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Luftsauerstoff oxydativ decarboxyliert zum Thiazoli-
non (2) und CO,. Dabei wird Licht emittiert, das sein
Maximum im griinen Spektralbereich hat.

Bemerkenswert ist, daf} pro Molekiil dieses Thiazol-
derivates bis zu ein Lichtquant erzeugt wird: die
Quantenausbeute erreicht hier nahezu 1,0. Dies ist nun
charakteristisch fiir diese enzymatischen Chemilumines-
zenzen, die man unter dem Sonderbegriff Biolumines-
zenzen zusammenfaflt, dafl sie in wiBirigem System
(denn die lebenden Organismen sind ja wiBrige Systeme)
solche hohen Quantenausbeuten erreichen. Andere Bio-
lumineszenzen sind nicht ganz so effektiv: so betrigt die
Quantenausbeute der Biolumineszenz des japanischen
Muschelkrebschens Cypridina etwa 0,4, die von Bak-
terien, auf deren Titigkeit das Leuchten von faulem Holz
oder Fisch zuriickgeht, etwa 0,3 nach den bisher vorlie-
genden Messungen. Solche hohen Quantenausbeuten hat
man bisher in wifirigen Systemen noch nicht entfernt
erreicht, bemerkenswerterweise aber in nicht-wiflrigen
Systemen (vgl. weiter unten),

Wihrend schon vor etwa 300 Jahren — um 1690 — die
erste anorganische Chemilumineszenz beobachtet wurde,
ndmlich die «Phosphoreszenz», das Leuchten bei der
langsamen Oxydation von weillem Phosphor, wurden
erste organische Chemilumineszenzreaktionen vor rund
100 Jahren bekannt. Sie waren relativ schwach. Ein gro-
Ber Impuls kam durch die 1928 erstmals publizierte
Chemilumineszenz des 3-Aminophthalhydrazids

N\ ~c~NH
Ii
(0]
Luminol

das bei der Oxydation in wifrig-alkalischer Losung, be-
sonders in Gegenwart bestimmter Katalysatoren vom
Metallkomplextyp, eine helle blauviolette Leuchter-
scheinung gab und daher auch den Namen Luminol
erhielt. So hell das Licht aus diesem Versuch erscheint,
so relativ wenig wirksam ist die Reaktion doch: sie lie-
fert nur eine Quantenausbeute von etwa 1%, d.h. von
100 umgesetzten Luminolmolekiilen kommt nur eines
zur Lichtemission.

Obwohl sogleich nach der Entdeckung des Luminols
eine duflerst intensive Forschungsarbeit in verschiedenen
Arbeitskreisen einsetzte, gelang es dennoch lange nicht,
Hydrazide zu synthetisieren, die das Luminol auch nur
erreichten, geschweige denn iibertrafen. Bis in die Zeit
nach dem Zweiten Weltkrieg waren zudem die quantita-
tiven Daten auf diesem Gebiet nur sehr spirlich, vor
allem mangels geeigneter Me3vorrichtungen.

Immerhin stellte insbesondere der Englinder H. D. K.
DREW mit seinen Mitarbeitern auf der Grundlage einer
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groflen Zahl substituierter Phthalhydrazide zwei Grund-
regeln beziiglich des Zusammenhangs zwischen Konsti-
tution und Chemilumineszenz dieser Kérperklasse (zu der
das Luminol ja gehort) auf:

1. Die Steigerung ihrer Chemilumineszenzfihigkeit geht
parallel mit dem Elektronendonatoreffekt der Sub-
stituenten: die Aminophthalhydrazide leuchten
starker als die Hydroxyphthalhydrazide, diese wie-
der stirker als die Methoxyphthalhydrazide usw.

2. Ein Substituent in der 3-Stellung des Phthalhydra-
zidsystems wirkt sich jeweils stirker aus als einer in
der 4-Stellung (vgl. hierzu?).

