slightly lower concentration of
all-trans-lycopene in field-grown tomatoes. In round tomato
types (eg, var. “Harzfeuer”) Kuti et al also observed a lower
content of all-trans-lycopene compared to greenhouse-grown
tomatoes, however cis-isomers were not analyzed particularly ™
Interestingly our data provided no difference in 9-cis-lycopene
concentration. Based on our model systems this parameter is
influenced by both light and temperature (Figure 3). Obviously
the formation of %-cis was more influenced by thermal effects in
this case. Cultivation of tomatoes in greenhouses is coupled to
a higher average temperature, which is also caused by a light
period of about 16 h.

A total of 74 samples from local markets and food stores
were then analyzed to test for the hypothesis that the
cultivation can also be differentiated in consumer available
vegetables based on the two specific lycopene isomers. The
results are summarized in Table 1 and Figure 4. 5-cis-Lycopene
was analyzed at 2 mean concentration of 4.71 + 0.25% which
lay between the two authentically grown sets with a strong
tendency toward authentic greenhouse-grown tomatoes. This
notion reflects the higher market share of greenhouse
cultivation, typical for the Furopean market. In contrast, the
mean concentration of T-cis-lycopene (160 = 0.11%)
corresponds predominantly to the reference group of authentic
field-grown tomatoes. Confidence intervals of customer
available tomatoes were almost identical to authentically
grown sets. In detail Figure 4 shows some crossovers between
authentic field-grown tomatoes and commercial samples, while
only a few crossovers to authentic greenhouse-grown tomatoes
were observed. The major part of the commercial samples lay
between the two authentic groups, which makes a dear
assignment impossible. On the one hand, studies have shown

that the concentration of cis-/frans-lycopene also depends on
the particular tomato 1.rz|.1.'ii:l':,'.‘1'2 Additional analyses in the
present study proved this observation. Nine authentic field-
grown cherry tomato samples showed a slightly higher
concentration of 3-cis (6.15 % 0.83%) and a significantly
lower level of 7-cis (0.91 £ 0.10%) compared to authentic field-
grown tomatoes of the variety “Harzfeuer”. Otherwise analyses
of & authentic field-grown beefsteak tomatoes resulted in a
significantly lower concentration of S-cis-isomer (4.56 +
0.51%), while 7-cis-lycopene showed a significantly higher
level (240 & 0.44%). These results suggest that the caliber of
tomatoes has a strong impact on isomerization. The relative
depth of penetration by daylight or other sources of light seems
to be much deeper in smaller varieties to cause a higher grade
of isomerization resulting in formation of 5-cis- with a
simultancous degradation of all-trans- and 7-cis-lycopene. On
the other hand authentically grown tomatoes were harvested
only at full red ripe state and were frozen immediately after
sampling. The isomeric composition of customer available
tomatoes could have been influenced by storage conditions and
times, e.g. during transportation. Thus, postharvest processing
could explain the wide variability between customer available
samples, too.

In summary, 5-cis- and T-cis-lycopene were identified in
different model systems as potent markers for photoinduced
isomerization. This resulted in a clear differentiation between
authentic field- and greenhouse-grown tomato samples within
the same variety “Harzfewer”, In a first attempt classification of
customer-available tomatoes was not possible, However, based
on the present study, follow-up studies expanding the data on
lycopene isomeric composition growing conditions of specific
tomato varieties will also allow defined statements.
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ABSTRACT: This study aimed to evaluate the influence of different light regimens during spinach cultivation on the isomeric
composition of f-carotene. Irradiation with a halogen lamp, which has a wavelength spectrum close to that of daylight, was used
to mimic field-grown conditions. The additional use of optical filters was established as a model system for greenhouse
cultivation. Field-grown model systems led to a preferential increase of 9-cis-fl-carotene, whereas 13-cis-f-carotene was just
formed at the beginning of irradiation. Additionally 9,13-di-cis-f-carotene decreased significantly in the presence of energy-rich
light. Isomerization of fi-carotene was strongly suppressed during irradiation in greenhouse-grown model systems and led to
significant differences. These results were verified in biological samples. Authentic field-grown spinach (Spinacia oleracea L.)
showed among changes of other isomers a significantly higher level of 9-cis-isomers (7.52 + 0.14%) and a significantly lower level
of 9,13-di-cis-isomers (0.25 + 0.03%) compared to authentic greenhouse-grown spinach (6.49 £ 0.11 and 0.76 + 0.05%). Almost
all analyzed commercial spinach samples (fresh and frozen) were identified as common field-grown cultivation. Further
investigations resulted in a clear differentiation of frozen commercial samples from fresh spinach, caused by significantly higher
levels of 13-cis- and 15-cis-f--carotene as a result of industrial blanching processes.

KEYWORDS: spinach (Spinacia oleracea L.), isomerization, fi-carotene, illumination, blanching, field-grown, greenhouse-grown

l INTRODUCTION

Spinach (Spinacia oleracea L.), with mean concentrations of
about 4.5 mg f-carotene and 6.3 mg lutein per 100 g fresh
weight, is one of the main sources for carotenoids in the human
diet.! For this reason up to 26% of the daily intake of f-
carotene i.s consumed in the form of spinach in some European
countries.” The daily intake of lutein is covered >30% by
consuming spmach in countries such as Spain, The Nether-
lands, or France.” In this context spinach is still the focus of
current studies and is often associated with beneficial effects on
human health. This impact was mostly assigned to carotenoids
with their elongated polyene structure, giving them a high
antioxidative potential.’ Studies showed an increase of p-
carotene and lutein serum levels after consumption of a
spinach-rich diet. Possible effects linked to age-related macular
degeneration (AMD) were discussed.* Carotenoids seem to be
an appropriate tool to protect cells from ondauw stress and
might also prevent different kinds of cancer.” On the other
hand, [}-carotene has provitamin A activity due to its f-ionone
end groups.®

However, carotenoids are subject to isomerization processes
caused by thermal-, photo-, or chemical-induced reactions.” In
general, all-trans-fi-carotene degrades during food processing,
leading to higher concentrations of cis-isomers.” Cooked
spinach showed a much higher level of 9-cis-f-carotene
compared to raw spmach whereas the concentrmon of 13-cis
slightly decreased in a study of Courrauld et al® Contrary
effects were reported after pasteurization (95 °C) and
sterilization (121 °C) in a work by Marx et al. Predominantly
13-cis-ff-carotene was formed during thermal processing,

4 ACS Publications  © 2014 American Chemical Socioty

whereas the 9-cis-isomer was generated to a small extent
during sterilization conditions.” These results were validated by
a number of studies.'™** In addition, Aman et al. showed only
marginal increases of 13-cis- and 9-cis-ff-carotene after light
exposure of all-trans-f-carotene standard solutions.'* Only in
the presence of sensitizers such as chlorophyll were sngmﬁcantly
increased concentrations of 9-cis-fi-carotene observed.

Some other studies reported that growing conditions induced
differences in carotenoid concentrations, too. Lutein and f-
carotene concentrations were about 25% higher in summer-
grown compared to winter-grown spinach.'® However, there
are no studies investigating the influence of light during
cultivation on the isomeric composition of f-carotene in
spinach or other green vegetables.

The current study aimed to identify potent markers for light-
induced isomerization in model systems. These markers were
then used to differentiate the kind of cultivation (greenhouse-
or field-grown) and processing (blanching) of commercial

spinach.
B MATERIALS AND METHODS

Chemicals. The following chemicals of analytical grade were
cially available: h ethanol, acetone (Carl Roth GmbH,
Kzrlsmbe Germany); potassium hydroxide (Griissig GmbH, Filsum,
Germany); butylated hydroxytoluene (BHT; Fluka/Sigma-Aldrich,
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Steinheim, Germany); sodium chloride {Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Germany); f-ionone (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany); and NMR,
solvents (ARMAR Chemicals, Déttingen, Switzerland). Methanol and
methyl tert-butyl ether as HPLC solvents were purchased from Sigma-
Aldrich (HPLC grade >90.8%). All-trans-fecarotene (97% someric
purity) was purchased from Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Germany)
and all-trans-lutein (95% isomeric purity) from Carl Roth GmbH.

Spinach Samples. Four different sets of spinach samples were
considered during this study. In cooperation with the Leibniz Institute
of Plant Biochemistry (Halle, Germany) a first set (varieties ‘Bella” and
‘Matador’) was cultivated under greenhouse conditions from August to
Movember 2012, A light period of 8 h was chosen to simulate short-
day conditions. During this peried a temperature of 22 °C and a
relative humidity of 70% were adjusted. Electric flumination was
performed by Coal Daylight lamps (Osram, 36 W/963), Temperature
was regulated down to 15 *C during the dark phase (16 h) at the same
humidity. Sampling started after 9 weeks (leaf size between 8 % 4 and
12 % 7 cm) and ended after 12 weeks of cultivation. In a second set
spinach of both varieties was cultivated under feldegrown conditions
near Halle {Germany) at the same time. Additionally, spinach of the
variety ‘Matador” was cultivated during spring (from March to May)
and summer (from June to August) in 2012, The other two sets were
commercial samples from local markets and food stores. Altogether 37
samples of fresh spinach {origin Italy and Gcrmmﬂ and 43 samples of
frozen spinach were collected. All samples were stored at =32 *C until
pm-wﬂmg.

Sample Preparation. Preparation of spinach was performed
according to prior studies,"® where the extraction method was sdopted
from Sadler et al.'” Fresh or frozen material was cot into small slices
first. Per sample about 15 g of spinach homogenate was filled into
Falcon tubes and stored at —21 °C, followed by freeze-drying, Dry
plant materials were extracted overnight with 150 mL of hexane/
cthanol/acetone (2:1:1, v/v/v) containing 0.01% BHT by shaking
with an orbital shaker (ca. 170 rpm) at room temperature under
exclusion of light. For saponification of fatty compounds and an
effective removal of interfering chlorophylls the organic extracts were
treated with 15 mL of 108% methanolic potassiom hydroxide solution
and were shaken overnight at room temperature after saturation with
argon to aveld cxddative degradation of caratenoids."'® The alkaline
extracts were washed five times with 60 mL of a 2% sodium chloride
solution. Aliquots of the resulting carotenoid extracts (2 mL) were
dried under argon and dissolved in 1 mL of mobile phase (methanol/
MTEE, 50:50].

Sample preparation was performed under reduced light using amber
glassware, and the temperature never exceeded 25 °C to avoid
isomerization processes induced by light or temperature.

Analytical HPLC-UV and HPLC-DAD. The HPLC method was
developed and optimized on the basis of studies of Fang et al'™® A
Jasco PU-2088 Plus quatemary gradient unit pump with a degasser
and a Jasco AS-2055 Plus antesampler (Gross-Umstadt, Germany)
were used. Elution of materials was monitored by a Jasco UV2073
Plus UV-detector operating at 450 nm. For DATD analyses a Jasco MD-
2015 Plus detector was used. C hic separations were
performed on a RP-C30 column (5 pm, 250 » 4.0 mm, YMC Europe,
Dinslaken, Germany) connected to a C30 guard column (5 gm, 10 x
40 mm, YMC Europe) usi11§ a flow rate of 0,65 mL min~", Chosen
column temperature was 20 *C. The mobile phase used consisted of
methanol (solvent A) and methyl tert-butyl ether (sobvent B), Samples
were injected at 40% B (held for 3 min) followed by a gradient that
changed to 52% B in 15 min. The gradient then changed to 100% B in
5 min (held for 10 min) and to 40% B in 5 min (held for 10 min).

Analytical HPLC-MS®. A Jasco PU-2080 Plus quaternary gradient
pump with degasser and a Jasco AS-2057 Plus antosampler were used,
The RP-C30 column and HPLC gradient program were the same
as for HPLC-U'V measurements. Elution of carotenoids was monitored
by mass detection. The mass analyses were performed using an
Applied Biosystems APl 4000 quadrupole instrument I:.H.pplii:d
Biosystems, Foster City, CA, USA) equipped with an AT source
using an atmospheric pressure chemical ionization (APCI, negative
mode) interface. The LC system was connected directly to the probe

of the mass spectrometer, Nitrogen was wsed as sheath and auxiliary
gas. f-Carotene isomers were detected at 336.7 amu in Q1 (DP =60
V, no fragments in Q3).

Synthesis of Authentic f-Carotene Standards. In contrast to
the literatuse 15-cis-fecarotene was synthesized via a Cy + Cyp + Cyg
route.” Thus, CpWittig salts were generated according to the
method of Hengartner et al. using f-lonone as the starting compound
instead of pseudoionone™ The central compound, 2,7-dimethylocta-
2 6-dien-4-yne-1,8-dial, was assembled according to the method of
Idder et al. and was directly coupled to the Wittig salts ™ After Lindlar
hydrogenation, the 15,15 -dehydro-f-carotene was transferred to 15-
ciiefcarotene (ca 27 mg) with an isomeric purity of 90% (HPLC.
UV}, Secis-fl-Carotene was generated by coupling 9-cis-retinal and all-
trans-retinyl-Wittig salt. First, the C,Wittig salt was generated
according to the method of Britton et al. starting with commercially
available all-trans-retinal (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany).™
The second precursor, Yacisretinal, was obtained after reduction of 9«
cis-retinyl ethyl ester, which was synthesized according to the
literature. ™™ Conventional Wittig condensation resulted in 20 mg
of Yecis-fl-carotene with an isomeric purity of 71% (HPLC-UV). All
structures were established by their NMR data ('H; "C; HH-COSY;
HS0QC; HMEBC).

