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281. Hans Gaffron: Ober den Mechanismus der Sauerstoff- 
Aktivierung durch belichtete Farbstoffe, 11. Mitteil. : Photoxy- 

dation im nahen Infrarot. 
[Aus d. Kaiser-Wilhelm-Institut fur Biochemie in Berlin-Dahlem.] 

(Eingegangen a m  26. Juni 1935.) 
Bei der Photoxydation organkcher Substanzen durch Chlorophyll wird 

unter giinstigen Bedingungen fur jedes absorbierte Quant sichtbaren Lichtes 
unabhangig von der Wellenlhge 1 Mol. Sauerstoff verbrauchtl). Es bildet 
sich ein mehr oder weniger stabiles Mol-Oxyd*). Der Vorgang ist daher als 
eine Autoxydation zu betrachten, bei der die notwendige Aktivierungs- 
Energie vom angeregten Farbstoff geliefert wirda). Die Energie der Licht- 
Quanten nimmt mit wachsender Wellenliinge ab. Verandern wir bei Photoxy- 
dations -Versuchen das wirksame Licht kontinuierlich in Richtung der groI3eren 
Wellenlangen, so mu13 der Augenblick eintreten, in dem die Energie der ab- 
sorbierten Quanten kleiner wird, als die zur Autoxydation einer bestimmten 
Substanz notwendige Aktivierungs-Energie. Die Photoxydation wird dam 
auf einmal ausbleiben. Diese im Prinzip einfache Methode, um die Ak& 
vierungs-Energie der Autoxydation organischer Korper zu messen und zu 
vergleichen, erfordert wirksame Farbstoffe, die im Rot und Ultrarot ab- 
sorbielren, und einen in diesem Gebiet sehr leistungsfiihigen Monochromator. 
Man kann aber z d c h s t  einmal fragen, ob die Grenze der Photoxydations- 
Reaktionen am Ende des sichtbaren Spektrums oder daruber hinaus im 
Infrarot liegt. Zur Beantwortung dieser Frage ist Chlorophyll als Sensi- 
bilisator unbrauchbar, weil es bereits das sichtbare langwellige Rot nicht 
mehr absorbiert. Nun gibt es Organismen, die, wie die Untersuchungen 
der letzten Jahre gezeigt haben, Kohtensaure photochemisch reduzieren 
konnen4) und dabei die Energie des infraroten Lichtes auszunutzen vermogens). 
Ich habe’aus Thiocystis, einem roten Schwefel-Bakterium, den wirk- 
=men Farbstoff, das Bakterio-chlorophylla), das im Infrarot absorbiert, 
extrahiert und auf seine photochemische Wirksamkeit hin untersucht. Es 
zeigte sich, dal3 Losungen von Bakterio-chlorophyll oder von Bakterio- 
phiiophytin ebenso wie Chlorophyll sensibilisierend wirken, und zwar auch 
im infraroten Licht. Eine Losung dieser Farbstoffe in Aceton, die als Acceptor 
Thiosinamin enthielt, absorbierte bei Bestrahlung mit Licht der Wellen- 
h g e n  uber 760 pp lebhaft Sauerstoff. Dieses Ergebnis beweist, daB die 
Absorptionsgrenze des Chlorophylls im Rot sicher nicht die oben abgeleitete 
Grenze fur solche photochemischen Reaktionen darstellt. 

Ayf Grund quantitativer Untersuchungen iiber die Photoxydation des 
Rubrens7) bin ich vor 2 Jahren zu der Auffassung gekommen, dal3 die bei 
der Photoxydation vom sensibilisierenden Farbstoff absorbierte Energie 
nicht auf Sauerstoff, sondern auf den Acceptor ubertragen wirds), der dabei 
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in &en langlebigen aktivierten Zustand iibergeht. Zur gleichen Zeit hat 
H. Kautsky eine Arbeit veroffentlichts), in der er meine friiheren Versuche 
uber Photoxydation durch Chlorophyll mit der Bildung eines metastabilen 
Zustandes des Sauerstoffs zu erklaren versucht. Den Widerspruch zwischen 
seiner Hypothese und meinen Messungen sucht K a u t  s ky jetzt zu uberbriicken, 
indem er eine metastabile Aktivierung des Farbstoffes der metastabilen 
Aktivierung des Sauerstoffes vorangehen laDt lo), eine Moglichkeit, die durch 
seine interessante Entdeckung des Nachleuchtens der Farbstoffe in Flussig- 
keiten zunachst plausibel erscheint. 

Unabhangig von mir und auf einem anderen Wege sind neuerdings 
J. Franck  und H. Levyll) auch zu der Auffassung einer Aktivierung des 
Acceptors (unter Bildung eines Radikals) gekommen. Trotzdem bleibt 
Kautsky  bei seiner Ansicht12) und prazisiert sie dahin, da13 die Aktivierung 
des Sauerstoffes bei der Photoxydation gleichbedeutend sei mit der Anregung 
im lZZustand, die etwa 37000 cal. erfordert, und einer Wellenlange von 
762 pp, entspricht. 

Der hier beschriebene Versuch zeigt, da13 man Photoxydation mit Licht- 
Quanten erhdt, die kleiner sind, als sie zur Anregung des Sauerstoffes not- 
wendig waren, eine sehr einfache Bestatigung der Theorie der Aktivierung 
des Acceptors. 

