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Aminosiuren sowie eine Anderung der Proteinzusammensetzung bzw. der
Aktivititen von Enzymen.

Bei Rindfleisch bewirkt Bestrahlung (1 000 bzw. 5 000 Krad) einen Abbau
von Oxihimoglobin und Oximyoglobin sowie eine Verdnderung von Lipiden
und Fettsduren. .

Bei Trockeneipulver werden durch Bestrahlung (500 bzw. 1 000 Krad) Lutein
dosisabhidngig abgebaut und Lipide bzw. Fettsiuren verindert. Methoden :
Gaschromatographie, Spektralphotometrie, Disk-Elektrophorese, Enzymaktivi-
titsbestimmung, Aminosiurenanalyse. Die angegebenen Verdnderungen sind
zum Nachweis einer erfolgten Bestrahlung geeignet.

Irradiation of beef-meat with 1 000 resp. 5 000 Krad causes the degradation
of oxyhaemoglobine and oxymyoglobine and also the modification of lipids and
fatty acids.

In dryed egg-powder lutein is degraded by irradiation (with 500 resp.
1 000 Krad), depending on the dosis. There are also modifications of lipids and
fatty acids. Methods used : Gas-chromatography, spectro-photometry, disc-
electrophoresis, determination of enzyme-activity and analysis of amino acids.
The mentioned variations of substances are suited for proof of an irradiation,
which has taken place.
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ZUSAMMENFASSUNG

" Bestrahlung mit 200 Krad bewirkt bei Friichten (Apfeln und Bananen) eine
Hemmung der Bildung von Aromastoffen bzw. deren Abbau, eine gravierende
Anderung von Reifungsverliufen, eine Erhshung der Konzentration freier
Aminosiuren sowie eine Anderung der Proteinzusammensetzung bzw. der
Aktivititen von Enzymen.

Bei Rindfleisch bewirkt Bestrahlung (1 000 bzw. 5 000 Krad) einen Abbau
von Oxihimoglobin und Oximyoglobin sowie eine Verinderung von Lipiden
und Fettsduren.

Bei Trockeneipulver werden durch Bestrahlung (500 bzw. 1 000 Krad) Lutein
dosisabhidngig abgebaut und Lipide bzw. Fettsiuren verindert. Methoden :
Gaschromatographie, Spektralphotometrie, Disk-Elektrophorese, Enzymaktivi-
titsbestimmung, Aminosiurenanalyse. Die angegebenen Verdnderungen sind
zum Nachweis einer erfolgten Bestrahlung geeignet.
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VORWORT

Der vorliegende Bericht von Prof. Dr. DRAWERT u.a. stellt einen wertvollen Beitrag
in der Reihe der Verdffentlichungen dar, die auf Vertrigen der Kommission mit sachverstindigen
Laboratorien zur Untersuchung der meBbaren Veridnderungen in bestrahlten Lebensmitteln
basieren. Zweck dieser Forschungsvertrige ist es, praktische Verfahren zum Nachweis der
Bestrahlung von Lebensmitteln zu entwickeln.

Es erscheint kaum nétig, hier darauf hinzuweisen, wie schwierig — sofern {iberhaupt
moglich — es oft ist, bei Lebensmitteln spezifische Verdnderungen infolge von Bestrahlungen
festzustellen; selbst mit duBerst verfeinerten Analyse- und MeBverfahren lassen sich hdufig weder
quantitative noch qualitative Verinderungen nachweisen. An sich kann diese Schwierigkeit ein
durchaus positiver Faktor sein, nidmlich soweit es sich um die ,,wholesomeness’’ der bestrahlten
Lebensmittel handelt.

Nach der Verdffentlichung der Forschungen von Dr. Deschreider (EUR 4417 {) tiber die
Verinderungen von bestrahltem Mehl und von Dr. Radola (EUR 4618 €) iiber den Nachweis
von bestrahltem Fleisch bezieht sich der vorliegende Bericht auf Untersuchungen iiber die Ver-
dnderungen von bestrahltem Obst (Apfel, Bananen, Erdbeeren), Rindfleisch und Trockeneipulver.

Die einzelnen Forschungsberichte betreffen nicht nur verschiedene Lebensmittel, sondern
auch unterschiedliche Verfahren. Die Untersuchungen von Dr. Drawert u.a. mittels Gaschromato-
graphie, Elektrophorese und Spektralphotometrie insbesondere an Aromastoffen, Aminosiuren,
Fettsduren, Enzymen usw. haben zum Nachweis meBbarer Veridnderungen gefiihrt und bieten
somit Ansatzpunkte fiir den Nachweis von Bestrahlungen in den untersuchten Lebensmitteln.
Hierzu sind sehr grundlegende Untersuchungen erforderlich gewesen und die Autoren sind daher
zu den erzielten Ergebnissen zu begliickwiinschen. Die Verdffentlichung dieser Ergebnisse bedeutet
noch nicht das Ende der Untersuchungen, wohl aber daB ein wichtiger Schritt in R1chtung auf
das angestrebte Ziel getan wurde.

Dr. P. RECHT






MESBARE VERANDERUNGEN
IN BESTRAHLTEN LEBENSMITTELN (*)

1 — EINLEITUNG

Im Rahmen eines Euratom-Forschungsprogrammes (Kontrakt Nr. 032-67-4-PSTD)
wurden mdgliche Veridnderungen der physikalisch-chemischen oder biologischen Beschaffenheit
bestrahlter Lebensmittel untersucht.

Fiir die Verfahren der spezifischen Kolorimetrie (in Zusammenhang mit : Aminosiuren-
Analyse Bestimmung von Enzym-Aktivititen, Disk-Elektrophorese, Spektralphotometrie}) und
der Chromatographie in der Gasphase (Gaschromatographie) sind als Orientierungs-Nahrungsmittel
Obst und Gemiise, als andere Nahrungsmittel Fleisch und Fisch vorgesehen. Fiir Obst werden als
Dosis I 200 Krad und als Dosis II 500 Krad enpfohlen. Die Auswirkung der Bestrahlung ist mit
einer entsprechenden O-Serie zu vergleichen.

Untersucht wurden als Orientierungs-Nahrungsmittel Apfel, Bananen, Erdbeeren und als
Hauptnahrungsmittel Fleisch und Trockeneipulver.

Der Schwerpunkt der Untersuchungen lag auf einem gesicherten Nachweis der Bestrahlung.

2 — MATERIAL UND METHODEN
2.1 — Friichte

2.1.1 — Apfel der Sorte Jonathan wurden sofort nach der Ernte bei 4 5°C gelagert.
Nach zwei Monaten wurde ein Teil der inzwischen gereiften Apfel mit 200 bzw. 500 Krad bestrahlt
und anschlieBend bei 159°C gelagert. Die unbestrahlten Friichte hatten die gleichen Lager-
bedingungen.

2.1.2 — Bananen wurden von der Staude abgetrennt und ein Teil gleich in grinem
Zustand mit 200 Krad bestrahlt. Die anschlieBende Lagerung erfolgte bei 15 °C wie oben.

2.1.3 — Erdbeeren wurden reif geerntet, ein Teil sogleich mit 200 Krad bestrahlt und
bei 15 oC gelagert; gleiche Lagerbedingungen der unbestrahlten Friichte.

2.2 — Fleisch und Trockeneipulver

2.2.1 — Frisches Rindfleisch wurde in etwa 1 cm dicke Scheiben geschnitten und in
Plastikbeutel verpackt. Davon wurde eine Probe mit 1 000 und eine mit 5 000 Krad bestrahit.
Eine Probe blieb unbehandelt.

2.2.2 — Trockeneipulver wurde in Plastikbeutel verpackt und mit 500 bzw. 1 000 Krad
bestrahlt und im Vergleich mit einer unbehandelten Probe untersucht.

(*) Manuskript erhalten am 1. Dezember 1970.

Die Arbeiten wurden durch die Kommission der Europiischen Gemeinschaften und durch das Bundes-
ministerium flir Jugend, Familie und Gesundheit, Bonn/Bad Godesberg, geférdert.
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2.3 — Methoden

2.3.1 — Die Bestrahlung der verschiedenen Lebensmittel erfolgte am Institut fiir Strahlen-
technologie der Bundesforschungsanstalt fiir Lebensmittelfrischhaltung, Karlsruhe, mit einem
Varian Linear-Beschleuniger.

