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SUMMARY

The chlorophyll radical, generated by polarographic reduction

Using the polarographic KALOUSEK commutator technique the chlorophyll
radical has been generated by reversible addition of an electron. In aqueous solvents a
proton may subsequently be taken up. The radical is adsorbed to some extent on the
surface of the dropping-mercury electrode.

It is also possible to estimate the life-time of the radical from the dependence
of radical oxidation current on alternating current frequency. An obvious reduction
mechanism is indicated.

EINLEITUNG

Fiir die Funktionen der Chlorophylle im Photosynthesezyklus sind ihre Radikale
als Elektroneniibertriger von ganz entscheidender Bedeutung. Daher hat es nicht an
Bemiihungen gefehlt, ihre Existenz ¢ vitro nachzuweisen und ihre Eigenschaften
kennenzulernen. Blitzspektroskopisch konnte das durch Elektronenaufnahme ver-
ursachte Radikalspektrum photographiert werden!. Hingegen wird das ESR-Spektrum
in belichteten Gemischen von Chlorophyll und Wasserstoffdonatoren verschieden
interpretiert?.3,

Der Radikalnachweis auf polarographischen Wegen gelang erst in jiingster Zeit.
Hierbei sind zu unterscheiden (a) das durch Oxydation? an der rotierenden Platinelek-
trode erhaltene positive Radikal und (b) das durch Reduktion®¢ an Quecksilber-
tropfelektroden nachgewiesene negative Radikal.

In vorliegender Mitteilung wird iiber die kurzzeitige elektrolytische Generierung
des negativen Radikals und einige seiner Eigenschaften berichtet.

EXPERIMENTELLES

Die Chlorophyllproben waren teils selbst aus Blittern von Spinacia oleracea
oder Urtica dioica, sowie aus photosynthetisierenden Bakterien (Rhodospirillum
rubrum) isoliert oder kommerzieller Herkunft (Chlorophyll-a und -b von Serva,
Heidelberg). Die Messungen erfolgten mit Lésungen der 104 M Farbstoffe in: (1) 60
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Volumenprozent Isopropanol (Aceton, Methanol, Acetonitril) mit Phosphatpuffer
oder 0.1 M NaOH; (2) 100 Prozent Dimethylformamid oder Dimethylsuifoxid mit
LiCl als Leitsalz und Bodenquecksilber oder Normalkalomelelektrode als Gegen-
elektrode. Die Quecksilbertropfelektrode in der temperierbaren Messzelle konnte auf
verschiedene Tropfzeiten eingestellt werden.

Ein Umschalter nach KALOUSEK, der mit 1.6-5.5-9.2-20 Hz zwischen einem
konstanten Generierungspotential und dem jeweiligen Registrierpotential oszillierte,
diente zur kurzzeitigen Bildung von Reduktionsprodukten. In der Umschalttechnik
unterscheidet man: (a) die klassische Ausfithrungsform nach KALOUSEK” unter Re-
gistrierung gemittelter Stréme, (b) die periodische oszillographische Aufzeichnung von
Momentanstrémen® und (c) eine Potentialeinzelspannungsmethode, wie sie Koop-
MANN? verwendet hat.

In jedem Falle ermoglicht die dabei registrierte Strom-Spannungs- oder Strom—
Zeit-Kurve Riickschliisse auf die Reversibilitdt von Zwischenprodukten der Elektro-
denreaktion. In vorliegender Arbeit machten wir von (a) und (c) gebrauch. Bei (a)
ist wihrend der Regenerierung der Stromkreis unterbrochen. Das Polarogramm
erfasst alle Depolarisatoren, ohne durch den Generierungsprozess beeinflusst zu werden.
Bei (¢) erfolgt der einmalige Potentialsprung vom Generierungspotential auf das
Registrierpotential vor den Reduktionsstufen einer der Chlorophyllstufen. Die Um-
schaltdauer der Relais betrigt etwa 1072 sec. Der nicht unbetrichtliche Kapazitits-
strom muss bei der Grundlésung ermittelt und bei der Auswertung der Strom-Zeit-
Kurven beriicksichtigt werden.

