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Wir miichten bemerken, daIj bei dieser Temperatur die. Ergebnisse nicht so 
gut reproduzierbar waren wie bei niedrigeren Temperaturen. Dagegen war 
die Reproduzierbarkeit der Ameisensaure-Oxydation sogar bei noch hiiheren 
Temperaturen zufriedenstellend. 

Zusammenf assung 
Mg(OH), und besonders Cu (OH,) aktivieren das amorphe Orthoferrihydroxyd stark. 

Bine Gemeinschaftsfallung dieser drci Hydroxyde, welche die Zusammensetzung Fe : Cu 
: Xg = 1 : 0.31 : 0.22 hatte und rontgenographisch amorph war, zeichnete sich durch eine 
iiberaus starke Katalase- und  Peroxydase-Wirkung aus. Es geniigte bereits 1 mg dieses 
Dreistoff-Katalysators in 300 ccm Pliissigkeit, um groBe Wirkungen zu erzielen. Bei 37O 
werden auf 1 Fe-Atom gerechnet in 1 Min. 5--6 Mol. H,O, zersetzt und rund 3 Mol. HCOOH 
im heterogenen System oxydiert, bei 5O0 rund 14 Mol. H,O, und 7 Mol. HCOOEI, bei SOn 
sopar 37 Mol. HCOOH. I n  den Auljenlosungen waren wcder Pe"'-noch Cu"-Ionen nach- 
weisbar. Verwendet man groWere Katalysatormengen, so findet schon bei 20n eine Schnell- 
1-erbrennung der Ameisensaure und Schnellzersetzung von H,O, statt. Dabei beobachtet 
man betrichtliche Temperaturerhohung, woraus folgt, daB die ilktivierungsenergie dieses 
Systems bzw. seiner maljgebenden Teilprozesse sehr niedrig ist. Die katalytischen Vor- 
Range, bei denen Kupfer 11-hydroxyd als Zwischenkatalysator eingeschaltet ist, verlaufen 
gemaW einer Xettenreaktion und umfassen miteinander gekoppelte Red-Ox-Systcme, 
zu deren Gliedcrn unter anderen Peroxydvcrbindungen des Fe (111) und Cu (11) gehoren, 
deren Bildung experimentell nachgewiesen wurde 

32. 0 t t o S c h a 1 e s : Die katalytische Beeinflussung der Luminescenz 
des 3 -Amino -phthalsaurehydrazids durch Hamine und Haminderivate *) . 

[Aus d. Biochem. Institut d. Universitat Kopenhagen.] 
(Eingegangen am 16. Dezember 1938.) 

Das blaue Leuchten, das bei der Oxydation von 3-Amino-phthalsaure- 
hydrazid (Luminol) mit Wasserstoffperoxyd auftritt, wird, wie H. 0. 
Albrecht l )  angibt, durch Manganperoxyd, kolloides Platin, Blut sowie 
Peroxydase aus Kartoffeln katalytisch intensiviert. Besonders kraftig wird 
aber die Luminescenz, wenn man dem Reaktionsgemisch etwas Hamin 
zusetztz). Auch Meerrettich-Peroxydase ist nach R. Wegler3) wirksam; 
allerdings vermag sie keine derart starke Leuchterscheinung auszuliisen wie 
Hamin. DaIj auch einfachere Eisenkomplexsalze als Hamin hier katalytisch 
wirksam sein konnen, zeigten H. Thie le r t  und P. Pfeiffer4) am Beispiel 
des Salicylaldehyd-athylendiimin-ferrichlorids.. Uber die Beeinflussung (ler 
Luminescenz durch wasserlosliches c-Hamin und durch einige Metallsalze 
habe ich bereits fruher berichtet5); dort findet sich auch eine kritische 
Stellungnahme zu dem forensischen Blutnachweis mit Luminol, den 
W. Spec h t 6, besclirieben hat. 

Das Interesse, das dieser kraftigen Leucliterscheinung in verschiedener 
Richtung zukommt - als Modell fur Bioluniinescenzvorgange, die ebenfalls 
mit einer Oxydation gekuppelt sind, als empfindliche Methode zum Nachweis 
von Wasserstoffperoxyd und seiner Entstehung bei Dehydrierungsvorgangen 

*) Mit Unterstiitzung der Ella-Sachs-Plotz-Foundation u. d. v a n ' t  Hoff -  

,) K. Gleu u. G. P f a n n s t i e l ,  Journ. prakt. Chem. [2] 146, 137 [1936]. 

j) 0. Schales ,  B. 71, 447 [1938j. 

Ponds .  I )  Ztschr. physik. Chem. 136, 321 [1928]. 

3, Journ prakt. Cliem. [2] 148, 135 !1937]. 4) B. 71, 1399 ri93sl. 
8 ,  Sngew. Chem. 50, 155 [1937]. 
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und vielleicht u. a. als Grundlage einer praktisch brauchbaren Lichtquelle - 
veranlaBte mich, ihren Verlauf und ihre Beeinflussung durch verschiedene 
Faktoren etwas naher zu untersuchen, als dies bisher geschehen ist. 

1) E i n f lu  B de r W a s se r s t o f f i o ne n - K o n z e n t  r a t i o n. 
Nach den Literaturangaben luminesciert das System Luminol-H,O,- 

Hamin nur bei alkaliscber Reaktion; B. Tamam'ushi7) hat festgestellt, 
daB ein Leuchten erst oberhalb pn: 12 auftritt. I)iese Feststellung trifft nicht 
zu. Zwar ist die Intensitat der Luniinescenz in stark alkalischen Losungen 
groljer als in schwach alkalischen, wie schon R. Wegler3) mitteilte. Auch 
in meinen Versuchen rnit gepufferten LLasungen zeigte sich eine Abnahme der 
Luminescenz mit steigender Wasserstoffionen-Konzentration, parallel damit 
ging die Farbe des Leuchtens immer mehr von Rlau nach WeiU uber. Aber 
selbst bei pH 5.10 kann noch eine zwar schwache, aber deutliche Luminescenz 
beobachtet werden. 

