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I. i.SBERSICHT 

Wird Kohlenoxydmyoglobin durch griines Licht, das in einer H~minbande des 
Pigments absorbiert wird, gespalten, dann ist die photochemische Ausbeute q0 = I 1 
u n d e s  gilt die Reaktionsgleichung 

MbCO + hv--~ Mb + CO: 
q0 = I ftir ?, = 546 mr* 

bedeutet  also, dass jedes in der Hiiminkomponente des Kohlenoxydmyoglobins absor- 
bierte Lichtquant vom Hfimineisen ein Kohlenoxydmolekiil abspaltet. 

In den folgenden Versuchen sind wir - -  angeregt durch das ultraviolette Wir- 
kungsspektrum der Kohlenoxydverbindung des sauerstofftibertragenden Ferments  
der Atmung 2 __ v o n d e r  Fragestellung ausgegangen, ob auch Licht, das in der Eiweiss- 
komponente des Kohlenoxydmyoglobins absorbiert wird, vom H~iminei~en des Myoglo- 
bins Kohlenoxyd abzuspalten vermag gleich dem, das direkt in der H~tminkomponente 
absorbiert wird, und haben die photochemische Spaltung von Kohlenoxydmyoglobin 
durch ultraviolette Strahlung untersucht. 

Dabei sind wir nach demselben Prinzip verfahren wie b ei den vorgeI)annten 
Versuchen mit griinem Lieht 1 und haben Gemische von Kohlenoxyd- und Sauerstoff- 
myoglobin in optisch dfinner Schicht mit  monochromatischem Licht gemessener Inten- 
sit~t durchstrahlt. Die Lichtwirkung, eine Verschiebung der Verteilung des Myoglobins 
zwischen Kohlenoxyd- und Sauerstoffverbindung 

MbCO + O 3 + h v =  MbO 2 + CO 

wurde spektrophotometrisch best immt.  
Unser Ergebnis ist, dass in jedem ultravioletten Spektralbezirk, auch bet X --~ 

280 m/~ die photochemische Ausbeute q0 = I i s t  (Tab. I). 

TABELLE I 

Wellenl~inge der wirkenden Strahlung 

Em¢_N 

Molektile CO abgespalten 
Lichtquanten absorbiert 

280 
3~3 
334 
366 
546 

~,oi 4- 4% 
o,97 ~ 3% 
1,o9 
0,99 4- 2% 
o,9I 4- 5% 
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Dies ist eine eindeutige Antwort auf unsere Fragestellung, denn wXhrend die 
anderen Wellenl~tngen nur oder fast nur v o n d e r  H~minkomponente (Molgewicht 
600) des Myoglobins absorbiert werden, wird die Wellenl~nge x = 280 m/~, die im 
Maximum der Eiweissbande liegt, z u  40% yon der Eiweisskomponente (Molgewicht 
16 ooo) des Myoglobins absorbiert (Abb. I) - -  und zwar yon den fiber das ganze Pro- 
teinmolekfil verteilten Tyrosin- und Tryptophanresten : 

q~= I ffir X = 280 mt~ 

bedeutet, dass j'edes in einem Tyrosin- und Tryptophanrest des Proteinanteils absorbierte 
Lichtquant vom Hiimineisen des Myoglobins ein Kohlenoxydmolekiil abspaltet genau so 
wie ein im Hiimin selbst absorbiertes Lichtquant. 

Abb. I zeigt das molare Absorptionsspektrum von Kohlenoxydmyoglobin, das 
wir mit der Apparatur von WARBURG und NEGELEIt'4 3 bestimmt haben. 
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Abb. I. Molares Absorptionsspek- 
trum (f l=ln 2~_ c.d) yon Kohlen- 
oxydmyoglobin (ausgezogen), 
molares Absorptionsspektrum der 
HAminkomponente yon Kohlen- 
oxydmyoglobin (gestricbelt) und 
photochemisches Wirkungsspek- 

i trum yon I~ohlenoxydmyoglobin 
360 400 

Ihm ist das photochemische Wirkungsspektrum des Kohlenoxydmyoglobins 
(zugrundegelegt q~ = I ; vgl. Gleichung (6) S. II)  gegenfibergesteUt. Wirkungsspektrum 
und Absorptionsspektrum stimmen in jedem Spektralbereich iiberein - -  eine der Tab. 
I gleichberechtigte DarsteUung unserer Versuchsergebnisse. 

Unsere Beobachtung, dass innerhalb des Eiweissanteils des Myoglobins die 
Wirkung absorbierter Quanten nicht an den engeren Absorptionsbereich gebunden 

l . i teratur S.  ~4. 
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ist, steht mit den Ergebnissen der vorgegangenen photochemischen Arbeiten dieses 
Instituts an anderen Eiweissk6rpern im Einklang. M6glicherweise ist dies eine all- 
gemeine Eigenschaft aller Eiweissk6rper, ist die ~bertragung yon Aktivierungsenergie, 
die im Fermentprotein absorbiert wird, ein Grund claffir, dass die Proteinteile der 
Fermente die Wirkungstellen der Fermente chemisch aktivieren. 

Das photochemische Wirkungsspektrum der Kohlenoxydverbindung des 
sauersto//i~bertragenden Ferments der Atmung2~ oberhalb 300 m/~ nahezu tiberein- 
stimmend mit dem Absorptionsspektrum yon Kohlenoxyd-Spirographish~mochromo- 
genen, zeigt in der Eiweissbande (, Bande k = 28o m~) sehr viel st~rkere Absorption 
als dem Spirographish~min und allen anderen bekannten H~minen zu eigen ist. 