Irradiation Model Systems. Various model systems were
established to simulate different light conditions during the cultivation
of spinach. The influence of daylight on Bomerization of carotencids
was simulated by imadiation of all-framssflecarotene with a halogen
lamp, thus mimicking ficld-growing conditions. On the other hand,
different optical filters, which are impermeable below specific
wavelengths, were interposed between standard solution and halogen
lamp to imitate light conditions during greenhouse cultivation. A 550
nm flter was used to simulate illumination with a sodium vapor lamp,
which is commonly wed for cultivation in greenhouses, because
natural sunlight does not suffice to harvest spinach during winter
months. The wavelength spectrum of these lamps is optimized for
photosynthesis; that is, they emit almost no light in the range of 250—
550 nm. Growing spinach under greenhouse conditions without the
wse of additional sources of light was simulated by interposing a 420
nm filter, PE foils, PMMA sheets, or glass are typical materials that are
wsed for cultivation in greenhouses. These materiabi cause a light
permeability of <%0%, which in cultivation depends additionally on the
level of contamination, roof pitch, and deterioration. Light with
wavelengthe below 400 nm is efficiently blocked by these materiale ™
All-trans-fcarotene solutions (21 gM in hexane) were irradiated for
defined periods of time (3, 10, 15, 20, 30, 60, 120, 180, and 240 min ).
Aliquots (500 L) were dricd afterward under argon stream. Residues
were taken up in 400 gL of mobile phase (methanol/MTBE, 50:50) to
adjust final concentrations to 26 pM (according to spinach samples)
followed by HPLC-UV analyses. The isomeric composition was
determined by integration of all identified flcarotene peaks first. Then
the areas of the separate peaks were divided by the sum of all f-
carotene values to express the percentage of the respective flecarotene
concentration. Contents of Jecarotene (including all isomers) were
caleulated on the basiz of the external linear calibration of all-trans-fi-
carotene standard at its wavelength maxinmum of 450 nm.

Thermal Treatment. Concentrated all-trams-f-carctene solutions
were stirred at 65 °C in amber glass vials, and aliquots of 500 gl were
sampled after 5, 10, 15, 30, 60, 120, 180, and 240 min. HPLC-UV
analyses were performed after the samples were dried and dissolved in
mobile phase (400 uL). This experiment showed differences from
photoinduced isomerization processes and allowed the exclusion of
thermal-induced artifacts during the extraction method.

Blanching of Fresh Spinach. Fresh spinach leaves (ca 5 g per
sample) were immersed into boiling water for a period of 0.3, 1,2, 3, 5,
or 10 min. Treated samples were immediately quenched on ice water.
Sample preparation was as described above.

MNuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (NMR). NMR
spectra were recorded on a Varian VXR 400 spectrometer operating at
400 MHz for 'H and at 100 MHz for "*C or on 2 Varian Unity Inova
500 instrument aperating at $00 MHz for "H and at 125 MHz for "C,

respectively.
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Statistical Analysis. Analyses of carotenoid concentrations were
performed in duplicate for each model system and resulted in
coeflicients of variation of <5%. All significance tests were performed
by two-sample  test with a probability value of 99%. The Welch test
was wsed alternatively in one case of differing standard deviations. The
same probability value was selected. Confidence intervals were
calcubsted with a probability value of 25%.

B RESULTS AND DISCUSSION

Identification of f-Carotene lsomers. HPLC-UV anal-
yses of spinach extracts led to the typical chromatograms shown
in Figure 1. The identification was performed first by
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Figure 1. HPLC chromatograms of an authentic field-grown (solid
line) and a greenhouse-grown (dashed line) spinach extract. Elution of
H-carotene isomers {15-cis-f-carotenc; 13,15-di-cis-f-carotene; 13-cis

Hecarotene; 9,13%-di-cisfcarotene; all-trans-flecarotene; Yecisfl-caro-
tene) was monitored by UV detection at 430 nm.

LC/APCI-MS analyses. During negative ion APCI six peaks
formed a pseudomolecular ion of mfz 536.7, thus verifying
them as F-carotene isomers. Absolute configuration was verified
by comparison of retention times using authentic references.
Besides commercially available all-trans-f-carotene, independ-
ently synthesized %-cis- and 15-cis-fi-carotene were used. The
remaining isomers were assigned on the basis of their spectral
characteristics determined by HPLC-DAD analyses, Q-ratios
(absorption at the subsidiary “cis-peak” divided by the
absorption at A,.)"** were formed and compared to the
literature and thus allowed an identification of 13-cis-f-
carotene.’” As expected, our experiments gave the highest Q-
ratio for 15-cis-flcarotene (0.61), followed by 13-cis (0.46), 9-
cis (0,09), and all-trans (0.06). In addition, the HPLC elution
pattern (Figure 1) was completely comparable to data of
Strohschein et al, which identified the two remaining isomers
as 13,15-di-cis- and 9,13-di-cis-ff-carotene (exptl Q-ratic 0.42)
using HPLC—-NMR analyses™ The presented assignment
using various approaches for the identification of ff-carotene
isomers allowed targeted analyses in the following studies.
Irradiation and Thermal Treatment Model Systems.
Maodel system A simulated illumination conditions during field-
grown cultivation. In this case a halogen lamp with a
wavelength spectrum close to that of sunlight was used for
iradiation (Figure 2A). All-trans-f-carotene underwent a
strong degradation during the fisst 30 min of illumination,
illustrated by a decrease starting from a concentration of 96,55

4562

to 89.55%. After that, the degradation attenvated and almost
reached equilibriom at 8531%. 13-cis- and 15-cis-ff-carotene
showed opposite developments. Both isomers were formed in
high yields during the first period of irradiation. 13-cis-fi-
Carotene rose from 2.39 to 6.96%, whereas 15-cis reached a
concentration of 1.90% starting from 024%. Both isomers
approximated equilibrium  concentrations, too; however, a
decrease was observed after full time of illumination (13-,
609%; and 15-cis, 1.66%). In contrast, an almost linear
formation during the whole period of treatment was observed
for 9-cis-fl-carotene. Its concentration rose from 0,75 to 6.86%
{ca. 1.5%/h); thus, 9-cis was the predominant cis-isomer after
photoinduced isomerization, Interestingly, the formation of 9-
cis-flearotene was closely associated with degradation of 13-¢is-
fFearotene in the last period of irradiation, when all other
isomers showed no appreciable changes anymore, Almost no
change was observed for 9,13-di-cis-f-carotene, the concen-
tration of which stayed unchanged at about 0.10%, Similar light-
induced isomerization progress was observed by O'Neil et al.
among others; that is, 13-cis- and dominantly 9-cis-f-carotene
were formed after exposure to white light (24 h).* Further
illumination yielded only a small increase of 9-cis, whereas 13-
cis slightly decreased. Thus, the observed equilibrium for the
13-cis isomer is confirmed by the literature.'

In contrast, irradiation with limited-wavelength spectra using
cutoff flters led to completely different isomerization
progressions ( Figure 2B,C). Model system B mimicked typical
growing conditions under foils or plastic materials, which are
impermeable for light under 400 nm. Thus, a 420 nm optical
filter was interposed to simulate greenhouse-grown conditions.
In comparison to model system A, the isomerization process
was significantly suppressed, illustrated by a reduced decrease
of all-trans-ff-carotene to a concentration of just 90.08% (total
loss of 6.91%). In the presence of energy-rich light a higher loss
of 11.24% was observed before, Formations of 13-cis- and 15-
cls-fFcarotene were deferred, too, Their maximal concentrations
of 6.00% (13-cis) and 1.50% (15-cis) were reached after 3 h to
form equilibria. Slight decreases at the end of irradiation were
detected as well. The concentration of 9-gis-fF-carotene rose
linearly to 2.47%, compared to 6.86% in model system A, Thus,
the formation rate was almost 4 times higher in comparison to
only 0.4%/h in model system B. The concentration of 9,13-di-
cis-fl-carotene showed no significant change during irradiation
again. Altheugh the degradation and formation of all isomers
were extenuated, the pattern of isomerization was similar to
that of model system A

A 550 nm cutoff filter was used in model system C (Figure
2C) to simulate growing conditions under electric illumination.
Commonly used sodium vapor lamps are designed especially
for photosynthesis; that is, they emit only a wavelength range
between 550 and 750 nm. Figure 2C illustrates that almost no
isomerization ocourred during this experiment. All-trans-fi-
carotene decreased to just 94.16%, that is, a total loss of 2.38%
compared to 6.91% in model B or 11.24% in model A 13-cis-
and 15-ds-isomers were formed in only small amounts. Linear
increases from 239 to 3.61% (13-cis) and from 0.24 to (0LG0%
(15-cis) were observed. Similar results were recorded for 9-cis-
fFearotene, the concentration of which marginally rose to
1.27% starting at 0.75%, In contrast to both other models 9,13-
di-cis-ff-carotene was formed during this experiment. Here, its
concentration increased significantly from 0.08 to 0.35%.

In addition, thermal treatment of fecarotene standard
solutions was performed to exclude artifacts during extraction
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Figure 2. Concentrations of f-carotens isomers during irradiation with a halogen lamp over a period of 4 h using no filter (A), 2 420 nm filter (B), 2
550 nm filter (), and thermal treatment at 65 °C (D), expressed as percentage of total f-carotene concentration (%): 15«ciszf-carotene (& ); 13cis<
fcaratene (W) 9,1 3-di-cis-f-carotene (¥ ); all-trans-f-carotene (M); 9-cis-fi-carotens (®).

and preparation for analyses. Simultaneous possible crossovers
to photoinduced isomerization were clarified in this experiment.
Thermal-triggered isomerization (Figure 2D) showed a similar
pattern compared to model system B. All-frans-ji-carotene was
degraded from 96.97 to 76.31% and thus resulted in the highest
decrease during all model systems (total loss of 20,66%). In
parallel, 13-cis-ff-carotene reached a concentration of 15.30%
after 4 h of treatment at 65 °C, that is, nearly 3 times higher
compared to model system A (6.09%). Furthermore, a linear
increase was determined during heating with no equilibrium
reached during the given time frame. Formation of 15-cis-f5-
carotene resulted in a similar progress. With a concentration of
231% the highest level of all systems was generated after
thermal processing (compared to 1.66% in model A). 9-cis-fi-
Carotene was also formed during heating; however, its
concentration rose to just 5.57% compared to 6.86% after
irradiation in model system A. Interestingly, 9,13-di-cis-fi-
carotene was almost completely degraded after thermal
treatment, when its concentration decreased to just 0.01%.
The results of all-frans-ff-carotene model systems (Figure 2)
were in line with theoretical studies on isomerization of f-
carotene by Guo et al.™ Compared to 13-cis- and 15-cis-ff-
carotene (AEF = 9.1 and 9.7 keal/mol (T,)) the 9-cis-isomer

has the highest barrier of activation energy {ﬁE* =134 kcal/
mol (T,)). This means that its formation is preferred in the
presence of energy-rich ].1'ght.'1"1| Simultaneously, its high
rotational barrier for reverse reaction leads to the highest
stability within all cis-isomers and explains the linear formation
during irradiation, whereas 13-cis-fi-carotene was degraded after
reaching a maximum (Figure 2A).*' During irradiation in
made] systems B and C energy levels did not suffice to trigger
the formation of hindered 9-cisff-carotene up to that level.
These studies provide an explanation for the curve
progressions, too. On the one hand, 13-cis- and 15-cis-f-
carotene represent the kinetically controlled products, because
they were formed in high yields just at the beginning of
irradiation. On the other hand, 9-is-ff-carotene was formed
during the whole period of illumination associated with a
decrease of 13-cis and 15-cis at the end of treatment, idenLLF}'ing
9-cis-fi-carotene as the thermodynamically controlled product.
Ohr experiments showed a formation of 9,13-di-cis-ff-carotene
during irradiation in model system C, whereas no formation
was observed in model systems A and B. Accordingly, the
barrier of activation energy has to be low to afford formation
with energy-poor light. Otherwise, the isomer is characterized
by a low rotational barrier for reisomerization processes, which
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explains constant concentrations during illumination with
energy-rich light. During thermal processing the thermody-
namic reaction product 9-cis-f-carotene was generated to a
lesser extent compared to the daylight irradiation model, but
higher than in model systems B and C. Similar observations
were described in the literature; for example, Pott et al. showed
increased levels of 9-cis-fi-carotene in solar-dried mangoes,
whereas conventionally dried mangoes contained high amounts
of 13-¢is-F-carotene,'”

Thus, 9-cis-f-carotene and 9,13-di-cis-F-carotene were
identified as potent markers for a possible differentiation of
illumination conditions during cultivation of vegetables, In
addition, 9,13-di-cis was not formed during thermal processing,
which emphasizes its importance for a possible differentiation
to photoinduced processes, whereas high levels of 13-cis- and
15-cis-isomers are useful parameters for the determination of
thermal treatment of foods, as expected from the literature.*~"*
For example, Chandler et al. showed increased levels of 13-cis-
fi-carotene in various canned fruits and vegetables compared to
fresh samples."”