2) l3inflv.W der  Tempera tu r .  
Gibt man in Parallelversuchen zu soda-alkalischen Liisungen gleicher 

Konzentration an Luininol und Hamin gleiche Mengen Wasserstoffperoxyd 
einrnal bei 200 und einmal bei Oo, SO erscheinen dem Auge die auftretenden 
Luminescenzen zunachst intensitatsgleich. Dieses Bild andert sich aber 
rasch, wie Tafel 1 zeigt: 

0'' 

200 

Taf el 1. Zeitliche 8nderung der 1,uminesccnz-Intensitat bei 0" und hei 20". 

Subjektiver Eindruck \-on der Intensitat nach 
Temp. 

0 1 3 1 7  

__ unver- noch 

blau 
Hndert kraftig 

wie bei deutlich m-eil3lich 
OU schwacher 

als bei 0" 

I 
noch aus 
10 in Ent- 
fernung 
deutlich 

noch 311s 
0.3 m 

Entfer- 
nung 

erkennbar 

1 4  

-. 

- 

er- 
loscheii 

25 

noch aus 
5 m Ent- 
fernung 
deutlich 
- 

45 Min 

er- 
loschen 

~~ ~ 

O0 etwa 3-ma1 so lang ist wie bei ZOO. 
wo rasch auch subjektiv ein Abklingen erkennbar wird. An-sich mullte das 
Produkt am Intensitat und Luminescenzdauer bei verscbiedenen Tempe- 
raturen konstant bleiben. Man sollte bei O0 ein schwacheres und dafur langeres 
Leuchten erwarten. DaB aber die Leuchtdauer bei tiefer Temperatm trotz 
gleicher Anfangsintensitat verlangert ist, laljt sich verstehen. Haniin zersetzt 
in einer Nebenreaktion einen Teil des Wasserstoffperoxyds. Diese Neben- 
reaktion wird verinutlich durch die tiefere l'emperatur abgebremst (die 
Hauptreaktion anscheinend wesentlich weniger), gleichzeitig ist auch der 
zersetzende EinfluB des Alkalis (1-proz. Natriumcarbonat-Losg.) auf H,O, 
verlangsanit, so daB dieses in groljerer Menge fur den eigentlichen Leucht- 
vorgang zur Verfiigung bleibt. DaB die Luminescenz bei den hier gewihlten 

') Ztschr. physik. Chem. [B] 38, 400 [1938J. 
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Konzentrationen infolge des H,0,-\7erbrauches zum Stillstand kommt, folgt 
aus der Beobachtung, daB erneuter Zusatz von Peroxyd wiederum Luminescenz 
2uslOst. 

Verwendet man Mesohamin unter sonst vollig gleichen Bedingungen an 
Stelle von Hamin als Katalysator, so beobachtet man ein wesentlich helleres 
Leuchten, worauf spater noch naher eingegangen wird. Bei ZOO dauert die 
Luminescenz unter den gewahlten Bedingungen dann 5 Min. (Hamin im 
Parallelversuch: 14 Min.), bei O0 dagegen 15 Min., also ebenfalls 3-ma1 so 
lange wie bei 20°. Nach dem Erloschen kann auch hier durch frisclien H,O,- 
Zusatz wieder Luniinescenz hervorgerufen werden. 

3) 0 b j e k t  ive Me s su n g der  Lu mi  ne s c e n z - I n t e n s i t a t . 
Wahrend unser Auge die In tens i ta t s -Gle ichhei t  zweier Helligkeiten 

recht gut festellen kann - auf dieser Fahigkeit des Auges beruht die An- 
wendung der Colorimeter, Stufenphotometer, der abgestuften gefarbten 
Standardreihenusw.--, ist es nicht in der Lage, In tens i ta t s -Unterschiede  
auch nur einigermaBen zufriedenstellend zahlenmaBig abzuschatzen. Die 
vergleichende Beurteilung der Wirksamkeit verschiedener Luminescenz- 
Katalysatoren kann deshalb nur  durch oh jektive Messungen erfolgen. Sie 
wurden in meinen Versuchen mit Hilfe einer Selen-Sperrschichtzelle, 
die mit einem Spiegelgalvanometer verbunden war, vorgenommen. Um zu 
vergleichbaren Ergebnissen zu gelangen, miissen bei den einzelnen Messungen 
verschiedene Faktoren konstant gehalten werden. Als Losungsmittel fur 
Aminophthalsaurehydrazid und fur den Katalysator benutzte ich stets 
1-proz. Natriumcarbonat-Liisung. Ferner wurden 3 Tle. der 0.1-proz. I,uminol- 
Losung stets mit 3 Tln. der Kataly-sator-Lasung und anschliekiend mit 1 T1. 
0.03-proz. Wasserstoffperoxyd-Lasung versetzt. Als Augenblick des Anfangs 
der Luniinescenz wurde der Beginn der Zugabe von H,O, zum Luminol- 
Katalysator-Gemisch festgehalten. 