In Tab. II sind die motaren Absorptionen in den beiden ultravioletten Banden 
des sauerstofftibertragenden Ferments denen der Cysteinh~mochromogene des Spiro- 
graphish~mins und des Protoh~mins gegentibergestellt. In der ~ Bande, einer reinen 
H~tminbande, herrscht Ubereinstimmung; in der , Bande, also im Maximum der 
Eiweissabsorption tiberragt die photochemisch wirkende Absorption des sauerstoff- 
fibertragenden Ferments die der H~mine um ein Vielfaches, was darauf schliessen l~sst, 
dass das H~min des sauerstofftibertragenden Ferments der Atmung an einen Eiweiss- 
tr~ger gebunden ist, und dass die in den Tyrosin- und Tryptophanresten dieses Eiweiss- 
tr~gers absorbierte Energie im H~min des Ferments zu wirken vermag, wie beim 
Myoglobin. 

TABELLE II 

Kohlenoxyd- 
verbindung des 

s auerstofftibertragenden 
Ferments der Atmung. 
Spirograpkish~imo- 

chromogen . . . . . .  
Protohiimochromogen . 

8 Bande 
Lage des 

Maximums 

356 m~z 

3 6 0  ,, 

3 4  ° , ,  

Absorptions- 
koeffizient 

6. lO 7 cm2/mol 

6,2.1o 7 

6 , 5 . 1 0  7 ,, 

¢ Bande 
Lage des 

Maximums 

280 m~ 

285 ,, 
268 ,, 

Absorptions- 
koeffizient 

2 O . l O  7 c m ~ / m o l  

4 . 1  07 
6 , 2 . I O  v 

Bei der photochemischen Zerst6rung der Urease ist die Ausbeute zwar klein, 
jedoch tiber den ganzen von KOBOWlTZ und HAAS durchgemessenen Spektralbereich 
konstant  4. Beispielsweise ist 

bei k = 280 mt~ gleich q~ bei k =  196 mt~. 

Dies bedeutet aber, dass es ftir die photochemische Zerst6rung der Urease, deren Me- 
chanismus im fibrigen noch unbekannt ist, den gleichen Effekt hat, ob die wirkende 
Energie in einigen wenigen (Tyrosin oder Tryptophan) oder s~imtlichen Aminos~iure- 
resten absorbiert wird, was darauf hindeutet, class auch in diesem Fall die Wirkung 
der absorbierten Energie nicht an den engeren Bereich der Absorption gebunden ist. 

2 .  M E T H O D E  

Das Prinzip der Methode - -  in der Einleitung skizziert - -  ist in der vorange- 
gangenen Arbeit ausftihrlich geschildert worden. Es basiert auf der Theorie der photo- 
chemischen Spaltung der Carbonyle, die OTTO WARBUI~G im Verlauf seiner Arbeiten 
tiber das Wirkungsspektrum des sauerstofftibertragenden Ferments der Atmung 
entwickelt hat. 

Litevatur  S.  34. 
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a. Zer/allskonstanten. 

Befindet sich das System 

MbCO + 02 = MbO~ + CO (I) 

im Ungleichgewicht, dann strebt  es, je nachdem ob es belichtet wird oder nicht, vcr- 
schiedenen Gleichgewichtszusfftnden mit verschiedenen Geschwindigkeiten zu. 

Das Zeitgesetz des Reaktionsablaufes ist in beiden Ftillen analog. Der Unter- 
schied besteht  lediglich darin, dass sich im Lichte die natiirliche (Dunkel-) Zerfalls- 
konstante  der Myoglobinkohlenoxydverbindung um die.photochemische Zerfallskonstante 
zj der Myoglobinkohlenoxydverbindung vermehrt .  

Unter  gewissen Bedingungen (bedeutender l]berschuss der reagierenden (;ase, 
Konstanz  der photochemisch wirkenden Strahlung) sind die Reaktionsabl~iufe erster 
Ordnung. Dann ist, wie wiederholt * abgeleitet worden ist, 

im Dunkeln 
d n  

(t-"i- I n t ,  ' - - l l , t  (2) 
- -  k ; k - -  - -  In - - - -  

na-nt t - - t o  n t - -  11 d 

bei Belichtung in einem zeitlich und rttumlieh konstanten Strahlungsfeld 

dn 
- -  . I n t  o - - I l h  ( 3 )  
dt - -  k @ zj , k -}- Zj  - -  - - i n  

n h - n  t t - - t  o l~lt - - -  ii h 

Dabei ist n, die Verteilungszahl, definiert als der jeweilige Anteil des Sauerstoffinyo- 
globins am gesamten Myoglobin 

MbO,, . MbC() 

n = M b 0 2 +  MbCO'  I - -  n = M b 0 2 +  MbCO (4) 

(n a " Dunkelgleichgewicht,  n h • Lichtgleichgewicht, n t : Verteilung zur Zeit t) 

Nach (2) und (3) bes t immen wir z j ,  die photochemische Zer/allskonstanlc des 
Kohlenoxydmyoglobins,  experimentell  aus der Differenz der Geschwindigkeitskon- 
stanten der Zeitgesetze nach denen das System (I) bei Belichtmlg dem Lichtgleich- 
gewicht, (Gleichung (3)) und bei darauffolgender Verdunkelung dem I)unkelgleich- 
gewicht (Gleichung (2)) zustrebt  • 

zj = (z j  + k) - -  k. (5) 

Bei der v(m uns gew/ihlten Versuchsanordnung verfolgen wir die Reaktionsabl/iufe 
(lurch die Anderung der Absorption monochromatisehen Lichts. Dabei sind ** - -  bei gleich- 
bleibender Schichtdicke, Eingangsintensit~it und Gesamtmyoglobinkonzentration --- (lie 
Differenzen der Verteilungszahlen proportional den Differenzen der Logarithmen tier 
hinter der Versuchsl6sung gemessenen Intensitfiten. Es ist also beispielsweise in Gleichung 
(2) zu substituieren 

n t  o - -  n d  In  it(, - -  In  i t~  

l i t -  nd  In  i t  - - l n  i t ~  (6) 

Ein Versuchsbeispiel Iiir die Bestimmung yon zj q- k und k nach den Gleichungen 
(3) und (2) auf dem oben geschilderten \Vege findet man im Versuchsprotokoll. 

