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Über den Steringehalt pflanzlicher Mikrosomen*
Summary

The composition of microsomal lipids from Spirodela oligorrhiza L., 
Lactuca sativa L., and Allium porrum L. plants was investigated. 
Contamination by chloroplast lipids was calculated and eliminated, 
giving the lipids of “chloroplast-free microsomes” (CFM). These 
lipids originate from the endoplasmic reticulum and contain 6 to 
14% sterol compounds and 38 to 45% phospholipids. On a total 
lipid base the sterol content is of the same range in microsomes of 
both plant and animal origin. The ratio of sterol compounds to 
phospholipids in plant microsomes is 0.14 to 0.33 compared to 0.07 
to 0.17 in liver microsomes. These results suggest that sterol com­
pounds represent an essential part of the lipids of both plant and 
animal microsomes.

Einleitung

Phytosterine und ihre Derivate sind regelmäßige Be­
standteile pflanzlicher Zellen und erfüllen darin eine 
noch unbekannte Funktion1. Verschiedene Arbeiten 
haben gezeigt, daß diese Verbindungen bei der Fraktio­
nierung von Zellhomogenaten in der Mikrosomenfrak­
tion angereichert sind1-5’13, was darauf schließen läßt, 
daß sie in vivo Bestandteile des endoplasmatischen 
Retikulums darstellen. Die Angaben über ihren quanti­
tativen Anteil am Lipidbestand dieser Strukturen sind 
jedoch unvollständig und lassen von dieser Seite her kein 
Urteil über ihre Bedeutung zu. Bisherige Untersuchun­
gen der Lipidzusammensetzung pflanzlicher Mikrosomen 
beziehen sich nur auf Phospholipide6 oder berücksichti­
gen nur die freien und veresterten, nicht aber die gly- 
kosylierten Sterine2. Sterinreiche Strukturen wurden 
auch aus Kartoffelknollen isoliert, jedoch nicht auf ihre 
Zusammensetzung untersucht3.
Unsere Untersuchungen sollen zeigen, welchen Anteil 
die Sterinverbindungen am Lipidbestand pflanzlicher 
Mikrosomen gesamthaft haben. Zu diesem Zweck wur­
den Mikrosomenfraktionen aus Spirodela oligorrhiza L., 
Lactuca sativa L. und Allium porrum L. isoliert. Die dar­
aus extrahierten Lipide wurden auf ihren Gehalt an 
Glykolipiden, Phospholipiden und Sterinverbindungen 
untersucht. Da die Mikrosomenfraktion noch andere 
Zellbestandteile, vor allem Plastidenfragmente, enthält, 
welche reich an Lipiden, aber arm an Sterinverbindun­
gen sind18, wird der gefundene Steringehalt der Mikro­
somen zu niedrig. Eine Korrektur läßt sich rechnerisch 
durchführen, wenn die Zusammensetzung der Chloro­
plastenlipide ermittelt und daraus über den Chlorophyll­
gehalt errechnet wird, welcher Anteil des Mikrosomen­
lipids aus den Chloroplastenfragmenten stammt. Nach 
Abzug dieses Anteils ergibt sich das Lipid der «chloro­
plastenfreien Mikrosomen» (CFM).

* Eingegangen am 21. Januar 1975.