Kennzeichnend fur einen Katalysator ist nicht nus die Anfangs-Intensitat, 
die er auszulosen vermag, sondern der gesamte Luminescenz-Verlauf, den 
ich graphisch so darstelle, daki ich die 
Intensitat als Ordinate (in cm Galvano- 78 

meterausschlag) und die Zeit als Ab- 
szisse walile. Aus praktischen Grunden 75 

erfolgt die erste Ablesung der Intensi- 
t a t  1 Min. nach der H,O,-Zugabe. Diese 72 

Methodik hat freilicli den Nachteil, daB 
die Anfangs-Intensitat der Luminescenz 3 
in Gemischen niit sehr rasch abfallen- $ 
der Helligkeit nicht scharf festgestellt 
werden kann. Die Geschwindigkeit 
des Abfalles der Intensitat versuche ich 
ferner durch einen Begriff zu kennzeich- 
nen, den ich Halbe-Luminescenz-  Abbild. Luminescenzkurve des 
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74 

6 

3 

2 3 4 5 6 7 8 9 70flfn. 

Dauer  (HLD) nenne. Unter  der Systems Luminol-II,O,-,,Haniin". 
HLD vers tehe  ich die Zei t ,  die 
ve rgeh t ,  h i s  die I n t e n s i t a t  der  Luminescenz die Ha l f t e  des  
Wer te s  e r r e i ch t  h a t ,  den  sie im Augenbl ick der  e r s t en  Ablesung 
besaB. In  Abbild. 1 ist die Kurve dargestellt, die ich bei Verwendung von 
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Haniin als Katalysator erhielt. Die HI,D betragt 2 Min. 41 Sek. Es ist hinzu- 
zufugen, da13 die Katalysatorlosung 26 mg Chlorhaniin im 1 enthielt, und ich 
mu0 vorwegnehmen, daB die luminescenzkatalytische Aktivitat dieser 
Losung konstant geworden war. 

4) Akt iv ie rung  des  K a t a l y s a t o r s  ,,Hamin". 
Durch verschiedene Untersuchungen, insbesondere durch diejenigen 

von R. K u h n  und I,. B r a n r ~ ~ ) ~ )  sowie von W. LangenbecklO) wissen wir, 
da13 die katalatische und die peroxydatische Aktivitat des Hamins sich 
erheblich absolut und gegeneinander verschieben kannen, wenn man kleine 
Anderungen am Hamin-Molekiil vornimmt. Ich ging nun von der iiblichen 
Annahme aus, daB die luminescenzkatalytische Funktion des Hamins eine 
peroxydatische ist, und versuchte dadurch zu wirksameren Katalysatoren 
zu gelangen, daB ich Haminderivate herstellte, bei denen die peroxydatische 
Aktivitat im Vergleich zu derjenigen des Hamins gesteigert ist. AuBer Meso- 
hamin ,  dem nach K. Zeilell) in n/,,-NaOH eine betrachtliche katalatische 
Wirksamkeit zukommt, wahrend es nach K u h n  und Branns)  im alkalischen 
Gebiet starker peroxydatisch, aber wesentlich schwacher katalatisch als 
Hamin wirken soll, untersuchte ich einige Pa rahamat ine ,  wobei folgende 
Basen zur Anwendung gelangten: Py r id in ,  Nicot in ,  4(5)-Methyl-  
imidazol ,  4(5)-Phenyl- imidazol  und p-Methoxy-4(5)-phenyl-imid- 
azol. Von den genannten Parahamatinen (abgesehen von Nicotinhamin, 
das nicht mit untersucht wurde) zeigten W. Langenbeck ,  R. Hu t schen-  
r eu te r  und W. Rottiglz), daB sie alle (bei pR 6-8) starker peroxydatisch 
wirken als Hamin. Setzt man die katalatisclie und die peroxydatische Akti- 
vitat des Hamins jeweils mit 1 fest, so errechnen sich aus den Angaben dieser 
Autoren folgende Wirkungen fur die genannten Parahamatine : 

P e r o x y d a s e -  K a t a l a s e -  
Wirkung W i r  k 11 n g 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Hamin 1 1 (PH 8 )  
Hamin + Pyridin 5 4 (PH 8) 
Hamin + 4(5)-Methyl-imidazol 7 4.5 (PH 8) 
Hamin + 4(5)-Phenyl-imidazol 14 (PH 7 5) 

......................... 
. . . . . . . . . . . . . .  
. . . . . . . . . . . . . .  

Hamin + p-Methoxy-4(5)-phenyl-imidazol . . . .  15 0.3 (PI1 7.5) 

Meine Versuche ergaben, da6 Pyridin und Nicotin die luminescenz- 
katalytische Aktivitat des Hamins steigern, vergl. Abbild. 2. Verbunden 
damit zeigt sich eine Verringerung der HLD, die in einer Reihe von Versuchen 
bei Pyridin-Parahamatin zu 2 Min. 9 Sek. bis 2 Min. 25 Sek. und bei Nicotin- 
Parahamatin zu 1 Min. 41 Sek. bis 1 Min. 53 Sek. ermittelt wurde. Die Be- 
einflussung des Luminescenzverlaufes durch Imidazolderivate geht aus Tafel2 
hervor, und zwar sind dort jeweils zwei beliebig herausgegriffene Messungen 
wiedergegeben, die zu verschiedener Zeit mit unabhangig voneinander her- 
gestellten Katalysatorlijsungen ausgefiihrt wurden. 

Methylimidazol bewirkt noch eine deutliche Steigerung der Aktivitat 
des Hamins, die HLD geht dabei auf 1 Min. 38 Sek. bzw. 1 Min. 40 Sek. zuriick. 

8 ,  B. 59, 2370 [1926]. 
lo) vergl. z. €3. ,,Die Organischen Katalysatoren u. ihre Beziehungen zu den Fer- 

l Z i  B. 65, 17.50 [1932]. 

9, Ztschr. physiol. Chem. 168, 27 j19271. 

menten", Berlin 1935. 11) Ztschr. physiol. Chem. 189, 127 [1930]. 