Blanching of Fresh Spinach. Fresh spinach leafs were
blanched in boiling water for defined periods of time. This
experiment assigned the results of the above model systems to a
complex matrix and was established to identify possible
differences between untreated spinach and frozen commerdal
spinach, which is commnnlr blanched to inactivate enzymes
and microorganisms.® Blanching of spinach resulted in a
comparable pattern (Figure 3) to thermal incubation of all-

100

isomer concentration (%)

time of blanching (min)

Figure 3. Concentrations of fl-carotene isomers during blanching at
100 "C over a period of 10 min: 15-cis-fecarotene (A); 13-cis-5-
carotene (W) 91 3edi-cisflecarotene (@ ); all-frans-fl-carotens (W); 9-
cis-ff-carotene ().

trans-fi-carotene. The native all-frans-fi-carotene concentration
of 86.14% decreased to 73.43% during 10 min of blanching,
whereas 13-cis (from 4.34 to 13.53%) was formed dominantly.
A similar increase was found for 15-cis-fi-carotene (from 0L71 to
222%) and 9-cis-f-carotene (from 732 to 9.44%), whereas
9,13-di-cis-fF-carotene slightly rose from 0.87 to 0.99%, These
results comply with observations in the thermal treatment
model system and, thus, verify their validity for follow-up
studies on authentic spinach samples, Lemmens et al. showed
comparable results during the thermal processing of carrot
puree, where 13-¢is was dominantly formed and 9-¢is resulted in
a lower reaction rate constant.'!

Isomeric Composition of Authentic and Commercial
Spinach Samples. On the basis of the various model systems,
four sets of spinach samples were analyzed with regard to their
isomeric f-carotene pattern to identify possible differences
caused by growing and processing conditions. All five -
carotene isomers showed significant differences compared to
authentic field-grown and authentic greenhouse-grown spinach
as depicted in Table 1 and Figure 4. In general, authentic field-
grown spinach showed a higher cisisomer concentration
compared to authentic greenhouse-grown spinach, illustrated
by a significantly lower concentration of all-trans-f-carotene
(=1.28%). Simultaneously, significantly higher concentrations
of Qecis- (+1.03%), 13-cis- %nﬂ.&ﬁ?&], and  15-cis-ff-carotene
(+0.27%) were determined. In contrast, 9,13-di-cis-f-carotene
was the only isomer with a significantly lower concentration in
field-grown spinach (0.25 + 0.03%) compared to greenhouse-
grown samples (0.76 £ 0.05%). Comparison of authentic field-
grown and fresh commercial spinach led to two significant
differences. Commercial spinach had a significantly lower
concentration of all-frans-f-carotene (—1.10%) combined with
a significantly higher level of 9-cis-ff-carotene (+1.09%). A dear
differentiation  between authentic field-grown spinach and
frozen commercial spinach was also possible; that is, five
parameters with significant differences in the isomeric
composition were observed. In this case 13-cis- and 15-cis-fi-
carotene showed significantly higher concentrations (13-cis,
+0.98%; 15-cis, +022%), whereas all-frams (=0.4%%), 9-cis
(=048%), and 13,15-di-cis (=0.22%) resulted in significantly
lower concentrations.

Table 1 shows that differences in the isomeric profile
between authentic field- and greenhouse-grown spinach
completely corresponded to model systems, where all relevant
isomers (13-cis, 15-cis, 9-cis) reached higher concentrations
during energy-rich irradiation. Additionally, 9,13-di-cis-f3-
carotene had a significantly lower concentration in authentic
field-grown spinach (025 + 0.03%) compared to authentic
greenhouse-grown samples (0.76 + 0.05%). This significant
difference between both authentic groups is based on the
limited stability of 9,13-di-cis-f-carotene in the presence of UV
light as abserved during the above model systems, On the basis
of our experiments the most potent markers (9-cis- and 9,13-di-
cis-fl-carotene) were plotted in two dimensions in Figure 4 and
led to a dear differentiation of authentic field- and greenhouse-
grown spinach samples.

During analyses of both cultivated varieties ‘Matador’ and
‘Bella” no significant differences were observed within the
authentic groups; thus, no separation of samples was performed
during plotting. Time of cultivation also led to no deviations
within the groups.

A total of 37 fresh spinach samples available from local
markets and food stores were then analyzed to prove the
concept of differentiation of growing conditions for commercial
spinach in open fields. Mean concentrations of the four above
isomers showed no significant differences compared to
authentic feld-grown spinach, thus reflecting the typical
cultivation of European spinach. In contrast, significant
differences in all-trans- and 9-cis-f-carotene were determined
compared to field-grown spinach. The mean concentration of
all-trans was 110% lower, whereas 9-cis was 1.09% higher
concentrated. This led to a separation in two subgroups of fresh
spinach. One part indeed correlated to authentic field-grown
spinach. The other set lay above the cluster of the authentic
field-grown group, characterized by a strong increase in 9-cis-f-
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Table 1. Mean Concentration (4 Confidence Interval™) of All Analyzed f-Carotene Isomers Observed in Different Sets of
Spinach Samples, Expressed as Percentage of Total f-Carotene

authentic fickd-grown spinach (%)  authentic gree spinach  fresh commercial =pi (%) Frozen commercial spinach (%)
(n'= 58) (%) (n = (n= (m = 43)

15 0T £ 0 045 + 0038 064 = 005 094 + 005#
13,1 5-de-cis 080 £ 0,05 0AT £ 005 075 £ 007 058 £ 0uDaGH
13-cis 37 £ 001 380 £ 0V1E 448 £ 012 535 £ 0.32%
A0 5-di-ois 025 £ 0,03 076 £ 00548 028 £ 0.07 0.25 £ 004
all-frans B3 = 020 761 £ 0.17# 8524 £ 027H B5.85 & 0268
Degis 752 = 014 649 = 0118 61 = 0227 T4+ 0152
ﬂ%}‘g Fw 4150 6455 2493 3400

range) {20.35—66.12) (41.61—84.22) (16.53—66.88) (21.33—46.48)

“#, significant difference compared to authentic field-grown spinach caleulated by £ test (@ = 0.01); *, significant difference compared to authentic

ficld-grown spinach calculated by Welch test (a = 0.01),

9-pig-Fcarptene (%)

Q-cis-ff-carotene as a second marker for photoinduced isomer-
ization was significantly lower than for the authentic field-
grown set, but higher than for authentic greenhouse-grown
samples. Still, two-dimensional plotting of 9-cis- and 9,13-di-cis-
fFearotene allowed a clear assignment to authentic-field grown
spinach, whereas almost no crossovers were observed to
greenhouse-grown samples (Figure 4). This confirmed again
that 9,13-di-cis is the stronger parameter for field-grown

& % o s conditions and, in a broader sense, that commercial spinach

7 @ = is commonly cultivated under field-grown conditions in most

% P European countries. Interestingly, three samples with unusually

. %g @ high concentrations of 9,13-di-cis-f-carotene (0.51-0.78%)

o Go compared to all other frozen samples overlapped te the

greenhouse-grown set. According to the declaration, all three

s i i i i i i T i samples were produced in Movember 2012 with origin in
e 02 04 05 0B 1D 12 14 15

2,13-dl-cis-earotons (%)

Figure 4. %cis- versus 913-di-cis-f-carotene concentrations of
authentic feld-grown (#), authentic greenhouse-grown (), fresh
commercial (gray circles), and frozen commercial (gray triangles)
spinach samples, expressed as percentage of total fhcarotene
concentration (%),

carotene. These fresh spinach samples originated from Italy,
where obviously not only higher sunlight intensity but also
higher average temperatures lead to an increase of Y-cis,
Moreover, 9-cis is known to be enzymatically formed from all-
tranis during biosynthesis of carlactones and strigolactones
triggered by D27 isomerase.’® This enzymatic activity might
also be influenced by light conditions or the variety of spinach.
Thus, 9,13-di-cis-F-carotene is clearly the stronger parameter for
differentiation of field- and greenhouse-grown spinach as its
concentration was just influenced by photoinduced processes,
leading to 3 times lower concentrations in the presence of
energy-rich UV light. Notably, three samples of fresh
commercial spinach showed crossovers to authentic green-
house-grown  spinach caused by conspicuous 9,13-di-cis-f-
carotene concentrations between 0.55 and 0.85%. This strongly
suggested that these samples were cultivated in greenhouses.
The purchase date (December 3, 2012; origin, Italy) further
supported this hypothesis, because climatic conditions during
November and December do not suffice for effective cultivation
of spinach.

Furthermore, a total of 43 frozen spinach samples available
from local food stores were analyzed for their isomeric
composition, The mean concentration of 9,13-di-cis-f-carotene
was in the same range compared to authentic field-grown and
fresh commercial spinach, Unexpectedly, the concentration of

Flanders, Belgium. In agreement with the literature, greenhouse
cultivation i¢ an intensive part of horticulture in the region of
Flanders,™ which for the present three samples was further
supported by the date of production.

In addition, significantly higher concentrations of the
identified thermal markers 13-cis- and 15-cis-ff-carotene in
parallel to a significantly lower concentration of all-frans were
determined in frozen commercial spinach samples compared to
both authentic-grown sets (Table 1). According to the above
blanching model experiments and data from the literature, the
increased concentrations must be attributed to thermal
processing”” In general, frozen commercial spinach is
blanched directly after harvest to inactivate enzymes and
mlcruarﬁnisms that could influence quality or storage
stability.” Obwiously, the resulting fsomeric composition
alowed for a differentiation between frozen spinach and
untreated fresh spinach samples based on two-dimensional
plotting of 15-cis- and 13-cis-ff-carotene concentrations (Figure
5). Although the mean concentration deary differed from that
of untreated fresh spinach samples, several crossovers were
observed. This must be explained by considerable variations in
temperature and duration of the industrial blanching processes.
Mevertheless, this method seems to be applicable for a
differentiation between blanched and untreated spinach.
Comparable results were illustrated in the literature for
blanched fruits and vegetables; for example, a 13-cis-ff-carotene
concentration of 15.3% was determined in canned spinach
compared to just 8.8% in fresh samples by Chandler et al™"

In summary, on the basis of various model systems, 9-¢is- and
especially 9,13-di-cis-f-carotene were identified as potent
markers for a differentiation of illumination conditions during
cultivation, whereas 15-ci- and  13-cis-isomers were most
characteristic for thermal processing as expected from the

dedod org IO I02 1500 1365 | 1. Agric. Food Cheme. 2004, &2, 4960=4057
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Figure 5. |5-cis- versus 13-cis-flecarotens concentrations of fresh ()
and frozen commercial (&) spinach samples, expressed as percentage
of total f-carotene concentration.

literature.* ™" Results were successfully transferred to complex
matrices and allowed a clear differentiation between authentic
field- and greenhouse-grown spinach and additionally between
blanched (frozen) and fresh spinach samples. The applicability
to commercial spinach was proven and led to the putative
identification of 6 greenhouse-grown samples of a total of 80
commercial samples. Further studies will show if the results on
carotenoid isomerization can be transferred to other vegetables
for authentication of growing and processing conditions,
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Abstract. The present study aimed to investigate the influence of singlet oxygen and radical
species on the isomerization of carotenoids. On the one hand, lycopene and f-carotene
standards were incubated with 1 4-dimethylnaphtalene-1.4-endoperoxide that produced
singlet oxygen in sitw. (132)- and (152)-fi-carotene were preferentially generated at low
concentrations of singlet oxygen, while high concentrations resulted in formation of (92)-
fi~carotene. The addition of different concentrations of lycopene led to the same isomerization
progress of fi-carotene, but resulted in a decreased formation of (9£)-f-carotene and retarded
degradation of (all-E)-fi-carotene. On the other hand, isomerization of f-carotene and
lycopene was induced by ABTS-radicals, too. As expected from literature, chemical
quenching was observed especially for lycopene, while physical quenching was preferred for
fi-carotene. Mixtures of f-carotene and lycopene resulted in a different isomerization progress
compared to the separate f-carotene model. As long as lycopene was present almost no
isomerization of f-carotene was triggered, after that, strong formation of (13Z2)-, (9Z)-, and
(15Z)-fi-carotene  was initiated. In summary, lycopene protected f-carotene against
isomerization during reactions with singlet oxygen and radicals. These findings can explain
the pattern of carotenoid isomers analyzed in fruits and vegetables, where lycopene containing
samples showed higher (all-E)/(9Z)-f-carotene ratios, and also in in vive samples such as

human blood plasma.

Keywords: lycopene, fi-carotene, singlet oxygen, radicals, isomerization, quenching

ACS Paragon Plus Environment 1

Page 2 of 32



4. Publikationen

Page 3 of 32 Journal of Agricultural and Food Chemistry

21 INTRODUCTION

22 Carotenoids are well-known as potent antioxidants against reactive species, such as free
23 radicals or singlet nxygen.[‘z The high antioxidative capacity is closely associated to the
24 elongated double bond backbone of these colored structures. Conn et al. postulated that the
25  ability to quench 'O, depends on the number of double bonds, which makes lycopene to the
26 best singlet oxygen quencher of all natural carotenoids reported at this time.’ However, the
27  antioxidative capacity has not been determined for all known carotenoids, thus there might be
28  even more powerful structures compared to lycopene. In this context, carotenoids were linked
29 o numerous beneficial effects on human health by minimizing oxidative damage, and thus
30 were suggested as a prevention against prostate cancer or cardiovascular diseases.” Moreover,
31 some carotenoids, such as f-carotene, additionally have provitamin A activities that reflects
32 another important aspect to human health, too.”