* z . g . O .  W A R B U R G ,  I~. N E G . E I E I N  UND ~? .  CHRISTIAN,  Biochen~. Z.  2 1 4  ( i 9 2 8 )  26,  b e s .  
G l e i c h u n g e n  6 ,7  u n d  1 i ,  i n  d e n e n  C H a N C  b i e r  d u r c h  O ,  z u  e r s e t z e n  i s t .  k = ¢o + p. 
** V g k  Bioche,n.  Z . ,  311 ( ( 9 4  t) ~63,  b e s .  S. I 6 9 .  

].ileralur J;. 34. 



VOL. 1 (1947) SPALTUNG DES K O H L E N O X Y D M Y O G L O B I N S  25  

b. Photochemische Ausbeute 

Die photochemische Zerfallskonstante z j ,  derjenige Bruchteil der Kohlenoxyd- 
myoglobinmolekfile, der in der Zeiteinheit photochemisch gespalten wird, ist propor- 
tional ,, demjenigen Bruchteil der Kohlenoxydmyoglobinmolekfile, die in der Zeit- 
einheit durch ein Lichtquant getroffen werden. Der Proportionalit/itsfaktor q~ ist die 
photochemisehe Ausbeute. 

Bei Bestrahlung einer optisch dfinnen Schicht des Pigments, in der die einge- 
strahlte IntensitM nur in praktisch zu vernachl~issigender Weise geschw~icht wird 
(rgmmlich konstantes Strahlungsfeld) kann, man setzen * 

= J .  ~ (7) 
und erhalt 

zj = q ~ - J  . f l  
zj (8) ~0 - j . / ¢  

Darin ist : 
[(Mole Quanten)] 

J die Bestrahlungsst/irke [ ~ n - - ~ m  2 ], 

[cm~ (totalabsorbierende Fliiche) ] 
fl der Absorptionskoeffizient von Kohlenoxydmyoglobin [ ~ ~ ] 

[ Mole CO abgespalten ] 
q~ die photochemische Ausbeute [Mol~, ~u,-~nt~n ~ e r t  ' 

c. Pholooxydation yon Myoglobin 

Neben der photochemischen Spaltung von Kohlenoxydmyoglobin findet bei 
der Bestrahlung mit Ultraviolett eine Photooxydation sta'tt, deren photochemische 
Ausbeute mit zunehmender Frequenz der Einstrahlung steigt, jedoch im ganzen ge- 
nommen um mehr als zwei Zehnerpotenzen geringer ist, als die bei der Kohlenoxydab- 
spaltung. 

Die Photooxydation bewirkt, dass die Lichtspaltung yon Kohlenoxymyoglobin 
im Ultraviolett nicht mehr vollkommen reversibel ist. Sie ist die ernsteste Fehlerquelle 
unserer Untersuchung. Wir sind jedoch der sicheren ~berzeugtmg, dass der durch sie 
verursachte Fehler innerhalb der allgemeinen Fehlergrenze yon IO% liegt. 

3" VERSUCHSANORDNUNG 

Wie das Prinzip der Methode ist auch das Prinzip der Versuchsanordnung das 
gleiche wie in der vorangegangenen Arbeit, doch hat die Anwendung ultravioletter 
Strahlung eine weitgehende Umgestaltung der einzelnen Elemente der Apparatur 
erfordert. 

a. Apparatur 

Abbildung 2 und 3 zeigen Schnitte durch Versuchstrog und Thermostaten in Rich- 
tung der photochemisch wirkenden Strahlung und senkrecht dazu in Richtung des spek- 
tralplaotometrisch analysierenden Strahlenganges. 

* Herleitung vgl. Biochem. Z., 311 (1941) 163, bes. S. 167. Vgl. ibid, S. 167, Anm. i. 
Literalur S. 54. 
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- Mess-strohl 

zur PhctopllQ 

f 

Abb. 2. Abb. 3. 

Der Versuchstrog (a) aus Quarzglas * (Tiefe 0,6 cm, Breite zwischen den Seiten- 
fenstern 4,5 cm) trlgt links einen Spiegelbelag (b), an dem wir den Messstrahl durch den 
Trog zurtickspiege!n. 

Der Thermostat ist durch Zwischenwinde aus Drahtgewebe (c) in zwei ungleiche 
Raume geteilt. Deren grosserer wird mit Eiswtirfeln aus destilliertem Wasser gefiillt, die 
die Versuchstemperatur von 00 halten. Deren kleinerer tragt den Versuchstrog (a), Riihrer 
(d), Thermometer (e) und einen schwarzen Schirm (f), der die den Versuchstrog durch- 
strahlende Intensitat vernichtet. 

Das Beschlagen der Thermostatenfenster verhiiten wir jetzt sicher dadurch, dass 
wir den Luftraum in den Doppelfenstern (g, h) trockenhalten und durch Heizfaden (i) 
elektrisch erwlrmen. 

Photochemischer Strahlengang. Der Entladungsbogen einer mit Gleichstrom betrie- 
benen Quecksilberhiichstdrucklampe ** wird durch einen wassergekiihlten Quarzglas- 
kondensor (dreilinsiger Brillenglaskondensor 0 8 cm, f = 8 cm) auf eine bikonvexe Quarz- 
linse abgebildet (0 3 cm, f = 20 cm), die ihrerseits in der Ebene des Versuchstroges ein 
Bild des Kondensors entwirft. Die homogen ausgeleuchtete F&he betragt 36 cma. Im 
Strahlengang liegen ausser Filtern und Blenden eine wassergektihlte Kiivette mit Wasser- 
fiillung und Quarzfenstern, sowie ein von Hand verstellbarer rotierender Sektor. 