Kr. 1119391 der Luminescenz des 3-Amino-~hth.clsiiurehydraz~ds. 171 

Phenylimidazol schwacht das Himin ganz bedeutend und verringert seine 
HLD von 2 Min. 41 Sek. auf 1 Min. 3 Sek. bzw. 1 Min. 11 Sek; Methoxy- 
phenyliinidazol schlief3- 
lich hebt die lumines- 
cenzkatalytische Wir- 
kung des Hamins fast 
vollig auf, dabei geht 
die HLD auf 45 Sek. 
bis 1 Min. herab. 

Entgegen den Er- 
wartungen zeigt sich 
also, daB die von ande- 
rer Seite als peroxyda- 
tisch besonders wirksam 
erprobten Haminderi- 
vate Phenyl-imidazol- 
Parahamatin und p-  
Methoxy - phenylimida- 
zol-Parahamatin nicht 
nur keine Erhohung der 
Luminescenz - Intensitat 
hervorrufen, sondern 
diese stark vermindern 
und gleichzeitig die Lu- 
minescenz-Dauer kiirzen 

*-. 

I 
6 

Abbild. 2. Erhohung der luminescenzkatalytischen Akti- 
vitat des Ramins (I) durch Pyridin (11) und Nicotin (111). 

Die Erklarung dieser Feststellung ist schwierig, denn 
es ist kaum anzunehmen, daB die genannten Katalysatorei in l-proz.sa,CO,- 

Tafel 2. L u m i n e s c e n z k a t a 1 y t i s c 11 e Wi r ku n g e i n i g e r I m i d a z 01 - P a r a h  am a t  in e. 

Intensitat d. Luminescenz in cm Galvanometer-Ausschlag 
Zeit  

I 
1 I 1 7 9  
11/2 16 0 
2 1 1 4 0  

3 10 7 

4 8 2  
411, 7 2  
5 I 6 4  

6 5 s  

7 1 4 0  

Z1/2 12 2 

3x1, 9 4  

5112 1 5 7  

@/, 4 5  

711, 3 5  
8 I 3 2  

9112 I 2 3  

g1/2 2 8  
0 2 5  

10 2 0  

+ Methyl-imidazol i + Phenyl-imidazol 

24.0 23.3 ~ 3.7 3.1 

15.3 15.1 j 1.9 1.7 
12.5 12.3 I 1.3 1.3 

1s.9 18.6 I 2.6 2.3 

10.5 10.3 ~ 1.0 1.1 
8.9 8.7 i 0.7 0.75 
7.6 7.5 ~ 0.5 0.6 
6.5 6.4 ' 0.35 0.45 
5.7 5.6 I 0.25 0.35 
5.0 4.9 0.2 0.25 
4.4 4.3 0.1 0.2 
3.9 3.8 ~ 0.0 0.15 
3.5 3.4 ~ 0.1 
3.1 3.0 ~ 0.05 
2.5 2.7 0.0 
2.5 2.4 , 
2.2 2.1 

1.7 1.7 , 
1.9 1.9 ~ 

- ~ - + Methoxy-phenyl- 
imidazol 

0.6 0.6 
0.5 0.4 
0.3 0.2 
0.2 0.1 
0.1 0.0 
0.0 
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Losung ihre peroxydatischen Eigenschaften verlieren und zu starken Katalasen 
w-erden. Mesohamin, das in n/,,-NaOH nach K. Zeile (1. c.) stark katalatisch 
aktiv ist, erhoht iiberdies die Intensitat der I,umin.escenz betrachtlich, vergl. 
Abbild. 3.  Dies bringt mich, als vorlaufige Arbeitshypothese, zur Verniutung, 
es konnten vielleicht gerade die katalatischen Eigenschaften der Katalysatoren 
sein, die luminescenzforderlich sind. Bin derartiger Gedanke ist weniger abwegig, 
als er zunachst erscheint, da D. Kei l in  und E. F. Hartree13) gefunden haben, 
daB bei den gekuppelten Oxydationen von Alkoholen zu Aldehyden durch 
das von Xanthinoxydase bei ihrer dehydrierenden Tatigkeit gebildete H,O, 
Katalase unentbehrlich ist, obwolil sie eigentlich das Peroxyd zerstaren sollte. 

Trifft meine Vermutung zu, so miifiten diejenigen Parahamatine, denen 
gegeniiber Hamin eine besonders gesteigerte ka t a l a t i s che  Wirksamkeit 
zukommt, gute 1,uminescenzkatalysatoren sein. K. G. S t e r  n14) hat die 
katalatischen Eigenschaften einer grol3en Zahl von Haminkomplexen unter- 
sucht. Setzt man die katalatische Aktivitat des Hamatins (bei pIr 7.3) rnit 1 
fest, so errechnen sich aus seinen Angaben fur die Aktivitaten der Para- 
hamatine mit den folgenden Basen diese Werte : 

Pyridin: 1.17 (PH 6.3) 

Methyl-imidazol: 1.44 (PH 7.9) 
Nicotin: 1.93 ( ~ € 1  7.3) 

Histamin: 2.71 ( p ~  8.4) 

(Gegeniiber Langenbeck  und Mitarbeiter (1. c.) fallt auf, daB sich hier 
Met hylimidazol-Parahamatin nicht derart stark in seiner Wirkung vom 
Harnatin unterscheidet.) 

Wesentlich ist, dafi I-Histidin, Nicotin und Histamin die katalatischen 
Eigenschaften des Hamins aktivieren. In meinen Versuchen zeigte sich 
nun auch eine Steigerung der luminescenzkatalytischen Aktivitat des Hamatins 
durch die genannten Basen (vergl. Tafel 3 ) .  

Zusammenfassend niufi man  aus  diesen Akt iv ie rungsver -  
suchen  zunachs t  folgern,  dafi einige peroxydat i sch  hochwirk-  
s ame  P a r a h a m a t i n e  schlechte  Luminescenzka ta lysa to ren  s ind ,  
w a h  r e n d die P ar  a h  a m  a t  i ne mi  t h o ch s t e r k a t a 1 a t  i s ch e r W ir k sa ni - 
ke  i t e i ne S t e i ge r u n g de r I,u m i ne sc e n z in  t e n s i t a t  b e w ir ke n. 