2.3.2 — COg-Bestimmung

1 200 g Apfel werden so ausgesucht, da8 fiir eine Sorte jeweils gleich viele Friichte zusammen
dieses Gewicht ergeben, damit sich die Gesamtoberfliche kaum &dndert. Man gibt die Friichte in
einen Exsikkator, der sich in einem Klimaschrank bei 17 °C befindet und leitet aus einer PreBluft-
flasche einen konstanten Luftstrom von 200 ml/min hindurch. Zwischen PreSluftflasche und
Exsikkator wird eine Waschflasche mit Ba(OH); zwischengeschaltet, um das in der Luft enthaltene
COy abzuscheiden. Zur Einstellung konstanter Gleichgewichtsverhiltnisse 148t man die Luft
ca. 1 Std. durch die Versuchsanordnung strémen; anschlieBend verbindet man den Ausgang des
Exsikkators mit einer Waschflasche, die 40 ml ca. 0,25 n-Ba{OH); enthilt. Das im Verlauf von
2 Stdn. in der Waschflasche ausgefillte BaCO3 wird bestimmt. Der Niederschlag wird rasch
abfiltriert und das Filter mit ausgekochtem Wasser (COg-frei} gut nachgewaschen. Der Riickstand
wird mit dem Filter in einen Erlenmeyerkolben gebracht und mit einem UberschuB an 1 n-HCl
versetzt. Das freigesetzte COg wird durch Kochen vollstindig ausgetrieben. Nach dem Abkiihlen
wird die nicht verbrauchte Siure mit 0,1 n-NaOH gegen Methylorange zuriicktitriert.

2.3.3 — Gaschromatographie

Aromastoffe

Universal-Gaschromatograph der Firma Siemens (1, 2).

Detektor : Flammenionisationsdetektor (FID) (3); Zugspannung 200 V; Brenngas 20-25 ml Hy/min;
Luft 600-800 ml/min.

Trennsiule ;: 3,60 m Edelstahlrohr von 8 mm AuBlen- und 6 mm Innendurchmesser, U-f6rmig;
gefiillt mit 20 Gew.-9,. Polyithylenglykol 15600 auf Chromosorb W (60/80 mesh); 90 °C;
100 ml Hy/min. :

Fettsdurenmethylester

Modell L 400 der Fa. Siemens. Siule: 5 %, Apiezon M auf Aeropack 30, 80/100 mesh,
3 m lang, 2 mm innerer Durchmesser; Temperatur: a) 5 min isotherm 100 °C, anschlieBend
Temperaturprogramm 4,2 °C pro min bis 200 oC; b) isotherm 175 oC. Trigergas: 20 ml Np/min.

Universal-Gaschromatograph Siemens. Sédule : 10 9, LAC-2-446 auf Chromosorb WAW,
60/80 mesh, 2 m lang, 4 mm innerer Durchmesser; Temperatur : Isotherm 170 oC Trigergas:
600 ml Ho/min. :

Weitere Methoden vgl. (4, 5, 6).

2.3.4 — Freie Aminosduren

Halbautomatisch arbeitendes Gerdt der Firma Bender & Hobein, Miinchen nach dem
Prinzip von SPACKMAN und MOORE (7) in der Variation von HANNIG (8).
2.3.5 — Bestimmung von Enzymaktivititen

a) Peroxidase (PO): In Anlehnung an LUCK (9), AURAND und Mitarb. (10) und
KIERMEIER und KAYSER (11).



Prinzip : PO katalysiert die Reaktion : :
AHs 4 H30; = 2H,0 -+ A.

Als Wasserstoff-Donator dient p-Phenylendiamin, das durch HsOp und PO zu einer
farbigen Molekularverbindung oxidiert wird, deren Extinktion bei 485 nm gemessen wird.

b) Esterase:

Prinzip : Indophenylacetat wird bei pH 8,0 gespalten und die Extinktion des Indophenalat-
ions bei 620 nm gemessen (12).

c) Polyphenoloxidase (PPO) :

Prinzip : Brenzcatechin wird in Gegenwart von Prolin, Luftsauerstoff und PPO bei pH 6,5
zu einem rotvioletten Farbstoff umgesetzt, dessen Extinktion bei 525 nm gemessen wird (13).

d) Malatdehydrogenase (MDH) :
Prinzip : MDH katalysiert die Reaktion :
L-Malat 4+ DPN+ == Oxalacetat 4~ DPNH -+ H+.

Das Gleichgewicht der Reaktion liegt im neutralen pH-Bereich weitgehend auf der linken
Seite der Reaktionsgleichung. Man nimmt deshalb Oxalacetat als Substrat und miBt die Extink-
tionsabnahme bei 366 nm (14, 15).

e) Bestimmung der Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G-6-PDH ) :
Prinzip (16-21) : Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase katalysiert die Reaktion :
Glucose-6-Phosphat 4 NADP+ = Phospho-Gluconolacton 4+ NADPH + H+.

Das entstehende 6-Phosphogluconolacton hydrolysiert meist schon spontan zu Glucon-
sdure-6-Phosphat. In die Reaktion geht 1 Mol NADP ein und MaB8 fiir die Enzymaktivitit ist die
Bildung des NADPH. MeBgroBe ist die Extinktionszunahme bei 366 nm.

) Bestimmung von Aldolase :

Prinzip : Fructose-1,6-diphosphat-Aldolase katalysiert die Reaktion : -
Glycerinaldehydphosphat (GAP)
Fructose-1,6-diphosphat (FDP) = + (I).
Dihydroxyacetonphosphat (DAP)

Zur Bestimmung der Enzymaktivitit kommen mehrere Methoden in Frage : Hydrolyse
der entstehenden Triosephosphate und Bestimmung des freiwerdenden Phosphats (23, 24);
Abfangen der entstehenden Triosephosphate mit Hydrazin und kolorimetrische Bestimmung der
freien Triosen mit 2,4-Dinitrophenyl-hydrazin (25-28); Aktivititsmessung im zusammengesetzten
optischen Test (29-32).

Die Methoden haben sich alle zur Aktivititsmessung von Aldolase tierischer und pflanz-
licher Herkunft bewdhrt. Wir messen die Aktivitit der Aldolase im zusammengesetzten optischen
Test (32-36), da hierbei der zeitliche Verlauf der Reaktion verfolgt werden kann. Man miBt die
pro Zeiteinheit aus Fructose-1,6-diphosphat entstehenden Triosephosphate DAP und GAP.
Diese befinden sich im Gleichgewicht, dessen Einstellung durch Triosephosphat-Isomerase (TIM)
katalysiert wird :

TIM
DAP ===== GAP (IT).
Das Gleichgewicht liegt zu iiber 90 9, auf der linken Seite. In der anschlieBenden voll-

stdndig ablaufenden Indikator-Reaktion wird DAP mit Glycerin-1-phosphat-Dehydrogenase
(GDH) und NADH zu Glycerin-1-phosphat hydriert.

GDH
DAP + NADH + H+ = Glycerin-1-phosphat 4 NAD+ (II1).

==
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Bei UberschuB an TIM und GDH ist Reaktion (I) geschwindigkeitsbestimmend. Pro
Mol Fructose-1,6-diphosphat werden 2 Mol NADH verbraucht. MeBgroBe ist die Extinktions-
abnahme bei 366 nm.

g) Bestimmung von Katalase (37-41) :
Prinzip : Katalase kann folgende Reaktionen katalysieren :
2 HoOg = 2 Hp0 + Og (Iy;
R-OOH 4 AHs = H20 + ROH + A (II).

h) Bestimmung der Malatdehydrogenase :

Prinzip : Malatdehydrogenase (MDH) katalysiert die Reaktion :
L(—)-Malat 4+ NAD+ ——== Oxalacetat 4+ NADH -+ H*

Das Gleichgewicht der Reaktion liegt bei pH-Werten um 7,0 weit auf der linken Seite
(42, 43). Man bestimmt die MDH-Aktivitit deshalb mit Oxalacetat als Substrat und NADH als
Coenzym (44). MeBgroBe ist die Abnahme der NADH-Extinktion bis 366 nm. Da wiBrige Losun-
gen von Oxalacetat sehr instabil sind, diirfen nur unmittelbar vor der Bestimmung hergestellte
Losungen verwendet werden.

i) Bestimmung von Pektinesterase (PE) :

Prinzip : Pektinmethylesterase katalysiert die Abspaltung von Methanol aus den Methyl-
estern der Polygalacturonsduren (45). Zur Bestimmung der Pektinesterase bieten sich vorwiegend
zwei Moglichkeiten an (46). Man kann einmal das abgespaltene Methanol messen, zum anderen
die Zunahme an freien Carboxylgruppen bei einem konstanten pH-Wert titrimetrisch verfol-
gen (47). Die zweite Methode ist die heute gebriuchlichste. Wir messen die PE-Aktivitit nach
der leicht abgewandelten Methode von HULTIN und LEVINE (48).

k) Bestimmung der Glutamat-Pyruvat-Transaminase :
Prinzip : Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) katalysiert die Reaktion :
L(4)-Glutamat 4 Pyruvat t_\ a-Ketoglutarat 4 L(+)-Alanin (I).