Analysierender Struhlengung. Zur spektralphotometrischen Bestimmung der Licht- 
wirkung verwenden wir jetzt die violette Hg-Linie 405 rnp. Der Vorteil dieser Wellenlange 
gegentiber der friiher verwandten gelben Na-Linie liegt nicht in einem gtinstigeren Ver- 
haltnis der Absorptionskoeffizienten von Kohlenoxyd- und Sauerstoffmyoglobin, sondern 
in deren grosseren Absolutwerten, die es gestatten den gleichen Effekt mit wesentlich 
weniger konzentrierten Myoglobinlosungen zu erzielen. Dies ist wichtig bei Versuchen 
mit solchen Strahlungen, die wie 280 rnv vom Myoglobin stark absorbiert werden, denn -~ 
* Geblasen von HANFF UND BUEST, Berlin. 
** Typ HBO der Studiengesellschaft fiir elektrische Beleuchtung (OSRAM), deren Herren 
Dr. EWEST und Dr. ROMPE wir ftir ihre Unterstiitzung unseren herzlichsten Dank sagen. 

LifPrnlir, s. 34, 
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es ist ein entscheidender Punkt  der Methode, dass die photochemisch wirkende Intensit~it 
auI ihrem Weg durch die V)ersuchsl6sung nicht wesentlich geschw~cht wird. 

Als Quelle ftir den Messstrahl haben wir unter  einer Reihe yon Quecksilberh6chst- 
druckl~impchen des Typs HBO 200 eine herausgesucht, die mi t  Gleichstrom aus einem 
Synchron- Drehs t rom-Umformer  betr ieben (besonders wenn man sie yon Zeit zu Zeit 
umpolt) ohne die geringsten Intensi t i i tsschwankungen brennt, was Iiir das Gelingen der 
Versuche sehr wichtig ist. 

Die Linie 405 mt~ gewinnen wir dutch Fi l terung (16 mm UG 3, * 8 mm BG3, 6 mm 
Akridin 6mg/cm 3 in entlf if tetem Alkohol). Die Strahlung enth~lt  Ultrarot ,  dks jedoch 
nicht st6rt, da wir als Emp]dnger eine Natriumzelle verwenden. Diese, yore Typ  BM 122 
B N a E  der F i rma  PRESSLER, steht  in Verbindung mi t  einem einfachen Gleichstrom- 
verst~rker ** (zwei Elektrometerr6hren TI14 in Briickenschaltung). Die Ansschlitge sind 
proportional  den Intensit/ i ten, die Bediennng ist  nicht schwieriger als die eines Photoele- 
ments, die Empfindl ichkei t  jedoch um mehr als zwei Zehnerpotenzen gr6sser. 

b. Licht]ilter zur Darstellung ultravioletter Hg-Linien 
Die experimentel l  schwierigste Aufgabe unserer Untersuchung war die Darstellung 

monochromatischer  Strahlungen in der erforderlichen Intensit~it nnd Homogenit i i t  des 
Strahlungsfeldes. Wir  verwendeten Quecksilberh6chstdrucklampen ** hoher Leistung 
und kamen mi• den in der Tabelle I I I  angegebenen Fi l te rkombinat ionen zum Ziel. 

* Filtergl~ser yon SCHOTT UND GEN., Jena. 
** Konstruier t  und erbaut  yon Herrn Ing. KLICH, Optisches Ins t i tu t  derTH,  Berlin. 

T A B E L L E  I I I  

Wellen- 
1Ange Konzen- 

t ra t ion  
(mtz) (g/Liter) 

280 2, 5 

500 

313 5 °0 

334 32 
420 

366 15 

Fi l ter  

Schicht- 
Substanz und dicke 
L6sungsmit te l  (cm) 

Anthranils~ure 
in Methanol 
(sauerstofffrei) 
NiSO4.7H20 * 
in Wasser 
Wasser 
UG 5 ** 

NiSO, .7H,O * 
in Wasser 
Wasser 
WG 5 ** 
UG 5 ** 

0 , 2  

3 

10 

0 , 2  

]O 

IO 

0 , 2  

0 , 2  

LiNO s 
+ NiSO4.7HgO * 
in Wasser 
Wasser 
UG 2 ** 

CuSO4.5H20 
in Wasser 
BG 12 ** 
UG 2**  
WG 2 ** 

2 

10 

o,2 

.6 

0 , 4  
0 , 6  

0 , 2  

* Nickelsulfat  zur Analyse, E. MERCK, Darmstad t  
** Filterscheiben yon SCnOTT linD GEN., Jena. 

Verunreinigungen 

Andere 
Linien 

O O 

Ult ca 
r( t 

2,5 % 
ca 5% 
276 m~t 

s% O 

O O 

I 

Lichtquelle 
und erhaltene 

Intensit i t t  

HBO 2000 W a t t  

o, i cal/Min 

H B O  500 W a t t  
0,25 cal/Min 

HBO 500 W a t t  
o, I cal/Min 

HBO 500 W a t t  

i 0,3 cal/Min 

das Pritparat muss eisenfrei sein). 

Literalur S. 34. 
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Die spektrale Reinheit  haben wir visuell mit  einem Flusspatspektographen, dessen 
Kasset te  durch ein Fluoreszenzglas ersetzt  ~-ar, und photoelektrisch, durch Einschalten 
weiterer Til ter  und Fi l terkombinat ionen geprfift : s ie  ist der spektralen Reinheit, die man 
mi t  einem einfachen Moncchromator  erhXlt, nicht unterlegen. 

