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Versuche I I1 I11 IV  V V I  
Spez. Gewicht bei 17 .5~  .. . . . . . . 0.89408 0.88251 0.79312 0.83762 0.98820 0.83444 
Skalenteile bei 1 7 . 5 ~ .  . . . . . . . . . . . jz.6 82.7 63.9 86.1 20.7 99.55 

AusdemDiagramm yo CH,.OH 47.4 19.2 32.5 18.3 3.8 3.0 
abgelesen . . . . . . Yo C,H,.OH 13.3 46.3 67.5 65.5 2.2 81.7 

16.2 94.0 15.3 t % H 2 0  39.3 34.5 - 

Es ist wohl verstandlich, daR die Ergebnisse an jenen Stellen genauer bestiinmt 
werden konnen, wo die beiden Kurven nahezu senkrecht aufeinander stehen, und daB 
ein Schneiden der Kurven unter allzu spitzem Winkel fur die Genauigkeit der Werte 
nachteilig ist. Bei Versuch V z. B. weichen die Ergebnisse von den theoretischen Werten 
erheblich mehr ab als bei den ubrigen Versuchen, weil in der Ecke des reinen Wassers 
die Kurven einen verhaltnismaaig spitzen Winkel bilden. 

396. H a n s G a f f r on : Die photochemische Bildung von Peroxyd 

[Aus d. Kaiser-Wilhelm-Institut fur Biologie, Abt. W a r b u r g ,  Dahlem.] 
bei der Sauerstoff-ubertragung durch Chlorophyll. 

(Eingegangen am 9. August 1927.) 

Ich habe mich mit der oft diskutierten Frage beschaftigt, ob sich bei der 
pho to  c he mi sc hen  S aue  r s t o f f - i f  b e r t r ag  ung  d u r  c h f luo  r e s  cier ende  
Fa rbs to f f e  Peroxyde  dieser  Fa rbs to f f e  hilden. Alle Versuche, der- 
artige Peroxyde nachzuweisen, sind nega t i v  ausgefallen. Dagegen ent- 
stehen, wie ich gefunden habe, bei der P h o t o x y d a t i o n  von  a l ipha t i s chen  
Am i nen  durch Chlorophyl l  Peroxyde, die Acceptor  -P e r oxy  d e , nicht 
Farbstoff-Peroxyde sind. Lost man Chlorophyll in Amylamin ,  belichtet 
und verdunkelt wieder, so enthalt die Losung ungefahr soviel per  o x  y di s c h e n  
Sauerstoff, wie sie wahrend der Belichtung an molekularem Sauerstoff ab- 
sorbiert hat. Durch Zusatz eines Katalysators, z. B. Mangandioxyd, zu der 
verdunkelten Losung kann dieser Peroxyd-Sauerstoff quantitativ entwickelt 
werden. Er 1aBt sich auch jodometrisch nachweisen und bestimmen, indem 
man die vorher belichtete Losung im Dunkeln in saure Jodkalium-Losung 
eingieBt. 

I. Vorbemerkungen iiher die  P h o t o x y d a t i o n  der  a l ipha t i schen  
Amine. 

Wie ich friiher zeigen konntel), werden EiweiBkorper ,  sowie Thio-  
ha rns to f f -Der iva t e  in Gegenwart von belichteten fluorescierenden Farb- 
stoffen durch molekularen Sauerstoff oxydiert z ) .  Ich habe die Beobachtung 

l) €1. Gaff ron ,  Naturwiss. 13, 859 [ I ~ z s ] ;  Biochem. Ztschr. 179, 1j7 [1926]; 
B. 60, 755 [I9271 

2) Uber Photoxydationen vergl. die michtigen Arbeiten von: W S t r a u b .  Arch. 
exp. Pathol. Pharinakol. 51, 383 [1904!; W. H a u s m a n n ,  Biochem. Ztschr. 12, 3.31. 
[1908], 30, 276 [1910] ; C. N e u b e r g  und hlitarbeiter, Biochem. Ztschr. 13, 305 [19o8], 
17 ,  270 [1909], 27, 271 [I910!, 29, 279 [IgIo!, 39, 158 iI9121, 44, 495 [1912], 61, 315 [I9141. 
67, j 9  und 63 [1914]; K. N o a c k ,  Ztschr. Botanik 19, 273 [192o], 17, 481 [1925]; Natur- 
wiss. 14, 385 [r926]; Biochem. Ztschr. 183, 153 [1927]. - Die Osydation von E i w e i B  
unter der Wirkung von u l t r a v i o l e t t e n i  L i c h t  ist ein Vorgang, der nach seinem Me 

143* 
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gemacht, da13 die primaren aliphatischen Amine sich ebenso verhalten. \Ton 
groaer Bedeutung ist dabei, in welchem Losungsmi t te l  die Reaktion vor 
sich geht. Die photochemische Wirkung steigt, wenn man statt in waariger, 
in Aceton- 3, oder Pyridin-Losung arbeitet, um mehr als das Hundertfache. 
Die schlieBlich aufgenommene Menge Sauerstoff erreicht z Mol. 0, fur jedes 
Mol. primares oder sekundares Amin (vergl. Figur I und 2). 

