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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 dariiber [2], daf}
es sich hierbei um die reversible Reaktion > C=C <
= Epoxid handelt, und zwar bei hoheren 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 jiingste Zeit geblieben sind sowohl der genaue
Mechanismus des Redoxzyklus als auch seine Bedeu-
tung fir die Pflanze:

1) Zwischenglied in der Kette der photosyntheti-
schen Bildung von O, aus H,0. Diese Idee geht

zuriick auf Calvin [5] (der eine Wasseranlagerung
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an die S-Ionon-Doppelbindung, Oxydation des so
entstandenen Alkohols zum Epoxid und enzymati-
sche lichtinduzierte (?) Freisetzung des O, zur Dis-
kussion stellt) und auf Sapozhnikov [6]. Wahrend
Calvin aufgrund spaterer 180-Markierungsexperi-
mente von dieser Idee bald wieder abriickte [7],
hielt die russische Schule bei der Deutung ihrer Ver-
suche [8,9] mit H,'®0 daran fest, obwohl Unter-
schiede im Markierungsgrad von Intrazellularwas-
ser und 3 Hilfsannahmen notwendig machten [10].
Yamamoto [11, 12] und Hager [2] konnten dann
zeigen, daf} der Epoxid-Sauerstoff nicht unmittelbar
aus dem H,O stammt, sondern durch Oxydation mit
O, eingebaut wird [13], was allerdings nicht aus-
schliefit, dafl das bei der photosynthetischen Wasser-
spaltung gebildete O, erst einmal von 1 aufgenom-
men wird.

2) Damit ergibe sich eine Sauerstofftransport
funktion [15] im Rahmen der Photosynthese.

3) Gleichfalls basierend auf dieser Idee nimmt
Krinsky [16] an, dal im Verlaufe der Photosyn-
these auch Singulett-O, entsteht, der, wiirde er nicht
von 1 unter Bildung von 2 und 3 aufgefangen, zu
irreversiblen Zellschddigungen fiihrte. Somit kdme
den Carotinoiden primir eine Schutzfunktion zu.
Erfolgte die enzymatische Riickreaktion 3 — 1 dann
unter Abgabe von O,, so liefe tatsdchlich ein Teil
der photosynthetischen H,0-Spaltung iiber 3.

4) Auch eine Rolle bei der photosynthetischen O,-
Aufnahme (= photosynthetische Atmung) [12,17],
u. U. in Verbindung mit dem Verbrauch tiberschiis-
siger Energie aus Photoprozessen [18], ist diskutiert
worden.

5) Hager [2] konnte dann kiirzlich zeigen, daf}
der Prozell 3 —1 enzymatisch bei pyg 5,2 unter
gleichzeitiger Dehydrierung von Ascorbinsdure er-
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folgt, der ProzeB 1—>3 enzymatisch bei py 7,2
unter gleichzeitiger Oxidation von NADPH. Der
Zyklus wiirde damit ,,Reduktionskraft“ verbrauchen
und das fir die Photosynthese notwendige ATP-
Angebot verbessern.

Daf} bei den Untersuchungen iiber 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, daB die Versuchs-
ergebnisse z.T. recht widerspriichlich sind. Auf
Schwierigkeiten bei der Isolierung [19] von Caro-
tinoiden ist bereits hingewiesen worden [4,13].
Teilweise lassen sich die Widerspriiche sicher auch
auf Schwierigkeiten bei der 180-Bestimmung zuriick-
fithren, die besonders bei niedrigen Anreicherungs-
graden und kleinen Substanzmengen gravierend sein
kénnen [20]. Eine Problematik besonderer Art
wirft jedoch eine Arbeit von Sapozhnikov [10] auf,
der zufolge vollstindiger Austausch zwischen dem
Epoxid-Sauerstoff von Violaxanthin (3) und dem
von einem H,'80/Aceton-Gemisch innerhalb von 48
Stunden beobachtet wird.

Aceton/Hz 120

3 _ 160, ==

2 Rceton/H: 1°0

Dal} es sich um den Epoxid-Sauerstoff handelt, wird
daraus gefolgert, dafl bei Lutein (4) unter gleichen

Tab. I. Austauschversuche zwischen 3 und H,®0 (11,9%).