Uber den Luininescenzverlauf sollen noch einige Bemerkungen gemacht 
werden. Die Kurve der Abbild. 1, die Ahnlichkeit mit der Zerfallskurve 
des Radiums hat, wird, wenn man die Intensitat in logarithmischem MaBstab 
auftragt, geradlinig (vergl. Abbild. 2). Dies ist jedoch nur bei der Anwendung 
von Hamin, Xicotin-Parahamatin, Pyridin-Parahamatin und Phenyl-imidazol- 
Parahainatin ziemlich regelEaBig der Fall ; die iibrigen Katalysatoren ergeben 
logarithniische Kurven, die sich meist aus zwei Ceraden zusammensetzen, 
von denen die erste (bis etwa zur 3.  Min.) steiler verlauft15). Bei dein ver- 
wickelten Reaktionsmechanismus, den man den1 Auftreten der Luminescenz 
zugrunde legen mufi, ist aber erstaunlich, daB iiberhaupt Falle vorkommen, 

I-Histidin: 1.41 (PIX 7.3-8.3) 

13) Proceed. Roy. SOC. London [B] 119, 141 [1936]. 
14) Ztschr. physiol. Chem. 215, 35 j19331. 
16) Sehr ahiiliche Beobachtungen haben E. K. H a r v e y  u. P. A. Snell ,  Journ. 

(>en. Physiol. 14, 529 [1931], bei Versuchen mit dcr in der Tierwelt rerbreiteten Leucht- 
substanz Luziferin gemacht. 
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in denen der Abfall der Lichtintensitat der Gleichung einer Reaktion erster 
Ordnung folgt und vermutlich den monomolekularen Zerfall von H,O, wider- 
spiegelt . 

l'af el 3. T,iiniinescenzkatalytischc Wirkung von Histamin- und I-I-Iistidin-Parahamatin. 

Zeit in Min. 

1 
1l/, 
n 

HI,D 

Intensitat der Luminescenz in ern Galvanometer-Ausschlag 

Hamin 
(Kotitrolle) 

16.6 
14.3 
12.4 
10.8 
9.5 
8.6 
7.7 
7.0 
6.4 
5.8 
5.4 
5.0 
4.6 
4.3 
4.0 
3.7 
3.5 
3.3 
3.1 

2' 40" 

+ Histamin 

36.0 34.4 
25.0 23.6 
18.2 17.2 
13.7 13.0 
10.6 10.0 

8.4 7.8 
6.8 6.2 
5.5 5.0 
4.5 4.0 
3.7 3.3 
3.1 2.7 
2.6 2.2 
2.2 1.9 
1.8 l . G  
1.5 1.3 
1.2 1.1 
1.0 0.9 
0.8 0.7.5 
0.7 0.6 

1' 1" 1' 0" 

+ I-Histidin 

42.0 50.0 
30.3 35.4 

.23.0 26.1 
17.5 19.7 
14.1 15.2 
11.4 11.9 
9.3 9.4 
7.7 7.4 
6.4 6.0 
5.3 4.8 
4.5 3.9 
3.8 3.1 
3.2 2.5 
2.7 2.0 
2.3 1.6 
1.9 1.3 
1.6 3.1 
I .3 0.8 
1.1 0.7 

1.' 11" 1' 5" 

Ich habe die Giiltigkeit der Gleichung dx/dt = k (a-x) in der Form 
1 a 
~ . l n  - -~ =k am Beispiel desNicotin- und des Pyridin-Parahamatins gepruft 
t a-x 
(wobei ich den natiirliclien Logarithmus durch den B r iggschen ersetzte) 
und errechne fur 
Nicotin-Parahamatin : k x lo3  = 1.55 (griifite Abweichung unter 19 Einzel- 

Pyridin-Parahamatin: k x 1 O3 = 1.16 (groate hbweichung unter 19 Einzel- 
werten +4y',), 

werten f3.5%). 

5) Mesohamin,  Chlorhamin u n d  H a m a t i n .  
Verwendet man Mesohamin als Katalysator, so ninimt die Luminescenz 

eine Intensitat an, die weitaus hiiher ist als die mit den bisher besprochenen 
Katalysatoren erzielte. In  Abbild. 3 ist der Luminescenzverlauf dargestellt, 
dabei ist zu beachten, dafi das Volumen der hier ausgemessenen luminescieren- 
den Gemische nur z I 5  von demjenigen der bisher untersuchten Mischungen 
betragt, d. h. die aus Abbild. 3 ablesbaren Zahlenwerte miissen mit e t w a  
2.5 multipliziert werden, um mit den Angaben der vorstehenden Tafeln und 
Abbildungen vergleichbar zu sein. 
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Erstaunlicherweise zeigt sich, daI3 auch Chlorhamin eine ahnlich hohe 
Aktivitat besitzt, wenn es frisch in 1-proz. Satriumcarhonatliisung gegeben 

wird. In  dem XaBc anscheinend, in dem bei 
langcrem Stehenlassen Chlor durch Hydrosyl 
ersetzt wird, geht die Wirkung des Kataly- 
sators zuriick und errciclit schlicMich einen 
konstantcn Xndwert. Auch K.  K u h n  und 
I,. H r  a nn 9) berichteten friiher iiber ,,Altcrungs- 
ersclieinungen“ des Hamins in schwach alkali- 
schen I,ijsungen, die sic auf Ersatz des Chlors 
durch Hydroxyl zuriickfiihren. Uei ihren Vcr- 
suchen war aber Hamatin von annihernd 
gleicher katalatischer Wirksamkeit wie Hamin, 
nur zeigte es bei seiner %’irkung nicht die starke 
pn-Ahhangigkeit des Hiimins. Die Abnahnie 
der luminescenz-katalytischen Aktivitat des 
Haniiiis erfolgt in 10-proz. Na,CO,-T,asung 
wesentlich schneller als in I-proz. Losung; die 
Anderungen im letzteren Fall zeigt Tafel 4. 