33 In principle, carotenoids can inactivate singlet oxygen or other reactive species through
34 physical or chemical quenching (scavenging). Physical quenching is related to energy transfer
35  reactions, where energy-rich species transfer their energy to the carotenoid molecule to reach
36 an excited state. Subsequently, the carotenoid returns to its ground state by emitting thermal
37  energy or by isomerization processes.” Chemical quenching or scavenging always includes
38  chemical reactions between carotenoid and oxidative species and results in formation of
39 cleavage products, such as apo-carotenals or carotenoid-endoperoxides. According to
40  literature, interactions between carotenoids and singlet oxygen are dominantly quenched
41  physically, while chemical quenching seems to be just a minor side reaction.”” Surprisingly,
42 there are almost no studies on isomerization processes triggered by singlet oxygen whereas a
43 multitude of studies investigated the formation of oxidative metabolites. Foote et al. already
44  showed in 1970 that (15Z)-f-carotene was transferred to (all-£)- during incubation with
45 singlet oxygen.® On the one hand, in vitro experiments using carotenoid solutions led to a

46  variety of aldehydes and ketones during treatment with singlet oxygen.” On the other hand,
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endoperoxides, epoxides and lactones were also determined as carotenoid oxidation products.”
Reactions with radicals were reported to lead to a much higher degradation of carotenoids
compared to physical quenching mechanisms.’

Only few studies illustrated possible synergistic effects between different antioxidants during
quenching reactions; e.g. combinations of a-tocopherol and f-carotene resulted in a
significant stronger inhibition of lipid peroxidation than expected from individual
inhibitions.'®

Up to now, there is a lack of knowledge concerning the isomerization process of carotenoids
in vive that could be induced by oxidative stress. Interestingly about 60% of total plasma
lycopene were determined as (Z)-isomers (28% (52), 12% (13Z2)0(152), 16% not specified-
Z)'"' while (9Z)-ff-carotene just occurred in trace amounts and (132) never exceeded 7% of
total fi-carotene.” On the one hand, an increased bioavailability of (Z)-lycopenes caused by a
better solubility in chylomicrons is often proposed to be the reason for this observation.'” On
the other hand, various processes during digestion are hypothesized to trigger the
isomerization of lycopene and f-carotene.”® Especially the gastric milieu is considered to be
the main reason for the isomerization of carotenoids,” because a strong formation of (Z)-
isomers at pastric pH as well as at elevated physiological temperatures was observed in
several studies.""* However, this cannot explain the dominant role of (all-E)-fi-carotene in
human plasma in presence of only trace amounts of f-carotene isomers. Instead, enzymatic
systems that could remove (£)-isomers were discussed in literature to form products such as
(9Z)-retinoic acid.” Furthermore, the difference in the distribution of (Z)-lycopenes
determined in various human tissues cannot be clarified by these hypotheses at all. i
Therefore, the physical and chemical quenching of carotenoids was investigated in detail, to
identify possible mechanisms for the contradict ratios of carotenoid-(Z)-isomers in human
plasma and tissues. The present work focussed on the underlying isomerization processes and

allowed insights to additional synergistic effects between lycopene and f-carotene.
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73 MATERIALS AND METHODS

74 Chemicals. Chemicals with highest purities were obtained from Sigma-Aldrich (Taufkirchen,
75  Germany) and Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Germany) unless otherwise indicated. (152)-
76 fi-carotene, (92)-ff-carotene, (13Z)-lycopene and (52)-lycopene were synthesized according to
77 the literature.”” Performed modifications were described in previous works.'"™!" (72,92)-
78 lycopene and (7Z)-lycopene were synthesized as well using the same Wittig-strategy. In
79  contrast to literature, geraniol served as the educt for both these isomers.' Pure (E)-citral was
80  generated after oxidation by activated manganese dioxide, " The following steps were more or
81  less identical to literature, with exception of the final Lindlar-hydrogenation, where a ratio of

82  Lindlar-catalyst to Lindlar-poison of 1:23.000 (w:w) was used to accomplish an almost
83 complete reaction. 11.0 mg of T-cis-lycopene and 18.4 mg of (7Z,9Z)-lycopene were obtained
84 with isomeric purities of 91% (72) and 83% (7Z2,97). Standards were venfied by 1D-, 2D-
85 NMR spectra and HPLC-UV analyses. (All-E)-lycopene was isolated from tomato paste
86  according to the below described extraction method, followed by precipitation with methanol.
87  Analytical parameters for identification and characterization as well as NMR-data are
88  summarized in Table S1. 1 4-Dimethylnaphthalene-1.4-endoperoxide was synthesized
89  according to Wasserman et al." Peroxidase from horseradish (HRP) with an activity of about

90 150 U/mg was purchased as a lyophilized beige powder from Sigma-Aldrich (Taufkirchen,
91  Germany). NMR solvents were purchased from ARMAR Chemicals {Dittingen, Switzerland)
92 with a purity of 99.8 atom%D. Methanol and methy] rerr-butyl ether as HPLC solvents were
93 purchased from Sigma-Aldrich (HPLC grade = 99.8%).

94 Fruit and Vegetable Samples. In this study, different fruits and vegetables were
95  characterized for their content and isomeric composition of carotenoids. Samples of
96  watermelon, papaya, persimmon, broccoli, eggplant, grapefruit, tomato, spinach, zucchini and

97  red pepper were purchased from local markets and food stores with different orgins.
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Preparation of Fruits and Vegetables. Fresh fruit and wvegetable materials were
homogenized at 0 °C with a mixer for | min under reduced light, if necessary with addition of
water. Per sample between 15 to 30 g of the homogenate were frozen at -21 °C followed by
Iyophilisation for 3 to 4 days. Dry plant materials were extracted overnight by addition of n-
hexane/acetone/ethanol (30/25/25) containing 0.01% butylated hydroxytoluene performed on
an orbital shaker (170 U/min). Saponification was performed for about 20h at room
temperature by addition of a methanolic potassium hydroxide solution (10%) to the filtrated
extracts, thus allowing an effective separation of fatty compounds and chlorophylls. Alkaline
extracts were washed 5 times with a 2% sodium chloride solution and were dried under an
argon stream. Obtained precipitates were dissolved and diluted in mobile phase
{methanol/methy tert-butyl ether, 50/50) followed by HPLC-UV analyses. This method was
fully adopted from prior works."™'” Thermal- or photo-induced isomerization processes were
excluded during the whole preparation by working under reduced light and using aluminum
foil or dark glassware. Temperature never exceeded 25 °C. Detailed investigations confirmed
that the native isomeric composition was not influenced during storage and all steps of
preparation.

Preparation of Human Plasma. A total of 15 human plasma samples of healthy donors
between 22 and 35 years were obtained in cooperation with the university medical center
Halle/Krillwitz (Halle/Saale, Germany). All participants signed a written informed consent.
Sample preparation was performed in compliance with literature."' Plasma was obtained after
centrifugation of blood samples for 10 min at 4 °C (2375 mpm, 454 xg). Separated plasma was
stored on ice until preparation. | mL plasma was diluted with 1 mL of double distilled water.
Protein precipitation was performed by intensive shaking after addition of 2 mL ethanol.
Plasma carotenoids were extracted with 4 mL of n-hexane on a shaking device (Vortex) for
20 min. After centrifugation (15 min, 4500 rpm, 3400 xg) 3.8 mL of the organic layer were

transferred to amber glassware vials and dried under argon stream. For HPLC-UV analyses,
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124 the residues were dissolved in 200 pL. mobile phase (methanol/methyl terr-butyl ether, 50/50).
125 All samples were prepared in duplicate,

126 Singlet Oxygen Assay. Transformation of (all-E)-lycopene and (all-E)-fi-carotene was
127  observed after treatment with various amounts of singlet oxygen, generated in situ, to gain a
128 better understanding of chemical and physical isomerization processes. Concentration of
129  singlet oxygen was referred to absolute amounts of carotenoids after incubation. First,
130 separate incubations were performed with either lycopene or f-carotene as pure substances to
131 investigate their individual isomenzation process. Then mixed incubations were used to
132 determine possible synergistic effects between lycopene and f-carotene.

133 Singlet oxygen was generated in situ by thermal degradation of 1,4-dimethylnaphtalene-1,4-
134 endoperoxide (DMNEP). This compound was synthesized according to Wasserman et al.,"”
135  followed by flash chromatography (silica gel 60; n-hexane/EtOAc, 7:3) to yield a mixture of
136 educt and DMNEP (1:1). NMR experiments confirmed reproducible release ratios of
137 molecular singlet oxygen during treatment at 40°C for 20 min (about 37.7% of total applied
138 amounts). For follow-up studies about 25 mg of DMNEP were diluted in 50 mL n-hexane to
139 wield an absolute concentration of (.59 nmol/pL singlet oxvgen or 0.059 nmol/uL for diluted
140 solutions (1:10), respectively.

141 2.5 mg of lycopene and fi-carotene were dissolved in 50 mL hexane to final concentrations of
142 50 pg/mL. Aliquots (300 pL) were transferred to dark glass vials and various volumes of
143 DMNEP (0.059 nmol/mL: 0, 10, 25, 50, 100, 150, 200, 250 puL; 0.59 nmol/mL: 50, 100, 200,
144 500, 1000, 2200 uL) were added. For standardization, vials were filled up in cach case to
145 2.5 mL with n-hexane. The resulting solutions were stirred for 20 min at 40 °C and were
146 directly quenched on ice after treatment. After drying under argon stream, residues were taken
147 up in 400 pL of mobile phase (methanol/MTBE, 50/50) followed by HPLC-UV analyses.

148  H;O0,/HRP and ABTS/H,O0./HRP Assay. Carotenoids were treated with H;0, and

149 horseradish peroxidase in model systems to simulate oxidative effects in vivo. Kinetics were
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analyzed by HPLC=UYV and photometric measurements. Here, a protocol based on works of
Ozyiirek et al. with some modifications was established.” First, 2.2 mg of carotenoid
standards were dissolved in 4 mL acetone to final concentrations of 0.55 mg/mL of lycopene
and f-carotene, respectively. Five mg horseradish peroxidase (HRP, Sigma Aldrich,
~150 U/mg) was dissolved in 5 mL of H,O/EWOH (1:1) resulting in HRP solution with
150 UfmL. 0.32 mM H:0: solution was prepared from a 35% H:0: solution (Sigma Aldrich)
by dilution in EtOH. Incubation solutions consisted of water (0.5 mL), ethanol (0.5, 0.4, 0.3,
0.2, 0.1 and 0 mL) and 0.1 mL of carotenoid solution. Various amounts of 0.32 mM H.0-
solution (0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 and 0.5 mL) and constant levels of HRP solution {0.05 mL) in
ethanol (150 U/mL) were also added to dark glass vials. The resulting solutions (final volume
of always 1.15 mL) were shaken at room temperature for 30 min followed by photometric
analyses with a Jasco UV/VIS spectrophotometer V-530. Carotenoid concentrations were
determined at 470 nm for lycopene and 450 nm for f-carotene. To analyze the isomeric
composition the incubation solutions were extracted with dichloromethane (500 pL for two
times) and dried under argon stream. Residues were taken up in 400 pl of mobile phase
{methanol/MTBE, 50/50) followed by HPLC=UV analyses.

A similar model systemn was established to investigate quenching of radical species by
carotenoids. 46.6 mg of 2,2"-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) was
dissolved in 20 mL H>O to a final concentration of 2.33 mg/mL (4.25 mM). First, 0.1 mL of
ABTS solution was incubated with HRP (0.05 mL) and H20: (volumes as described before)
after addition of H>0 (0.4 mL) and EtOH (volumes as described before) with a total volume
of 1.05 mL for 30 min at room temperature. After formation of the green to blue colored
radical (ABTS""), 0.1 mL of carotenoid solution was added and shaken for additional 10 min.
Isomeric composition and degradation rates were analyzed after extraction and preparation as

described above,
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175 All described experiments were performed with pure lycopene and f-carotene standard
176 solutions first. Subsequently, mixtures of both carotenoids were incubated in the model
177 systems to determinate possible synergistic effects, maintaining the same concentration of
178 total carotencids to give comparable results to the single carotenoid incubation.

179 Amnalytical HPLC-UV and HPLC-DAD. Carotenoid profiles were determined for all
180  samples by the following HPLC system. The HPLC apparatus (Jasco, Grof-Umstadt,
181  Germany) consisted of a quaternary gradient pump (PU-2089 Plus) with degasser, a column
182 oven (Jetstream Plus), an autosampler {AS-2055 Plus) and an UV-detector (UV-2075 Plus)
183  operating at a wavelength of 450 nm. For DAD-analyses, a Jasco MD-2015 Plus detector was
184 used. Chromatographic separations were performed on a stainless steel column packed with
185  RP-C30 material (YMC Carotenoid, 5 pm, 250 x4.6 mm, YMC Euwope, Dinslaken,
186  Germany) connected to a C30 guard column (5 pm, 250 = 4.0 mm, YMC Europe, Dinslaken,
187  Germany) using a flow rate of 0.65 mL min"'. Chosen column temperature was 20 °C. The
188  mobile phase used was methanol (solvent A) and methyl tert-butyl ether (solvent B). Samples
189  were injected at 40% B (held for 5 min), gradient then changed to 83% B in 50 min.
190 Afterwards gradient changed to 1002 B in 5 min (held for 10 min) and to 40% B in 5 min
191  (held for 10 min). Retention time of the carotenoid isomers was checked with the authentic
192 references where possible. Further identification and characterization was performed by
193 HPLC-DAD and HPLC-MS/MS analyses, as described in previous works.'®'" In particular,
194 the Q-ratios were calculated by division of the absorption at the subsidiary *(Z£)-peak™ by the
195  absorption at the absorption maxima. Based on these spectral characteristics, further isomers

11152122 . .
A representative chromatogram is

196 were assigned according to data from literature.
197 given in Figure S1 to verify the applicability of the established method. Additionally, all data
198  required for the identification or characterization of altogether 16 carotenoid isomers are

199  summanzed in Table S1.
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For all samples (model incubations and biological samples), the isomeric composition was
calculated by integration of all identified lycopene and f-carotene peaks first. Then, the areas
of the separate peaks were divided by the sum of all lycopene and f-carotene values to
express them as the percentage of total lycopene and f-carotene concentrations. Absolute
concentrations and ratios of f-carotene and lycopene were determined by external calibration
using (all-E) standard compounds analyzed at 450 nm.