Tab. III. Austauschversuche zwischen 4 und H,'®0 (11,9%).

umol 4 Austauschbedingungen Zeit % 180Lyt.
[Tage]
[ul] (1]
1,329 400 Aceton 30 H,'®0 3 0,586
1,171 400 Aceton 30 H,'80 6 0,468
1,672 300 Aceton 50 H,'80 2 0,576
1,760 500 Aceton 50 H,'80 2 0,661
1,567 500 Aceton 50 H,'%0 2 0,539

Bedingungen kein O-Isotopenaustausch beobachtet
wird. Damit ist jede bei Carotinoidepoxiden beob-
achtete %0-Anreicherung in vivo beziiglich 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. Uber die Ergebnisse
wird im folgenden berichtet.

Fiihrt man Austauschversuche unter den von
Sapozhnikov [10] angegebenen Bedingungen (48
Std.) mit 3 aus (11,9-prozentiges H,'80) und be-
stimmt den !80-Gehalt nach Pyrolyse zu CO, (s.
Tab. I), so erhidlt man einen mittleren Gehalt von
0,433% 80, was unter Annahme, da} nur Epoxid-
Sauerstoffe ausgetauscht werden, einen Markierungs-
grad von 0,622% fiir die Positionen ergibt — ein
Wert, der selbst unter Beriicksichtigung der hohen
Fehlergrenzen fiir die indirekte !80-Bestimmungs-
methode [20] weit entfernt von dem fiir vollstan-

mmol 3 Austauschbedingungen Zeit % 180viol. 4
. - [Tage] dige Aquilibrierung erwarteten (11,9%) liegt. Der
[;f]mn Luﬁser Einwand, das eingesetzte H,'0 konnte den grofiten
: Teil seiner Markierung durch Austausch mit Aceton
g’gg? ggg gg 52128 2 0,476 verloren haben (an sich nur bei Anwesenheit von
5133 300 30 H:‘BO g 8’23; Sdurespuren zu erwarten [21]), kann dadurch ent-
2,823 300 30 H,180 2,5 0,421 kraftet werden, dafl Behandlung mit H,'80/Aceton
gfgg ggg gg 321’58 g gigi (48 Std.) und anschlieBend mit H,'0/Aceton (48
’ i ’ Std.) — was zu einem vollstindigen Verlust der
Tab. II. Austauschversuche zwischen 3 und H,80 (11,9%) bzw. H,!%0 (natiirlich).
pumol 3 Austauschbedingungen % 180viol.
Hinreaktion Riickreaktion
Aceton Wasser Zeit Aceton Wasser [Tage]
[wd] [gd] [Tage] [2] [1] Zeit
1,900 500 50 H,'%0 2 500 50 H,'%0 2 0,300
2,450 500 50 H,'80 2 500 50 H,!%0 2 0,413
2,417 500 50 H,%0 2 500 50 H,'%0 2,5 0,366
2,920 500 50 H,180 2 500 50 H,'%0 2,5 0,338
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Tab. IV. Austauschversuche zwischen 4 und H,'®*0 (11,9%) bzw. H,'%0 (natiirlich).

umol 4 Austauschbedingungen % 1801 ut.

Hinreaktion Riickreaktion

[ed] [zd] Zeit [d] [1] Zeit

[Tage] [Tage]

1,104 400 Aceton 30 H,'®0 2 400 Aceton 30 H,'®0 2 0,474
1,620 500 Aceton 30 H,'®*0 2 500 Aceton 30 H,'%0 2 0,512
1,215 400 Aceton 40 H,'®0 3 400 Aceton 40 H,'®0 2 0,466
1,180 400 Aceton 30 H,y'®0 2 400 Aceton 30 H,'%0 2 0,580

Tab. V. Austauschversuche zwischen 3 und H,'®0 bzw. mar-
kiertem 5 und H,'%0 (Mittelwerte aus jeweils 4 Messungen).