Material und Methoden
Spirodela oligorrhiza L. (Stamm 220176) wurde in Fernbachkolben 
auf 200 ml Nährlösung mit 1% Glucose7 während 10 bis 12 Tagen 
kultiviert. Frisch geernteter Lattich (Lactuca sativa L.) und Lauch 
(Allium porrum L.) wurden vom Markt bezogen. Das Material wurde 
mit der gleichen Menge eines Mediums auf einer Walzenmühle homo­
genisiert, das auf 1 Liter folgende Zusätze enthielt: 0,05M Tris, 
0,01M KCl, 0,01M MgSO4, 0,01M EDTA, 0,01M Mercaptoäthanol 
und 0,5 M Rohrzucker. Der pH-Wert wurde, um den enzymatischen 
Lipidabbau auf ein Minimum zu reduzieren, auf 8,0 eingestellt17. 
Nach Filtrieren des Homogenats durch Gaze wurde 20 min bei 
10000 g zentrifugiert (Sediment = Rohchloroplasten). Der Über­
stand wurde nach Zusatz von CaCl2 in einer Konzentration von 
8 mM/Liter15 60 min bei 38 000g zentrifugiert (Sediment = Roh­
mikrosomen). Zur weiteren Reinigung wurden die Rohchloroplasten 
auf einem Gradienten mit den Zusätzen des Mediums und 16 bis 45 % 
(g/g) Rohrzucker 20 min bei 1500 g und die Rohmikrosomen auf 
einem gleichen Gradienten 60 min bei 90 000 g zentrifugiert. Die 
Chloroplasten wurden mit Wasser, die Mikrosomen mit 8 mM/Liter 
CaCl2 gewaschen und 30 min bei 38 000 g sedimentiert. Aliquote 
Teile der Sedimente wurden zur Bestimmung von Chlorophyll7, 
Protein7, NADH-Cytochrom-c-Reduktase6 und zur Extraktion der 
Lipide verwendet7. Die Bestimmung der Phospholipide erfolgte nach 
Bartlett6, die der Galactolipide nach Trennung auf DC-Platten 
(Kieselgel G, Chloroform-Methanol-Äthylacetat-Ammoniak 2 % 
50:25:25:1,5®) nach dem Anthronverfahren10. Zur Hydrolyse der 
Sterinverbindungen wurde das ätherlösliche Lipid (E-Lipid) in 
einem Seitenarmkolben11 nach Zusatz von Cholesterol als internem 
Standard mit einem Gemisch von Äthanol-Wasser-HCl konz. 9:2:1 
(v/v) 6 h am Rückfluß erhitzt. Die freien Sterinalkohole wurden mit 
5 ml Petroläther-Äther 1:1 (v/v) ausgeschüttelt, auf Kieselgel G 
mit Chloroform-Äthanol 100:2 (v/v) chromatographiert, mit Rho­
damin B sichtbar gemacht und mit Äther eluiert. Die Proben wurden 
silyliert12 und gas chromatographisch getrennt (Perkin Elmer 990, 
OV-101 2% auf Chromosorb W, 1/8 in. ID (Glas), 6 ft., 220°C, 
55 ml N2/min, FID). Die prozentualen Anteile der einzelnen Kom­
ponenten im CFM-Lipid wurden wie folgt berechnet: Wenn die 
prozentualen Anteile einer Komponente A im Chloroplastenlipid Ac 
und im Mikrosomenlipid Am und ferner die Chlorophyllgehalte im 
Chloroplastenlipid Cc und im Mikrosomenlipid Cm betragen, ergibt 
sich für den Anteil der Komponente A im CFM-Lipid

Das Verhältnis von E-Lipid zu Protein der CFM (Rcfm) wurde eben­
falls aus den entsprechenden Werten der Chloroplastenfraktion (Rc) 
und der Mikrosomenfraktion (Rm) und aus den beiden Chlorophyll­
gehalten Cc und Cm berechnet nach der Beziehung

C C

Rm Rc

Resultate und Diskussion

Aus Tabelle 1 geht hervor, daß die gewonnenen Mikro­
somenlipide je nach Pflanze 5,1 bis 9,4 % Chlorophyll 
enthalten. Demgegenüber beträgt der Chlorophyllgehalt
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Tabelle 1. Zusammensetzung der ätherlöslichen Lipide (E-Lipid) aus Chloroplasten (C), Mikrosomen (M) und «chloroplastenfreien Mikrosomen» 
(CFM)

Spirodela Lactuca Allium
c M CFM c M CFM c M CFM

Chlorophyll 19,1 9,4 0 19,3 5,1 0 17,5 5,8 0
Monogalactosyldiglycerid 18,2 9,6 1,3 21,5 7,7 2,7 19,0 7,1 1,2
Digalactosyldiglycerid in % des E-Lipids 12,1 10,9 9,7 17,7 5,2 0,7 15,2 1,7 0
Phospholipide 17,7 28,3 38,5 13,6 34,8 42,5 13,8 34,1 44,6
Sterinverbindungen * 1,56 6,9 12,1 1,48 10,8 14,1 0,92 4,35 6,1
E-Lipid/Protein 1,10 1,25 1,43 1,04 0,95 0,92 0,92 1,02 1,07
Sterinverbindungen */Phosphohpide 0,31 0,33 0,14
NADH-Cytochrom-c-Reduktase * * 12 31 55 13 64 80 58 111 142