High Performance Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS/MS). The
HPLC apparatus (Jasco, GroB-Umstadt, Germany) consisted of a pump (PU-2080 Plus) with
degasser and gquaternary gradient mixer, a column oven (Jasco Jetstream I1) and an
autosampler {AS-2057 Plus). Mass spectrometric detection was conducted on a API 4000
QTrap LC-MS/MS system (Applied Biosystems/ MDS Sciex, Concord, ON, Canada)
equipped with an API source using an atmospheric pressure chemical ionization {APCI)
interface in negative mode. Nitrogen was used as sheath and auxiliary gas. The optimized
parameters for mass spectrometry of lycopene were Q1 536.7 amu, Q3 467.6 amu, DP -75 V,
CE -27 eV, CXP -12 V. f-Carotene showed no fragmentation in Q3 (Q1 536.7 amu, DP -60
V). The analytical parameters with respect to the used column and temperature were as
described above for the analytical HPLC-UV and HPLC-DAD.

Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (NMR). 'H and "C NMR spectra were
recorded on a Varian Unity Inova 500 instrument operating at 500 MHz for 'H and 125 MHz
for '*C and on a Varian VXR 400 spectrometer at 400 MHz for 'H and 100 MHz for "C,
respectively. SiMey was used as a reference for calibrating the chemical shift.

Statistical Analysis. Analyses of carotenoid concentrations and isomeric composition were
performed in duplicate for each sample and resulted in coefficients of variation less than 5%
in fruits and vegetables. Mean variation coefficients for carotenoid concentrations in human
plasma samples were below 10% (maximal coefficients of variation < 20%). Determination of

the isomeric composition in human plasma resulted in coefficients of variation less than 10%
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226 for all measured isomers with concentrations of more than 1.5%. Confidence intervals were
227 calculated with a probability value of 95%.

228 RESULTS AND DISCUSSION

229  Identification of Carotenoid Isomers. Identification of various lycopene and f-carotene
230  isomers was performed according to Heymann et al. by comparison of retention times on
231  HPLC-UV using commercially available and independently synthesized references.'®"
232 Additional LC/APCI-MS analyses and HPLC-DAD with Q-ratio characterization was also
233 used. The present synthesized (7£)- and (72,92)-lycopene were added to the established
234 analytical method. All representative data are summarized in Table 52 and Table 53. A total
235  of 8 authentic reference standards verified the established analytical method as a powerful
236  instrument for the determination of the carotenoid profile in model solutions and in biological
237  samples, thus allowing a detailed description of isomerization processes in further
238 experiments.

239  Carotenoid Profile of Various Fruits and Vegetables. First, various fruits and vegetables
240 were analyzed for their carotenoid content as well as their isomeric lycopene and f-carotene
241  composition. The results are summarized in Table 1. Tomatoes contained with about 68 pg/g
242 fresh weight the highest lycopene concentration compared to the other analyzed food samples.
243 This level was slightly higher than expected from literature, where usually concentrations
244  between 20 and 50 pg/g were reported.’ In the present study, an almost complete array of
245  lycopene isomers was determined in comparison to other works that might explain the
246 increased total concentration with respect to literature. Moreover, the natural deviation
247  between different tomato wvarieties has an impact on carotenoid biosynthesis, too.”
248  Furthermore, about the half of all analyvzed tomatoes were cultivated under field-grown
249  conditions, which also has a great impact on the rate of lycopene biosynthesis.'® All other
250 results, ¢.g. determined in watermelons or pink grapefruits, complied with published data very

251 well.*™ Contents of f-carotene showed no significant differences to data from comparable
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studies, e.g. analyses of spinach, zucchini and eggplant resulted in concentrations of
49.55 pglg, 1.60 pg/g and 0.41 pglg fresh weight, while O"Neill et al. determined 44.89 pg/g,
1.80 pg/g and 0.50 pgfe fresh ww:ighl,z1 respectively. In contrast to literature, the analysis of
pepper led to considerable higher amounts of f-carotene (15.76 pg/g vs. 4.8 pg/g).** Here, the
high levels of f-carotene in pepper fruits might result naturally from the specific cultivation
variety, but can be influenced also by many other factors, e.g. light, temperature or humidity.

The determination of the isomeric pattern of unprocessed food samples resulted in ratios
between 70 and 91% of the (all-E)-isomers, as apparent from Table 1. This reflects their

1325
Mean

predominant occurrence in nature, and has been reported in literature before.
concentrations of (all-E)-f-carotene and of (all-E)-lycopene of all analyzed food samples
deviated only in a small range, e.g. for (all-E)-f-carotene between 84.0 to 91.3%. Only in
persimmons lower levels of about 76% were observed. Additionally, (all-E)-lycopene was
determined with concentrations from 787 to 80.4%. On the other hand, (Z)-1someres of
fi-carotene and lycopene accounted only for about 15% and 20%, respectively, as has been
described in literature before. " However, the present detailed studies on carotenoid isomers
projected a significant difference in the observed (9Z)-fi-carotene concentration between
lycopene free and lycopene containing fruits and vegetables. While mean levels between 6.0
to 9.7% were determined in samples such as broccoli (9.7%), spinach (7.4%) or red pepper
(6.0%), the (9Z)-f-carotene concentration never exceeded 4.0% in lycopene rich samples like
tomato (2.6%), grapefruit (0.7%) or watermelon (2.9%). Thus, the (9Z)-f-carotene
concentration allowed for a clear differentiation between lycopene free and lycopene
containing samples, as shown in Figure 1.

Especially leafy green wvegetables were reported for raised (Z)-isomer concentrations
compared to +::nth|=:rs,23 resulting in decreased (all-EY(9Z) ratios (8.8 to 14.7, Table 1). Here,
especially chlorophyll was proposed to act as a sensitizer that triggers the isomerization

during photosynthesis.”” Nevertheless, the isomerization process of fi-carotene seems to be
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278 suppressed in the presence of lycopene. Our recent studies on the photo-induced
279  isomerization process of carotenoids confirmed this observation. While energy-rich
280 illumination resulted in significant higher levels of (9£)-f-carotene in field-grown spinachJ‘"
281  no difference in the isomeric f-carotene composition was observed between field- and
282 greenhouse-grown tomato samples. As a consequence for the later, only the increased
283 concentrations of (Z)-lycopenes led to a differentiation of light regimens during growing.™'®
284  This means, that most likely lycopene was able to minimize (i.e. quench) the photo-induced
285  isomerization of (all-E)-f-carotene and thereby preserves its biological function as a vitamin-
286  A-precursor.’

287  Carotenoid Profile of Human Blood Plasma. The results of the analyses of plasma samples
28%  from 15 healthy subjects (age from 22 to 39) are also summarized in Table 1. Comparable to
289  analyzed food samples, (all-E)}-fi-carotene dominated with a mean concentration of §9.3%,
290  while (9Z)-f-carotene was determined at only 1.7%. (13Z2)-f-carotene represented the
291  predominant {Z)-isomer with concentrations between 5.1 and 11.3%. These results completely
292 complied with observations from literature.’™*! Contrary, (all-£)-lycopene just occurred with
293 a concentration of 37.3%, while (5Z)-lycopene was the dominant (Z)-isomer (29.8%)
294 followed by (132) (14.1%), which was inline with literature, too.'"'*"

295 Interestingly, the ratio of (all-E)- to (9Z)-f-carotene in human plasma was in the same range
296 as for lycopene containing fruits (Figure 1), The chromatographic pattern of f-carotene was
297 quiet similar to lycopene containing fruits such as tomatoes or watermelon, characterized by
298 wvery low levels of the (9Z)-isomer. This indicated that the suggested protective effect of
299  lycopene on other carotenoids might be applicable for human plasma samples, too. Different
300 to fruits, there were significant higher amounts of (52)-lycopene found in vive.

301  Incubation of lycopene and f-caroteme with singlet oxygen as model system. The
302  isomerization process dunng individual incubations of (all-E)-f-carotene (A) and (all-E)-

303 lycopene (B) with singlet oxygen is illustrated in Figure 2. As expected from literature, only
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physical quenching but no chemical quenching was observed during the reaction with singlet
oxygen.”

The concentration of (all-£)-lycopene was degraded from initially 88.1% to 80.2%., while
especially (9Z)-lycopene (from 0.3% to 5.2%) and (52)-lycopene (from 4.2% to 8.4%) were
generated in high amounts. Contrary, (72 (1.4% to 1.2%) and (15Z)-lycopene (0.6% to
0.7%) just slightly changed at constant low levels during incubation. The isomerization
process of (13Z)-lycopene was characterized by a strong increase (maximum of 7.3%) at
singlet oxygen concentrations up to 1.05 nmol per nmol lycopene, while it was degraded at
higher singlet oxygen amounts to reach an equilibrium concentration of about 3.4%. In
contrast, the formation of (52)- and (9Z)-lycopene showed almost linear increases with rising
singlet oxygen concentrations. The remaining isomers showed no significant changes.
Comparable to lycopene the concentration of (all-E)-fi-carotene was reduced from 94.2% to
85.1%. Only (9Z)-fi-carotene (from 2.0% to 9.3%) significantly increased with an almost
linear fashion. (13Z)-f-Carotene and (15Z)-f-carotene were formed only at low
concentrations up to 2.8 nmol singlet oxygen per nmol f-carotene and reached subsequently
equilibrium states at about 4.5% (132) and 1.9% (152). All other fi-carotene 1somers showed
no significant changes.

These model systems illustrated defined processes during incubation of carotenoids with
singlet oxygen. Obviously, the isomernization proceeded in two stages. In the first stage at low
singlet oxygen concentrations, the isomerization progress was similar to thermal induced
processes as described by Kuki et al., where mainly the kinetically controlled products such as
(152)- and (13Z)-ff-carotene as well as (15Z)- and (13Z2)-lycopene were formed
preferentially.”®” The second part of the reaction at high amounts of singlet oxygen (>10.5
nmol/nmol f-carotene, >4.2 nmol/nmol lycopene) was characterized by a dominant increase
of the thermodynamic products like (9Z)-f-carotene and (5Z)-lycopene. These isomers are

normally observed during high energy processing of foods, eg. during high pressure
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sterilization or irradiation with U‘v‘-lighl.'ﬁ‘ﬂ'% The results were inline to theoretical studies
on the enthalpies of carotenoid isomers.™ Accordingly, (9Z)-f-carotene has the highest
rotational barrier to reisomerize to the (all-£) configuration compared to all other isomers
{ﬂEf =26.0 kcal.r’mu]}."’ﬁ Thus, (9£)-f-carotene is the most stable isomer that is only formed
during high energetic stimulation. Rotational barriers for reisomerization of (13Z)-ff-carotene
{AE" = 21.5 keal/mol) and ( 1 57)-f-carotene (AES = 20.6 keal/mol) are significant lower,
which explains equilibrium at high singlet oxygen concentrations, associated to their lower
stabilities.”” The same accounts for lycopene, where (132)- and (15Z)-lycopene were
calculated to be the kinetic controlled products, whereas (92)- and especially (5£)-lycopene
represent the thermodynamic controlled products, Taken together, the present results illustrate
that the energy input by singlet oxygen is located somewhere between thermal and
photochemical excitation. Furthermore, the singlet-oxygen induced isomerization of
carotenoids is far more complex than illustrated in literature so far, where only the complete
transformation of (152)- and (132)-isomers to the (all-E)-configuration was reported for the
interaction with singlet oxygen.*’

The similar isomeric pattern in the single incubations changed abruptly in mixed
f-carotene/lycopene reactions, where only lycopene displayed almost the same isomerization
progress as shown before. Various ratios were chosen (38%, 56%, 64% and 73% lycopene)
with the total carotenoid concentration maintained at the same level as used in the single
carotenoid incubation. Specific formation rates of the 4 fi-carotene-isomers were calculated by
linear fitting. In case of (13Z) and (15£) only the linear ranges at the start of the incubations
were used for calculation to allow comparability. As depicted in Figure 3, the rates for (92)
decreased with increasing lycopene concentrations from 0.143%/nmol singlet oxygen per
nmol carotenoid (0% lycopene) to just 0.051%/nmol singlet oxygen per nmol carotenoid
{73% lycopene), thus suppressing the formation to about one third. The opposite cffect was

observed for the isomerization of (all-£)-f-carotene, where rates decreased from -0.1589 1o
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-0.0757%/mmol singlet oxygen per nmol carotenoid. At lycopene contents of more than 50%
the formation of (152)- and (13Z)-isomers was effectively suppressed, while smaller amounts
of lycopene clearly led to increased formation compared to lycopene free systems. Inline with
the theoretical studies by Guo et al.,” lycopene reduces the potential energy levels during the
physical quenching of singlet oxygen. Low-energy processes rather result in the formation of
kinetically controlled products, i.e. (13Z) and (152)-f-carotene. Only very high amounts of
lycopene significantly minimized the energy levels, leading to reduced formation of both
isomers. In contrast, even small amounts of lycopene were able to suppress the formation of

3 thus

(9Z)-f-carotene with the highest activation energy within all mono-(Z£)-isomers,
preventing the generation of this thermodynamic product at low-energy levels.