IXe Aktivitat von Xesohamin anderte sich 
bei 14-tagigem Aufbewahren in 1-proz. Na,CO,- 
1,iisung nicht, was die Intensitat 45 Sek. nach 
H,O,-Zugabe anbelangt, dagegen geht die HIJ) 
wahrend dieser Zeit von 13Sek. auf 17.5Sek., 
d. h. die Kcaktionsgeschwindigkeit verlangsamt 
sich etwas. 

’I‘af el 4. Abnahme der luminescenzkatalytiselien Aktiritiit von Chlorhiimin beim auf- 
bewahren in I-proz. Sa,CO,-1,osung. (Das Volumen der Keaktionsgemische betr5gt 

Z l i ,  tier Xenge, die in Abbilii. 1 u. 2 sowie in Tafel 2 u.  3 ausgemessen wurde.) 

Intensitgt in cm Galvanometer-Ausschlag 
%it _..._ 

in Xin. I I I I I I 21 Tage nach huf- 
l4 Tage 1Bsen des Chlorhamins 1 Stde. 24 Stdn. 2 Tage 

7.0 
5.4 I ;:.7 I ;1;2 I E . 8  I ?‘:.3 I ’PI: I 1 

2 

HLL) I 40” I 46” I 59” I 1’40” I 1/45’’ I 1) 25” 

6) Was se r s t o f f p e r o s y d - X a c h we is i n  de r Ve r dun  nu  ng 
1 : 100 Xill ionen.  

W. 1,angenbeck und TT. Ruge16) hahen festgestellt, und ich konnte 
diesen Befund friiher5) bestatigen, daB es mit Hilfe von Luniinol bei Ccgcn- 
wart von Himin als Katalysator rnliglich ist, H,O, nocli in der Vcrdiinnung 
1 : 5 x lo6 nachzuweisen. hus meinen Erfahrungen mit der luminescenz- 
katalytischen Wirkung von Nesohamin und von Chlorhamin laBt sich nun 
eine empfindlichere Xcthode zum Pcroxyd-Xachweis ableiten. 
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Zeit 
in Min. 

Reagens : 100 mg 3-i4mino-phthalsaureliydrazid werden in 100 ccni 
1-proz. Na,CO,-L&sung gelost und kurz vor Gebrauch des Reagenses niit 
3.0 mg Mesohamin bzw. Chlorhamin versetzt. 

Anwendung:  Zu 5 ccrn der auf Peroxyd zu priifenden Losung (Reagens- 
glas) gibt man in der Dunkelkammer 5 ccni des Reagenses. Chlorhamin- 
Reagens zeigt bei der H20,-Grenzkonzentration 1 : lo8 noch ein schwaches 
Aufleuchten, das aber sofort erlischt ; Mesoharnin-Reagens bewirkt dagegen 
im Augenblick der Zugabe ein kraftiges Aufleuchten, das erst nach etwa 
10 Sek. vollig erloschen ist. Auch bei hohereii Peroxydkonzentrationen ist 
das Mesohaniin-Reagens vorzuziehen, da die durch dieses Reagens ausgeloste 
Luminescenz im Augenblick der Reagens-Zugabe stets intensiver ist als die 
bei Gebrauch von Chlorhamin-Luminol-Gemisch erzielte. Da die katalytische 
Aktivitat von Mesohamin sich beim Aufbewahren in 1-proz. Na,CO,-Losung 
(innerhalb von 14 Tagen) nicht andert, hat Mesohamin-Reagens auch den 
Vorteil, haltbar zu sein. 

7) Lu mi n e s c e nz  k a t a1 y se du r c h S a1 i c y 1 a1 de h y d-  a t  h y 1 e n d i  i mi n- 
ferr ichlor id .  

H. Thie le r t  und P. Pfeiffer4) berichteten iiber die Verwendung roil 
Salicylaldehyd-athylendiimin-ferrichlorid (SK) als Katalysator bei der 
Luminescenz von Aminophthalsaurehydrazid und geben an, daB die durch 
diesen Katalysator erzielte Leuchtintensitat ,,etwa ein Drittel" der durch 
Hamin erzielten erreicht. Sie fiihren ihre Versuche so durch, daB sie 3.5 mg 
SK bzw. 6 mg Hamin zu 10 ccm des I,uminol-Rragenses nach Specht  geben. 
(Spechts  Reagens6) : 0.1 g Luminol wird mit 50 ccm 10-proz. Na2C0,- 
Losung sowie 15 ccm 3-proz. H202 versetzt und mit Wasser auf 100 ccm 
aufgefiillt.) Obwohl Specht  s Reagens zu quantitativen Messungen wenig 
geeignet ist, weil sein Peroxyd-Gehalt unter der Einwirkung des Alkalis 
standig abnimmt, habe ich den Versuch von Thie le r t  und Pfeiffer  genau 
nach den Angaben der Autoren wiederholt. Das Ergebnis zeigt Tafel 5 .  

Taf el 5 Vergleich der Wirkung Ton 6 mg Hamin und 3 5 mg SK auf 10 ccm des Reagenses 
nach S p e c h t  

Jiltensitat d. Luminescenz 

Hamin I SK. 

Zeit I Intensitat d. Luminescenz 
in Min. I Hamin 

120 
54 
25 
12  
6 
4.1 

SK. 