* Freie Sterole, Ester, Glycoside und Acyl-Glycoside ** nM-Cytochrom-c-Reduktase X [min X mg Protein]-1

im Chloroplastenlipid 17,5 bis 19,3%, was dem Gehalt 
nahezu reiner Chloroplasten entspricht14. Daraus läßt 
sich berechnen, daß 26 bis 49 % des aus der Mikrosomen­
fraktion gewonnenen Lipids aus Chloroplastenfragmen­
ten, die restlichen 74 bis 51% aus den «chloroplasten­
freien Mikrosomen» (CFM) und somit vorwiegend aus 
dem endoplasmatischen Retikulum (ER) stammen. Dafür 
spricht auch die für diese Strukturen berechnete hohe 
Aktivität der NADH-Cytochrom-c-Reduktase, eines für 
das ER typischen Enzyms8. Die Berechnung nach (I) 
ergibt, daß das E-Lipid dieser Strukturen 6 % (Allium) 
bis 14% (Lactuca) Sterinverbindungen und 38 bis 45 % 
Phospholipide enthält. Der Gehalt an Galactolipiden ist 
nur in Spirodela für Digalactolipid signifikant von Null 
verschieden, was bedeuten könnte, daß in diesem Fall 
Digalactolipid auch außerhalb der Chloroplasten vor­
kommt.
Der Anteil der Sterinverbindungen am Gesamtlipid er­
gibt somit für pflanzliche Mikrosomen ähnliche Werte 
wie für Mikrosomen der Säugerleber, wo ein Betrag von 
8% gefunden wurde18. Das Verhältnis von Sterinver­
bindungen zu Phospholipiden beträgt in Pflanzen 0,14 
bis 0,33, in den tierischen Strukturen je nach Subfrak­
tion dagegen 0,07 bis 0,1716. Dies bedeutet, daß pflanz­
liche Mikrosomen, die aus etwa gleichen Teilen Lipiden 
und Proteinen aufgebaut sind, gemessen an den Phos­
pholipiden etwa doppelt soviel Sterinverbindungen ent­
halten wie entsprechende tierische Strukturen.
Diese Ergebnisse lassen erkennen, daß die Sterinderivate 
im pflanzlichen ER mengenmäßig mindestens so stark 
vertreten sind wie in gleichartigen Strukturen tierischer 
Zellen und daß sie für den Aufbau dieser Membran­
systeme ofienbar unerläßlich sind. Während jedoch für 
die tierischen Zellen ein einziges Hauptsterin (Choleste­
rin) in ausschließlich freier und veresterter Form typisch 
ist, enthalten Pflanzen in der Regel mehrere Sterin­
alkohole, die zum Teil glykosyliert sind. In unseren 
Beispielen wurden durchwegs Sitosterol, Stigmasterol

und Campesterol gefunden, von denen 16 % (Spirodela) 
bis 50% (Allium) in Glykosidform vorliegen. Nachdem 
gezeigt wurde, daß solche Glykoside keinen Einfluß auf 
die Packungsdichte von Phospholipiden und damit auf 
die Membranpermeabilität ausüben19, ist ihre Aufgabe 
in diesen Strukturen noch unklar. In weiteren Versuchen 
wird außerdem zu prüfen sein, ob sich die pflanzlichen 
Mikrosomenfraktionen in Subfraktionen mit unter­
schiedlicher Lipidzusammensetzung unterteilen lassen. 
Die Arbeiten wurden vom Schweizerischen Nationalfonds unterstützt.
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Ternary Complexes in Solution, XXII1: Comparison of the Stability 
of 2,2'-Bipyridyl-Cuz+-1,2-Diaminobenzene with some Related 
Mixed-Ligand Complexes*

* Received February 3, 1975.