ERGEBNISSE

Die Strom-Spannungskurven (Polarogramme) der Chlorophylle in gleichem
Medium sind sich dhnlich. Betrachtet man jedoch nur eines der Chlorophylle in
verschiedenen Losungsmitteln, so zeigt sich eine betrachtliche Formenvielfalt der
Polarogramme, was auf Adsorptionsvorginge und Zwischenreaktionen an der Elek-
trodenoberfliche schliessen lisst. Abb. 1 zeigt zwei Beispiele fiir das Chlorophyll-a
in den Medien: (a) wissrig—alkoholische Pufferlésung und (b) neutralsalzhaltiges
Dimethylsulfoxid.

Die Ausbildung der beiden Hauptstufen mit kleiner Vorstufe wird durch die
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Abb. 1. Gleichspannungs-Polarogramme von Chlorophyll-a (2-10~% M). Links: Lcerldsung 3o %,
Isopropanol-o.t M CHZCOONH,. Rechts: Leerlosung 1009, Dimethylsulfoxid-o.04 M LiCl
Beginn ab o V, Potentialmarkenabstand o.1 V (Radiometer Polarograph PO-4).
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reduktive Bildung eines Chlorophyllradikals betrichtlicher Stabilitit (Halbstufen-
potentialdifferenz zwischen beiden einelektronigen Stufen bei Chlorophyll-a: 0.45V)
und seine bevorzugte Adsorption verursacht. Demgegeniiber ist der Verlauf der
Polarogramme mit wasserhaltigen Grundlosungen oftmals komplizierter, zumal die
zweite Hauptstufe deformiert wird und néher an die erste heranriickt (Abb. 1), die
sich mit steigendem pH-Wert um ca. 60 mV/pH negativiert.

Die Lage der betreffenden Halbstufenpotentiale (7z,,) (in 60 % Isopropanol,
Phosphatpuffer vom Ausgangs-pH-Wert 7, Bezugselektrode : NCE) erstreckt sich iiber
einen breiten Potentialbereich, wobei darauf hinzuweisen ist, dass sich die Aldehyd-
gruppe von Chlorophyll-b infolge Hydratisierung nicht gesondert bemerkbar macht.

(15), (V) {r1,) (V) (y,)5(V)
Chlorophyll-a —o0.85 —1I1.3 —1.5
Chlorophyil-b —0.85 —1.35 —1.55
Bakteriochlorophyll —o0.70 —1.05 —1.55

a) i
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Abb. 2. Umschalter-Polarogramme von Chlorophyll-a (2- 1072 M in 100 %, Dimethylsulfoxid-o.04
M LiCl) mit unterschiedlichen Einstellungen des Generierungspotentials 7. (a) Das Generierungs-
potential ist auf den Grenzstrom der Vorstufe (1.) eingestellt (ny; = —o0.9 V). (b} Das Generierungs-
potential ist auf den Grenzstrom der ersten Hauptstufe (2.) eingestellt (mg = —1.4 V). (c) Das
Genericrungspotential ist auf den Grenzstrom der 2. Hauptstufe (3.) eingestellt (my = —1.6 V).

