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The mean square displacement (x 2) from the theoretical lattice point, obtained from X-ray structure 
data for myoglobin crystals, is compared with the corresponding value, (x2)T, measured by M6ssbauer 
experiments on the iron in myoglobin crystals. (x2)T depends only on the vibrations of the lattice. The 
value (x2), however, which is obtained from X-ray data contains a contribution due to lattice faults 
in addition to the contribution due to vibrations. (x 2 ) -  (x2)r = (x2)s is then the contribution due to 
lattice faults alone. The experimental values are (x 2) = 13.2 x 10 -2/~z and (x2)r= 8-6 x 10 -2/~2 giving 
(x2)s = 4-6 x 10 -2/~2. The same comparison was made for K3[Fe(CN)6] and for heroine. Here (x 2) was 
roughly equal to (x2)T. In addition the temperature dependence of (xZ)~ , was measured for myoglobin 
crystals. A new procedure is described for the substitution of the isotope 57 Fe required for M6ssbauer 
measurements for the natural iron in myoglobin. 

1. Einfiihrung 

Der physikalisch wesentliche Bestandteil des Debye- 
Waller Faktors ist die mittlere quadratische Auslen- 
kung (x  z) des streuenden Teilchens von seiner Nor- 
mallage im Gitter. (x 2) hat in einem Kristall zwei un- 
abh/ingige Anteile. Zum einen sitzt infolge von Feh- 
lern in Kristallbau das streuende Teilchen nicht genau 
an seinem Gitterplatz. Die mittlere quadratische Ab- 
weichung von diesem Platz betr/igt (xZ)s. Zum ande- 
ren entfernt sich das streuende Teilchen infolge der 
Temperaturschwingungen im Kristall aus seiner Ruhe- 
lage. Die mittlere quadratische Auslenkung durch die- 
sen Prozess betr/igt (X2)T. Wir nennen den Anteil des 
Debye-Waller Faktors, der durch den statischen Aus- 
druck (X2)s bestimmt wird, den Kristallgitterfehleran- 
teil, den Anteil, der durch (X2)r bestimmt wird, den 
Schwingungsanteil. Bei der R6ntgenstreuung wird das 
R~Sntgenquant in der Zeit yon ungef/ihr 10 -14 bis 
10 -15 sec* gestreut. Eine Gitterschwingung dauert 
etwa 10 - i t  bis 10 -12 sec.l" Der Streuprozess ist also 
schnell im Verh/iltnis zur Schwingungszeit. Auch der 
Schwingungsanteil ist daher quasistatisch. Die beiden 
Anteile sind ununterscheidbar und addieren sich in 
erster N/iherung. Bei der M/Sssbauerstreuung dauert der 
Streuprozess im Fall von 57Fe etwa 10 -7 sec  (Muir, 
Andor & Coogan, 1966). Das Eisenatom schwingt also 

* Diesen Wert erh/ilt man  aus der Energiebreite einer 
charakt .  R6ntgenlinie nach C o m p t o n  & Allison (1935). 

t Dies entspricht  der Grenzfrequenz im Debye Modell.  Es 
k o m m t  hier nu t  auf  die Grbssenordnung  an. 

viele Male im Gitter hin und her, bis das absorbierte 
Quant reemittiert wird.:~ Daher 1/isst sich hier der De- 
bye-Waller Faktor in einen Absorptionsfaktor und 
einen Emissionsfaktor zerlegen. Der Absorptionsfak- 
tor 1/isst sich z.B. f/Jr Eisen in einem Transmissionsex- 
periment bestimmen. Er h/ingt in guter N/iherung nur 
vom Schwingungsanteil ab. RiSntgenstrukturdaten lie- 
fern dagegen immer die Summe aus Kristallgitterfeh- 
leranteil und Schwingungsanteil. Zum Vergleich der 
beiden Anteile wurden die R~Sntgendaten ffir Myoglo- 
bin von Watson verwendet. M/Sssbauertransmissions- 
experimente wurden an Absorbern, die aus zahlreichen 
kleinen Myoglobinkristallen bestanden, durchgeffihrt. 
Gemessen wurde dabei der Debye-Waller Faktor des 
Eisens im Myoglobin. 

2. Theorie 

Eine Ableitung der Debye-Waller Faktoren ftir 
schnelle und langsame Streuprozesse findet man bei 
Trammell (1962) und M~Sssbauer & Sharp (1964). Wir 
entnehmen der Literatur folgende Formeln: langsame 
Streuung (Amplitudenfaktor) 

f~s  = exp [-- ½<(ksr) 2 + (kor) 2> (1) 

schnelle Streuung (Amplitudenfaktor) 

f } =  exp [ -½([(ks-ko)r]  z) (2) 

:~ Dies ist eine anschauliche Deutung.  Physikalisch wesent- 
lich ist die Tatsache der Resonanzstreuung.  
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ffir elastische Streuung gilt: 

[kxl = Ikol = k .  

k=2n/2:  Wellenvektor des R~Sntgen- oder 7-Quants. 
Der Index 0 bzw. f bedeutet: 'vor' bzw. 'nach' dem 
Streuprozess. 