Ffir das Anthranils~urefi l ter  benutzen wit die in Abb, 4 dargestellte Anordnung, 
die ges ta t te t  - -  dutch Einlei ten eines inerten Gases - -  die Filterl6sung sauerstoffrei zu 
machen und w~hrend des Versuchs stetig zu erneuern. So \vird Photooxydat ion ~ermieden, 
die die meisten organischen Substanzen bei starker UV-J3estrahlung erleiden. Die Schicht- 
dicke der" I(f ivette ist mif  Rficksicht auf die st6rende Absorption des L6sungsmittels, 
klein gehalten. Im Spektrum der yon uns benutzten Lampen fehlen die Linien unterhalb 
270 miz infolge Absorption durch den konzentr ier ten Quecksilberdampf. 

Stik 

8 

Anthranils6ure 
in M e t h o n o /  o 

u 

• / 

i 
d = O . 2 ¢ m  

/ 

Abb. 4. 
Kfivet te  ftir organische 
Lichtfilterl6sungen. 

Abb. 5. Schnit t  durch dasYakuumthermoelement .  
ZeichenerklXrung im Text. 

c .  I n t e n s i t ~ i t s m e s s u n g  

Die Intensi t~t  der spaltenden Strahlung messen ~ i r  vor oder nach dem Yersuch 
mit  einem Vakuumthermoelement  *, das an ein ZERNiCKE-galvanometer angeschlossen 
ist  (Typ Za, St romempfindl ichkei t  mi t  zo • Nebenschluss 5,43.IO-9 Amp/turn, Wider- 
stand mit  Nebenschluss 7,7~, ~Tiderstand des Thermoelements  7,9~, Spannungsempfind- 
]ichkeit der Anordnung 8,48.1o"8 Volt/ram). 

Die Eichung des Vakuumthermoelements ,  das p]anparalle]e Quarzfenster hat, 
durch Yergleich mit  einem geeichten F]~chenbolometer hat  ergeben 

Bei ~, ~ 546 m~:  4,o2.IO-4 cal/min, cm2/Mikrovolt. 
Bei k ~ 313 m~:  4,oo. Io-4 . . . . . .  

* Erbaut  yon Dip]. ing. I4. MfiLL~R, Berlin-Zehlendorf. 

Literatur S. 54. 
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Zur Erh6hung der Nul lpunktskonstanz  des Thermoelements,  haben wir, nach 
Isolierung der Zuleitungen durch einen Schellacktiberzug, den Glassockel des Elements 
(vgl Abb. 5) mi t  Quecksilber (a) geftillt und dann  mit  Paraffin (b) vergossen. 

Das fibliche Metall-Hartgummigeh/tuse haben wir entfernt  und durch eine Kupfer- 
blende (c) mit  scharfen Schneiden (Rasierklingen) ersetzt. 

In diesem Zustande tauchen wit den Empf/inger direkt an Stelle des Versuchstroges 
in die Thermostatenflfissigkeit und mitteln,  wegen der geringen Fl~tchenausdehnung des 
Elements (d), (0,2 × 5 ram) die Intensi t / i t  an ffinf verschiedenen Stellen des Strahlungs- 
feldes. 

Die (geringen) Intensit / i ts/ inderungen der spaltenden Strahlung in der Zeitspanne 
zwischen der Intensi t / i tsmessung und dem Versuch registrieren wit mit  einem kleine1{ 
Photoelement,  das unter  dem Versuchstrog dauernd im Strahlungsfeld liegt. 

Weitere Einzelheiten gehen aus dem Versuchsprotokoll hervor. 

d. Bemerkung zur photoelektrischen Messung chemischer t~eaktionskinetik 
Unsere Versuchsanordnung erfordert die Verfolgung relativ geschwinder Reaktions- 

abl/iufe, und es erhebt sich die Frage, inwieweit unsere Versuchsergebnisse durch die 
Tr/igheit des Messinstrumentes - -  eines Spiegelgalvanometers - -  verf/ilscht sind. 

Unser Galvanometer  ist aperiodisch ged/tmpft. Seine Tr/igheit ist gegeben dutch 
die Eigenfrequenz 

2 7 5  
¢DO ~ T 

(T die Schwingungsdauer in unged/tmpftem Zustand). 
Der erwartete, durch die Tr/igheit des Galvanometersystems nicht  verf/ilschte, 

Ausschlag zur Zeit t sei mit  
¢ : K i t (9) 

(it die Lichtintensit / i t  auf der Photozelle zur Zeit t) bezeichnet. 

Nach Gleichung (2) u n d  (6), die einen Reaktionsablauf nach der ersten Ordnung 
kennzeichnen, ist 

[ ] In it° e -kt ( I 0 )  
lt¢* 

itm.~_ it~ e 

Entwickelt  man darin e "kt zur Reihe und bricht nach dem zweiten Gliede ab, 
dann erh/ilt man 

[ t I In Ito ( I - - k t )  In l t~J  kt  ( I I )  

i t  ~ it e tt¢° ~ lto e 

das Gesetz Ifir eine Reaktion null ter  Ordnung, die zu keiner Zeit langsamer, ftir t ~ k  
aber mit  gleicher Geschwindigkeit wie die wahre Reaktion 1/iuft. 

D ie  Differentialgleichung ffir die durch Reaktion (ix) erzwungene Bewegung des 
Galvanometersystems lautet  

., 

mit (12) 
~b' ~ K  i t '  

Unter  den Anfangsbedingungen t ~ o ; q0o ~ K ito ; qD = O ist die allgemeine 
L6sung dieser Gleichung 

I)~ d , d __  1) 
(~oo -- i) ( ~ o  

mit 

Literatur 5. 34. 

d = [ l n i t °  ] k i - ~ j  

(13) 
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die sich ftir t ~ 2 T  ttnd too ~ d vereinfacht zu 
@'t 

~?t= [(In i t°)  k J 2 i t s -  COo I (I4) 

Setzt man in (14) die Daten unserer Versuchsanordnung 

T ~ 1/6o [Min]; In lt° ~, o,5; k , ~ . 5  [i/Mini 
lto0 

,ein, dann tiberzeugI: man sich, dass unsere Messergebnisse durch die er6rterte Fehlerquelle 
maximal um i % verf/ilscht sind. 