3.5 
4.0 
3.4 
3.35 
3.35 
3.3  

1.6 
0.8 
0.4 
0.2 
0.1 
0.05 
0 

3.25 
3.15 
3.05 
2.9 
2.8 
2.7 
2.65 

Die Intensitat der durch SK ausgelosten Luminescenz ist also in den ersten 
Minuten vie1 geringer als ein Drittel der durch Hamin bewirkten, die HLD 
erreicht aber den hohen Wert von fast 19 Minuten. 

Bei weiteren Versuchen mit diesern Katalysator, iiber die nicht im 
einzelnen berichtet werden soll, stellte sich heraus, daB er durch Sodalosung 
ziemlich rasch inaktiviert wird, was an einer Orangefarbung auch auBerlich 



176 Xchales:  Die kaialytische Beeinflussuny [Jahrg. 72 

erkennbar ist. Die Inaktivierung erfolgt bei 24-stdg. Aufenthalt in 1-proz. 
Natriumcarbonatlasung fast quantitativ. 

Die besten Erfolge konnten mit SK 
erzielt werden, wenn es, in I-proz. Na- 

9 triumcarbonatlasung suspendiert, kraftig 
8 durchgeschiittelt und rasch verwendet 

wurde. Wahlt man die Konzentrationen 
an Katalysator, Luminol und H,O, ebenso 

6 wie Th ie l e r t  und Pfeiffer ,  erniedrigt 
P 3 5  aber die Na,CO,-Konzentration auf 
E so wird die Intensitat des Leuchtens f g  

mehr als verdoppelt. Interessant ist, daB 
3 sich der Katalysator bei dieser Versuchs- 
2 anor dining erst 3 Min. im luniinescierenden 

I 9M,n Gemisch befinden i u B ,  bevor er seine 

7 

maximale Wirksamkeit entfaltet. In  
Abbild. 4 ist der Luminescenzverlauf 

chlorid als Katalysator Stde. dargestellt, gleichzeitig lafit sich dort 
3 / 4  Stdn. [III und 11!, Stdn. [IIII die Abnahme der Wirksamkeit beim 
nach Suspension des Katalysators in Aufbewahren des Katalysators in Soda- 

Abbild. 4. Luminescemverhuf mit 
Salicylaldehyd - athylendiiinin - ferri- 

1-proz. Na,CO,-I,osung). losung erkennen. 

8) Luminescenz-Loschung durch  hohere  
Pyr id in -Konzen t ra t ionen .  

Vor einiger Zeit haben P. Ho l t z  und G. Triein17), 0 .  Schales5) sowie 
C. Henzel*) mit Hilfe von Luminol nachgewiesen, daU bei der Binwirkung 
von Sauerstoff auf eine Reihe von Substanzen H,O, oder labile Peroxyde 
entstehen. Wirken diese Substanzen bei Sauerstoffgegenwart auf Oxyhaino- 
globin und Hamochromogene ein, so bilden sich griine Produkte, die nach 
G. B a r k a n  und 0. SchaleslS)  als Pseudohamoglobine bzw. PseudoE'. lamo- 
chromogene bezeichnet werden. Andere Autoren, die sich ebenfalls mit der 
Entstehung derartiger griiner Blutfarbstoffderivate befaBt haben2O) 21), be- 
richteten iiber Schwierigkeiten, die sie beim Nachweis der dabei auftretenden 
Bildung von Peroxyd mit Hilfe von Luniinol hatten. Soweit die Ansatze der 
genannten Autoren Pyridin enthielten, ist folgendes zu bemerken. Pyridin 
steigert zwar in sehr kleinen Mengen die Intensitat der Luminescenz des 
Amino-phthalsaureliydrazids, in grooeren Mengen wirkt es jedoch luminescenz- 
loscliend. Versetzt man im Reagewglas 5 ccm einer 0.1-proz. Zuminollosung 
(in I-proz. Natriumcarbonrztliisung) mit 5 ccm einer 4 x 10-5-moZ. Haniin- 
losung (in 1-proz. Natriumcarbonatlijsung) und mit 0.2 ccm 3-proz. H,O,, so 
tritt kraftige und anhaltende Luminescenz auf. Gibt man nun tropfenweise 
Pyridin zu, so wird das Leuchten zunachst kraftiger, weiterer Ppridin-Zusatz 
schwacht es jedoch ah. Wenn 2 ccm Pyridin zugeflossen sind, ist die vorher 
helle ZQminescenz so schwach geworden, daB sie kaum niehr erkannt JTerden 
kann. Da es sicb wahrend der Bildung der Pseudohamochromogene um das 
h f t r e t e n  wesentlich kleinerer Peroxydmecgen handelt, als im angefuhrten 

17) Ztschr. physiol. Chem. 248, 1 [1937]. 
19) Ztschr. physiol. Chem. 253, 83 j19381. 
2") K. Lemberg ,  B. Cor t i s - Jones  u. M. Norr ie ,  Riochem. Journ. 32, 171 [1938]. 
21) H. Libowi tzky  u. Hans Fischer ,  Ztschr. physiol. Chem. 255, 209 [1938]. 

l8) Klin. Wschr. 17, 24 L19381. 
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Versuch von vorneherein zugegeben wurden, ist anzunehmen, da13 die Inten- 
sitat der Luminescenz infolge der Gegenwart von Pyridin derart geschwacllt 
mird, dal3 wir sie nicht mehr wahrnehmen kbnnen. 

Beschreibung der  Versuche. 
1) S u b s t a n z e n :  Luminol wurde nach E. H. H u n t r e s s ,  L. N. S t a n l e y  und 

A. S. Parker22) dargestellt, die substituierten Imidazole nach R. Weideuhagen  und 
R. H e r r m a n n Z 3 )  und Mesohamin nach J .  Zaleski24) iiber Mesoporphyrin (nach 
H. E'ischer, E. B a r t h o l o m a u s  und H. Rosez5)). Die Wasserstoffperoxydllsungen 
wurden stets frisch durch Verdiinnen von Perhydrol (Merck) hergestellt. 