Austauschbedingungen % 180
vor dem nach dem
Austausch Austausch

500 ul Aceton 10,5 10,8

-+ 30 ul HyO (natiirlich)

+1 mg markiertes 5

200 ul Aceton 0,204 0,192

+10 w1 Hy'80 (95%)

+1mg3

Markierung in 3 filhren miiite — einen Endgehalt

von 0,354% 180 liefert, der sich signifikant von dem
natiirlichen Gehalt (0,204%) unterscheidet. Im Ge-
gensatz zu den Angaben von Sapozhnikov [10] fan-
den wir auch bei 4, das keine Epoxidgruppen ent-
hilt, nach analoger Behandlung (H,'80 gefolgt von
H,!%0) etwa dieselbe Einbaurate von 80 wie bei 3
(s. Tabn. II und IV). Eine geringe '®0-Anreiche-
rung bei Behandlung von 3 (0,234%) bzw. 4
(0,229%) mit Aceton/H,'80 liel} sich auch bei Be-
stimmung des '80-Gehaltes durch Protonenaktivie-
rung feststellen. Dagegen konnte bei einer fiir die
epoxierten Ringe spezifischen 180-Analyse mit Hilfe
einer massenspektroskopischen Messung [20] unter
Hochauflosung (Verhiltnis der Peakintensitdten
mfe 223 :221 fiir 3 bzw. mfe 207 :205 fiir f-
Carotin-5.8-epoxid, 5) sowohl bei Behandlung von
3 mit H,1%0 (95%) als auch von ®0-markiertem 5
[22] mit natirlichem H,0 im Bereich der MeB-
genauigkeit keine Verdnderung des Anreicherungs-

grades beobachtet werden (s. Tab. V).
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Naturforsch. 26 b, 377 (1971).

Aus den letztangefiihrten Messungen folgt, daf} in
Aceton/Wasser-Losung keinerlei Austausch zwischen
dem Sauerstoff des Wassers und dem Epoxid-Sauer-
stoff von Carotinoiden erfolgt. Die auf indirektem
Wege (Analyse von pyrolytisch erhaltenem CO,)
bzw. durch Protonenaktivierungsmessungen festge-
stellten erhohten 180-Gehalte miissen — abgesehen
von der bei der indirekten Methode leicht moglichen
Verfilschung der Absolutwerte [20] — daher an-
ders erklart werden. Sie sind darin zu suchen, daf}
beide Methoden den globalen Sauerstoffgehalt einer
Probe einschlieBlich vorhandener Verunreinigungen
erfassen und damit auf mitgeschleppte Spuren von
H,'80 sowie die infolge der hohen Reaktivitdt des
Polyensystems leicht entstehende Oxydations- und
Additionsprodukte der Carotinoide ansprechen. Fiir
die Bedeutung der letzteren sprechen die Ergebnisse
mit 4 sowie insbesondere die Riickaustauschversuche,

Ergebnis: 1) Ein Austausch zwischen Epoxid-
Sauerstoff und H,O braucht bei Carotinoiden nicht
in Betracht gezogen zu werden.

2) Die a.a.o. [20] diskutierte Problematik der
180-Analyse bei geringen Mengen labiler Verbin-
dungen wird hier nochmals unterstrichen.
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fir die Massenspektrometer GD 150 und MAT 731
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[4] Es sind auch andere Systeme diskutiert und z. T. durch
Markierungsversuche gestiitzt worden, z. B. Bildung
von Lutein im Reduktionsverlauf [15] oder von Neo-
xanthin in der Oxydationskette [V. S. Saakov, Dokl.
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Wie der von Sapozhnikov [8] beobachtete Einbau von

180 in 3 zu erkldren ist, scheint immer noch offen zu

sein. Als Moglichkeiten wurden diskutiert:

1. Die photosynthetische O,-Entwicklung lauft tatsich-
lich partiell iiber 1 - 3 — 1.

2. Von der Photosynthese unabhangiger Metabolismus
der Carotinoide unter Einbeziehung des Intrazel-
lularwassers (Einbau von %0 in die Hydroxyl- wie
auch in die Epoxidgruppen) [10].

3. Oxydation mittels aus H,'®0 photosynthetisch ge-
bildetem 180, bei dem ProzeB 1—3 [12] (vgl.
auch Ref. [16]).

4. Austausch 3—1%0,+H,'®0 = 3—1%0,+ H,!%0; hier-
auf wird weiter unten eingegangen, und

5.es handelt sich um mitgeschleppte markierte Ver-
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sprechen, der jeweils gleiche !'%0-Einbauraten im
Licht- und im Dunkelversuch sowohl bei 2 (lies je-
doch Diadinoxanthin) als auch bei 1 (lies: Diato-
xanthin) — also offensichtlich OH-Austausch (?) —
beobachtete.
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