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The in vitro exchange between the epoxide oxygen of carotenoids and that of water reported in 
literature could not be verified. Our observations rather suggest that oxidation products of the labile 
polyene system may invalidate 180 enrichment data obtained by indirect analysis.

Mit Ausnahme einiger niedriger Organismen be­

sitzen alle Pflanzen in ihrem photosynthetischen Ap­

parat eine Redoxsystem, an dem Carotinoide betei­

ligt sind. Einigkeit besteht heute darüber [2], daß 

es sich hierbei um die reversible Reaktion > C = C < 

^  Epoxid handelt, und zwar bei höheren Pflanzen 

in dem System Zeaxanthin (1) Antheraxanthin

(2) ^  Violaxanthin (3), das bei einigen Algen 

durch die acetylenischen Analoga Diatoxanthin ^
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Diadinoxanthin ersetzt ist [3, 4]. Kontrovers bis in 

die jüngste Zeit geblieben sind sowohl der genaue 

Mechanismus des Redoxzyklus als auch seine Bedeu­

tung für die Pflanze:

1) Zwischenglied in der Kette der photosyntheti­

schen Bildung von 0 2 aus H20. Diese Idee geht 

zurück auf Calvin [5] (der eine Wasseranlagerung
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an die /Monon-Doppelbindung, Oxydation des so 

entstandenen Alkohols zum Epoxid und enzymati­

sche lichtinduziente (?) Freisetzung des 02 zur Dis­

kussion stellt) und auf Sapozhnikov [6]. Während 

Calvin aufgrund späterer 180-Markierungsexperi- 

mente von dieser Idee bald wieder abrückte [7], 

hielt die russische Schule bei der Deutung ihrer Ver­

suche [8, 9] mit H2180 daran fest, obwohl Unter­

schiede im Markierungsgrad von Intrazellular was- 

ser und 3 Hilfsannahmen notwendig machten [10]. 

Yamamoto [11, 12] und Hager [2] konnten dann 

zeigen, daß der Epoxid-Sauerstoff nicht unmittelbar 

aus dem H20 stammt, sondern durch Oxydation mit

0 2 eingebaut wird [13], was allerdings nicht aus­

schließt, daß das bei der photosynthetischen Wasser­

spaltung gebildete 0 2 erst einmal von 1 aufgenom­

men wird.

2) Damit ergäbe sich eine Sauerstoff transport 

funktion [15] im Rahmen der Photosynthese.

3) Gleichfalls basierend auf dieser Idee nimmt 

Krinsky [16] an, daß im Verlaufe der Photosyn­

these auch Singulett-02 entsteht, der, würde er nicht 

von 1 unter Bildung von 2 und 3 aufgefangen, zu 

irreversiblen Zellschädigungen führte. Somit käme 

den Carotinoiden primär eine Schutzfunktion zu. 

Erfolgte die enzymatische Rückreaktion 3-^1  dann 

unter Abgabe von 0 2, so liefe tatsächlich ein Teil 

der photosynthetischen H20-Spaltung über 3.

4) Audi eine Rolle bei der photosynthetischen 0 2- 

Aufnahme (=  photosynthetische Atmung) [12,17],

u. U. in Verbindung mit dem Verbrauch überschüs­

siger Energie aus Photoprozessen [18], ist diskutiert 

worden.

5) Hager [2] konnte dann kürzlich zeigen, daß 

der Prozeß 3 — 1 enzymatisch bei pg 5,2 unter 

gleichzeitiger Dehydrierung von Ascorbinsäure er­
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folgt, der Prozeß 1 -> 3 enzymatisch bei pn 7,2 

unter gleichzeitiger Oxidation von NADPH. Der 

Zyklus würde damit „Reduktionskraft“ verbrauchen 

und das für die Photosynthese notwendige ATP- 

Angebot verbessern.

Daß bei den Untersuchungen über den Redox- 

zyklus 1 ^ 3  Markierungsversuche mit 180 eine tra­

gende Rolle gespielt haben, liegt auf der Hand, doch 

sind derartige Untersuchungen nicht einfach, und 

so ist es kaum verwunderlich, daß die Versuchs­

ergebnisse z. T. recht widersprüchlich sind. Auf 

Schwierigkeiten bei der Isolierung [19] von Caro­

tinoiden ist bereits hingewiesen worden [4,13]. 

Teilweise lassen sich die Widersprüche sicher auch 

auf Schwierigkeiten bei der 180-Bestimmung zurück­

führen, die besonders bei niedrigen Anreicherungs­

graden und kleinen Substanzmengen gravierend sein 

können [20]. Eine Problematik besonderer Art 

wirft jedoch eine Arbeit von Sapozhnikov [10] auf, 

der zufolge vollständiger Austausch zwischen dem 

Epoxid-Sauerstoff von Violaxanthin (3) und dem 

von einem H2180/Aceton-Gemisch innerhalb von 48 

Stunden beobachtet wird.

3 _ „ q
* Aceton/H2160 i

Daß es sich um den Epoxid-Sauerstoff handelt, wird 

daraus gefolgert, daß bei Lutein (4) unter gleichen

Tab. I. Austauschversuche zwischen 3 und H2180  (11,9%).

Tab. III . Austauschversuche zwischen 4 und H2180  (11,9%).

//mol 3 Austauschbedingungen 

Aceton Wasser

*>1] I>1]

Zeit
[Tage]

% 18Oviol.

2,050 300 30 H2180 2 0,476
2,267 300 30 H2180 2 0,437
5,133 300 30 H ,180 2 0,431
2,823 300 30 H2180 2,5 0,421
3,300 500 50 H2180 2 0,421
3,133 500 50 H2180 2 0,421

//mol 4 Austauschbedingungen 

Lui] [/*i]

Zeit
[Tage]

% 180 Lut.