Wir verwendeten zur Messung der GPT-Aktivitit den optischen Test, d.h. die enzyma-
tische Bestimmung des Pyruvats in der von rechts nach links ablaufenden Reaktion. Der
entscheidende Vorteil dieser Methode ist, daB sie die direkte Verfolgung der Reaktion ermdglicht.
Das entstehende Pyruvat wird dabei in einer gekoppelten, durch Lactatdehydrogenase (LDH)
katalysierten Indikatorreaktion bestimmt :

LDH
Pyruvat 4+~ NADH 4 H+ =——= Lactat 4- NAD+ : (IT).

Der NADH-Verbrauch ist proportional der gebildeten Menge an Pyruvat. MeBgréBe
ist die Abnahme der NADH-Extinktion bei 366 nm (49, 50).

1) Bestimmung der Glutamai-Oxalacetat-Transaminase :
Prinzip : Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT) katalysiert die Reaktion :
L(+4)-Glutamat 4 Oxalacetat ——= a-Ketoglutarat 4 L(4-)-Aspartat (I).

Wir messen die GOT-Aktivitit durch enzymatische Bestimmung des Oxalacetats in einer
gekoppelten Indikatorreaktion (50, 51). Indikatorenzym ist Malatdehydrogenase (MDH), Oxal-
acetat wird umgesetzt wie folgt :

MDH
Oxalacetat + NADH + H+ —== Malat 4 NAD+ (I1).
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Der NADH-Verbrauch ist proportional der gebildeten Menge Oxalacetat. MeBgroBe ist
die Abnahme der NADH-Extinktion bei 366 nm. Die folgende Vorschrift entspricht im wesent-
lichen der von KARMEN (51) und BERGMEYER (50) und wird vielfach zur GOT-Aktivitits-
bestimmung in tierischen Priparationen und menschlichem Serum angewendet (50, 51, 52).

m) Bestimmung der Glutamatdehydrogenase :

Prinzip : Glutamatdehydrogenase (GIDH) katalysiert die Reaktion :
L(+)-Glutamat 4 H30 4+ NAD+* ——= a-Ketoglutarat + NH;* { NADH.

GIDH aus Mikroorganismen, hheren Pflanzen und Warmbliitergeweben wurde hinrei-
chend untersucht (53, 54, 55). Nach (54) bendtigt man zur Messung der GIDH-Aktivitit mit
«-Ketoglutarsiure als Substrat einen sehr groBen Uberschu8 an NH,*-Ionen, um die Reaktion
vollstindig von rechts nach links ablaufen zu lassen. Eine Sittigung des Enzyms mit NH,4* ist
infolge der geringen Affinitit und damit maximalen Geschwindigkeit nur schwer zu erreichen.
Das Konzentrationsoptimum fiir NADH ist ferner nur sehr schmal, geringer UberschuB kann die
Reaktion bereits hemmen.

In Anlehnung an (54) wurde deshalb die Messung mit L(4)-Glutamat als Substrat und
NAD als Coenzym durchgefiihrt, obwohl die Reaktion in dieser Richtung ungefihr 10 mal
langsamer ablduft (53, 54). MeBgroBe ist die Zunahme der NADH-Extinktion bei 366 nm.

2.3.6 — Awufarbeitung der Friichie

a) Zur gaschromatographischen Analyse und zur Bestimmung der freien Aminosduren

300 g Friichte werden mit 500 ml Methanol unter Sofortinhibierung der fruchteigenen
Enzyme (56) 10 min im Starmix homogenisiert.

AnschlieBend fiigt man 250 ml 0,2 m Phosphatpuffer (pH 6,8) hinzu und preBt durch
mehrere Lagen PreBtuch ab. Man erhilt etwa 950 ml Saft, der zur Extraktion der Aromastoffe bzw.
zur Bestimmung der Aminosduren verwendet wird. Die Extraktion der Aromastoffe erfolgt mit
n-Pentan/Methylenchlorid in einer beschriebenen Apparatur (57).

Zur Aminosiurenanalyse wird das Methanol abgedampft und die verbleibende Lsung mit
Wasser auf ein bestimmtes Volumen aufgefiilit.
b) Zur Bestimmung von Enzymaktivititen

Hierzu werden die Friichte mit gekiihlem Aceton unter den Bedingungen der Protein-
fillung homogenisiert. So werden Trockenpulver erhalten, aus denen die Enzymaktivititen nach
Extraktion mit 0,4 m Phosphatpuffer pH 7,5 bestimmt werden.

2.3.7 — Untersuchungen an Fleisch und Trockeneipulver

a) Oxihdmoglobin und Oximyoglobin in Rindfleisch
Aufarbeitung und Bestimmung :

Die beiden Blut- bzw. Muskelfarbstoffe geben dem frischen Fleisch seine rote Farbe. Sie
bilden sich an der Luft aus Himoglobin und Myoglobin. Beide Farbstoffe sind leicht in Wasser
18slich.

Von ca. 200 g Fleisch wurden mit dem Messer an mehreren Stellen — um einen besseren
Durchschnitt zu erhalten — insgesamt 5 g abgeschabt und im Morser mit 20 ml destilliertem
Wasser unter Verreiben mit Seesand extrahiert. Der Extrakt wurde durch Zentrifugieren bei
12 000 x g vom Riickstand abgetrennt.

Die gemeinsame Bestimmung der beiden Farbstoffe, die fast gleiche Hauptabsorptions-
maxima (414 bzw. 418 nm) besitzen, erfolgte spektralphotometrisch. Es wurde die Extinktion
des wiBrigen Extrakts zwischen 320 und 500 nm gemessen.
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Uber die Bestrahlung von Lebensmitteln zum Zwecke der Konservierung liegt schon eine
umfangreichere Literatur vor. Uber die Auswirkung der Bestrahlung bei Friichten ist u. a. von
URROWS (60), ROMANTI (61), MAXIE und ABDEL-KADER (62), SOMMER und FORTLAGE
(63) und in Fortschrittsberichten der IAEA (64, 65) berichtet worden. Diesen Ausfithrungen
zufolge verhindert Bestrahlung mit 100-300 Krad bei niedrigen Temperaturen (0 °C und darunter)
den bekannten raschen Verderb reifer Friichte. Uber die Auswirkung der Bestrahlung liegen
unterschiedliche Angaben vor. Aus den Ubersichtsarbeiten von ROMANI und MAXIE geht
hervor, daB Bestrahlung bei Friichten eine erhéhte COgz-Abgabe (Klimakterium) und eine ver-
stiarkte Bildung von Athylen zur Folge hat. Die Gehalte an Ascorbinsiure werden nach Bestrah-
lung vermindert. In der Regel ist die physiologische Auswirkung einer Bestrahlung um so geringer,
je groBer der Reifegrad ist. Als Folgen einer Bestrahlung wurden bisher im wesentlichen ein
verdnderter Reifungsverlauf, Texturverinderung, eine Verinderung der Permeabilitit von Zell-
winden, eine Abnahme der Ascorbinsdure und von Sulfhydrilverbindungen beobachtet. Die
Bestrahlungsdosen lagen dabei zwischen 200 und 400 Krad. H6here Dosen bewirken eine unphy-
siologische, tiefgreifende Verdnderung bei Friichten. Diese Befunde zeigen, daB durch Bestrahlung
hauptsichlich das physiologische Verhalten der Friichte beeinflu3t wird.

Aus eigener Untersuchungen ist uns bekannt, daB bei Friichten Aromastoffe im wesent-
lichen erst nach Einsetzen des Klimakteriums gebildet werden und alle iibrigen Inhaltsstroffe in
den verschiedenen Phasen des Klimakteriums die gréBten Verinderungen erfahren. Um den
EinfluB der Bestrahlungen auf alle diese Verinderungen zu studieren, ist es erforderlich, die zu
bestimmenden Inhaltsstoffe guantitativ zu erfassen. Hierfiir miissen jene zelleigenen Enzyme vor
dem Zerstoren des pflanzlichen Zellverbandes inhibiert werden, die z.B. eine Verdnderung in
der Zusammensetzung der Aromastoffe bewirken. Werden diese Voraussetzungen erfiillt, dann
lassen sich quantitative Ergebnisse erzielen. Um den Einfluf3 der Bestrahlung auf Friichte ein-
gehender zu studieren, wihlten wir reife A pfel aus, die in der nachklimakterischen Phase bestrahlt
wurden und unreife Bananen, bei denen die Bestrahlung im priklimakterischen Stadium erfolgte.