Biochim. Biophys. Acta, 131 (1967) 141146



I44 H. BERG, K. KRAMARCZYK

Daher sind auch die Umschalter-Polarogramme in “wasserfreiem’” Dimethyl-
sulfoxid am ausgeprigtesten. Die Einstellung des konstanten Generierungspotentials
erfolgte einzeln auf die kleine Vorstufe 7, und beiden Hauptstufen 7, und 7; (Abb. 2),
wodurch partielle Reduktionen wihrend einer Umschalthalbperiode ausgeldst werden.
Das wihrend der Registrierperiode gewonnene Polarogramm zeigt die Oxydations-
strome der reversibel oder irreversibel reoxydierbaren Elektrodenprodukte an. Bei den
Generierungspotentialen zg werden folgende Oxydationsstréme I gefunden und zwar:
mtg auf der Vorstufe 7; (Abb. 2a): relativ hoher reversibler Oxydationsstrom /,; sz auf
der Hauptstufe 7, (Abb. 2b): I, und der reversible Oxydationsstrom [,; g auf der
Hauptstufe 7, (Abb. 2¢): I, + I,. I, verhilt sich so &hnlich wie die bekannte Vorstufe
bei Methylenblau. Seine Hohe wird in nichtwissrigem Medium durch Temperatur-
oder Umschaltfrequenzeinfliisse weniger gedndert als in wéssrigem. Die Differenz
zwischen den Halbstufenpotentialen von 7, und I, ist mit 0.3 V (Dimethylsulfoxid}
und 0.4 V (wissriges Aceton) jedoch grésser als beim Methylenblau 0.25 V (Wasser).

I, nimmt mit steigender Temperatur in wissriger Lésung stark ab und wichst
mit steigender Frequenz stérker an als die entsprechende Oxydationsstufe des stabilen
Perinaphthenonradikals (bei pH 13), wie aus den Relativwerten (in Klammern die fiir
Perinaphthenon) deutlich wird.

1.6 Hz 5.5 Hz 9.2 Hz

2= 1(n 2.9 (1.4) 3.4 (1.8)

Der Wassergehalt in der Grundlésung wirkt sich auf Hoéhe und Steilheit von I,
unglinstig aus.

DISKUSSION

Das negative Radikal des Chlorophylls wurde reduktiv generiert, um seine
charakteristischen Eigenschaften studieren zu koénnen. Seine Reoxydation unter
Abgabe eines Elektrons verlauft in zwei reversiblen Stufen (/; und [,), und zwar
zuerst aus dem adsorbierten Zustand und anschliessend als freies Radikal. Aus der
Umkehrung der Hoéhenverhiltnisse von den Oxydations-(/) und Reduktions-(z)-
stromen

Ist (1)

2 12
lasst sich aus dem Vergleich zur umgeschalteten Adsorptionsstufe von Methylenblau
schliessen, dass die an der Elektrodenoberfliche adsorbierten Chlorophyllradikale
gegeniiber denen in der Diffusionsschicht verweilenden stabilisiert werden. Aus dem
Frequenzgang fiir 1,/i, 1dsst sich weiterhin abschitzen, dass die Halbwertszeit v, des
Radikals im Bereich 0.1 > 7., > 0.01 sec liegt. Eine quantitative Bestimmung von
7y, unter den verschiedenen Bedingungen, insbesondere Temperaturabhingigkeit,
wird jedoch erst mit Hilfe der oszillographischen Umschalttechnik® méglich. Vorldufige
Bestimmungen ergaben einen Naherungswert a~ 0.I1I sec an der oberen Grenze. Fiir
das reduktive Chlorophyll-Radikal stehen bisher kaum Vergleichsdaten aus anderen
Untersuchungen zur Verfiigung. Dennoch kann der 7,-Wert! des photochemisch
generierten Chlorophyll-ga-Radikals (10~® M in Gegenwart von Askorbinsiure und
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Pyridin, 1 9% Wasser; 20°) zum Vergleich herangezogen werden. Aus der nach Blitz-
belichtung resultierenden Absorptionsinderung bei 435 nm wurde fiir 7, = 0.05 sec
ermittelt. Zieht man in Betracht, dass bei der Potential-Umschaltmethode die adsor-
bierten Radikale auf Grund ihrer h6heren Lebensdauer mitbestimmend sind, so darf
man annehmen, dass es sich in beiden Féllen um das gleiche Radikal handelt. Es er-
hebt sich nun die Frage nach dem Mechanismus der Elektrodenreaktion einerseits und
der Weiterreaktion des Radikals andererseits.