These findings proved, that lycopene was able to suppress the singlet oxygen induced
isomerization of (all-E)-f-carotene probably as a result of its higher quenching activity.’
Consequently, f-carotene is preserved in its (all-E) configuration and maintains its potential
as a vitamin-A-precursor in vivo. Singlet oxygen naturally occurs in air, where it is generated
during various reactions especially with oxygen and UV-light.™ The presence of sensitizers,
such as chlorophyll during photosynthesis, or oxidation stress could also lead to singlet
oxygen in vivo." Unfortunately the determination of singlet oxygen concentrations is a
technically challenging problem as reported by Kanofsky. Consequently, only quantum yields
and lifetime experiments were described in literature.™ Thus, it is hard to assess if the used
concentrations of singlet oxygen in our model systems might be applicable for biological
systems.

Incubation with H:0; and Horseradish Peroxidase (HRP). For simulation of reactions
between carotenoids and reactive radical oxygen species first a model system of H20r and
horseradish peroxidase (HRP) was used. In theory, carotenoid peroxides are formed from
H,0; that is enzymatically catalyzed by HRP. This reaction should result in a loss of total

carotenoids as a measure for chemical quenching and decomposition. However, no relevant
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382  changes in extinction were found (data not shown). Amounts of carotenoids staved at a
383 constant level with the pattern of isomers nearly unchanged. Consequently neither chemical
384  nor physical quenching was detected. It can only be speculated that the missing specificity of
385  HRP to carotenoids was the reason for the lack in reactivity.

386  Incubation with H;0; and Horseradish Peroxidase (HRP) and ABTS. Alternatively, the
387  protective effect of lvcopene on radical induced f-carotene isomerization was confirmed by
388 experiments with ABTS-radicals in presence of hydrogen peroxide. In contrast to the reaction
389  of carotenoids with singlet oxygen, the interaction with free radicals led to strong chemical
390 quenching as reported in literature.” This was evidenced by a strong degradation of both
391  carotenoids. However, at high concentrations, lycopene was degraded completely, whereas
392 loss of f-carotene was only partially. Figure 4 shows, that in f-carotene/lycopene mixed
393  incubations (initial lycopene content 20%, see Figure 4 (0)) degradation of 54% of lycopene
394  was already reached at 1.4 eq. of radical concentration, while at 2.8 eq. lycopene was almost
395  completely degraded. Parallel to degradation, lycopene showed also strong isomerization
396  indicating physical quenching processes (data not shown). Higher lycopene proportions
397 (initial lycopene content 67%, see Figure 4 () shifted the degradation to higher radical
398  concentrations. In contrast, even at 7.5 eq. f-carotene degradation reached only 50%. This
399  enabled us to study the effect of radicals on the physical quenching of lycopene in detail. The
400  absolute degradation rates were calculated by comparison of the measured concentrations to
401  the initial starting carotenoid concentration during this study.

402  Figure 5A shows for single f-carotene reaction mixtures that inereasing concentrations of
403  ABTS radicals and hydrogen peroxide led to a strong degradation of (all-E)-f-carotene {from
404 95.4% to T0.8%) paralleled by considerable increases of (92)- (from 0.6% to 5.1%) and
405  (13Z)-f-carotene (from 3.0% o 22.3%) by a factor of almost 10. (15Z)-f-Carotene
406  concentration raised from 0.4% to 1.6%. The isomerization progress was immediately

407  induced at low radical concentrations (¥ at about 0.5 nmol hydrogen peroxide per nmol
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carotenoid). At high concentrations at about 6.0 nmol hydrogen peroxide per nmol carotenoid
almost equilibrium states were reached for (all-F), (132) and (152), while (92) still increased
in a linear fashion. A similar formation progress was described by Jeevarajan et al. and Gao et
al., who both identified carotenoid radical kations and dikationes as precursors for the

: S : : : . 4142
isomerization during radical quenching reactions.

In mixed lycopene/f-carotene
incubations, the isomerization pattern of f-carotene changed significantly. Almost no
degradation of (all-E)-fi-carotene was observed as long as lycopene was still present at
adequate concentrations, suppressing the isomerization of f-carotene at low hydrogen
peroxide concentrations. Specifically, a mixed carotenoid solution with an initial lycopene
content of 20% showed constant (all-E) levels up to concentrations of 1.7 nmol hydrogen
peroxide per nmol carotenoid (Figure 5B). After that point (37) the strong isomerization
coincided with the complete consumption of lycopene (see Figure 4 (2)), i.e. 79% of total
lycopene were consumed at 2.5 nmol hydrogen peroxide per nmol carotenoid. From this point
fi-carotene (Z)-isomers quickly increased comparable to the single incubations. A higher
percentage of lycopene (67%, Figure 5C) moved the point of induction to even higher
concentrations of hydrogen peroxide per carotenoid. In this system, 87% lycopene were
degraded at concentrations of 5.8 nmol hydrogen peroxide per nmol carotenoid (Figure 4 (e)).
This means that only after complete oxidative breakdown of lycopene and thereby the loss of
its high antioxidative quenching capacity, f-carotene (Z)-isomers are formed in significant
amounts.

The isomeric composition of f-carotene and lycopene in vive is extensively discussed in
literature, because of the strong discrepancy in the (Z)-isomer concentrations. For a long time,
the high content of (£)-lycopene was related to a supposingly increased solubility and thus
bioavailabilty of these compounds.™* However, later studies disproved these results,*** and
proposed 1somenization processes during digestion to be the most plausible explanation for the

differences in the isomeric pattern in vivo.'* Indeed, under gastric pH the isomerization of

ACS Paragon Plus Environment 18

Page 18 of 32



4. Publikationen

Page 19 of 32 Journal of Agricultural and Feod Chemistry

434 lycopene was triggered to a much higher extend compared to the relatively stable f-
435 carotene.” Furthermore, the supplementation of almost exclusively (all-E)-lycopene resulted
436 in a strong increase of the (9Z)-lycopene plasma levels, which substantiated in vive
437  isomerization processes.’® Moreover, thermal effects during digestion are suggested to explain
438  the determined isomeric composition in vive, too.*’ Various model systems showed that
439  lycopene is more susceptible to thermal energy than f-carotene.’” Additionally, the crystalline
440 structure of the carotenoids in the food matrices was reported to have an enormous impact on
441  the bioavailability and therefore on the isomerization in the gastric milieu, too. For example,
442 lycopene is embedded in crystalline form in the chromoplasis of tomatoes that effectively
443 protects the configuration from external influences such as acids or thermal energy.’’™
444 Contrary, the liquid crystals in mango or papaya were shown to be transferred into the gastric
445  micelles much more easier thus allowing an accelerated isomerization with respect to their
446  thermodynamic characteristics.***** On the other hand, (all-E)-lycopene was suggested to
447  aggregate in the intestine to form crystals. This notion would lead to a reduced biocavailability
448  and consequently to an accumulation of (£)-isomers (with an assumed better solubility) in the
449 human blood.”

450  Nevertheless, all known hypotheses are not able to explain the variable ratio of (£)-lycopenes
451 in various human organs and tissues, e.g. while about 80% of total lycopene was determined
452 as (Z)-isomers in tissues of the lymph or prostata, only between 30 and 50% was isomerized
453 in samples from the lung or serum.”'***

454  The present results strongly underpin the excellent quenching abilities of lycopene to explain
455  these observations. All experiments clearly demonstrated that lvcopene was able to reduce
456  (singlet oxygen) or even to inhibit (radicals) the formation of (£)-f-carotene isomers. It must
457  be concluded that these findings are also true for in vive systems. Here, oxidative stress in
458  form of singlet oxygen and radicals triggers the isomerization of carotenoids, as proposed

459  earlier in literature.”"* Lycopene acts as the effective quenching shield to protect other
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carotenoids against oxidative stress, i.e. f-carotene is preserved in its biological active (all-£)-
configuration, as illustrated in Figure 6.” During this process, lycopene gets highly isomerized
and degraded. This rationale is also confirmed by studies of Stahl et al., who determined
increased (92)-lycopene serum levels after consumption of processed tomato juice that only
contained traces of this isomer.”! Thus, the bioavailability theory to explain the different
isomerization extend of specific carotenoids might be of minor, if not of no relevance to in
vive systems. In contrast, our lycopene protective theory is also capable to understand the
deviating (Z)-lycopene isomer concentrations found in specific human tissues, as different
metabolic activities also entail different levels of oxidative stress.

In summary, our studies confirmed the outstanding quenching capabilities of lycopene in the
reaction with radicals and activated oxygen species. This characteristic protects other
carotenoids as f-carotene from degradation and isomerization, and explains the isomeric

carotenoid patterns found in foods, but also in viva.

SUPPORTING INFORMATION AVAILABLE:

Analytical and spectroscopic data of carotenoid isomer references.
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FIGURE CAPTIONS

Figure 1. (9Z2)-f-Carotene concentrations (expressed as percentage of total f-carotene) in
lycopene free (light gray bars) and lycopene containing (dark gray bars) fruits and vegetables,

and in human plasma samples,

Figure 2. Concentrations of f-carotene (A) and lycopene (B) isomers during treatment with
singlet oxvgen of various concentrations, expressed as percentage of total f-carotene and
lycopene (%). Kinetic products were formed especially at low levels, while
thermodynamically controlled products dominated at high levels. A: (152)-f-carotene (+),
(132)-fi-carotene (¥), (92,132)-f-carotene (¢), (all-F)-f-carotene (A), (9Z)-f-carotene (o); B:
(15Z2)-lycopene (#), (13Z)-lycopene (), (9Z)-lycopene (o), (7Z)-lycopene (A), (all-E)-
lycopene (&), (5Z)-lycopene (O).

Figure 3. Formation rates of (all-E)- (A), (92)- (o), (13£)- (¥) and (15Z)-f-carotene (#) in f-
carotene/lycopene reaction mixtures during quenching of singlet oxygen dependent on the
lycopene content. Rates were calculated by linear regression during the linear formation

progress of all isomers.

Figure 4. Degradation of lycopene in f-carotene/lycopene reaction mixtures during
incubation with ATBS-radicals and hydrogen peroxide. Values are expressed as remaining
concentration of lycopene (%) compared to the imitial concentration (f-carotene/lycopene
ratio 4/1 (o) and 1/2 (w)).

Figure 5. lsomerization progress during incubation of pure fi-carotene (A) and in presence of
lycopene (B: 20%, C: 67%) with ATBS-radicals and hydrogen peroxide. Gray stars indicate
first observed significant changes in the isomeric pattern. (15Z)-f-Carotene (#), (132)-f-
carotene (¥}, (all-E)-fl-carotene (A), (92)-f-carotene (o).

Figure 6. Lycopene effectively reduces or even inhibits the singlet oxygen or free radical

induced isomerization of f-carotene.
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TABLES

Table 1. Contents of f-Carotene and Lycopene and Their Isomeric Composition in Various

Fruits, Vegetables and in Human Plasma, Expressed as Percentage of Total f-Carotene or

Lycopene.
Jfi-carotene Ivcopene

Sample content (all-E) (92) ratio content (all-E)

pgig FW Yo % (all-E)(9.2) pgiz FW %%
Broceoli 4.8 84.1 9.7 58 n.d. -
Egeplant 0.4 854 7.7 11.5 n.d. -
Spinach 459.6 6.4 74 1.7 n.d. -
Zucchini 1.6 24.0 B4 10.1 fn.d. -
Pepper (red) 15.8 £8.6 6.0 14.7 n.d. -
Tomato 4.7 5.9 16 EXN| 67.9 T8.7
Grapefruit (pink) 34 E9.R 0.7 137.1 262 8.7
Papaya 0.7 6B 36 24.0 9.1 B0.4
Persimmon 02 T6.0 3R 20.0 3z T9.9
Watermelon 0.3 a91.3 29 36 593 78.9
Human Plasma 1.0 9.3 1.7 59.0 28 37.3
=15} nmol/mL nmolfmL
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Figure 4.
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Figure 6.
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Carotinoide gehoren zur Gruppe der sekundéren Pflanzeninhaltsstoffe und sind fur die
charakteristische Farbung vieler Lebensmittel verantwortlich.!2” Aufgrund ihres ausgedehnten
Doppelbindungssystems neigen Carotinoide zur Isomerisierung, die durch thermische,
photochemische oder chemische Prozesse induziert werden kann.'?® Neben den in der Natur
dominierenden all-trans-Isomeren werden vor allem in prozessierten Lebensmitteln erhthte
Anteile an cis-Isomeren nachgewiesen.*>#3% Demzufolge konnen auch unterschiedliche
Lichtregime wihrend des Anbaus die Isomerenzusammensetzung verandern.?®

Im Ergebnis konnte eine HPLC-UV-Analytik entwickelt werden, die anhand der Bestimmung
des Lycopinisomerenmusters in Tomaten bzw. des S-Carotin-Isomerenmusters in Spinat eine
sichere Differenzierung zwischen Freiland- und Gewdachshausanbau ermdglicht. In
verschiedenen Modellsystemen wurden daflir zunachst all-trans-g-Carotin- und all-trans-
Lycopin-Standards mit einer Halogenlampe bestrahlt, deren Wellenldngenspektrum
vergleichbar mit dem des Sonnenlichtes war. Um die Lichtbedingungen wéhrend des Anbaus
in Gewéchshausern nachzustellen, wurden optische Filter, die undurchléssig fir Wellenlangen
unterhalb von 420 nm bzw. 550 nm waren, zwischen Strahlungsquelle und Extrakt geschaltet.
So konnte der Anbau unter Folien bzw. Glas oder unter Einsatz typischer
Gewadchshauslampen simuliert werden und fuhrte zu signifikanten Unterschieden im
Isomerisierungsmuster. Das volle Lichtspektrum induzierte die dominante Bildung von 5-cis-
Lycopin bzw. 9-cis-g-Carotin bei gleichzeitiger Abnahme von 7-cis-Lycopin bzw. 9,13-di-
cis-g-Carotin, wahrend der Einsatz von Filtern keine derartigen Anderungen der
Isomerenzusammensetzung erbrachte.