Aus Abb. 2 und 3 geht hervor, daB Bestrahlung mit 200 Krad einen raschen Abbau der
maBgeblichen Aromastoffe Butylacetat, Hexylacetat und iso-Amylacetat bei der Apfelsorte
Jonathan hervorruft. Vergleicht man hierzu die Auswirkung der Bestrahlung bei unreifen Bananen
(Abb. 11), so stellt man fest, dai im Vergleich zu den nichtbestrahlten Friichten die Aromabildung,
beurteilt an den Hauptaromakomponenten n-Butylacetat und iso-Amylacetat, stark unterdriickt
wird. Dies bedeutet, dafl eine quantitative gaschromatographische Untersuchung der in Abb. 2, 3 und
11 dargesteliten Hauptaromastoffe geniigt, um eine mit 200 Krad erfolgte Bestrahlung eindeutig
nachzuweisen. Die quantitative gaschromatographische Bestimmung einiger Aromastoffe ist demzu-~
Jfolge bei Friichten eine Indikator- bzw. Nachweismethode fiir die Bestrahlung.

3.1.2 — Aminosduren

Bei dem Vergleich der freien Aminosduren in bestrahlten und unbestrahlten Apfeln zeigt
sich bei einigen Aminosiuren in den bestrahlten Friichten ein deutlicher Anstieg gegeniiber der
Konzentration der freien Aminosiuren in den nichtbestrahlten Friichten. Besonders deutlich ist
dies bei den Aminosiuren Glutaminsiure, Isoleucin, Valin und Alanin, die in Abb. 4 graphisch
dargestellt sind.

Am 1. Lagertag, kurz nach der Bestrahlung ist die Glutaminsédure in den bestrahlten wie
auch in den unbestrahlten Apfel zu ca. 5 mg pro 100 g Apfel enthalten. Wie wir schon bei den
anderen Apfelsorten festgestellt haben, nimmt die Glutaminsiure als Aminogruppenspender im
klimakterischen Atmungsverlauf bei der Lagerung stindig ab. Dies ist aus Abb. 4 fiir nicht-
bestrahlte Apfel der Sorte Jonathan deutlich zu erkennen, wo die Glutaminsdure von anfinglich
5 mg bis zum 5. Lagertag auf ca. 2 mg abnimmt und diesen Wert in der weiteren Lagerzeit ziem-
lich konstant beibehilt. Beim bestrahlten Jonathan dagegen steigt der Gehalt an freier Glutamin-
sdure stark an, fillt nach 5 Lagertagen wieder etwas ab, um dann erneut bis auf 10 mg pro 100 g
Apfel am 12. Lagertag anzusteigen und in den nichsten 4 Tagen wieder auf den Ausgangswert
abzufallen. Ebenfalls groe Schwankungen sind beim Isoleucin, Alanin und Valin der bestrahlten
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Ab dem 15. Lagertag ist das Verhalten der beiden Stickstoffgruppen bei den Apfelchargen
stark gegenldufig. Beim bestrahlten Apfel nimmt der mit Athanol fillbare Stickstoff stark ab, wobei
gleichzeitig der im Athanol 18sliche Stickstoff stark zunimmt. Das deutet auf einen beachtlichen
Abbau héhermolekularer Stickstoffverbindungen im bestrahlten Apfel hin. Die Kurve des fillbaren
Stickstoffs des unbestrahlten Jonathan ist charakteristisch fiir den klimakterischen Verlauf des
EiweiBstickstoffs bei Apfeln. Vor dem COz-Maximum werden bei Apfeln héhermolekulare Stick-
stoffverbindungen gebildet, die im COs-Maximum wieder abnehmen. Danach kommt es, wie
schon bei vielen Apfelsorten beobachtet wurde, noch einmal zu einem ganz signifikanten Anstieg
des Proteinstickstoffe, der dann im Verlauf der weiteren Lagerung allméhlich wieder abnimmt.
Der Anteil des loslichen Stickstoffs ist, wie aus Abb. 5 ersichtlich, dementsprechend gegenliufig.

Bei den bestrahlten Apfeln kommt es nach dem COg-Maximum nicht zu diesem signifi-
kanten Anstieg des Proteinstickstoffs. Die Werte bleiben hier unter der Menge bei Beginn des
Versuches. Der spétere, starke Abbau des EiweiBstickstoffs deutet auf einen schnelleren Zerfall
der Friichte hin, der auch bei den bestrahlten Apfeln durch Braunwerden der Friichte deutlich
sichtbar war. Bei den Aromastoffen wirkte sich die Bestrahlung der reifen Apfel dahingehend aus,
daB die schon vorhandenen Fruchtester, die beim Jonathan im wesentlichen das Aroma aus-
machen, durch die Bestrahlung schneller wieder abgebaut werden als im normalen Apfel.

3.1.3 — Enzyme

Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G-6-PDH) (Abb. 6): Beide Aktivititskurven ver-
laufen praktisch gleich, nur etwas verschoben. Die anfdnglich abfallende Tendenz bei den
,,Unbestrahlten‘‘ fehlt bei den ,,Bestrahlten‘, deren Aktivitit sofort stark zunimmt. Die Kurven
sind typisch zweigipflig, die bestrahlten Friichte erreichen ihre Aktivitdtsmaxima ca. 2 Tage vor
den nichtbestrahlten. Die ersten Maxima fallen mit dem oberen Teil der aufsteigenden COs-Kurven
zusammen und liegen unmittelbar vor den COz-Maxima.

Aldolase (Abb. 6): Der Verlauf der Kurven ist fiir beide Friichte wellenférmig und
phasenverschoben. Wahrend die Aktivitdt bei den bestrahlten Friichten anfangs stark abfillt,
nimmt die der unbestrahlten zu und erreicht ihr erstes Maximum nach 3 Lagertagen. Ein weiteres,
zweites Maximum liegt am 12. Tag. Die bestrahlten Friichte lassen 2 flache Aktivitdtsgipfel am
10. und 17. Lagerungstag erkennen.

Malatdehydrogenase (MDH ) (Abb. 7) : Die Aktivitit der unbestrahlten Apfel fillt von einem
anfinglichen, hohen Niveau stark ab und steigt danach wieder zu einem hohen, breiten Gipfel
mit dem Hochstwert am 17. Tag steil an. Bei den bestrahlten sinkt die Aktivitdt in den ersten
4 Tagen ab, es folgt eine Zunahme zum 1. Maximum am 9. Tag mit einem anschliessenden, sehr
steilen Abfall iiber 4 Tage. Danach ist ein erneuter Anstieg, dessen Maximum am 17. Tag liegt,
zu verzeichnen. Es folgt eine nur noch schwach ausgeprigte Aktivitdtsabnahme.

Katalase (Abb. 7) : Beide Kurven durchlaufen nach einem kurzen Aktivitdtsabfall 2 Gipfel.
Die Maxima fiir den bestrahlten Apfel liegen am 9. bzw. 17. Tag, fiir den nichtbestrahlten am
12. bzw. 21. Tag der Lagerung.

Phenolase (Abb. 7) : Die Aktivitidtskurve fiir die unbestrahlte Frucht nimmt vom 4. Lage-
rungstag an zu und erreicht den ersten Hochstwert am 8. Tag. Nach Abfallen der Aktivitit um
50 9%, wird ein 2. sehr hoher Gipfel am 20. Tag erreicht. Auch die bestrahlte Frucht zeigt nach
kurzem Aktivititsabfall eine starke Zunahme mit den héchsten Werten am 6. Tag. Es folgt ein
mehr oder weniger starker Abfall bis zum Ende der Lagerung.

Peroxidase (Abb. 8) : Die Aktivitit der unbestrahlten Frucht liegt eindeutig héher als die
der bestrahlten. Beide Kurven weisen zwei Gipfel auf, wobei die Maxima der bestrahlten Apfel
5 Tage vor denen der unbestrahlten liegen. . \
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Esterase (Abb. 8) : Die Aktivititskurve verlduft fiir die unbestrahlte Frucht {iber 8 Tage
abfallend, steigt dann an und féllt nach dem 14. Lagerungstag wieder ab. Dagegen nimmt die
Aktivitit bei der bestrahlten Frucht wihrend fast der ganzen Lagerungszeit zu, so daB sie gegen
Ende der Lagerung deutlich hoher liegt als bei der unbestrahlten.

Pektinesterase (Abb. 8) : Beim unbestrahlten Apfel nimmt die PE-Aktivitit {iber 5 Tage
ab, steigt danach bis zum 13. Tag um iiber 50 %, an und fillt zum Ende der Lagerung wieder
ab. Der bestrahlte Apfel zeigt einen kurzen Aktivitdtsanstieg und daran anschlieBend bis zum
12. Tag eine Abnahme. Ein 2. Maximum liegt am 14. Tag. Die Aktivitit des unbestrahlten Apfels
liegt in der 2. Lagerungsphase (ab 10. Tag) deutlich iiber der des bestrahlten Apfels.