3
>\, -CO0
4@ \ITH Reihenfolge SPRUIT-VAN
S CO/NH DER BURG 1950
6
3-Amino-(Luminol) 1 100
3-Methylamino- 2 60
3,6-Di-acetamido- 3
3-Hydroxy- 4 20
3-Hydrazino- S
3-Acetamido- 1 1
4-Amino- 8 4
3,6-Dichlor- 9
3-Chlor- 10
4-Acetamido- 11
3,6-Di-amino- 12
3-Benzamido- 13
3-Hydrazin-sulfonat 14 0,1
Phthalsiure-hydrazid 15 0,02
4,5-Di-amino- 16
3-Nitro- 17 0,01
4,5-Dichlor- 18
4-Nitro- 19

Abb. 2. Relative Chemilumineszenz-Intensititen verschiedener
Phthalhydrazide (nach H. K.D.DRrew und Mitarbeiter, J. Chem. Soc.
[London] 1937, 586)

Dies zeigt sich besonders deutlich beim Vergleich von 3-
und 4-Amino-phthalhydrazid: letzteres leuchtet eine
GréBenordnung schwicher als Luminol. Diese von DREw
aufgestellte und spéter von anderen Autoren bestitigte
Reihe weist gewisse Probleme auf: so ist in der Tabelle
das Phthalhydrazid selbst als chemilumineszierend auf-
gefiihrt, jedoch ist dieses Leuchten mit groter Wahr-
scheinlichkeit ebenso auf gewisse Verunreinigungen zu-
riickzufiihren wie das Leuchten des ebenfalls aufgefiihr-
ten Nitro-phthalhydrazids: neuere Untersuchungen be-
sonders hinsichtlich des Mechanismus der Luminol-
Reaktion zeigten nimlich, dafl ganz reines Phthalhydra-
zid gar nicht leuchten kann: das leuchtende Teilchen ist
nach heutiger Kenntnis das jeweilige Di-anion der be-
treffenden Phthalséure:

4 H.D.K.DRew und F.H.PEARMAN, J. Chem. Soc. (London) 1937,
1841.
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Letzteres muf also im Sichtbaren fluoreszieren kénnen —
und das ist beim Phthalsiure-dianion nicht der Fall.
Wenn also bei der Oxydation von Phthalhydrazid Licht
zu sehen ist, dann kann dies nur durch Energietransfer
vom angeregten Phthalat-Dianion auf im Reaktions-
gemisch anwesende, im Sichtbaren fluoreszierende
Fremdmolekiile herriihren:

A~_€0° 1* N0
T e L e
N 002 N 009

Angeregtes Fluoreszenz- Durch Energie-
Phthalatdianion  fihige Substanz transfer angeregte
fluoreszenzfihige
Substanz

Bei nicht ganz frischen Phthalhydrazidpriparaten
konnten dies kleine Mengen von Hydroxy-phthalhydra-
zid sein, das sich durch Luftoxydation gebildet hat. E. H.
WHITE und Mitarbeiter® fanden kiirzlich, dal in nicht-
wiillrigem Milieu (z.B. Dimethylsulfoxid/tert. Butylat/
Sauerstoff) beim Phthalhydrazid eine griinliche Chemi-
lumineszenz dadurch auftritt, dal Energietransfer auf
das in diesem Milieu fluoreszenzfihige Anion des Phthal-
hydrazids erfolgt. Das in der Tabelle aufgefiihrte Nitro-
phthalhydrazid ergibt sehr wahrscheinlich deshalb eine
schwache Chemilumineszenz, weil sich durch Reduk-
tionsvorginge wihrend der Einwirkung von H,0, kleine
Mengen Aminophthalsidurederivat bilden.

Die Rolle der Substituenten bei der Chemilumineszenz
der subst. Phthalhydrazide besteht nach heutiger Kennt-
nis wohl im wesentlichen in der Beeinflussung der Fluo-
reszenz: Elektronendonatoren verschieben die Emission
nach lﬁngeren Wellen; systematische neuere Unter-
suchungen stehen allerdings hier noch aus. Man kann
dies aber wenigstens angedeutet sehen in Tabelle 1.