2) Luminescenz  be i  verschiedenem p r ~ :  Hier wurde das Chlorhamin zunachst 
in dem alkalischen Partner des Puffergemisches gelost (NaOH bei Citratpuffer und sek. 
Phosphat bei Phosphatpuffern) und dann so mit weiterer Pufferlosung versetzt, daW eine 
Losung vom gewiinschten p11 entstand, die 1 mg Clilorliamin in 1 0  ccm entliielt. So wurdcn 
beispielsweise 2 ccm n/,,-?;aOH, die 1 mg Chlorhamin enthielten, mit weiteren 2 ccm dI0- 
XaOH und 6 crm Citrat versetzt, das PH der Mischung ist dann 5.91. In  der gleiclien Weise 
murden 0.1-proz. Losungen von Luminol in IJuffer bereitet. Zu je 10 ccm Hamin-Puffer- 
Gemisch wurden 10 ccm gepufferter Luminol-Losung und 5 ccm 3-pr02. H,O, gegeben. 

3 )  Luminescenz  b e i  O0 u n d  h e i  2O0 : In 2 Reagensglaser murden je 3 ccni einer 
4 x 10-5-n~ol. Losung ron Hamin in 1-proz. Na,CO,-Losung sowie je 3 ccm einer 0.1-proz. 
Losung von Luminol in 1-proz. Na,CO,-Losung gegeben. Das eine der beiden Claser vmrde 
in schmelzendrs Eis gestellt. In zwei weitere Reagensglaser gab man je 1 ccm 0.03-proz. 
H,O,-1,osung. Zum gleichen Zeitpunkt wurden nun die 1,uminol-Hamin-Losung~n in je 
eines der beiden Glaser mit H,O, umgegossen, und die gekiillte HiirninlKsung kam 
wieder in Eis. Luminescenzverlauf s .  'Tafel 1. 

4) O b j e k t i v e  I n t e n s i t a t s m e s s u n g e n :  Die Pliotozelle befand sicli in cinem 
lichtdirht abgeschlossenen Kasten. Der Abstand der Skala vom Spiegelgalvanometer 
betrug 2 ni. Als GefaBe fur die luminescierenden Gemische dienten bei allen quantitativen 
Messungen Petrischalen 1-on 71  mm innerem Durchmesser, die direkt auf die Selenzelle 
gestellt ~vurden. In  die Petrischalen gab man 15 [GI ccm 0.1-proz. 1,uminollosung in 
1-proz. Na,CO,-Lsg., dann 15 /GI ccm der 4 x 10-~-rnoZ. HBniinXisung in 1-proz. Na,CO,- 
1,sg. (aus einer 10-fach konzeritrierten Stammlosung in 10-proz. Na,CO,-Lsg. durch Ver- 
diinnen mit Wasser bereitet ; in den Versuchcn mit Chlorhaniin, Abschnitt 5, jedoch 
durch direktes Rinwiegen in 1-proz. Na,CO,-I,sg. erhalten) und schliel3lich 5 [Z] ccm 
0.03-proz. H,O,-Losung. Die cckig eingeklarnmerteii Volumenangaben beziehen sich auf 
Abbild. 3 und auf Tafcl 4. Im Augenblick der €I,O,-Zugabe wurde die Stoppulir in Gang 
gesetzt. AnschlieWend aurde die Miscliung kraftig durchgeriihrt und nach Aufhiiren der 
Galvanometer-Schu-ankungen mit den Messungen begonnen. 

5) Versuche  m i t  P a r a h a m a t i n e n :  Diese Xatalysatorlosungen wur(1en so er- 
halten, daW man 1 X lo-, Mol. der betreffenden Iiasen niit 10 ccni der 4 x 10F rnoiaren 
Hamin-Stammlosung in l0-proz. Na,CO,-1,osung versetpte. Notigenfalls erwarnite man 
dann his znr weitgehenden Losung der Base auf dem Wasserhad und fiillte schlieBlich mit 
Wasser auf 100 ccm auf. Fur jede Messuiig wurden 15 ccm der Katalysatorlsg., wie oben 
beschrieben, mit Luminol und H,O, gemischt. 

Die in 
l'afel 5 71-iedergegehenen Versuche sind nach der Vorschrift von T h i e l e r t  u. Pfeiffer  
parallel mit Hamin und SK angesetzt. Bei den in Abbild. 4 wiedergegebenen Messungen 
wurde m-ie folgt verfahren. Man gab zu 35 mg SK in einer Glasstopselflasche 50 ccm einer 
Lsg., die 100 mg Luminol und 500 mg Na,CO, entliielt, schiittelte kraftig durcli und pipet- 
tierte 5 ccm der Suspension in eine Petrisehale. Dazu lieD man dann 5 ccm einer 0.9-proz. 
H,O,-Losung fliefien. Die Abanderung der Luminol- und H,O,-Konzentration gegeniiber 
den Versuchen mit den anderen Katalysatoren geschah, urn in nbereinstimmung mit 
'Thieler t  u. Pfeiffer  zu bleiben. 

6) V e r s u c h e m i  t S a 1 i c y  1 a 1 d e h y d - a t  h y 1 end  i i ni i n - f e r r ich  1 or i d : 

,,) Journ. Amer. cheni. SOC. 66, 24 rl9341. 
24) Ztsclir. physiol. Chem. 43, 11 [1904j. 

23) B. 68, 1053 [1935]. 
z 6 )  Ztschr. physiol. Chem. 84, 262 [1913]. 