4. MESSUNGEN 

a. Molares Absorptionsspektrum yon Kohlenoxydmyoglobin irn Ultraviolett. 

DaN Myoglobinprttparat,  dan wit  zu unseren Versuchen benutzt  haben ist 1941 
yon E. I~TEGELEIN aus einem Pferdeherz kristallisiert worden. 1 Es hat  sich, mit  CO 
ges~ittigt, un ter  ges/ittigter Ammonsulfa t l6sung Neither unver/indert  erhalten. Insbe- 
sondere enth/ilt es kein Metamyoglobin,  denn die manometr isch gemessene Kohlen- 
oxydkapazit / i t  * und der Eisengehalt  ** des Pr~iparates sind ~iquivalent. 

T A B E L L E  IV 

MOLARt£ ABSORPTIONSKOEFFIZIENTEN VON CO-MYOGLOBIN IN M/IO BORATPUFFER PH 8,9 

cm~/Grammatom Fe cm2/Grammatom Fe 
mt't . i0-7 m[.t i0-7 

24o 
250 
260 
270 
280 
290 
300 
31o 
320 
33 ° 

9,19 
6,41 
7,38 
8,36 
8,20 
6,66 
4,02 
3,34 
4,05 
5,25 

34 ° 
35 ° 
360 
37 ° 
380 
390 
400 

405 
546 

6,32 
6,36 
5,82 
5.11 
5,03 
6,48 

IO,9 

13,4 
3,2o 

Tabelle IV zeigt die Absorptionskoeffizienten, die wir gemessen haben. Die 
absolute H6he der  Banden bei 274, 346 mvt sowie des Minimums bei 308 m/~ ist die 
gleiche, wie bei den (einige mt~ kurzwelliger liegenden) entsprechenden Banden des 
Kohlenoxydhlimoglobins.  

DaN in Abb. I (gestrichelt) eingetragene Spek t rum der Protohltmochromogen- 
komponente  haben wir gewonnen, indem wit  vom molaren Absorpt ionsspektrum yon 
Kohlenoxydh/imoglobin dan molare Absorpt ionsspekt rum (16200 g/Mol) yon, aus 
Hftmoglobin gewonnenem, na t ivem Globin abgezogen haben. Es s t immt  mit dem mola- 
ren Absorpt ionsspektrum yon Cyste inprotohaemochromogen iiberein. 

* Vorschrift z.B. Biochem. Zeitschr. 214, 26 (1928) beN. S. 3 ° . 
** Bestimmung von W. LiiTTGENS. Methode : R. P. KENNEDY, J .  biol. Chem. 74, (1927) 
386. 
Literatur S. 34. 
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b. Zer/allskonstanten und Ausbeuten 

Tabe l l e  V en th / i l t  die  e x p e r i m e n t e l l e n  D a t e n  fiir f i infzehn Versuche  bei  ft inf 
ve r sch iedenen  Wel len l / ingen ,  die  zu r  B e s t i m m u n g  v o n  ~ n a c h  G le i chung  (8) n o t w e n d i g  
s ind.  

T A B E L L E  V 

PHOTOCHEMISCHE SPALTUNG VON KOHLENOXYDMYOGLOBIN 

1,8.  lO'6 Mole Myoglobin /Li te r  ; -Gasmischung  : lO% CO und  90% O z (nd 0,4);  L6sungs-  
mi t te l  : b e i  den  ers ten  be iden  Versuchen m / l o  Phospha t  pH = 7,0, bei den anderen  

Versuchen m / l o  Bora t  PH = 8,9;  Ve r suchs t empera tu r  : 0,2 ° _  0,4 °. 

Spal tende  
S t r ah lung  und  

molarer  Absorpt ions-  
koeffizient  

[cm~/Mol MbCO] 

Q u a n t e n -  
in t ens i t i i t  

Min 'cm2 J 

Geschwind igke i t skons t an t en  
I /Minu ten )  

+ k k [ 

I 

z j  z j  

Photo-  
chemische 
Ausbeu te  
Molekiile CO ] 

h o v  

~, = 28o rag. 
N0hv = IOI OOO cal 
3~8o = 8,2.1o 7 

2,44.1o.8 
2,44 lO.8 
2,79 lO .8 
2,54 lO -8 
2,45 lO.8 
2,22 10 .8 
2 , I I  10 .8 

2,34 
2,20 
2 ,60  

2,45 
2,44 
2 , I 6  
2 ,1o  

0 ,32  
0 , 2 5  

0,33 
0,36 
0 ,30  

0 ,30  

2,02 

1,95 
2,27  
2 ,09  
2 ,14  
1,86 
1,80 

I ,OI 
0,98 
0,99 
I,OO 
1,o6 
1,O2 
1,o4 

), = 313 mtz 6,87.1o"8 2,67 0,28 2,39 o,99 
N0hv = 9o 6oo cal 6,87.1o"8 2,57 o,3o 2,27 o,94 
//313 = 3 , 5 -  IO7 

X = 334 m~ 
N0hv = 85 ooo cal 3,o7.1o .8 2,26 0,33 1,93 1,o9 
3a34 = 5,8.1o 7 

), = 366 m~z 3,2.1o"8 1,98 0,30 1,68 0,97 
N0h~ = 77 5 °0 cal 3,2.1o-8 2,08 0,34 1,74 1,o.1 
//86e = 5,4.1o ~ 