Zusammenfassung und Vergleich

Wie die COs-Kurve zeigt, scheint der klimakterische Ablauf in dem bestrahlten Apfel
der Sorte Jonathan rascher abzulaufen als dies bei dem unbestrahlten der Fall ist. Bei der G-6-PDH,
der Katalase und der Peroxidase durchlaufen die Aktivititskurven der bestrahlten und unbe-
strahlten Friichte 2 Maxima. Fiir die Aldolase und Phenolase ist dies nur bei der unbestrahlten
Frucht der Fall. Die Aktivititsmaxima der bestrahlten Friichte liegen im allgemeinen vor denen
der unbestrahlten. Eine Ausnahme zeigt jedoch die Malatdehydrogenase, bei der das 1. Maximum
der unbestrahlten Frucht bereits bei Lagerungsbeginn erreicht zu sein scheint. Dasselbe scheint
auf fiir die Aldolase der bestrahlten Frucht zu gelten, wodurch die hohen Aktivititen zum Anfang
der Lagerung erklirt werden kénnen. Eindeutige Unterschiede konnen bei den von uns unter-
suchten Enzymen nur beim Verhalten der Peroxidase und der Esterase festgestellt werden.
PO erfahrt sofort nach der Bestrahlung eine deutliche Aktivitdtsabnahme, die iiber die gesamte
Lagerdauer erhalten bleibt. Die Aktivitat der Esterase steigt tiber die gesamte Lagerzeit.

Das duBerliche Verhalten der bestrahlten Friichte war dahingehend gekennzeichnet, da3
mit der Lagerung ein stidtker um sich greifender Strukturzerfall eintrat als bei den unbestrahlten
Apfeln, '

3.1.4 — Tremnung und Kenmzeichnung fruchteigener Proteine und Enzyme mit Hilfe der Disk-
Elektrophorese

Es werden hier zum Vergleich nur Pherogramme abgebildet, die das Verhalten der Friichte
typisch charakterisieren (Abb. 9 und 10). Bei Lagerbeginn fehlen nach dem Bestrahlen zwei mit
Amidoschwarz anfirbbare Proteinzonen (Ry-Werte 0,27 und 0,37) und zwei neue sind hinzu-
gekommen (Ry-Werte 0,05 und 0,54). Am auffallendsten ist jedoch die Intensitdtsminderung der
beiden stark gefirbten Banden mit den Ry-Werten 0,0 und 0,18. Beim nichtbestrahlten Apfel
findet sich diese Intensitdtsabnahme erst nach 6 Lagertagen, was auf einen beschleunigten Ablauf
des Proteinstoffwechsels nach der Bestrahlung zu deuten scheint. Andererseits hat der Abbau von
2 weiteren EiweiBbanden (RyWerte 0,64 und 0,71) nach 22 Tagen Lagerung nicht stattgefunden,
wihrend wiederum im Gegensatz zum nichtbestrahlten eine andere Bande des Ry-Wertes 0,34
nicht mehr auftrit. Die Auftrennung der Gesamtproteine von bestrahlten und nichtbestrahlten
Apfeln 148t eine Reihe von Differenzen im Proteinmuster erkennen, die z.T. auf eine Beschleuni-
gung der Vorginge im Proteinmetabolismus schlieBen lassen. Fiir die Malatdehydrogenase ist
anhand der Zymogramme eindeutig zu ersehen, dafl das Isoenzymmuster kurz nach dem Bestrahlen
mit dem der unbestrahlten Frucht nach 22 Tagen Lagerung voll identisch ist und von der nicht-
bestrahlten Vergleichsprobe gleicher Lagerungszeit abweicht. 22 Tage gelagert zeigt das Zymo-
gramm der bestrahlten Apfel weitere Verinderungen, wie das Aufteilen der einen Hauptaktivi-
titsbande des Ry-Wertes 0,48 in zwei stark aktive Zonen, die Intensititszunahme einer Bande
mit dem RpWert 0,28, das Auftreten einer ganz neuen Bande sowie das Verschwinden von
2 urspriinglich vorhandenen Zonen. Die Peroxidase-Zymogramme (Abb. 10) der beiden Proben
stimmen bis auf die deutlich geringere Intensitit der 2 schnell wandernden Banden bei der
bestrahlten Frucht iiber die ganze Versuchsdauer iiberein. Bei der Phenolase fehlt nach dem
Bestrahlen wihrend der gesamten Lagerung die schwache, aktive Zone im oberen Sammelgel,
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In Abb. 15 ist im oberen Teil die starke Zunahme von Valin und Leucm als Aromavor-
stufen in unbestrahlten, reifenden Bananen zu erkennen. So steigen Leucif “und Valin von 3
bzw. 6 mg bis auf 15 mg pro 100 g Banane an. Bei der bestrahlten Banane dagegen, wird die
Bildung dieser beiden Aromavorstufen unterdriickt. Noch deutlicher ist dieser Unterschied bei
der Bildung von 3-Methyl-butanol-(1)-acetat zu erkennen, das in normal reifenden Bananen aus
dem Leucin gebildet wird. Wie aus Abb. 15 ersichtlich ist, steigt das 3-Methyl-butanol-(1)-acetat
bei der unbestrahlten Banane als Hauptaromakomponente von anfinglich 15 ug wihrend der
Reife auf iiber 1 000 ug pro 100 g Banane an. Bei der bestrahlten Banane dagegen wird die Bildung
dieses Hauptaromastoffes ginzlich unterdriickt. Ebenso unterblelbt d1e Bildung der meisten
anderen Aromakomponenten in den bestrahlten Bananen.

3.2.3 — Enzyme - o : ' -

Griine, unreife Bananen der Handelssorte Chiquita wurden im hiesigen GroBhandel
erstanden und vorsichtig von den Stauden getrennt. Eine Partie dieser Bandnen wurde mit
200 Krad bestrahlt und sofort danach mit der nichtbestrahlten in einem Konstantraium bei 15 °C
gelagert. Das von den Friichten abgegebene COg wurde anfangs jeden Tag, spiter jeden 2.-3. Tag
bestimmt. Zur Messung der Enzymaktivititen wurden jeweils 5 verschiedene Friichte zu Direkt-
extrakten bzw. zu Acetontrockenpulvern aufgearbeitet. Diese Aufarbeitungen erfolgten, je nach
Erfordernis, in Abstinden von 1 bis 2 Tagen. Die Ergebnisse sind aus den Abb. 16-18 zu
ersehen.

Wie schon bei der Untersuchung der unbestrahlten Bananen aufgezeigt, durchlduft die
CO2-Kurve auch bei den bestrahlten Friichten wiederum 2 Maxima. Das 1. liegt am 4. Lage-
rungstag, also gut 1 Tag vor dem der unbestrahlten, das 2. am 14. Tag und damit rund 4 Tage
vor den unbestrahlten. Die anfingliche CO2-Abgabe der bestrahlten Friichte liegt — wie dies
auch schon an bestrahlten Apfeln gezeigt wurde — betrichtlich iiber der von den unbestrahlten
Bananen., Im ersten Maximum liegt jedoch die COz-Ausscheidung der nichtbestrahlten Friichte
hoher. Sehr stark hebt sich der Anstieg der COgz-Produktion der bestrahlten Bananen zum 2.
Maximum hervor. Dieses liegt ca. 30 9, héher als in der entsprechenden ersten Phase. Beide
Kurven zeigen den typischen kurzen Abfall in der COj-Abgabe wihrend der ersten 2 Tage, an
den sich dann der normale klimakterische Atmungsanstieg anschlieBt: Schon anhand der CO»-
Kurve kann man sagen, daB der klimakterische Ablauf in den bestrahlten Friichten schneller
vor sich zu gehen scheint als bei den unbestrahlten.

Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G-6-PDH) {Abb. 16) : Die Aktivitit beider Bananen
steigt am 1. Tag der Lagerung kurz an, f4llt dann bei den bestrahlten wieder schnell ab, wihrend
die Abnahme bei den unbestrahlten {iber 2 Tage um ungefihr 50 9, erfolgt. Es zeigen nach diesem
Abfall dann beide Kurven ganz charakteristisch 2 Maxima. Die der bestrahlten liegen eindeutig
hoher und frither als-beim nichtbestrahlten Material, das erste am 4. Tag, also 3 Tage und das
zweite am 13. Tag, also 2 Tage vor denen der unbestrahlten Friichte. Die Gesamttendenz in der
G-6-PDH-Aktivitdt ist iiber den Zeitraum der Lagerung hin abnehmend, besonders fiir die
unbestrahlte Probe e

Aldolase (Abb. 16) : Auch hier zeigt sich wieder ein kurzer Aktivititsanstieg und danach
ein Abfall fiir bestrahlte und unbestrahlte Friichte. Daran schlieBt sich die Aktivitdtszunahme
zum ersten Maximum an. Fiir die bestrahlten Bananen liegt dieses am 4., fiir die unbestrahiten
am 5. Tag der Lagerung. Es folgt eine Abnahme um 40 %, in der Aktivitit. Vom 6. Tag an steigt
die Aktivitit zu einem sehr ausgepriigten 2. Maximum am 13. Tag bei den bestrahlten Friichten
an. Das 2. Maximum der unbestrahlten liegt am 12. Tag, ist aber wesentlich niedriger. Am 20.
Lagerungstag ist die Aktivitat beider Friichte auf ungefihr 50 9, der anfinglichen gesunken.
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Katalase (Abb. 17) : Die bestrahlten Friichte zeigen einen kurzen Aktivititsabfall und
ein nicht sehr hohes 1. Maximum am 4. Tag. Bei den unbestrahlten dagegen nimmt die Aktivitit
iiber 4 Tage ab und erreicht das stdrker ausgeprédgte 1. Maximum am 7. Lagerungstag. Typisch
ist dann fiir beide Kurven eine iiberaus starke Abnahme der Aktivitit, eine 4-5tigige Periode
mit nur gering ansteigender Tendenz und anschlieBender Zunahme zu den 2. Maxima. Das der
bestrahlten liegt hoher und 4 Tage frither als das der nichtbestrahlten Friichte.

