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Stabile freie Radikale in Huminsduren

In der Anfangsphase der Humifizierung von Poly-
phenolen in Modellversuchen treten im allgemeinen sehr
unbestdndige freie Radikale auf. ZiecuManN! diskutiert
eine Vielzahl von Reaktionsabliufen und Bindungs-
moglichkeiten im Zusammenhang mit dieser Radikal-
bildung.

Freie Radikale besitzen mindestens ein ungepaartes
Elektron; sie kénnen durch die Messung der Elektronen-
spinresonanz (ESR) nachgewiesen werden. Auf diese
Weise wurden in natiirlichen Huminsduren von STEELINK
et al. zwei Arten stabiler freier Radikale nachgewiesen,
welche dem Brenzcatechin-Resorcin- bzw. dem Chin-
hydron-Typ zuzuordnen sind 23,

In der vorliegenden Arbeit wird iiber Untersuchungen
an Huminsduren verschiedener Herkunft berichtet, die
aus folgenden Ausgangssubstanzen isoliert wurden: Ce-
phalosporium gordoni (Pilz-Huminsdure) (P-HS)*4; Moor-
boden (M-HS)%; Schwarzerde (Braun- und Grauhumin-
sdure) (B-HS, G-HS)®; Moorwasser (wasserlosliche Hu-
minsdure (W-HS)7; Braunkohle (R-HS)8.

Eygebmisse. Die elementaranalytische Zusammenset-

zung der Praparate ist in der Tabelle wiedergegeben.
Die Absorptionsspektren der verschiedenen Huminsduren
in 0,01# NaOH sind in der Figur 1 dargestelit. Die &-
Werte sind im logarithmischen MafBstab als Funktion der
Wellenzahl aufgetragen (¢ = E/c d; ¢, Konzentration in
mg/100 ml Loésung; d, Schichtdicke in cm; E, Extinktion).
Gemessen wurde mit dem Universalspektralphotometer
VSU 1 (VEB Carl-Zeiss, Jena, DDR).

W-HS (wasserlosliche Huminsdure = Fulvosiure) zeigt
die geringste, G-HS die hochste Extinktion. M-HS, B-
HS und R-HS sind aufgrund ihrer optischen Eigen-
schaften — wie sie auch in refraktometrischen und inter-
ferometrischen Befunden zum Ausdruck kommen -
und ihrer elementaranalytischen Zusammensetzung den
Braunhuminsiduren zuzuordnen; P-HS und G-HS sind
Grauhuminsiduren 68,

Die unterschiedliche Extinktion bei Grauhuminsiuren
gegeniiber Braunhuminsiduren kann aus den Ergebnissen
der ESR-Messung (Messapparatur: ERS-X)® gedeutet
werden. Im Anzeigeteil werden die Absorptionssignale bei
Resonanz als Funktion der magnetischen Feldstéirke
registriert. In Figur 2 sind die gemessenen ESR-Signale
fiir die pulverférmigen Huminsiuren wiedergegeben. In
allen Substanzen lassen sich freie Radikale nachweisen.
Vergleichsmessungen mit dem Standardradikal Diphenyl-
pikrylhydrazyl (DPPH; g-Wert, 2,0036) ergaben fiir die
Huminsduren einen g-Wert von 2,0055.

Diskussion. Bemerkenswert ist, dass die Grauhumin-
sduren, denen die Pilzhuminsiure zugeordnet werden muss,
einen wesentlich hoheren Radikalgehalt aufweisen als die

% C % H % N % Gliihriick-
stand
P -HS 55,8 4,00 6,65 0,5
M-HS 54,9 4,90 3,10 1,0
B-HS 57,2 3,85 3,94 0,6
G -HS 64,0 3,46 2,76 5,8
R-HS 58,0 5,17 1,53 9,0
W-HS 42,8 5,50 6,22 1,7