Wie ersichtlich, liegt die Emission beim Methoxy-Deri-
vat bei 430 nm, beim Hydroxy-Derivat bei 512, bei den
Dialkylaminoderivaten bei 515 nm. Im gleichen Sinne,
wenn auch in anderem Verhiltnis, nimmt die Lichtaus-
beute zu. Es muB allerdings darauf hingewiesen werden,
daB in den wiBrig-alkalischen Losungen in Gegenwart
von Himin noch weitere Faktoren von Einfluf} sind.
Zudem war die Reindarstellung der Dicarbonséduren bis-
her noch nicht moglich. Diese Dicarbonsiuren sind aber
gerade fiir eine genaue Bestimmung der Fluoreszenz-
quantenausbeuten unentbehrlich.

5 E.H.Wnirg, D.F.RosweLL und O. C.ZAF1rIoU, J. Org. Chem. 34
(1969) 2462.
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Tabelle 1. Fluoreszenz und Chemilumineszenz von 7-substitu-
ierten Naphthalin-dicarbonséure-(1.2)-hydraziden (XV-XIX)
und von 8-Amino-naphthalin- dicarbonséure - (2.3) - hydrazid

XXIII
( a) -

OC/N\I‘\IH

R~ /\ _CO
e

XV-XIX

(nach K.-D.GuNDERMANN, W. HorsTMANN und G.BERGMANN, Lie-
bigs Ann. Chem. 684 [1964] 127)

Nr. R Fluores- Chemilu- UV-Absorption
zenz mineszenz
[nm] [nm] [nm]
XVIII N(CH,;), A® 529 514 410 331 274
Bb 515 360 260
XIXd N(C,H;), A 529 410 331 274
B 516 514-518 360 260
Ce 514 360 260
XVII NH, A 513 483 384 260
B 485 349 243
XVl OH A 537 512 402 323 264
B 513 373 251
XV OCH; A 527 371 250
B 521 417 415-420 337 235
C 521 417 337 235
XXIIla 8NH, A 556 504 362 264
504 270

a A = Losung des Hydrazids (1 - 10~3 Mol/Liter in 0,2 n NaOH).

b B — Losung wie bei A nach Abklingen der durch Zusatz von H,0,
und Himin bewirkten Chemilumineszenz.

¢ C = Dinatriumsalz der dem Hydrazid entsprechenden 7-substi-
tuierten Naphthalin-dicarbonsdure-(1.2) (1 - 10~ Mol/Liter
in 0,2 n NaOH).

d Die Verbindungen XX und XXI zeigen dieselbe Lage der Maxima,

¢ Schwaches Nebenmaximum.

Wir habenseinerzeit die Untersuchungen an zyklischen
Diacylhydraziden mit den jeweiligen Dialkylamino-
Derivaten begonnen$. Dialkylaminogruppen sind starke
Elektronendonatorgruppen, und daher sollte z.B.
3-Dimethylamino-phthalhydrazid eine stirkere Chemi-
lumineszenz geben als das Luminol. Dies ist nicht der
Fall, sondern im Gegenteil: werden die beiden Wasser-
stoffatome der Aminogruppe des Luminols nacheinander
durch Methylgruppen substituiert, so nimmt die Chemi-
lumineszenz drastisch ab: 3-Dimethylamino-phthal-
hydrazid gibt nur etwa 2% der Lichtausbeute des Lumi-
nols. Dies liegt an sterischer Resonanzhinderung; die
Fluoreszenz der Hydrazide verhilt sich genauso. Die
Dialkylaminogruppe vermag sich infolge sterischer Be-
hinderung durch die benachbarte Carbonylgruppe nicht
koplanar zum System einzustellen. Dies gilt natiirlich
auch fiir das entsprechende Dicarboxylat-Anion.