Die Elektrodenreaktion

Fir den Molekiilteil, in dem das 1. Elektron aufgenommen wird, gibt es mehrere
Moglichkeiten. Aus dem Vergleich mit Chlorophyllinen geht hervor, dass der Ring V
keine so entscheidende Rolle als Akzeptor spielen kann. Am wahrscheinlichsten hebt
das erste Elektron zunichst eine Doppelbindung an einem Heteroatom auf, wie es in
den allermeisten Fillen bei reversiblem Teilverlauf gefunden wurde und ist dann im
gesamten Konjugationssystem delokalisiert.

+e; =
Jj_ e _6_ % (2)
=) ’

In wissrigen Losungen wird schliesslich noch ein Proton addiert. Erst danach fiihrt
das zweite Elektron zur Unterbrechung der Gesamtkonjugation und zur Bildung einer
Dihydroverbindung.

Die Radikalreaktion

In einem inerten Losungsmittel wire eine Radikaldisproportionierung 2. Ord-
nung als Weiterreaktion zu erwarten. Vom Chlorin ausgehend sind grundsitzlich 3
Produkte mit ihren Isomeren zu diskutieren:

Hy H
H H
) () (m

(1 )

In jedem Fall wird die Gesamtkonjugation unterbrochen. Nach SExLy UND FoLk-
MANIs! spricht das Spektrum fiir die Strukturen (IT) oder (ITI), wobei in Gegenwart
von Mg*t die Form (III) angenommen wird. Cross'! formuliert dagegen trotz An-
wesenheit eines Zentralatoms (Zn** oder Mg?") bei seiner Untersuchungsreihe an
Tetraphenylporphinen aufgrund von Kernresonanzspektren eine Phlorin-Struktur
analog (II). JAGER!? bewies fiir in schwerem Wasser coulometrisch reduzierte Chlorine
aufgrund von Kernresonanzspektren die Struktur (II). Da er beim Potential der ersten
Stufe an einer grossen Fliche elektrolysierte, isolierte er das Disproportionierungs-
produkt (II):

=) Ry
2 Chl - Chl 4 (II)2- (3)
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so dass noch nicht einwandfrei feststeht, ob das Reduktionsprodukt beim Potential
der 2. Stufe ebenfalls mit (II) identisch ist oder zundchst Struktur (I) entsteht.
Demgegeniiber haben FELTON, SHERMAN UND LINsCHITZ! spektroskopische Hinweise,
dass bei elektrolytischer Reduktion von Chlorophyll in Dimethylsulfoxid unter Ab-
spaltung eines H-Ions das bekannte Phasentestprodukt (IV) entsteht. Da letzterer
Vorgang im Gegensatz zu (3) pseudomonomolekular ablaufen miisste, ist eine Ent-
scheidung tiber den Mechanismus der chemischen Radikalreaktion und damit zwischen
(II) und (IV)

co,R O

(m)

auch von kinetischer Seite zu erwarten. Soviel steht nunmehr fest, dass vorliegendes
reduktive Chlorophyllradikal in wasserhaltigen Losungen instabiler (Halbstufen-
potentialdifferenz 0.25 V) als in nichtwissrigen ist (Halbstufenpotentialdifferenz
0.43 V) und allgemein eine wesentlich kiirzere Halbwertszeit aufweist, als das oxyda-
tiv# entstandene, welches im Photosynthesezyklus die bedeutendere Rolle zu spielen
scheint.

ZUSAMMENFASSUNG

Mit Hilfe der polarographischen Umschaltertechnik nach KALoUsEk wird das
Chlorophyll-Radikal durch reversible Addition eines Elektrons generiert. In wasser-
haltigen Grundlésungen wird ausserdem ein Proton aufgenommen. Das Radikal
adsorbiert sich an der Elektrodenoberfliche.

Aus dem Oxydationsstrom in Abhingigkeit von der Umschaltfrequenz liess
sich die Radikal-Lebensdauer abschitzen. Ein plausibler Reduktionsmechanismus
wird diskutiert.
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