1,329 400 Aceton 30 H2180 3 0,586
1,171 400 Aceton 30 H2180 6 0,468
1,672 300 Aceton 50 H2180 2 0,576
1,760 500 Aceton 50 H2180 2 0,661

1,567 500 Aceton 50 H2180 2 0,539

Bedingungen kein O-Isotopenaustausch beobachtet 

wird. Damit ist jede bei Carotinoidepoxiden beob­

achtete 180-Anreicherung in vivo bezüglich ihrer 

Aussagekraft mehr als zweifelhaft. Im Hinblick auf 

die Bedeutung der von Sapozhnikov berichteten Be­

obachtungen (bei der Isolierung von Carotinoiden 

aus Pflanzenmaterial ist Kontakt mit Wasser immer 

gegeben) haben wir die Experimente wiederholt 

und den 180-Gehalt mit Hilfe mehrerer Analysen­

methoden [20] untersucht. Über die Ergebnisse 

wird im folgenden berichtet.

Führt man Austauschversuche unter den von 

Sapozhnikov [10] angegebenen Bedingungen (48 

Std.) mit 3 aus (11,9-prozentiges H2180) und be­

stimmt den 180-Gehalt nach Pyrolyse zu C02 (s. 

Tab. I), so erhält man einen mittleren Gehalt von 

0,433% 180, was unter Annahme, daß nur Epoxid- 

Sauerstoffe ausgetauscht werden, einen Markierungs­

grad von 0,622% für die Positionen ergibt — ein 

Wert, der selbst unter Berücksichtigung der hohen 

Fehlergrenzen für die indirekte 180-Bestimmungs- 

methode [20] weit entfernt von dem für vollstän­

dige Äquilibrierung erwarteten (11,9%) liegt. Der 

Einwand, das eingesetzte H2180 könnte den größten 

Teil seiner Markierung durch Austausch mit Aceton 

verloren haben (an sich nur bei Anwesenheit von 

Säurespuren zu erwarten [21]), kann dadurch ent­

kräftet werden, daß Behandlung mit H2180/Aceton 

(48 Std.) und anschließend mit H2160/Aceton (48 

Std.) — was zu einem vollständigen Verlust der

Tab. II. Austauschversuche zwischen 3 und H2180  (11,9%) bzw. H2180  (natürlich).

//mol 3 Austauschbedingungen % 18Oviol.

Hinreaktion Rückreaktion

Aceton

OI]

Wasser

t>l]

Zeit
[Tage]

Aceton

[/*i]

Wasser

L“ i]

[Tage]
Zeit

1,900 500 50 H2180 2 500 50 H2160 2 0,300
2,450 500 50 H2180 2 500 50 H2160 2 0,413
2,417 500 50 H2180 2 500 50 H ,160 2,5 0,366
2,920 500 50 H2180 2 500 50 H2160 2,5 0,338
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Tab. IV. Austauschversuche zwischen 4 und H2180  (11,9%) bzw. H2160  (natürlich).

//mol 4 Austauschbedingungen % 180 Lut.

Hinreaktion Rückreaktion

[wl] I > 1 ] Zeit
[Tage]

[wl] [/<1] Zeit
[Tage]

1,104 400 Aceton 30 H2160 2 400 Aceton 30 H*180 2 0,474

1,620 500 Aceton 30 H2180 2 500 Aceton 30 H2180 2 0,512

1,215 400 Aceton 40 H2180 3 400 Aceton 40 H2160 2 0,466

1,180 400 Aceton 30 H2180 2 400 Aceton 30 H2160 2 0,580

Tab. V. Austausch versuche zwischen 3 und H2180  bzw. mar­
kiertem 5 und H2160  (Mittelwerte aus jeweils 4 Messungen).

Austauschbedingungen % 180

vor dem 
Austausch

nach dem 
Austausch

500 ,ul Aceton 10,5 10,8
+ 30 ju.1 H20  (natürlich)
+1 mg markiertes 5

200 ,ul Aceton 0,204 0,192
+ 10 jul H2180  (95%)
+ 1 mg 3

Markierung in 3 führen müßte — einen Endgehak 

von 0,354% 180 liefert, der sich signifikant von dem 

natürlichen Gehalt (0,204%) unterscheidet. Im Ge­

gensatz zu den Angaben von Sapozhnikov [10] fan­

den wir auch bei 4, das keine Epoxidgruppen ent­

hält, nach analoger Behandlung (H2180 gefolgt von 

H2160) etwa dieselbe Einbaurate von 180 wie bei 3 

(s. Tabn. II und IV ). Eine geringe 180-Anreiche- 

rung bei Behandlung von 3 (0,234%) bzw. 4 

(0,229%) mit Aceton/H2180 ließ sich auch bei Be­

stimmung des 180-Gehaltes durch Protonenaktivie­

rung feststellen. Dagegen konnte bei einer für die 

epoxierten Ringe spezifischen 180-Analyse mit Hilfe 

einer massenspektroskopischen Messung [20] unter 

Hochauflösung (Verhältnis der Peakintensitäten 

m/e 223 : 221 für 3 bzw. m/e 207 : 205 für ß- 

Carotin-5.8-epoxid, 5) sowohl bei Behandlung von

3 mit H2180 (95%) als auch von 180-markiertem 5 

[22] mit natürlichem H20  im Bereich der Meß­

genauigkeit keine Veränderung des Anreicherungs­

grades beobachtet werden (s. Tab. V).
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Ergebnis: 1) Ein Austausch zwischen Epoxid- 
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in Betracht gezogen zu werden.
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