Fig. I .  Fig. 2. 

P h o t o x y d a t i o n  v o n  I ccm 
mlroo- P r o p  y l  a m i  n 

mit 0.15 mg Erythrosin 
I. in Ioo-proz. Aceton 
2. 3 ,  95- I ,  

Z 4 6 8 

P h o t o x y d a t i o n  v o n  3 ccm miroo-Di-  
a t h y l  - a m  i n  rnit 5 mg Erythrosin in Aceton 

(Metallfaden-Lampe; 75 Watt; loo;  Luft). 

3 .  >, 85- 2 9  

(Metallfaden-1,ampe; 60 W-att; 10 ctn Abstand; 
190; Luft). 

Die Photoxydation greift an der Aminogruppe an4). Anders als bei 
der Oxydation durch Wasserstoffperoxyd oder Kaliumpermanganat tritt bei 
der Photoxydation der primaren Amine I so n i  t r i l  auf 5 ) .  Doch scheint 
dieses nicht das Hauptprodukt der Reaktion zu sein. 

Tertiare Amine sind photochemisch am bestandigsten. Diese und die 
aromatischen Amine (Anilin), deren Photoxydation a d e r s t  langsam ver- 
lauft, wurden nicht naher untersucht. 

chanismus von den hier behandelten Reaktionen durchaus verschieden ist. I?. Lieben , 
Biochem. Ztschr. 184, 453 [1927]. iibersieht das, und schrcibt die von mir gefundene 
Eiwei5-Oxydation im s i c h t b a r e n  S p e k t r u m  Hrn. H a r r i s  zn, dessen Arbeit ' i 2  Jahr 
nach meiner ersten Mitteilung erschienen ist. (Gaffron,  1. c.; D. T. H a r r i s ,  Biochem. 
Journ. 20, 280 [1926].) 

3, Nur frische, sehr verdiinnte Losungen von Amin in Aceton sind fur die an- 
gegebenen Versuche brauchbar, da die Amine mit Aceton schon im Dunkeln unter Aut- 
oxydation und Braunfarbung reagieren. 

4, vergl. Goldschmidt  und Beuschel ,  A. 447, 197 [1926]. 
5 )  uber die Bildung von Isonitril bei der Oxydation von Anilin durch Kalium- 

permanganat siehe E. Bamberger  und L a n d s t e i n e r ,  B. 26, 482 [1893]. - Uber 
elektrolytische Bildung von Isonitril aus Anilin siehe Moiler ,  Ztschr. Elektrochem. 6,  
463 [1899]; ferner F. H a b e r  und C. S c h m i d t ,  Ztschr. physikal. Chem. 32, 271. 
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11. Methodisches.  
Die Messung der  P h o t o x y d a t i o n  geschieht wie friiher manometrisch 

nach 0. Warburg'j).  Die Versuchsanordnung ist aus Figur 3 ersichtlich. 
Tch benutze GefaGe mit Anhang (vergl. Figur 4), die gestatten, durch 
Neigen des Manometers irgendein Reagens zu der im Hauptraum be- 

Pig. 3.  
+ 

I?. . . Exzenter. R . . . Riihrer, T . . . Thermometer, I, . . . Lampe, M . . . Manometer. 

Endlichen Losung treten zu lassen. Um Fig. 4.  
Temperatur- und Barometer-Schwankungen, 
sowie andere storende Vorgange, z. B. Aut- 
oxydation, zu eliminieren, werden gleichzeitig 
Kontroll - Manometer beobachtet , die nur 
Farbstoff + Losungsmittel oder farbstoff-freie 
Losung enthalten. 

Da sich Chlorophyll ohne Acceptor in der 
Losung langsam verfarbt und unter geringer 
Sauerstoff-Aufnahme zerstort wird, sind fur 
die Bestimmung des Endwertes bei der Phot- 
oxydation der Acceptoren die ziemlich bestan- 
digen Farbstoffe der Fluorescein-Reihe ge- 
eigneter'). Zu den im folgenden Abschnitt 
beschriebenen Versuchen habe ich j edoch kry- 
stallisiertes at h y 1 - c hlo r op  h y lli d benutzt 8 ) .  