DaB eine sterisch nicht behinderte Dialkylaminogrup-
pe einen sehr ausgeprigt chemilumineszenzférdernden
Effekt besitzt, zeigt die Tatsache, daf das nur etwa 10%
der Lichtmenge des Luminols liefernde 4-Aminophthal-
hydrazid durch Methylierung bzw. Athylierung an der

6 K.-D.GunDERMANN und M.DRAWERT, Chem. Ber. 95 (1962) 2018,
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Solche Elektroneniiberginge finden z.B. bei den in
neuerer Zeit durch HERCULES!® und anderel® intensiv
studierten Radikalionen-Chemilumineszenzreaktionen
statt: die Kaliumverbindung des ppA* enthilt ein Radi-
kalanion, das Dichlorderivat ein potentielles Radikal-
kation. Die Leuchtreaktion kommt dadurch zustande,
dafl vom Anion ein Elektron auf ein antibindendes Orbi-
tal des « Kations» iibertragen wird ; bei seiner Riickkehr
in den Grundzustand erfolgt Chemilumineszenz.

NO, o NO,

O X a \ H 02
C—0 —NO, ——*
l \ / Base

_c—o/  N-no,

A

c—0

[ | +2H0/ )-No,;
_C—0 \.

Dioxetan-
o’ \F/ dion-(1.2)
NO,
Energietransfer
e
(|: ? Rllbl’e“ 0= C o* — 2 CO, + Rubren*
O/C o) 0= C—O

Bei den anfangs ebenfalls erwidhnten aktiven Oxal-
sdureestern wird als Zwischenprodukt Dioxetandion an-
genommen; sein Simultanzerfall miifite bei Geltung der
Woodward-Hoffmann-Regel ein angeregtes Molekiil CO,
und eines im Grundzustand liefern. Dieses einfachste
Dioxetanderivat ist nach McCAPRA? nur ein Prototyp
fiir kompliziertere Dioxetanderivate, wie sie nach heuti-
ger Kenntnis bei vielen Chemi- und Biolumineszenz-
reaktionen angenommen werden als die Zwischenstufe,
deren Zerfall die elektronische Energie liefert:

* 9,10-Diphenylanthracen.
18 D.M.HERCULES, Science 145 (1964) 808; s. auch 1, S, 120 ff.

19 E.A.CeaNDROss und F.I.SoNNTAG, J. Amer. Chem. Soc. 88 (1966)
1089.

20 F,McCaprA, Chem. Commun. 1968, 155.
21 T,A.Hopkins, H.H.SELIGER, E.H. WHITE und M.W.Cass, J.
Amer. Chem. Soc. 89 (1967) 7148.
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Als Beispiel hierfiir sei nochmals das Photinus-Luciferin
in dieser Hinsicht betrachtet2!, Wenn es wirklich den
Simultanzerfall des Rauhutschen Peroxids gibt, so muf}-
te man unter Umstinden ebenfalls theoretisch voraus-
sagen kénnen, ob auf Grund der Woodward-Hoffmann-
Regel der Symmetrieerhaltung tatsichlich angeregte
Orbitale zu erwarten sind.

Aber beim Luminol ist man sich noch keineswegs dar-
ither einig, welcher Anregungsschritt nun wirklich der
entscheidende ist: Ubereinstimmung scheint bei den
meisten Autoren dariiber zu herrschen, dal in der Tat
Diazachinonderivate als Zwischenstufen vorkommen.

Wenn zum Schlufl noch ein Ausblick gegeben werden
soll, was ein besonders interessantes Problem auf dem
Chemilumineszenzgebiet sei, so ist es dies: wir sahen, daf3
in wiflrigen Systemen bisher nicht-enzymatisch kataly-
sierte Reaktionen mit viel geringeren Quantenausbeuten
ablaufen als die Biolumineszenzreaktionen, die ja enzy-
matisch katalysiert sind. In den aprotischen Systemen
Oxalate/ Phthalsiureester liegt gerade etwa der «Mittel-
bereich» zwischen diesen Extremen. Offensichtlich
kommt es sehr auf die durch die Proteinbindung konfor-
mativ gegebene Orientierung der anzuregenden und an-
geregten Molekiile an. Wir haben jetzt das Studium von
an Makromolekiile gebundenen chemilumineszenzfihi-
gen Gruppen begonnen.