Malatdehydrogenase (Abb. 17) : Sofort ist zu erkennen, daB die Aktivitit der bestrahlten
Bananen eindeutig unter der der unbestrahlten liegt. Der Verlauf beider Kurven ist sehr dhnlich :
Die 2 Maxima der bestrahlten Friichte liegen am 6. bzw. am 10. Tag der Lagerung, die der unbe-
strahlten am 8. bzw. 16. Tag. Nach dem 2. Maximum nimmt die Aktivitdt nur noch gering-
fiigig ab.

Phenolase (Abb. 17) : Auch hier ist die Aktivitit der bestrahlten Friichte niedriger als
bei der unbestrahlten Vergleichsprobe. Sie fillt sofort iiber 6 Tage um fast 50 9%, ab und hat
2 Maxima am 9. und 15. Tag der Lagerung. Die nichtbestrahlten Bananen zeigen ein gut ausge-
pragtes 1. Maximum am 7. und ein flacheres 2. am 14. Lagerungstag.

Peroxidase (Abb. 18) : Die Aktivititskurven beider Proben verlaufen fast kongruent :
ab. Die sich anschlieBenden Maxima liegen am 6. (bestrahlt) bzw. am 7. (unbestrahlt) Tag. Der
2. hohe Gipfel hat bei den bestrahlten Friichten seinen Hochstwert am 11.-12. Tag, bei den nicht-
bestrahlten am 13. Tag der Lagerung.

Esterase (Abb. 18) : Beide Kurven fallen nach geringem 2 tigigem Anstieg sehr stark ab.
Die 2 Maxima der bestrahlten Friichte liegen am 6. und 11. Tag, wobei das 2. bedeutend stérker
ausgeprigt ist. Die der unbestrahlten Probe sind am 7. und 17. Lagerungstag. Die Gesamt-
aktivitdt der bestrahlten Bananen hat jedoch ein niedrigeres Niveau als die bestrahlten.

Pektinesterase (PE )(Abb. 18) : Die Aktivitdtskurven beider Proben verlaufen fast kongruent :
Anfinglicher Abfall iiber 5 Tage mit anschlieBender Aktivititszunahme bis zu dem einen Maxi-
mum am 8. Tag. Bis zum 15. Tag geht die Aktivitit dann weiterhin zuriick und bleibt danach
bis zum Ende des Lagerungsversuches konstant. Insgesamt fillt die PE-Aktivitit wihrend der
Versuchsperiode auf ungefahr die Hilfte des Anfangswertes.

Glutamat-Dehydrogenase (GIDH) (Abb. 19) : Wie bei der PE zeichnet sich die GIDH durch
nur ein Aktivititsmaximum aus, das fiir beide Friichte am 5. Tag der Lagerung liegt. Daran
anschlieBend nimmt die Aktivitidt bis zum Ende des Versuches um 50 9, ab.

Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) (Abb. 19): Beide Kurven durchlaufen wieder
ganz typisch 2 Aktivitdtsgipfel. Das bestrahlte Versuchsmaterial hat seine Maxima am 4. und 13.
Tag, das nichtbestrahlte deutlich spiter am 7. bzw. 15. Tag der Lagerung. Von Beginn bis zum
Ende der Lagerperiode nimmt die Aktivitit der bestrahlten Friichte um 50 9, die der unbestrahl-
ten um 30 9%, ab. Die Anfangsaktivitit der bestrahlten Bananen liegt eindeutig tiefer als bei den
- unbestrahlten.

Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT) (Abb. 19) : Der Verlauf beider Kurven ent-
spricht fast dem der GPT. Die ersten Maxima liegen am 4. (bestrahlt) bzw. am 6. (unbestrahlt)
Tag, die entsprechenden zweiten am 13. und am 14. Lagerungstag.

Zusammenfassung und Vergleich

Sowohl die bestrahlten als auch die nichtbestrahlten Friichte zeigen in der COgz-Aus-
scheidung 2 Maxima. Dieses sog. zweigipflige Verhalten findet sich deutlich ausgeprédgt auch in
den Aktivititskurven der G-6-PDH, Aldolase, Katalase, Esterase, GPT und GOT wieder. Nur
die Glutamat-Dehydrogenase und die Pektinesterase nehmen mit einem einzigen Aktivitidts-
maximum eine Sonderstellung ein. Fiir G-6-PDH, Aldolase, Glutamat-Dehydrogenase, Katalase
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und die beiden Transaminasen fillt bei der bestrahlten Frucht das erste Aktivititsmaximum
ziemlich genau mit dem 1. COs-Maximum zusammen. Das gleiche gilt auch fiir die Aldolase,
GIDH, GPT und GOT der nichtbestrahlten Bananen. Die ersten bzw. einzigen Maxima der
unbestrahlten G-6-PDH, Katalase, beider Malat-Dehydrogenasen, beider Phenolasen, beider
Peroxidasen, beider Esterasen und beider Pektinmethylesterasen liegen sdmtlich 1-3 Tage hinter
dem ersten COs-Maximum. Fiir die bestrahlten Friichte fallen die zweiten Aktivititsmaxima von
G-6-PDH, Aldolase, Phenolase, Esterase, Katalase, GPT und GOT ebenfalls mit dem COg-Peak
zusammen. Peroxidase und MDH haben ihr 2. Aktivititsmaximum 3 bzw. 5 Tage vor diesem
Peak. Bei den nichtbestrahlten Friichten fallen die 2. Aktivitits- und COg-Maxima fiir Katalase,
Peroxidase und Esterase zusammen. Die zweiten Maxima der restlichen Enzyme liegen alle
3-4 Tage vor dem 2. COz-Peak. Fiir die Aktivitdtskurven mit 2 Maxima in ihrem Verlauf befinden
sich die Hochstwerte der bestrahlen Versuchsproben stets einige Tage vor denen der nicht-
bestrahlen.

Als markantester Unterschied zwischen den bestrahlten und nichtbestrahlten Bananen
ist jedoch das Verhalten von Esterase, Phenolase und Malat-Dehydrogenase hervorzuheben.
Durch die Bestrahlung erfahren die genannten Enzyme eine deutliche Depression der Aktivititen.
Ferner scheint ein Vergleich der Aktivititskurven der bestrahlten und nichtbestrahlten Bananen
darauf hinzuweisen, daB3 die metabolischen Prozesse bei den bestrahlten Friichten rascher ablaufen
als bei den unbestrahlten Vergleichsproben. ’

Der rein duBerliche Vergleich der beiden Versuchsmuster ergab, da8 unmittelbar nach dem
Bestrahlen diese Bananen einen etwas ,miirberen,, Eindruck machten. Die Schale war z.B.
bedeutend leichter vom Fruchtfleisch abzutrennen. Die ersten 3-4 Lagerungstage waren beide
Bananen zih und pappig und nicht genieBbar. Im weiteren Verlauf der Lagerung machten dann
die nichtbestrahlten Friichte einen normalen Reifungsvorgang durch : Die Schale firbte sich gold-
gelb, das Fruchtfleisch wurde erst mehlig, dann weich und voll aromatisch im Geschmack. Die
Schale der bestrahlten Probe dagegen wurde schmutzigbraun, war bis zum 15. Lagerungstag
immer noch schwer vom Fruchtfleisch abzutrennen und das Fruchtfleisch selbst blieb pappig bis
mehlig und lieB selbst am Ende des Lagerversuches den typischen aromatischen Geschmack
vermissen. Wie vergleichende Untersuchungen von DRAWERT, EMBERGER und TRESSL (66)
zeigten, unterbleibt die Bildung der typischen, fiir das Bananenaroma verantwortlichen Aroma-
stoffe nach dem Bestrahlen der Friichte. Bekannt ist ferner, daB wihrend der normalen Reifung
der sehr stirkereichen Banane die Stirke weitgehend abgebaut (verzuckert) wird. Auch dieser
Vorgang wird durch das Bestrahlen weitgehend gehemmt. Ein deutliches Zeichen dafiir ist u.a. die
Ausbeute an Acetontrockenpulvern, die mit dem Abbau der Stirke stark zuriickgehen muB, da
die niederen Oligosaccharide in dem Aceton-Wasser-Gemisch 18slich sind und so ausgewaschen
werden. Tabelle I zeigt dies anhand der erhaltenen Ausbeuten von Acetontrockenpulvern aus
bestrahlten und unbestrahlten Bananen.