Es hat den Vorteil, da13 es keine Verunreini- 
gungen enthalt, die eine vorzeitige Zersto- 
rung des Peroxydes bewirken konnten. 

6, Biochem. Ztschr. 152, 51 [1924]. 179, 158 [1926]. 
') vergl. die Bestimmung des Endwertes der Photoxydation des Phenols und der 

Harnsaure, Biochem. Ztschr. 179, 171 [1926]. 
8 ,  Die Fluorescenz von Athyl-chlorophyllid in organischen Losungsmitteln, die 

primares Amin und Spuren von Wasser  enthalten, ist auffallend stark. In  der Durch- 
sicht erscheint eine solche Losung vie1 blaulicher, als reine Losungen von Chlorophyll. 
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111. Die photochemische  B i ldung  von Peroxyd.  
Seine manometr i sche  und  jodometr i sche  Best immung.  

Lost man Chlorophyll in r e i n e m  Amin und belichtet, so wird Sauer- 
stoff verbraucht. Der groflte Teil dieses Sauerstoffs befindet sich nach be- 
endeter Belichtung in Form von Peroxyd in der Losung, und kann aus dieser 
durch katalytische Zersetzung wieder freigemacht werden. Zu diesem Zwecke 
gebeich zu einer Losung von Chlorophyll in Isoamylamin, die in einem sauer- 
stoff-gefullten Manometer belichtet worden ist, im Dunkeln eine geringe 
Menge MnO, hinzu. Wie sich die Mengen von photochemisch absorbierttin 
und spater katalytisch abgespaltenem Sauerstoff zueinander verhalten, zeigen 
die in Tabelle I zusammengestellten Versuchsergebnisse. 

Tabel le  I. 
I ccm Isoamylamin; I mg Chlorophyll; zoo; Gas: 0,. 

Zeit (1 Versuchs-Nr. I 1 Zeit Versuchs-Nr. 2 

5’ belichtet 288 cmm 0, absorbiert 3’ belichtet ~ 269 cmrn 0, absorbiert I 
+ 0.1 mg MnO, + 0.5 mg Mn0,  

” 274 crnm 0, entwickelt 25’ dunkel 240 cmm 0, entwickelt 

= 95 yo des ab- 
sorbierten Sauerstoffs 

1 = 89% des ah- 
I sorbierten Sauerstoffs 

Wartet man nach beendeter Belichtung mit den1 Zugeben des Kata- 
lysators, so zersetzt sich in der anschlieflenden Dunkelzeit ein kleiner Teil 
des vorhandenen Peroxydes freiwillig. Setzt man dann, wenn die spontane 
Sauerstoff-Entwicklung klein geworden ist, etwas Braunstein zu, so wird 
auch der Rest des Peroxydes gespalten. Man erhalt auf diese Weise (vergl. 
Tabelle 2) insgesamt die gleiche Menge Sauerstoff, wie nach dem zuerst be- 
schriebenen Verfahren. 

Tabel le  2. 

I ccin Isoamylamin; 0.5 mg Chlorophyll; 200 .  