Summary

The stability of the mixed-ligand Cu2+ complexes containing 2,2'- 
bipyridyl (Bipy) and 1,2-diaminobenzene (Dab), o-aminophenolate 
(Ap) or pyrocatecholate (Pyr) is compared by determining the con- 
stants(I= 0.1,NaC104;25°)duetoCu(Bipy)2 + CuL# 2 Cu (Bipy) L 
(log X) and Cu (Bipy) + CuL ^ Cu (Bipy) L 4- Cu (Zl log K). The 
discriminating qualities of Cu (Bipy)2+ are obvious: Cu (Bipy) (Dab)2+, 
log X = 1.06. J log K = -1.18; Cu(Bipy)(Ap)+, log X = 3.14, 
A log K = —0.31; and Cu (Bipy) (Pyr), log X = 6.15, Zl log K = 
+ 0.43. This discriminating behavior of Cu2+-amine 1:1 complexes 
is observed only with tert, aromatic-heterocyclic but not with aliphatic 
amines.

Earlier studies of mixed-ligand Cu24 complexes revealed 
a surprisingly high stability of those ternary complexes 
formed by 2,2'-bipyridyl or related tert, aromatic­
heterocyclic amines and a second ligand with 0 as donor 
atoms2,3. For example2,4, pyrocatecholate forms a more 
stable complex with Cu (2,2 '-bipyridyl)24 than with 
Cu(aq)24. Additionally, Cu(Bipy)24 shows remarkable 
discriminating qualities, i.e. oxalate5 is more firmly 
bound than ethylenediamine 2, while the stability of the 
corresponding complex with glycinate is about inter­
mediate2. The second ligands occuring in the mentioned 
series, i.e. oxalate, glycinate and ethylenediamine, are 
of aliphatic nature. As the n system of the tert, aromatic­
heterocyclic amine is known to be crucial for the quali­
ties of its mixed-ligand complexes2,3, it appeared appro­
priate to compare the stability of the mentioned com­
plexes with those formed by Cu (Bipy)24 and a similar 
series of ligands derived from benzene, i.e. pyrocate­
cholate (Pyr), o-aminophenolate (Ap), and 1,2-diamino- 
benzene (Dab). Of these later complexes only the sta- 
hility of Cu(Bipy) (Pyr) had been determined so far2,4. 
Now, we have studied the systems, Bipy-Cu24-Ap and 
Bipy-Cu2+-Dab6. The acidity constants of the ligands 
and the stability constants of their binary Cu24 com­
plexes are given in Table 1. Table 2 contains the con­
stants of the mixed-figand Cu24 complexes formed by 
2,2'-bipyridyl and 1,2-diaminobenzene or o-aminophe- 
nol. For the ternary complexes the overall constant 
l°g /?Cu(BiPy)L according to equilibrium 1 was com­
puted2. The constant log .Kcu^Bipy^L according to 
equilibrium 2 was calculated from eq. 3. Of course, one 
may consider the reaction between CuL and 2,2'-bi- 
pyridyl, too; the corresponding equilibrium constant 
was calculated according to eq. 4 and is also listed in 
Table 2.
There are two common ways to characterize the stability 
of mixed-ligand complexes12,13. One is according to eq. 5, 
where A log K corresponds to equilibrium 6. The other

is based on log X (eq. 7) and equilibrium 8. Generally, 
one would expect to observe negative values for A log K 
(eq. 5), since usually it holds that Kq“l > XcuLa 
(cf. e.g. Table 1). To give an unambiguous statistical 
value for A log KCa is rather difficult, but recently — 0.9 
was suggested13. To judge the conditions in a solution 
which contains the same or a smaller amount of ligands, 
compared to the concentration of the metal ion, A log K 
is preferably used, while reasoning on a solution con­
taining excess of ligands is best based on log X. Obvious­
ly, this is the consequence of the fact that the one 
method relays on the 1:1 complexes (cf. eqs. 5 and 6) 
and the other on the 1:2 complexes (cf. eqs. 7 and 8). The 
statistical value14 due to X of equilibrium 8 is 4, i.e. 
log X = 0.6.

Table 1. Negative log Acidity Constants of 2,2'-Bipyridyl (Bipy), 
1,2-Diaminobenzene (Dab), and o-Aminophenol (Ap), andlog Stability 
Constants of Their Binary Cu2+ Complexes a

Bipy9 Dab Ap

V H pkh,l - 0.2 b 0.6° 4.74 ± 0.01

pF II 4.49 4.63 ± 0.01 9.87 ± 0.01

log I<CuL 8.00 4.44 ± 0.01d,e 8.49 ± 0.02 A f
log «St 5.60 3.42 ± 0.03 7.03 ± 0.09

log ^CuL, 13.60 7.86 15.52

a I = 0.1, NaC104; 25°C. The given range of error corresponds to 
three times the standard deviation. b Ref. 10. ° Ref. 11. 4 Value from 
titrations with Cu2+ in excess. e Titrations with Dab in excess gave: 
4.43 ± 0.01. 1 Titrations with Ap in excess gave: 8.48 ± 0.04.