TABELLE I

Ausbeuten an Acetontrockenpulvern aus unbestrahlten und
bestrahlten Bananen wihrend der Lagerung bei 15°C

Tage bei 15 oC

1 4 6 8 10 12 |-+ 19

Ausbeute in 9,
Unbestrahlte Friichte 29,1 19,7 16,1 13,5 9,2 7,0 7,2
Bestrahlte Friichte 26,0 25,8 23,9 23,3 21,4 18,8 9,0
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3.2.4 — Trennung und Kennzeichnung fruchieigener Proteine und Enzyme mit Hilfe der Disk-
Elektrophorese :

Fiir den Bestrahlungsversuch bei Bananen werden nur die Pherogramme bzw. Zymo-
gramme vom Lagerbeginn graphisch dargestellt (Abb. 20). Es zeigte sich bei der bestrahlten
Banane keine Verdnderung im Protein- oder Enzymmuster widhrend der Lagerung bei 15 °C
mehr. Gegeniiber dem unbestrahlten Versuchsmaterial fehlen im Amidoschwarz-Pherogramm
der bestrahlten mehrere schwach angefirbte Proteinbanden. Die normal starkgefdrbten Protein-
zonen mit Ry-Werten 0,32, 0,42 und 0,8 sind nach dem Bestrahlen deutlich geringer ausgeprigt.
Auffallendste Einwirkung ist jedoch die Tatsache, daB die eine Hauptbande des Ryp-Wertes
0,48 im Gegensatz zur unbestrahlten Banane bei der Lagerung nicht verschwindet. Die Malat-
dehydrogenase der bestrahlten Banane wird in drei aktive Zonen, von denen 2 nur geringe Akti-
vitit zeigen, aufgetrennt. Die MDH der unbestrahlten Probe ergab 3 stark aktive und eine weniger
aktive Zone. Die letztere gewinnt bei der Reifung noch wesentlich an Aktivitit. Die MDH-
Gesamtaktivitidt liegt nach der Bestrahlung, wie auch den Zymogrammen zu entnehmen ist,
deutlich unter der von den nichtbestrahlten Bananen. Die Peroxidase-Zymogramme beider
Proben weisen wihrend der 22 tdgigen Lagerung keinerlei Differenzen auf. Die Phenolase-Akti-
vitdt der bestrahlten Banane liegt eindeutig unter der der unbestrahlten. Zur entsprechenden
Aussage kommt man auch bei dem Vergleich der Zymogramme. Von den 2 stark aktiven Zonen
mit den Ry-Werten 0,52 und 0,56 bleibt nach der Bestrahlung nur noch eine schwache Bande des
RyWertes 0,55. Auch von den 3 urspriinglich vorhandenen Banden geringer Aktivitdat (Ry-Werte
0,40,70,34 und 0,27) ist nach dem Bestrahlen nur noch eine zu finden.- Allerdings ist durch den
BestrahlungseinfluB eine Verbreiterung der aktiven Zone am Anfang des Trenngels zu verzeichnen.
Fiir die Esterase wirkt sich die Bestrahlung einmal in einer Aktivitdtsdepression, zum anderen
im Aufspalten der 2 breiten Aktivititszonen (Ry-Werte 0,22 und 0,66) in je 2 schmale Einzel-
banden, im Verschwinden von 2 miBig aktiven Banden und in einer starken Intensitdtsmin-
derung der am weitesten wandernden Esterasebande aus. Diese am schnellsten wandernde
Esterasekomponente tritt bei der unbestrahlten Banane am Ende der Lagerung gar nicht mehr auf.

Will man im Muster der mit Amidoschwarz anfirbbaren Proteine das Verschwinden der
einen Hauptproteinzone beim Lagern unbestrahlter Bananen als Kriterium des Reifens ansehen,
so wird dieser Vorgang durch das Bestrahlen unterdriickt, wie das entsprechende Pherogramm
zeigt. Alle sonstigen Unterschiede der Phero- und Zymogramme von Bananen vor und nach
Bestrahlung lassen jedoch in dieser Richtung keine Aussagen zu.

3.3 — Vergleich von bestrahitem und nichtbestrahltem Rindfleisch

3.3.1 — Oxihdmoglobin und Oximyoglobin in Rindfleisch

Wie aus Abb. 21 zu ersehen ist, werden die beiden Himfarbstoffe bei der Bestrahlung
abgebaut. Das Ausmal der Zerst6rung ist fiir die beiden Strahlendosen von 1 000 und 5 000 Krad
etwa gleich.

3.3.2 — Fliichtige Verbindungen

Zerkleinert man 50 g Rindfleisch, suspendiert in Wasser, destilliert die fliichtigen Ver-
bindungen im Rotationsverdampfer iiber (Vakuum), extrahiert das Destillat 4 mal mit 30 ml und
1 mal mit 20 ml Pentan/Methylenchlorid (2/1), engt den Extrakt auf 0,25 ml ein und untersucht
das Konzentrat gaschromatographisch, so zeigt sich, daB ein Unterschied im Gehalt an Hexanal
festzustellen ist :

0-Probe ’ 1 000 Krad 5 000 Krad

weniger als 1 ug 4 ug 6 ug/50 g Fleisch
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Freie Fettsiuren

Bei Eipulver wurden auch die freien Fettsiuren bestimmt, nachdem bei den Gesamt-
fettsduren kaum ein EinfluB der Bestrahlung festzustellen war.

10 g Eipulver lieB man in 10 ml Wasser quellen und schiittelte die dtherléslichen freien
Fettsduren und Lipide (Phospholipide bleiben in der wissrigen Phase) mit 50 und 30 ml aus.
Aus den vereinigten Atherextrakten wurden mit 20 und 10 ml 4 %iger NaHCO; die freien Fett-
siuren als Na-Salze von den &therléslichen Lipiden, die unter diesen Bedingungen noch nicht
hydrolysiert werden, abgetrennt. Die vereinigten sodaalkalischen Losungen wurden auf dem
Wasserbad zur Trocknen eingedampft. Ansiuern, Riickextraktion in Ather, Methylieren und
Konzentrieren wurden, wie fiir die Gesamtfettsduren beschrieben, durchgefiihrt. Ebenso waren
die Bedingungen fiir die gaschromatographische Bestimmung gleich.

Der Anteil der freien Fettsduren gegeniiber den Gesamtfettsiuren ist sehr klein. In 10 g
Eipulver fanden wir 80-90 ug Linolsiure, ca. 10 ug Linolensdure und ca. 25-30 ug Olsdure. Auch
die Verteilung ist anders. In den Gesamtfettsiuren tiberwiegt die Linolsiure, in den freien Fett-
sduren die Linolensiure. Aus Abb. 24 ist zu erkennen, daB diese in der mit 1 000 Krad bestrahlten
Probe stark vermindert ist. Die Abnahme betrigt mehr als 90 9%,.

Daneben ist zu beobachten, daB die meisten iibrigen wesentlichen freien Siuren in der
bestrahlten Probe stéirker auftreten (bis zu 20 % Zunahme), was moglicherweise auf eine geringe
Spaltung von Lipiden hindeutet.

Uber den Nachweis der Strahlenbehandlung bei Fleisch liegen u.a. Untersuchungen vor
von FOX und Mitarb. (67). Sie bestimmten spektralphotometrisch die Bildung von Sulphmyo-
globin und ermittelten als Bestrahlungsparameter das Extinktionsverhiltnis von Sulphmyoglobin
zu Oximyoglobin (Eg16/Ess2). Nach HILLS und SMITH (68), die bestrahltes Pferdefleisch unter-
suchten, ist mit dieser Methode bei etwas dlterem Fleisch, das gefriergelagert wurde, keine
Aussage moglich.