~ ~ _ _ _  -~ 

Zeit 1 Versuchs-Nr. 7 I Zeit j Versuchs-Xr. 8 

5’ belichtet 1 282 cmni 0, absorbiert I 5’ belichtet I ‘2.98 cmm 0, absorbiert 

I + I mg MnO, I 15’ dunkel 1 44 cmni 0, abgegeben 

+ I ins Mii0, 
234 cmin 0, enti-,-ickelt 2oo cnlln 0, entwickelt 

6’ dunkel 

I I I 
~~ ___ 

I 1 Summe: 244 crnm 0, 

I = 82% des ab- 
sorbierten 0, 

I 
~~~ - ~~ 

I 1 = 83% des ab- 
bierten 0, 

Um den Peroxyd-Sauerstoff  jodometr i sch  zu bes t immen ,  wird 
nach der Belichtung der Inhalt des MeBgefaBes in iiberschiissige saure Jod- 
kalium-1,osung gespiilt. Aus experimentellen Griinden kann dies nicht gleich 
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+ a R s "2 R I 

nach dem Verdunkeln 
erfolgen, man muW viel- 
mehr warten, bis die 
eben erwahnte spontane 
Sauerstoff-Abgabe be- 
endet ist. Diese 0,- 
Menge, die etwa Z O ~ ' ,  
des ganzen Peroxyd- 
Sauerstoffs ausmacht, 
wird zu der titri- 
metrisch gefundenen 
addiert. Der Vergleich 
der Titration mit dem 
manometrischen Paral- 
lelversuch ergibt, daB 
fur jedes manometrisch 
nachgewiesene Mol. Sau- 
erstoff 4 Atome = 2 Mol. 
Jod ausgeschieden wor- 
den sind (siehe Tab. 3 
auf S. ~ 2 3 3 ) .  

Die Tatsache, daW: 
nach dem Verdunkeln 
gooh des im Licht ab- 
sorbierten Sauerstoffs 
bei der manometrischen 
Bestimmung wieder er- 
scheinen, beweist, da13 
der Sauerstoff in der 
Farbstoff -Amin-Losung 
nur locker gebunden ist ; 
die Tatsache, daB dieser 
Sauerstoff aus Jod- 
wasserstoff Jod frei 
macht, charakterisiert 
ihn als ,,aktivierten" 
Sauerstoff. Es kann sich 
nicht urn ein Farbstoff- 
Peroxyd handeln, da die 
Zahl der entwickelten 
Sauerstoff-Molekule die 
Zahl der in der Losung 
befindlichen Farbstoff- 
Molekule weit ubertrifft 
(vergl. Tabelle 4 auf 
S. ~ 2 3 3 ) .  Wasserstoff- 
peroxyd - etwa ent- 
standen bei der Dehy- 
drierung des Amins - 
durfte nach dem Ver- 



P92s)J bei der Suuerstoff- Ubertraguiig dureh Chlorophyll. 2235 

dunkeln hochstens 50 v,,, 
nicht aber go0:, cles im 
Licht absorbierten Sauer- 
stoffs liefern. 1% liegt also 
ein Ani in-Peroxyd vor. 
TXes gilt nur fur kurze 
Belichtungszeiten. Be- 
strahlt man langer, so 
wird Peroxyd-Sauerstoff 
verbraucht, und es mag 
sein, da13 dann in der 
Losung neben Amin-Per- 
osyd auch Wasserstoff- 
peroxyd vorhanden ist. 

IV. 
In diesein Abschnitt 

teile ich noch einige Beob- 
achtungen mit, die zeigen, 
daW sowohl unter anderen 
Bedingungen, als auch 
rnit anderen Aniinen die 
I3ildung von Perosyd 
unter dem EinfluIj des 
belichteten Chlorophylls 
erfolgt. Ob Amin- oder 
Wasserstoffperoxyd cnt- 
steht, la& sich aber nicht 
immer entschciden. 

I. Ihirch Verdiin- 
nen  des I soamylamins  
mit der gleichen Menge 
Dioxan  erreicht man, 
daIj die gleich nach der 
Belichtung spontan auf- 
tretcnde Menge 0, nur 
noch 2-3?/0 des in der 
1,Gsung befindlichen Per- 
osyd-Sauerstoffs betragt. 
Im ganzen werden auch 
hier weit iiber 50% des 
im Licht verbrauchten 
Sauerstoffs wiedergefun- 
den (manornetrisch wie 
auch jodometrisch), so 
da13 die Bildung von 
Aniin-I'eroxyd als be- 
wicsen gelten kann. (Ta- 
belle j auf S. 2234, 
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5' belichtet 

Versuch 16 -19). Weitere Verdiinnung oder langere Belichtung lafit die 
Ausbeute an peroxydischem 0, sinken (Versuch 15 a). 

2. Sehr bemerkenswert ist der Einf luB des  Wassers .  Mischt man 
reines Isoamylamin rnit Wasser im molekularen Verhaltnis, also 8.7 g C5H& 
rnit 1.8 g H,O, so tritt nach der Photoxydation durch Chlorophyll nur noch 
die. Halfte des absorbierten Sauerstoffs als Perosyd in Erscheinung. Weiterer 
Zusatz von Wasser, bis zu 50 yo, andert an diesem Ergebnis wenig. Nach dem 
Verdunkeln treten hier keine positiveri Drucke auf, d. h. das vorhandene 