Table 2. Log Stability Constants of the Ternary 2,2'-Bipyridyl-Cu2+- 
1,2-Diaminobenzene and 2,2'-Bipyridyl-Cu2+-o-Aminophenolate 
Complexes a

Cu (Bipy) (Dab)24 Cu(Bipy)(Ap)+

1°S ^Cu(Bipy)L 11.26 ± 0.05 16.18 ± 0.02
R-Cu(BiPy) log KCu(Bipy) L 3.26 8.18

log K CuL (Bipy) 6.82 7.69
Zl log K - 1.18 - 0.31
logX 1.06 3.14

a See footnote (a) of Table 1.

A comparison of the data summarized in Figure 1 indi­
cates that there are only slight differences in stability 
between the ternary complexes containing 2,2 '-bipyridyl 
and a second ligand being either aliphatic or derived
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r [Cu(Bipy)L]Cu + Bipy + L ^ Cu(Bipy)L ^(Bipy)L = [Cu]^[L] • (1) 

Cu(Bipy) + L ^ Cu(Bipy)L ^k^ = ^^^^^ (2) 

l°g ^Cu(Bipy)L = l°g ^Cu(Bipy)L — l°g ^Cu(Bipy) • (3) 

l°g ^CuL(Bipy) = l°g ^Cu(Bipy)L — l°g ^CuL • (4)

logX = 4.9

Figure 1. Discriminating qualities of Cu (2,2 '-Bipyridyl)2+ (a = ref. 2; 
b = estimation taken from ref. 5)

from benzene. The importance of the it acceptor ability 
of the amine for the stability of the mixed-ligand com­
plexes becomes obvious from a comparison of the data 
in Figure 1 with those of the ethylenediamine-Cu2+- 
oxalate system16, for which log X = 0.94 and J log K = 
— 0.79 (cf.2’3’12>13). However, the most important result 
is the confirmation of the discriminating qualities of 
Cu2+-complexes formed with tert, aromatic-heterocyclic 
amines, i. e. of Cu (Bipy)2+: The complex formed with 
pyrocatecholate is considerably more stable than the 
one with 1,2-diaminobenzene; in accord herewith is the 
stability of Cu (Bipy) (Ap)+. These differences in stability 
are reflected, of course, in the concentration of the 
ternary complexes present in such mixed-ligand systems; 
an instructive example is shown in Figure 2. In contrast 
herewith, aliphatic amine-Cu2+ complexes, like Cu- 
(ethylenediamine)2+, show no discriminating quali­
ties12’ 13.

Figure 2. Variation with pH of the concentrations (given as the 
percentage of the total Cu2 + present) of the several species present 
in an aqueous solution (I = 0.1; 25“) of Cu2+, 2,2'-bipyridyl (Bipy), 
and pyrocatecholate (Pyr) [upperpart: Cu(Pyr) reaches its maximal 
concentration at pH 6 with 1.2%; Cu(Pyr)2" is less than 0.1% at 
pH < 8.3 J2 or o-aminophenolate (Ap) [middlepart: Cu(Ap)+ reaches 
its maximal concentration at pH 5.4 with 3.3 % ; Cu (Ap)2 is less than 
2.3 % at pH < 8.3] or 1,2-diaminobenzene (Dab) (lower part). Com­
puted with the constants of ref. 2, and Tables 1 and 2; hydrolysis was 
omitted in these calculations

d log K = log K^^l - log K^l = log X&L(Bipy) - log K^Bipy,. (5)

Cu(Bipy) + CuL <± Cu(Bipy)L + Cu. (6)

l°g X = 2 log /?Cu(Bipy)L — (log /3 c“ (Bipy), + log ^ CuLs)

= (log K^’c - log K^) + (log XS(Bipy) - log XS^’J . (7)

Cu(Bipy)2 + CuL2 ^2Cu(BiPy)L X= ^"^ • (8)
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