Nach unseren Ergebnisse ist nach Bestrahlung mit 1 000 bzw. 5 000 Krad eine deutliche
Abnahme der Extinktion der Hauptabsorptionsbande von wissrigem Rindfleischextrakt bei
415 nm zu beobachten. Nach HILLS und SMITH (68) tragen Himoglobin zu 10 % und Myo-
globin zu 90 Y%, zur roten Farbe des Fleisches bei. An der Luft gehen beide in die Oxiform tiber.
Die Hauptabsorptionsmaxima sind 404 fiir Oxihdmoglobin und 418 fiir Oximyoglobin. Es bleibt
zu untersuchen, wie groB die Streubreite der Hauptabsorption der beiden Himfarbstoffe im
Fleisch verschiedenen Ursprungs sind und welchen EinfluB Gefriertrockung hat. Nach Bestim-
mung dieser Faktoren kénnte sich aus der Extinktionsabnahme bei 415 nm eine Indikations-
methode fiir vorausgegangene Bestrahlung ableiten lassen.

. Unter den fliichtigen Substanzen, die gaschromatographisch bestimmt wurden, werden in
der Literatur besonders Alkane angefiihrt, die bei der Bestrahlung von Fleisch gebildet werden
(68, 69). Nach MERRIT und Mitarb. (69) sind die fliichtigen Substanzen von bestrahltem (6 Mrad)
Rind-, Schweine-, Hammel- und Kalbfleisch im wesentlichen die gleichen. Er nimmt an, daB die
Alkane durch Spaltung von Fettsiuren hoherer C-Kette gebildet werden. WICK und Mitarb. (70)
messen bestimmten Aldehyden in bestrahltem Fleisch groBere Bedeutung unter den fliichtigen
Bestandteilen zu. Methional, Nonanal und Phenylacetaldehyd sollen hauptsichlich fiir den
unangenehmen Geruch bestrahlten Fleisches verantwortlich sein. Unter unseren Untersuchungs-
bedingungen fanden wir, daB als Folge der Bestrahlung insbesondere Hexanal auftritt. Diese
Komponente ist ein typisches oxidatives Abbauprodukt der Linolsiure, was auf die Zerstérung
ungesittigter Fettsiuren hindeutet. Mit weiteren Untersuchungen an verschiedenen Fleisch-
proben und unter Beriicksichtigung des Einflusses einer Gefrierlagerung 148t sich iiber die Bestim-
mung des Hexanalgehaltes eine Methode zum Nachweis von Strahlenbehandlung standardisieren.
Die Verhiltnisse der Haxanalzunahme betrugen von der Nuli- zur 1 000-Krad- und zur 5 000-
Krad-Probe1:4:6.
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Der Hinweis von der Hexanalbildung auf oxidative Spaltung ungesittigter Fettsduren bei
der Bestrahlung in Luft wurde bei der Untersuchung der Lipide bestétigt. Unter den nach voli-
stindiger Hydrolyse aus den Lipiden gewonnenen Gesamtfettsiuren war eine deutliche Abnahme
ungesittigter Fettsduren mit hoherer C-Kette zu erkennen, wihrend gleichzeitig gesattigte mit
niederer C-Zahl zunehmen. Die weitere genaue quantitative Untersuchung dieser Substanzklasse
mit der Identifizierung der Spaltungsprodukte scheint im Hinblick auf den Nachweis einer
Strahlenbehandlung besonders erfolgversprechend zu sein.

Fiir den Nachweis einer Strahlenkonservierung bei Trockeneipulver mit kolorimetrischen
Methoden erwies sich die spektralphotometrische Bestimmung des Eidotterfarbstoffs Lutein als
geeignet. In den bestrahlten Proben war eine starke Abnahme der Extinktion bei den Absorptions-
maxima 420, 445 und 474 nm gegeniiber der Nullprobe festzustellen. Bei der mit 500 Krad
bestrahlten Probe ging die Extinktion auf etwa den halben Wert und bei der 1 000 Krad-Probe auf
knapp ein Drittel des Wertes der Nullprobe zuriick. AuBerdem sind bei 1 000 Krad die Ver-
hiltnisse der Absorptionsmaxima wverschoben, da von 440 nm ab zu kiirzeren Wellenlingen hin
eine zusitzliche Absorption neu entstandener Substanzen zu beobachten ist.

Mit Hilfe weiterer Untersuchungen ist iiber die spektralphotometrische Bestimmung des
Luteingehalts und der Verhiltnisse der Extinktionen bei den drei Absorptionsmaxima zusitzlich
zum Nachweis der Strahlenbehandlung auch eine Aussage iiber die Strahlendosis méglich.

Unter den gaschromatographisch erfaBten flichtigen Bestandteilen spielt wieder das
Hexanal eine besondere Rolle. In der mit 1 000 Krad bestrahlten Probe ist der Hexanalgehalt
5mal so groB wie in der Nullprobe. Auch hier wire iiber die Bestimmung des Hexanals ein relativ
einfacher Bestrahlungsnachweis auszuarbeiten.

Unter den Lipiden sind die freienw Fetfisduren im Zusammenhang mit der Fragestellung
von Bedeutung, wobei vor allem der Gehalt an freier Linolensdure nach der Bestrahlung
(1 000 Krad) stark verdndert ist. In der Nullprobe ist die Linolensidure quantitativ am stirksten
unter den freien Fettsduren vertreten, nach Bestrahlung ist sie nur noch in untergeordneter
Menge vorhanden. Neben dem Abbau der Linolensdure ist auch eine geringe Zunahme der freien
Fettsduren zu beobachten. Geeignet fiir den Bestrahlungsnachweis scheint die Bestimmung der
Jreien Linolensdure zu sein, wozu noch exakte quantitative Werte unter Einbeziehung der natiir-
lichen Streubreite festzulegen sind.

4 — ZUSAMMENFASSUNG

Wie aus den Abb. 1-3 und 11 hervorgeht, tritt bei Friichten nach Bestrahlung mit 200 Krad
eine gravierende Verdnderung von physiologischen Reifungsabldufen, sowie eine Unterbindung
der Aromabildung bezw. bei schon vorhandenen Aromastoffen ein rascher Abbau ein. Dies
bedeutet, daB eine quantitative gaschromatographische Untersuchung von Hauptaromastoffen eine
erfolgte Bestrahlung mit 200 Krad eindeutig nachzuweisen erlaubt.

Weitere, eingehendere Untersuchungen bei Friichten haben nun gezeigt, daB nach Bestrah-
lung mit 200 Krad bei Apfeln besonders die Konzentration der freien Aminosduren Glutamin-
sdure, Isoleucin, Valin und Alanin erhoht sind (Abb. 4), bei gleichzeitiger Anderung der Menge
an fillbaren und léslichen N-Verbindungen (Abb. 5).

Bei mit 200 Krad bestrahlten Bananen sind ebenfalls, wie bei den bestrahlten Apfeln,
die Konzentrationen freier Aminosiuren erhdht, besonders von Histidin, Glutaminsiure und
Asparaginséure; Valin dagegen nahm nach Bestrahlung ab (Abb. 13). Auch bei den untersuchten
Bananen wirkte sich die Bestrahlung auf die Menge der fillbaren und 15slichen N-Verbindungen
aus (Abb. 14). Der Zusammenhang zwischen dem Aromavorliufer (Precursor) Leucin und dem
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daraus entstehenden Aromastoff 3-Methyl-butanol-(1)-acetat wird aus Abb. 15 ersichtlich.
Somit ist grundsitzlich die guantitative Untersuchung freier Aminosduren, evtl. im Zusammenhang
mit bestimmten Aromastoffen, sowie die Bestimmung der fdllbaren und der 18slichen N-Ver-
bindungen als Bestrahlungsnachweis geeignet.

Bei Apfeln wirkt sich eine Bestrahlung auf die A ktivitit der untersuchten Enzyme (Abb. 6-8)
aus. Besonders eindeutig sind die Unterschiede bei Peroxidase und Esterase. Der markanteste
Unterschied zwischen den Enzymaktivititen von bestrahlten und nichtbestrahlten Bananen
beruht auf dem Verhalten von Esterase, Phenolase und Malatdehydrogenase (vgl. Abb. 16-19).
Somit wire im Zweifelsfall grundsétzlich auch die Bestimmung von Enzymaktivititen als Nach-
weis einer erfolgten Bestrahlung geeignet.

Die Auswirkung einer erfolgten Bestrahlung bei Apfeln und Bananen kann im iibrigen auch
durch Vergleiche von Pherogrammen und Zymogrammen (Protein- bzw. Enzymverteilungs-
muster nach Disk-Elektrophorese) erkannt werden (Abb. 9, 10 und 20).

Bestrahltes Rindfleisch enthielt dosisabhingig weniger Oxihdmoglobin und Oximyoglobin
als unbestrahltes (Abb. 21). Nach Bestrahlung ist der Gehalt an Hexanal erhoht. Ferner weist
Abb. 23 aus, daB bei Bestrahlung offensichtlich Fettsduren mit hoherer C-Zahl gespalten werden.
Somit diirften auch bei Fleisch Ansatzpunkte fiir den Nachweis einer Bestrahlung gegeben sein.
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