Peroxyd ist vollkommen bestandig, wahrscheinlich Wasserstoffperoxyd 
(Tabelle 6 auf S. 2235). 

Tabel le  7. 
I ccin Diisobutylamin; 0.5 nig Chlorophyll; Gas: 0,; 19O. 

212 cmni 0, absorbiert 5' belichtet 200 cmm 0, absorbiert 
-~ - ~- 

Zeit I Versuchs-Nr. 27 I Zeit 1 Versuchs-Kr. 29 

I ccm Isoamylamin 
300 cmm 0, 
absorbiert 

I ccm Diisobutylamin 
200 cmm 0, 
absorbiert 

2.25 ccm n/,,,-Thiosulfat 
= 126 crnm 0, Titriert : I + I mg MnO, 

137 cmm 0, entwickelt 17' dunkel 

I I = 65% des ab- 
sorbierten 0, I = 63% des ab 

sorbierten 0, 

3. Eine Losung von Chlorophyll in Di i sobuty lamin  enthalt nach der 
Bestrahlung ungefahr 65 yo des im Licht absorbierten Sauerstoffs in Form 
von Peroxyd (Tabelle 7). Wie aus dem Vergleich mit Isoamylamin hervor- 
geht (Tabelle 8), verlauft die Photoxydation hier vie1 trager. 

4. Bei einer l/,-molaren Losung von Athy lamin  in Dioxan-Alkohol  
lassen sich etwa 50 yo des bei der Photoxydation verbrauchten Sauerstoffs 
im Dunkeln wiederfinden (Tabelle g auf S. 223'1). 

Zum Schlufl sei noch erwahnt, dao die photochemische Bildung eines 
Peroxydes sich sehr einfach folgendermaoen nachweisen laat: Man gibt in 2 
Reagensglaser wenige ccm Tetrachlorkohlenstoff und einen Tropfen einer 
Losung von Chlorophyll in Alkohol, in Dioxan oder dergl. Zu der einen 
Probe fiigt man etwas Amylamin. Beide Glaser werden 1-2 Min. der Some 
oder einer anderen starken Lichtquelle ausgesetzt, ihr Inhalt darauf im 
Dunkeln rnit Titan-Reagens iiberschichtet. Die amin-haltige Losung gibt 
bei leichtem Umschiitteln die bekannte Wasserstoffperoxyd-Reaktion, wahrend 
die Kontrolle farblos bleibt. Natiirlich entscheidet diese Farbreaktion nicht, 
ob Amin-Peroxyd oder Wasserstoffperoxyd beim Belichten gebildet wurde. 

Beispiel e iniger  Versuchsprotokol le .  
In  den Protokollen auf S. 2237 bedeutet : H Hauptraum des Manometer- 

GefaBes, A dessen Anhang; G das Gas, mit dem das Manometer gefiillt ist; 
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zfi  
E 

+ u  
co 
N 

c, 
3 

T die Temperatur des Thermostaten, ITf das 
Fliissigkeits-, Vg das Gasvolumen in ccm; 
KO, die GefaBkonstante g ) .  Angegeben sind 
die in den zugehorigen Zeiten (Minuten) 
eingetretenen Druckanderungen in mm. 
Diese, multipliziert mit der GefaBkonstanten, 
ergeben den absorbierten bzw. entwickelten 
Sauerstoff in cmm. 

I s  o a m  y 1 a min 
wurde frisch destilliert und nur der bei 96O 
iibergehende Anteil verwendet. Das D i o x a n  
wurde durch mehrfaches Destillieren iiber 
Atzkali und durch fraktioniertes Ausfrieren 
gereinigt (Schmp. 9-1o0, Sdp. 102~).  Zur 
Abmessung kleiner Mengen A t  h y 1 - c h l  o r o- 
phyl l id  diente eine Losung in Dioxan, die 
0.5 mg in 0.1 ccm enthielt. Mengen iiber 
I mg wurden auf der Mikrowage abge- 
wogen und direkt im Amin usw. gelost. 
Das Mangandioxyd war gefdltes und bei 
IOOO getrocknetes Hydrat. Es wurde im 
Anhang des Versuchs-GefaBes stets mit 
einem Tropfen der jeweils verwendeten 
Losung befeuchtet, um zu verhindern, daB 
anhaftende Gase beim spateren Einkippen 
Drucke im Manometer erzeugten (vergl. 
Nr. 3 u. 4). Die Titrationen wurden mit 
n/,,,;Thiosulfat in einer Losung ausgefiibrt. 
die;pro ccm Versuchslosung ca. 20 ccm 
n/,-H,SO, enthielt. Die entsprechenden 
Kontrollversuche (EingieBen von unbe- 
lichteten und einige Zeit im Dunkeln ge- 
haltenen Amin - Chlorophyll -Losungen in 
saure iiberschiissige Jodkalium - Losung) 
gaben in einigen Fallen eine meRbare 
Jod-Ausscheidung, die in Rechnung gestellt 
wurde (vergl. Nr. IS). Die Belichtung er- 
folgte meistens mit einer 75-Watt -Metall- 
faden-Lampe in 10 cm Entfernung (vergl. 
Fig. 3 ) .  

Das K a h l  b aumsche 

9, Nach 0. Warburg, Biochem. Ztschr. 152, 
51 l1924I. 
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