), = 546 m~ I5,I . IO'8 4,34 0,30 4,04 0,87 
N0h~ = 52 ooo cal 3,8.1o -8 1,46 0,29 i , i  7 0,96 
//548 = 3,2.1o 7 15,O.lO-8 4,60 o,3o 4,3 o 0,90 

Aus  ve r suchs t echn i s c h en  Grf inden ,  h a b e n  wi r  d ie  w i r k e n d e  I n t e n s i t ~ t  s te ts  ~o 
e inges te l l t ,  dass  z j  a n n l i h e r n d  gleich geb l i eben  ist,  w i r  h a b e n  also, wie m a n  aus  de r  
zwei ten  Spa l te  de r  Tabe l l e  ers ieht ,  e ine V a r i a t i o n  de r  A b s o r p t i o n  du rch  eine en tgegen -  
se tz te  V a r i a t i o n  de r  I n t e n s i t l t t  ausgegl ichen .  

D e n  Versuchfeh le r  schl t tzen wi r  zu  m a x i m a l  zehn  P rozen t .  

c. Versuchsprotokoll (Versuch v o m 22. I I . I944) .  

Versuchsl6sung : 1,8.1o-9 Mole Myoglobin/cm. in  m/~o Boratpuffer  PH 8,9, ges/ i t t igt  m i t  
e iner  Gasmischung  yon  1o % CO u n d  9o% Oa. 
Pho tochemisch  wi rkende  S t r ah lung  : X = 28o rata. 
Mess in tens i tg t  : ), = 4o5 rata. 
Xrersuchstemperatur  : o,3 °. 

Literatur S. 34. 
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I. Spaltungsversuch 

Versuchsl6sung be l ich tc t  : 

TH. BtiCHER UND J. KASPERS VOL. 1 (1947) 

t 

(Min) 

i t  
Galvano-  

meter -  
ausschlag 

In it - - In  itc~ 

t 111 i t ,  I n  i t ~  
- -  In 
t.~---t t In it,.- In it,, ~ 

[ l :Minl  

- Z j  }-k 

0 

0,049 
O, 12(7  

O, 1 7 5  

(7 ,283 

0,583 
1 , 5 ° 

134,S 
1 2 0 , 8  
I 2 1 , ~  

1 1 4 ,  ,"; 
lo6,S 
02,3 
77 8 

o,551 
o,514 
o,44q 
o,380 
o,31H 
0 ,  I 7 ° 

0 

2 , 0  4 
2 , 2 9  

2,O,S 

M i t t e l  : z j  -t- k =: 2 , 1 2  [ t /Mini  

* Bei der  geschwinden  L i c h t r e a k t i o n  beziehen wir  zur  Berechnung  yon Zj -[- k 
alle Wer t e  auf  die erste  ges topp te  Zeit  (f l iegender Start) .  

Versuchs l6sung v e r d u n k e l t  : 

t 
(Min) 

O 

I 

2 

3 
4 

2O 
oo 

Jt 
G al v an o - 

mete r -  
ausschlag 

77,8 
88,0 
96,8 

lO3,6 
lO9,8 
127,o 

hl i t - - ] n i t =  

0,492 
0,368 
0,272 
0 , 2 7 2  

o,147 
O 

1 in i t o - -  111 i t ,  ~ 
k - -- In 

t hi i t - -  In it~ 

[1/Min] 

0 , 2 9  

0 , 3 0  
0,30 
0 , 3 0  

Mit te l  : k = 0,30 [1/Min] 

Photochemische Zer[allskonstante : zj  ~ (zj -t- k) - -  k = 1,82 [1/Min] 
I I I I 

2. Bestrahlungsstdrke : 

Spannung  des T h e r m o e l e m e n t s  an 5 ve r sch iedenen  Stel len des St rahlungsfe ldes  
[Mikrovol t ]  : 

5 ,47;  5 ,65 ;  5 ,60;  5 ,59;  5 ,58 ;  Mi t te l  : 5,58 [Mikrovolt] .  

E i c h w e r t  des T h e r m o e l e m e n t s :  4 ,o-  io-4 [ _cal ] 
Min cm 2 Mi.krovoltJ 

Kor rek t ion  (i) ffir eine wegfal lende Ref lex ion  Quarz -Luf t  (The rmoe lemen t  in Luf t  
geeicht,  Messung in Wasser)  : 

I 
1( 1 - -  

1 , o  4 

In tens i t / i t  der  auf  das T h e r m o e l e m e n t  fa l lenden S t rah lung  : 

1,°4I [ cal J 5,58 4,0- 1o-4 = 2,14 • lo-3 Mi~- .  cm~] 

Literalur S. 34. 
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Ultrarote Verunreinigung der Strahlung (durchgelasst, n von WG 5 oder GG 14 
oder RG I), die vom Vorigen Wert abzuziehen is t :  

cal 
0 , 0  9 • I O ' ~  

Min • cm" 

Korrektion (2) ffir das Absinken der In tens i tg t  in der Zeit zwischen Yersuch und 
Intensi t~tsmessung : (angezeigt durch ein Photoelement) 

39,5 
t(~ -- 

36,5 
Korrektion (3) ftir die Absorption der wirkenden Strahlung dutch die halbe Sehicht- 

dicke der Versuchsl6sung (Mittelwert der Bestrahlungsstiirke im Versuchstrog) : 

K 3 = :  0 , 9 6 .  