Die Ergebnisse wurden im Anschluss auf authentische Proben Ubertragen. Freilandtomaten
zeigten mit 5,90 £ 0,45 % einen signifikant hoheren Anteil an 5-cis-Lycopin im Vergleich zu
Gewachshaustomaten der gleichen Varietat mit 4,11 + 0,10 %. Gleichzeitig lag der Anteil an
7-cis mit 1,67 + 0,11 % signifikant unter dem bestimmten Gehalt in Gewé&chshaustomaten mit
2,65 £ 0,14 %. Mit einem signifikant hoherem Anteil an 9-cis-g-Carotin von 7,52 £ 0,14 %
und einem gleichzeitig signifikant niedrigerem Gehalt an 9,13-di-cis-g-Carotin von
0,25+0,03% im Vergleich zu 6,49 £0,11 % und 0,76 £ 0,05 % in Gewachshausspinat
kénnen auch diese authentischen Proben sicher voneinander unterschieden werden.

Die Bestimmung der Carotinoid-Isomerenzusammensetzung kann somit als potenter
Parameter zur Authentizitatsbestimmung im Anbau von verschiedenen Gemisen angesehen
werden.

Neben Obst und Gemuse wurden auch in vivo diverse cis-Isomere nachgewiesen. So lag der
cis-Lycopin-Anteil in Plasma bei etwa 60 %, wahrend cis-lIsomere des p-Carotins nur in
Spuren beobachtet wurden. Aktuelle Studien sind nicht in der Lage, diese Unterschiede in der
Isomerenzusammensetzung zu erkléren.

Deshalb wurde in weiteren Modellversuchen die chemisch induzierte Isomerisierung von
Carotinoiden detailliert untersucht. Dazu wurden p-Carotin und Lycopin zundchst in
Modellsystemen mit reaktiven Spezies, wie Singulett-Sauerstoff und freien Radikalen,
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umgesetzt und das physikalische Quenching mittels HPLC-UV verfolgt. Auch hier wurden
charakteristische Isomerisierungsverlaufe beobachtet, z.B. wurde wéhrend der Umsetzung
von p-Carotin mit freien Radikalen (ABTS) dominant das 13-cis-lIsomer gebildet. Die
Inkubation von Carotinoid-Gemischen resultierte in der Beschreibung einer neuartigen
Schutzfunktion des Lycopins gegenuber der Isomerisierung von p-Carotin. Die Versuche
zeigten, dass die Isomerisierung von g-Carotin in Gegenwart von Lycopin effektiv reduziert
(Singulett-Sauerstoff) oder sogar vollstdndig verhindert (ABTS-Radikale) wurde. Dieser
synergistische Effekt wurde in der aktuellen Literatur bisher nicht beschrieben und erlaubt
eine Erklarung der Diskrepanz der Isomerenmuster von p-Carotin und Lycopin in den
verschiedenen Obst- und Gemisearten sowie in vivo.

Zusammenfassend gelang in der vorliegenden Arbeit eine ausfuhrliche Beschreibung der
photo-chemischen und chemischen Isomerisierung von p-Carotin und Lycopin. Die
Ergebnisse dienten als Grundlage fiir eine klare Unterscheidung der Anbaubedingungen
verschiedener Gemise und spiegeln so die praktische Anwendbarkeit zur Authentizitatbe-
stimmung von Lebensmitteln wider. Darlber hinaus wurde Lycopin als effektiver
Schutzschild gegenuber oxidativem Stress identifiziert, wodurch die Isomerisierung von
[S-Carotin verhindert und damit die biologisch aktive Konfiguration als Provitamin A erhalten
wurde. Diese neue Theorie ist in der Lage, die in biologischen Systemen und in vivo
nachgewiesenen Unterschiede im Isomerenmuster von g-Carotin und Lycopin plausibel und
hinreichend zu erkl&ren.
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Carotenoids are widely distributed in nature and are known for various functions in biological
systems, such as antenna pigments in higher plants or as effective antioxidants.!?"12° These
functions are mostly associated to their elongated double-bond backbone, which makes them
susceptible to isomerization reactions.!?® While almost solely the all-trans-configuration
occurs in nature, elevated cis-isomer concentrations were especially observed in processed
food.*>43%1 In general, the isomerization of carotenoids is triggered by heat, light or chemical
reactions.'?® While the thermal induced process is described extensively, only very few
studies focused on the influence of light or chemicals on the isomerization of carotenoids.

The present work was able to differentiate the growing conditions of tomatoes and spinach
based on an analyses of the isomeric profile of carotenoids. First, simple model systems were
established to identify potential markers for photo-induced isomerization. Therefore, various
compositions of light were used to determine differences in the isomeric pattern. A halogen
lamp with a wavelength spectrum close to sunlight was used to simulate field-grown
conditions. Optical filters, which were impermeable for defined wavelengths, were interposed
between the source of light and the carotenoid standard solution and were able to mimic light
conditions as cultivated under plastic or glass. These model systems illustrated strong
differences in the isomeric composition if energy-rich light was present or not. UV-light
triggered the formation of thermodynamically controlled products like 5-cis-lycopene and 9-
cis-lycopene, while labile structures such as 7-cis-lycopene and 9,13-di-cis-S-carotene were
degraded during irradiation. A strongly suppressed isomerization was observed in greenhouse
model systems, where mainly the kinetic products (13-cis, 15-cis) were formed in smaller
amounts. These results were successfully transferred to authentic grown tomatoes and spinach
afterwards. Field-grown tomatoes showed increased 5-cis-lycopene levels (5.90 £ 0.45 %)
compared to greenhouse-grown tomatoes (4.11 = 0.10 %) of the same variety. Otherwise, 7-
cis resulted in a significant lower level (1.67 £ 0.11 %) in comparison to the greenhouse
grown set (2.65 + 0.14 %). Comparable results were observed during analyses of spinach. 9-
cis-f-carotene was increased (7.52 +0.14 %) while 9,13-di-cis-f-carotene was decreased
(0.25 £ 0.03 %) compared to the authentic greenhouse-grown samples (6.49 + 0.11 % for 9-
cis and 0.76 = 0.05 % for 9,13-di-cis). Additionally, a differentiation of customer available
samples was possible, too.

In summary, a potent method for the differentiation of cultivation conditions regarding the
isomeric composition of vegetables and fruits was established. This applicability to biological
samples underlines the practical relevance for food authenticity for the first time.

Moreover, human plasma samples were analyzed, too. The isomeric pattern was comparable
to literature, with cis-lycopene dominating with about 60 % while almost no cis-isomers of -
carotene were observed (ca. 7 %). Up to now, there is a lack of knowledge concerning this
discrepancy between these both carotenoids. Interestingly, lycopene containing fruits and
vegetables showed comparable results. Almost no 9-cis-f-carotene was determined in
tomatoes or watermelons, while at least 6 % were observed in lycopene free samples such as
broccoli, spinach or eggplant.
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Two additional model systems proved that lycopene is able to inhibit the isomerization of S-
carotene caused by free radicals (ABTS) and singlet oxygen. Singlet oxygen mainly triggered
the formation of 9-cis-f-carotene. In presence of lycopene the isomeric composition changed
significantly. Low concentrations led to the formation of kinetically controlled products (13-
cis and 15-cis) while higher concentrations inhibited the progress almost completely.

In contrast, the reaction of free radicals and S-carotene dominantly led to the 13-cis-isomer.
After addition of lycopene almost no isomerization was observed. Only after complete
oxidative degradation of lycopene the isomerization of S-carotene started as described before.
The higher the lycopene content in the model system, the later a strong formation of 13-cis-f-
carotene was induced.

This led to a new protective role of lycopene to be considered in further studies regarding the
isomeric composition in biological systems and in vivo. The potential shield against oxidative
stress of other carotenoids is able to explain the observed discrepancy as described in vivo as
well as in lycopene containing and free fruits and vegetables. This novel hypothesis has to be
considered for future research to explain carotenoid biochemistry in vivo.
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SUPPORTING INFORMATION

NMR-data of synthesized and isolated standard compounds.

All-trans-lycopene 'H NMR (400 MHz, Chloroform-d): & [ppm] = 1.62 (s, 3H-C17), 1.69 (s.
3H-C16), 1.82 (s, 3H-CI8), 1.91 (s, 3H-C20), 1.91 (s, 3H-C19), 2.10 - 2.15 (m, 2H-C3 and
2H-C4), 5.11 (m, 1H-C2), 5.95 (d, *J = 11.0 Hz , 1H-C6), 6.19 (d, *J = 11.6 Hz, 1H-C10),
6.26 (m, 1H-C8 and 1H-C14), 6.35 (d, °J = 14.9 Hz , 1H-C12), 6.49 (dd, "7 = 150 Hz and °J
= 11.0 Hz, 1H-C7), 6.58 - 6.68 (m., 1H-C11 and 1H-C15); “C NMR (100 MHz, Chloroform-
d) d [ppm] = 139.6 (C5), 137.5 (C12), 136.7 (C13), 136.3 (C9), 135.6 (C8), 132.8 (C14),
131.9 (CL). 131.7 (C10), 130.2 (C15). 125.9 (C6), 125.3 (C11), 125.0(C7), 124.1 (C2), 40.4
(C4), 26.9 (C3), 25.9 (C16), 17.9 (C17), 17.1 (C18), 13.1 (C19), 13.0 (C20).

5-cis-lycopene '"H NMR (500 MHz, Chloroform-d): d [ppm] = 1.58 (s, 3H-C17), 1.64(s, 3H-
C16), 1.78 (s, 3H-C18), 1.91 (s, 3H-C19), 1.92 (s, 3H-C20), 2.05 - 2.12 (m, 2H-C3 and 1H-
C47), 2.20 (m, 1H-C4), 5.09 (m, 1H-C2), 5.90 (d, *J = 11.0 Hz, 1H-C6), 6.13 (d. *J = 12.0 Hz,
IH-C10), 6.18 (d, *J = 15.0 Hz, 1H-C8), 6.21 (d, *J = 15.0 Hz, 1H-C14), 6.31 (d, 'J =
15.0 Hz, 1H-C12), 6.44 (dd, *J = 15.0 Hz and “J = 11.0 Hz, 1H-C7), 6.55 - 6.61 (m, 1H-C15
and 1H-C11); "C NMR (125 MHz, Chloroform-d) 4 [ppm] = 139.7 (C5), 139.5 (C5), 137.5
(C127), 137.4 (C12), 136.6 (C13), 136.2 (C9), 135.6 (C8"), 135.3 (CH), 132.8 (C14), 132.0
(C1), 131.7 (C107), 131.6 (C107), 130.2 (C15), 126.7 (C6), 125.9 (C6™), 125.2 (C11), 124.9
(C7°), 124.8 (C7), 124.1 (C2), 40.4 (C4"), 32.9 (C4), 27.0 (C3), 26.8 (C3"), 25.8 (C16), 24.2
(C18), 17.8(C17"), 17.7(C17), 17.0(C18"), 13.0(C19), 12.9 (C20).

15-cis-lycopene 'H NMR (400 MHz, Chloroform-d): & [ppm] = 1.61 (s, 3H-C17), 1.68 (s.
JH-C16), 1.81 (s, 3H-CI18), 1.96 (s, 3H-C20), 1.97 (s, 3H-C19), 2.06 - 2.17 (m, 2H-C3 and
2H-C4), 5.09 (m, 1H-C2), 5.95 (d. *J = 10.5 Hz, 1H-C6), 6.15 (d, °J = 11.2 Hz, IH-C10), 6.23
(d, *J = 15.1 Hz, 1H-C8), 6.34 (d, *J = 15.0 Hz, 1H-C15), 6.41 (d. *J = 15.0 Hz, 1H-C12),
6.52 (dd, *J = 15.0 Hz and °J = 11.1 Hz, 1H-C7), 6.60 = 6.73 (m, I1H-CI1 and 1H-C14);

“C NMR (100 MHz, Chloroform-d) 4 [ppm] = 139.6 (C5). 137.7 (C12), 137.4 (C13), 136.4

2
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(C9), 135.3 (C8). 131.8 (C1), 131.6 (C10). 127.3 (C14), 125.8 (C6), 125.7 (CI5). 125.6
(C11), 125.0 (CT), 124.0 (C2), 40.4 (C4), 26.8 (C3), 25.8 (C16), 17.8 (C17), 17.1 (C18), 12.9
(C19), 12.6 (C20).