(C, H und N bezogen auf organ. Substanz)
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Braunhuminsiuren. Beriicksichtigt man, dass sich durch
Mesomerie stabilisierte Radikale (Semichinone) aufgrund
des angeregten Zustandes der Elektronen durch eine
dunkle Fiarbung auszeichnen, so ist der hohere Radikal-
gehalt bei den Grauhuminsiuren als Ursache fir die
grossere Extinktion gegeniiber den Braunhuminsduren
anzusehen.
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Fig. 1. Absorption der Huminsduren im ultravioletten und sichtbaren
Spektralbereich.
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Fig. 2. ESR-Signale in den verschiedenen Huminsduren.
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Bedeutsam ist, dass bei der wasserlgslichen W-HS nur
wenig Radikale nachgewiesen werden. Das geringe Teil-
chengewicht sowie der mogliche — und vielfach vermutete
~ Gehalt an aktiven Huminsdurevor- und -zwischenstufen
in der wasserldslichen Huminsiurefraktion liessen hier
einen hoheren Radikalgehalt erwarten. Offenbar handelt
es sich bei diesen Teilchen jedoch um relativ stabile Aggre-
gate, die die W-HS als selbstdndige Gruppe der Humin-
stoffe auszeichnen.

Summary. The electron spin resonance was measured
with several humic acids. The preparations used here con-

Excited Molecular O: and Inactivation of
Indolebutyric Acid (IBA)

The existence of a metastable excited molecular oxygen
in solution is of outstanding interest in several problems.
Originally Kautsky?, about 1935, had speculated on the
existence of such a species in connection with dye (e.g.
eosin) photosensitized oxidations?, but the suggestion was
lost for want of direct evidence. The present report con-
firms KAuTsky's earlier speculations and places them on
a firm footing.

The observation that a red-orange chemiluminescence
is produced during the reaction of hydrogen peroxide and
sodium hypochlorite in aqueous solution was reported by
SELIGER?, KHAN and KasHa*4, extended the spectroscopic
study of this chemiluminescence and, in view of the nature
of the reaction and the bands observed, they tentatively
assigned the red chemiluminescence bands as the 0.0 and
0.1 bands of the 1Zk* - 3Xk~ transition of the molecular
oxygen. The study of the mechanism of the reaction by
CamiLL and TAuBE®, using isotopic labelling of the per-
oxide, also indicates that the O-O bond remains intact,
reaffirming the possibility of excited molecular oxygen
rather than atomic oxygen as a primary product. The
results of the present investigation distinctly show that
there is a direct cause-and-effect relationship between
molecular oxygen and its capacity of inducing the oxida-
tion of IBA.

In this endeavour, the author employed the ‘bean
test’ devised by FErRrI and CaMARGO® for the rapid assay
of plant growth regulators. Y-shaped segments from 2- to
3-week-old plants of Phaseolus vulgaris L. var. ‘Blue Lake’
enhance the angle between the petioles while reposing in
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tain stable free radicals. Grey humic acids contain more
radicals than brown humic acids.

H. Kieist und D. Mtcke?

Institut fiv Physiologische Chemie dev Universitit,
Rostock (DDR), 20. September 1965.

9 Herrn Dr. SerrerT und Fraulein Dr. EBERT (Deutsche Akademie
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Unterstiitzung bei der Durchfithrung der Messungen.

water and decrease it while immersed in IBA solution
(Figure). The behaviour is qualitatively the same whether
the test objects are kept in light or in darkness and is not
attributable to pH alterations or osmotic influences.

With the aid of this biological test, it was possible to
evaluate the influence of excited molecular O, produced
in aqueous solution by the interaction of sodium hypo-
chilorite and hydrogen peroxide on IBA solutions. The
mean values of a representative experiment are charted
in the Table. It is apparent that, while the pieces reposing
in water increased the average angle between the petioles,
those resting in IBA solutions decreased it both in the
light and in the dark. The two ingredients of the reaction
mixture, viz. sodium hypochlorite and hydrogen peroxide
(at pH 7.0), were unable to sensitize the destruction of
I1BA, as reflected in the response of the plant segments.
But as the two constituents mingled together, the result-
ing red-orange chemiluminescence was instrumental in
abolishing the IBA activity with unusual avidity and the
test objects behaved as if they were in pure water. This
highly reproducible experiment was repeated with other
indole analogues, e.g. §-(indole-3)-n-propionic acid, with
identical results.
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A upper part of the 2-week-old bean plant showing
the primary leaves; B Y-shaped piece prepared from
the same; C increase of « in water; D decrease of
in presence of IBA,