B e i m  Spa l tungsversuch  w i rk same  mit t lere Bes t rah lungss tdrke  : 

in Kalorienmass : 

(2,14 ..... 0,09) lo-3 39,5 o ,96= 2, I3" xo'.~ [ cal 
36,5 [ Min cm z 

in Quantenmass (I Mol Quanten bei ?, = 280 mix -= Ioi  ooo cal) 

2,13 • io-3 Mole Quanten 
J 2 , i i  JO -8 

io i  ooo Min. cmz 
I I I 

3. ~lolarer AbsorptionskoeMizient bei  X = 28o m ~ :  

fl = 8 , 2 . I o '  [- cm2 
[ Mol MbCO 

4. Photochemische  Ausbeu te  : 

z J  1 , 8 2  

_ ~ 1 ,o  5 
- -  J . / ~  2 , x l . l o - S . 8 , 2 . 1 0 7  

L._J I 

ZUSAMMENFASSUNG 

I 

r 
MoleCO 

Mole Quanten J 
I 

Die photochemische Ausbeute bei der Spaltung von Kohlenoxyd-Myoglobin durch 
monochromatische ultraviolette Strahlung verschiedener Wellenlt~ngen, besonders in der 
Eiweissbande des Chromoproteids bei 280 m~ wurde best immt.  

Es wurde gefunden, dass nicht  nur  die v o n d e r  Hi iminkomponente  absorbierte 
Strahlung, sondern auch die yon der Eiweissk0mponente absorbierte Strahlung Kohlen- 
oxyd vom Hitmineisen des Myoglobins abspaltet.  

Dies bedeutet,  dass innerhalb der Eiweisskomponente des Myoglobins die Wirkung 
absorbierter Strahlungsquanten nicht  an den Oft der Absorption (bei 280 mt~ die fiber 
das Pr0teid verteil ten Tyrosin-und Tryptophanreste) gebunden ist. 

Die Ergebnisse friiherer photochemischer Arbeiten Warburgs und seiner Mitarbeiter 
fiber das Wirkungsspekt rum des sauerstofffibertragenden Ferments  der Atmung  und 
fiber das Zerst6rungsspektrum der Urease lassen sich im gleichen Sinne deuten, und es 
wird die Frage aufgeworfen, ob dies eine allgemeine Eigenschaft der Eiweissk6rper ist, 
ob die IJbertragung quantenhaf t  absorbierter Aktivierungsenergie innerhalb eines Fer- 
mentproteids einer der Grfinde daffir ist, dass die Fermentproteine die Wirkungsgruppen 
chemisch aktivieren. 

Technische Einzelheiten der Apparatur,  insbesondele Lichtfilter zur Isolierung 
ultravioletter Hg-Linien werden beschrieben. Daten ffir das UV-Absorptionsspektrum des 
Kohlenoxydmyoglobins werden angegeben. 

Lit~aAur S. 34. 3 
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SUMMARY 

A determinat ion is made of the quan tum efficiency when carbon monoxide myo- 
globin is split by monochromatic ultra-violet radiation of different wave lengths, especially 
within the protein band of the chromoprotein at 280 m/*. 

I t  was found tha t  not only the rad!ation absorbed by the haemin constituent,  but  
also tha t  absorbed by the protein const i tuent  splits off CO from the haemin iron of the 
myoglobin. 

This means that,  within the protein component  of myoglobin, the action of the 
absorbed quan ta  of radiat ion is independent  of the place of absorption (being at 280 m/z 
the tyrosine and t ryp tophan  radicals in the protein). 

The results of previous photochemical work by WARBURG and co-workers, on the 
, ,activity spectrum" of the oxygen transferring enzyme of respiration and the ,,destruction 
spectrum" of urease may be interpreted in the same way. The question is raised whether 
this is a general property of proteins, and whether the transmission of the energy of 
activation absorbed in the form of quanta  within an anzyme is one of the causes of the 
chemical actication of the prosthetic groups by the protein component of enzymes. 

The technical details of the apparatus and of the lightfilters for the isolation of the 
ultra-violet Hg lines are described. 

Data  are given of the ultra-violet absorption spectrum of carbon monoxide myo- 
globin. 

RI~SUMI~ 

Le rendement  photochimique dans le d6doublement de la carboxyde-myoglobine 
par l ' i r radiat ion ultraviolette monochromatique de longueurs d'ondes diverses parti- 
culi4rement dans Ia bande d 'a lbumine du chromoprot6ide ~ 280 m# a 6t6 d6termin6. 

On a trouv6 que l ' i r radiat ion absorb6e par le composant h6mine, mais aussi l ' irradia- 
t ion absorb6e par le composant albumine 41iminent de l 'oxyde de carbone du fer d'h6mi~e 
de la myoglobine. 

Ceci signifie qu'~ l ' int6rieur du composant albumine de la myoglobine, Faction des 
quantit6s d ' i rradiat ion absorb6es n 'est  pas li6e au lieu de l 'absorption (k 280 m/~ les testes 
de tyrosine et de t ryptophane r6partis dans le prot6ide). 

Les r6sultats des t ravaux  photochimiques ant6rieurs de WARBURG et de ses colla- 
borateurs sur ]e spectre d 'act ivi t6 du ferment de Ia respiration t r ansmet tan t  l 'oxyg4ne et 
sur le spectre de destruction de l'ur6ase s ' interpr6tent  dans le m6me sens et la question 
suivante se pose : s 'agit-il ici d 'une propri6t6 g6n6rale des corps albuminoides et est-ce 
que la t ransmission d 'une quanti t6 de l'6nergie d 'act ivat ion k l ' int6rieur d 'un  prot6ide 
fefmentaire est l 'une des raisons pour lesquelles les prot6ines fermentaires act ivent  chimi- 
quement  les groupes d 'act ion ? 

Diverses particularitds des appareils, et, en palticulier, les filtres de lumi4re servant 
:l ' isolation des lignes ultraviolettes Hg y sent  d6crites. 

Les donn6es relatives au spectre d 'absorpt ion UV de la carboxydemyoglobine sent 
6galement indiqu6es. 
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