15-cis-fi-carotene '"H NMR (400 MHz, Chloroform-d): 8 [ppm] = 1.04 (s, 3H-C16/17), 1.47
(m, 2H-C2), 1.61 (m, 2H-C3), 1.73 (s, 3H-C18), 1.97 (br. s, 3H-C19/20), 2.03 (m, 2H-C4),
6.10 = 6.20 (m, 1H-C8, 1H-C10 and 1H-C7), 6.35 (d, *J = 15.1 Hz, 1H-C15), 6.42 (d, °J =
15.0 Hz, 1H-C12), 6.64 {d, *J = 15.0 Hz, 1H-C14), 6.69 (dd, *J = 149 Hz and "J = 11.4 Hz,
IH-C11); “CNMR (100 MHz, Chloroform-d) & [ppm] = 138.1 (C8), 137.9 (Cs), 137.6
(C12), 137.4 (C13), 136.3 (C9), 1309 (C10), 1295 (C5), 127.0 (C7), 1269 (CT), 125.7
(C15), 125.6 (C11), 39.8 (C2), 344 (Cl1), 33.3 (C4), 29.1 (C16/17), 21.9 (C18), 19.4 (C3),
12.9(C19), 12.7 (C20).

Characteristics of the used halogen lamp for irradiation experiments.

T T L. L |

Ll 200 kil R =) won HI:I] :I'Iﬂ] E0 00
wavelength (nm)

UV/VIS-data of all identified carotenoid isomers.

isDmer wavelength maxima (nm) (J-ratio

15-¢is-fi-carotene 344 422 440 A6 .61
13-¢is-f-carotene 338 422 446 470 .46
all-rrans-f-carotene 350 428 452 476 10,0
O-cis-fi-carolens 350 428 452 476 0.0
L 5-cis-lycopene 356 440 470 500 0.57

L 3-cis-lycopene 356 440 464 494 .48
D-ciz-lycopene 362 440 464 494 0.26
T-cis-lycopenc 362 446 470) 500 0.19
all-rrans-lycopene 362 26 470 00 0.0
S-cis-lycopene 62 446 470 500 011
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UV/VIS-spectra of lycopene isomers.
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SUPPLEMANTARY INFORMATION

NMR-data of f-carotene standards.

all-trans-f-carotene 'H NMR (400 MHz, Chloroform-d): d [ppm] = 1.03 (s, 3H-C16/17),

1.47 (m, 2H-C2), 1.62 (m, 2H-C3), 1.72 (s, 3H-C18), 1.97 (s, 3H-C19/20), 2.02 (t, °J =
6.3 Hz, 2H-C4), 6.12 — 6.16 (m, 1H-C8, 1H-C10 and 1H-C7), 6.25 (dd, °J= 7.8 Hz and *J =
2.4 Hz, 1H-C14), 6.35 (d, °J = 14.9 Hz, 1H-C12), 6.60 — 6.69 (m, 1H-C11 and 1H-C15);
'*C NMR (100 MHz, Chloroform-d) & [ppm] = 137.9 (C6), 137.8 (C8), 137.2 (C12), 136.5
(C13), 136.0 (C9), 132.4 (C14), 130.9 (C10), 130.0 (C15), 129.4 (C5), 126.7 (C7), 125.0
(C11), 39.7 (C2), 34.3 (C1), 33.1 (C4), 29.0 (C16/17), 21.8 (C18), 19.3 (C3), 12.8 (C19), 12.7
(C20).

15-cis-f-carotene 'H NMR (400 MHz, Chloroform-d): & [ppm] = 1.04 (s, 3H-C16/17), 1.47

(m, 2H-C2), 1.61 (m, 2H-C3), 1.73 (s, 3H-C18), 1.97 (br. s, 3H-C19/20), 2.03 (m, 2H-C4),
6.10 — 6.20 (m, 1H-C8, 1H-C10 and 1H-C7), 6.35 (d, °J = 15.1 Hz, 1H-C15), 6.42 (d, °J =
15.0 Hz, 1H-C12), 6.64 (d, °J = 15.0 Hz, 1H-C14), 6.69 (dd, °J = 149 Hz and °J = 11.4 Hz,
IH-C11); “*C NMR (100 MHz, Chloroform-d) 6 [ppm] = 138.1 (C8), 137.9 (C6), 137.6
(C12), 137.4 (C13), 136.3 (C9), 130.9 (C10), 129.5 (C5), 127.0 (C7), 126.9 (C7), 125.7
(C15), 125.6 (C11), 39.8 (C2), 34.4 (C1), 33.3 (C4), 29.1 (C16/17), 21.9 (C18), 19.4 (C3),
12.9 (C19), 12.7 (C20).

9-cis-f-carotene 'H NMR (400 MHz, Chloroform-d): ¢ [ppm] = 1.03 (s, 3H-C16/17), 1.47

(m, 2H-C2), 1.62 (m, 2H-C3), 1.71 and 1.75 (2s, 3H-C18 and 3H-C18"), 1.96 (s, 3H-C19/19
or 3H-C20/20%), 1.97 (s, 3H-C19/19° or 3H-C20/20°), 2.02 (m, 2H-C4), 6.07 (d, °J=11.8 Hz,
1H-C10), 6.15 (m, 1H-C10’ and 1H-C8"), 6.18 (m, 1H-C7/7"), 6.22 (d, *J = 15.8 Hz, 1H-
C14/14%), 6.28 (d, °J = 14.7 Hz, 1H-C12), 6.35 (d, °J = 15.0 Hz, 1H-C12"), 6.59 — 6.69 (m,
IH-C15/15°, 1H-C8 and 1H-C11%), 6.75 (dd, °J = 153 Hz and °J = 11.5 Hz, 1H-C11);

3C NMR (100 MHz, Chloroform-d) & [ppm] = 138.1 (C6/6), 137.9 (C8"), 137.4 (C12/12"),

2
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136.6 (C13/13%), 132.8 (C9°), 132.2 (C14/14%), 132.1 (C8), 131.0 (C10°), 130.7 (C9), 130.1
(C15/15%), 129.5 (C5/5°), 128.6 (C7), 126.8 (CT*), 126.8 (C10), 125.0 (C11°), 124.1 (C11),
39.8 (C2°), 39.7 (C2), 34.4 (C1/1°), 33.3 (C4/4’), 29.0 and 29.1 (C16/16” and C17/17°), 22.0

(C18°),21.9 (C18), 20.9 (C19°), 19.4 (C3/3"), 13.0 (C19, C20/20").

UV/VIS-data of various carotenoid isomers.

isomer wavelength maxima (nm) Q-ratio
15-¢cis-B-carotene 344 422 440 464 0.61
13-cis-P-carotene 338 422 446 470 0.46
all-trans-P-carotene 350 428 452 476 0.06
9-cis-B-carotene 350 428 452 476 0.09

Wavelength spectrum of the used halogen lamp.

3000

2600

g

00 AN

intensity

1000 [

500 <

T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 T00 EOO 900
wavelength (nm)

Light transmittance of typical greenhouse materials according to Jansen et al. (1998)
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Table S1. Analytical data for the identification and characterization of all observed carotenoid
isomers.

Retantion Detected ions Absorption maxima A, Qralio NMR
time LC-MS/MS HPLC-DAD analyses data

No Carotenaid lsomer (miin) F'"'“[':T"l"}" lon F"‘{"W“LE}"‘" t;f‘;} Enl"} [n'l'“] “::1'1] (nm) raference
1 {152Z)-B-carotens 12.65 5368 - 344 422 440 464 0.61 2]
2 (13Z,15Z)-B-carctens 13.11 5368 - 350 422 440 464 0.37 -
3 (13Z)-g-carotens 13.40 5368 - 3as 422 446 470 0.46 -
4 (9Z,132)-B-carotene 14.03 5368 - 344 422 446 470 0.42 -
5 (all-E)-B-carotens 16.54 5368 - 350 478 452 476 0.06 2]
& (3Z)-B-carotene 18.63 536.8 - 350 428 452 476 0.08 [2]
T (15Z)-lycopene 28.07 536.8 4BT.6 356 440 470 500 0.57 11
B {xZ}-Hycopene 2976 5368 4676 362 434 464 488 022 -
9 (132)-lycopene 3065 5368 4676 356 440 464 494 0.48 -
o (TZ,9Z)dycopens 31.95 536.8 4678 362 422 446 470 0.10 3]
1 (xZ)-lycopens 37,86 5368 4676 362 440 464 494 0.55 -
12 (92)-lycopene 2883 536.8 46T B 362 440 464 494 026 -
13 {xZ}Hycopene 40.15 5368 4676 362 440 464 494 0.22 -
14 {TZ}ycopene 40.75 5368 4676 362 246 470 500 0.19 3]
15 {all-E}-lycopena 48 63 5368 4676 362 446 470 500 0.06 ]
18 (52)-lycopene 49 60 536.8 4BT B 382 446 470 500 011 1]

[1] "H- and “C-NMR dats of synthesized standards were published before (J. Agnc. Food Chem. 2013, 67, 11133-11134)
[2] "H- and “C-NMR data of synthesized standards were published before (J. Agric. Food Chem. 2014, 62, 4960-4967)
[3] "H- and “C-NMR data of synthesized standards were presented below.

Representative Chromatogram according to the established analytical method

1e+5

15

Bed o

Berd

derd -

2evd 4

retention time (min)

Figure S1. Chromatogram of a tomato sample analyzed by HPLC-UV (450 nm)
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NMR-Data for recently synthesized standards

Table S2. Summary of NMR-data of (7Z)-lycopene

(7Z)-lycopene 'H NMR (400 MHz, Chloroform-d): & [ppm] = 1.61 (3H-C17/17%), 1.69 (3H-
C16/16%), 1.79 (3H-C18), 1.82 (3H-C18), ca. 1.95 (3H-C20/207), 1.97 (3H-C19"), 2.08 (3H-
C19), ca. 2.13 (2H-C3/3’ and 2H-C4/4%), 5.11 (2H-C2/2"), 5.87 (1H-C8), 5.96 (1H-C6"), 6.13
(11.4 Hz, 1H-C7), 6.20 (1H-C10’), 6.25 (1H-C10 and 1H-C14/14"), 6.26 (1H-C8"), 6.36 (1H-
C12/12°), 6.43 (1H-C6), 6.53 (1H-CT’), 6.60 — 6.67 (1H-C11/11" and 1H-C15/15"); *C NMR
(100 MHz, Chloroform-d) & [ppm] = 140.9 (C5), 139.6 (C5°), 137.7 (C12), 137.5 (C12"),
136.7 (C13%), 136.6 (C13), 136.4 (C9), 136.3 (C9°),135.5 (C8"), 132.8 (C14°), 132.8 (C14),
132.7 (C10), 131.9 (C1/1°), 131.7 (C8), 131.7 (C10°), 130.2 (C15°), 130.2 (C15), 125.9 (C6"),
125.1 (C11°), 125.0 (C11), 124.9 (C7), 124.9 (CT°), 124.1 (C2), 124.1 (C2°), 122.5 (C6), 40.5
(C4), 40.4 (C4’), 26.8 (C3’), 26.7 (C3), 25.8 (C16/16"), 17.8 (C17/17"), 17.6 (C19), 17.1
(C18%), 16.6 (C18), 13.0 (C19%), 12.9 (C20/20")

Assignment was additionally performed by H,H-COSY, “C-APT, HSQC and HMBC spectra.

Table S2. Summary of NMR-data of (7Z,92)-lycopene

(7Z.9Z)-lvcopene 'H NMR (400 MHz, Chloroform-d): é [ppm] = 1.57 (3H-C17), 1.61 (3H-

C17°), 1.65 (3H-C16), 1.69 (3H-C16°), 1.79 (3H-C18), 1.82 (3H-C18"), 1.88 (3H-C20), 1.97
(3H-C19* and 3H-C20), 2.00 (3H-C20), 2.05 — 2.16 (2H-C3/3" and 2H-C4/4"), 5.10 (2H-
C2/2%), 5.93 (1H-C6"), 6.05 (1H-C8 and 1H-C10), 6.12 (1H-C6), 6.18 (IH-C10"), 6.21 (1H-
Cl4), 6.24 — 6.25 (1H-C12, 1H-C8’ and 1H-C14"), 6.32 (1H-C7), 6.35 (1H-C12"), 6.49 (1H-
Cl1 and 1H-CT"), 6.62 (1H-C15/15"), 6.66 (1H-C11°); *C NMR (100 MHz, Chloroform-d) &
[ppm] = 140.9 (C3), 139.4 (C5°), 137.6 (C12%), 136.7 (C13), 136.4 (C13*), 136.0 (C9*), 135.8
(C9), 135.8 (C8%), 135.6 (C12), 132.8 (C14%), 132.2 (C14), 131.9 (C1/1%), 131.7 (C10%), 130.2
(C15%), 130.0 (C15), 129.9 (C10), 126.5 (C11), 126.3 (C7), 126.0 (C8), 125.9 (C6*), 125.0

(C11%), 124.9 (C7°), 124.1 (C2/2%), 122.6 (C6), 40.4 (C4), 40.4 (C4*), 26.9 (C3/3°), 25.9
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(C16/16*), 24.8 (C19), 17.9 (C17%), 17.8 (C17), 17.1 (C18%), 16.8 (C18), 13.1 (C19°), 13.0
(C20%), 12.9 (C20)

Assignment was additionally performed by H,H-COSY, *C-APT, HSQC and HMBC spectra.
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