Besehreibnng der Versnehe. 
Extrahiert man aus Thiocystis-Bakterien das Bakterio-chlorophyll mit 

Alkohol, so sieht die Losung im gewohnlichen Licht sehr ahnlich wie eine 
Chlorophyll-Losung aus. Der Unterschied in der Absorption wird deutlich, 
wenn man b ide  Losungen nebeneinander durch ein Rotfilter betrachtet, 
das, wie RG 8 oder RG 9 von Schot t  & Gen., Jena, gerade noch das Ende 
des sichtbaren Spektrums um 750 pp, durchlizil3t. Die Bakterio-chlorophyll- 
Losung erscheint schwarz, warend die Chlorophyll-Losung aus griinen 
Pflanzen vollkornmen durchsichtig ist. Das Bakterio-chlorophyll ist an der 
Luft sehr unbestandig und verliert rasch seine Fahigkeit, im Ififrarot zu 
absorbieren. Fur photochemische Versuche ist daher das magnesium-freie 
Bakterio-phaophytin geeigneter, da es erheblich haltbarer ist. Zur 
Darstellung dieses Korpers in grooeren Mengen verweise ich auf die Vor- 
schriften von H. Fischer und J. Hasenkamp (1. c.). Hat man nur kleine 
Bakterienmengen zur Verfiigung, so ist folgendes Verfahren praktisch : 

Man verreibt die auf der Zentrifuge gewaschenen Bakterien mit dem 3-fachen 
V o l a e n  Alkohol und verriihrt die entstandene Suspension mit der 10-fachen Menge 
einer Mischung von 3 Tln. absol. Alkohol und 1 T1. absol. &her._Nach 30 Min. saugt 
man auf der Nutsche ab und engt das FiItrat auf die Halfte seines Volumens im Vakuum 
ein, wobei der ganze Ather verjagt wird. Die alkohol. Liisung der Farbstoffe versetzt 
man mit 1% rauchender Salzsaure und gibt vorsichtig solange Wasser hinzu, bis die 
Farbstoffe flockig ausfallen. Man trennt auf der Zentrifuge und w%&t mehrmals mit 
50-proz. Alkohol. Der Niederschlag wird in wenig heil3em 96-proz. Alkohol aufgeschlammt 
und auf die bereits mit Alkohol getrhkte Talkum-Schicht eines etwa 1Ocm hohen 

O) H. Kautsky ,  H. de  Bruijn,  R. Neuwirth u. W. Baumeister, B. 66, 1598 
[b933]. 

11) J .  Franck u. H. Levy, ,,Beitrag zur Untersuchung der Fluorescenz in Fliissig- 
keiten". Ztschr. physik. Chem. (B) 27, 409 [1935]. 

I*) H. Kautsky ,  Naturwiss. 24, 389 [1935]; H. Kau t sky  u. A. Hirsch. 
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Durchliisigkeiten 
einschl. Reflexionsverlusten 

(Rd = 0.92) 

760 pp 850 pp 

Filter 

geniigend breiten Rohres zur chromatographischen Analyse nach Tswett-Winterstein 
gebracht. Die Farbstoffe werden mehrmals mit heiDem Alkohol ausgezogen, wobei nnr 
wenig Bakterio-phaophytin in I&sung geht. Jetzt werden die Farbstoffe in der Talkum- 
Rohre mit Aceton voneinander getrennt. Nach 2-3-madger chromatographischer 
Reinigung erhiilt man das Bakterio-phaophytin mit schoner, griinlich-violetter Farbe. 
Diese Lijsung wird auf ein kleines Volumen gebracht und kann so fur photochemische 
Versuche verwendet werden. 

Die manometrische Versuchs-Anordnung und die Zusammen- 
setzung der Acceptor-Losung (Thiosinamin) ist an anderer Stelle be- 
schrieben worden2). Als Lichtquelle geniigt eine gewohnliche Metallfaden- 
Lampe von 60-100 Watt Stromverbrauch. Mit passenden Linsen stellt man 
ein anniiherncf paralleles Lichtbiindel her, um es bequem filtrieren zu konnen, 
und bestrahlt damit das im ubrigen gegen Tages- und Streulicht abgeschirmte 
Manometer-GefiiI3. Als Licht-Fi l ter  verwende ich Farbglaser von 
Schot t  & Gen., Jena, deren Durchlksigkeit in den verschiedenen Spektral- 
gebieten bekannt ist. Nach Angaben der Fabrik ergeben sich fur Filter BG 3 
im Rot und Infrarot folgende Durchlassigkeits-Zahlen (ohne Reflexion). 

Bezeichnung der Filter Wellenlange in pp 
644 700 730 775 850 950 

B G 3 3 mmdick 0 0 0.49 0.73 0.94 0.90 

Zwischen Filtern und der Lichtquelle empfiehlt sich, eine Cuvette mit 
wariger Tartrazin-Losung einzuschalten, um eine Erwarmung der Filter 
zu verhindern, und um blaues Licht, das von BG 3 durchgelassen wird, zu 
absorbieren. 

Das Ergebnis der Belichtung einer mit Bakterio-phaophytin sensibili- 
sierten Thiosinamin-Losung, die sich bei 200 mit dem Sauerstoff der Luft im 
Gleichgewicht befand, ist in der folgenden Tabelle dargestellt. 

Photoxydation 
mm8 0, absorbiert 

t = 4 M i n .  