Bei langsamer elastischer Streuung ist der Vektor r 
jeweils dem Vektor k s bzw. ko parallel. Wir erhalten 
aus (1) 

f~s  = exp [-k2(xZ)] (3) 

mit [r[ = x. 
Der Debye-Waller FaktorfM,, der bei einem MSss- 

bauerexperiment gemessen wird, ist im Wirkungsquer- 
schnitt ffir Absorption, at ,  enthalten. Dieser ist durch 
das optische Theorem mit der Streuamplitude in Vor- 
w/irtsrichtung f (0=0) und damit mit f~s  korreliert 
durch den Ausdruck: 

ar=CfM,= . . . .  4n I m f ( 0 = 0 ) =  4n Im(C'f~s).  (4) 
k 

Damit ergibt sich: 

fM, = exp [-kZ(xZ)r]. (5) 

Der Index T an (x 2) soll bedeuten, dass es sich hier 
nur um den Schwingungsanteil handelt, denn die Ab- 
sorptionswahrscheinlichkeit ffir ein ~,-Quant im Kern 
ist vom Schwingungszustand des Atoms im Kristall 
abh/ingig. Ableitungen dieses rfickstossfreien Anteiles 
findet man z.B. bei Trammell (1962), MiSssbauer, 
Sharp (1964), Wegener (1965) und Goldanskii & Her- 
ber (1968). (,xZ)r ist ein Mass fiir die reziproke Bin- 
dungsst/irke des absorbierenden S7Fe Atoms an das 
Gitter. Im Falle des Myoglobinkristalls kann man 
diese Bindung in drei Teile aufspalten und zwar: Bin- 
dung des Eisens an die H/imingruppe, Bindung der 
H/imingruppe im Gesamtmolekfil und Bindung des 
Molektils im Kristallgitter. Sollte sich die Gesamt- 
bindung des Eisens durch eine statische Auslenkung 
des Molekfils yon seinem regul/iren Gitterplatz mess- 
bar ver~.ndern, wfirde sich ein Einfluss des Gitterst6- 
rungsanteiles (xZ)s auf den Schwingungsanteil (x2)r 
des Debye-Waller Faktors ergeben, da dadurch das 
gesamte Schwingungsspektrum ver/indert wfirde. Die- 
ser Effekt dfirfte jedoch im Myoglobinkristall wenig 
ausgepr/igt sein under  wird in der vorliegenden Arbeit 
vernachl/issigt. 

Wir formen nun Formel (2) um. Dabei sei x die Aus- 
lenkung in Richtung k f - k 0  und 0 der Winkel yon ko 
mit der rettektierenden Netzebene (Bragg Winkel). Wir 
erhalten dann mit [ko-kf[ = 2 k sin 0: 

f:~= exp [ - 2 k  z sin20 (x2)] =exp [-8nZ(x 2) ('*2 0)2] " 

(6) 

Der Ausdruck 8ha(x2} wird in der R~Sntgenstruktur- 
forschung oft mit B bezeichnet. Es ist der isotrope 
Temperaturfaktor. In genaueren RiSntgenstrukturar- 

beiten wird meist der anisotrope Temperaturfaktor an- 
gegeben (vergleiche z.B. Cruickshank, 1956). Um mit 
den MiSssbauerexperimenten vergleichen zu k~Snnen, 
wird durch Mittelung der Daten wieder ein isotroper 
Temperaturfaktor gebildet. Wie bereits in der Ein- 
ffihrung erw/ihnt, ist der R/Sntgenstreuprozess ein 
schneller Vorgang. Unterscheidung zwischen (x2)r 
und (X2)s ist daher nicht m/Sglich. Ftir die Reduktion 
der in einen Braggreflex gestreuten Intensit/it, die durch 
das Quadrat von f~ beschrieben wird, ist nur der Ab- 
stand des streuenden Atoms yon der reflektierenden 
Ebene massgeblich. Sein mittleres Quadrat wird ge- 
geben durch: 

(x2)= (xZ>r + (xZ)s . (7) 

Ein etwa mtiglicher Interferenzterm (xr • Xs) ist dabei 
vernachl/issigt. 

3. Herstellung des Myoglobinabsorbes fill" das 
MSssbauerexperiment 

Um den Vergleich der M~Sssbauerdaten mit den RiSnt- 
gendaten sinnvoll durchzuffihren, muss der M6ssbau- 
erabsorber aus kleinen Myoglobinkristallen bestehen, 
die sich in derselben L6sung befinden, wie der Einkri- 
stall bei der RSntgenstrukturbestimmung. Um zu einer 
vernfinftigen Messzeit zu gelangen, muss tiberdies das 
Eisen des Myoglobins gegen das Eisenisotop S~Fe aus- 
getauscht werden. Dies kann nur erreicht werden, wenn 
das in einer hydrophoben Tasche des Myoglobins ge- 
bundene H/imin mit einem organischen Lt~sungsmittel 
extrahiert und an seiner Stelle ein STFe haltiges H/imin 
eingebaut wird. Die Trennung yon Met-Myoglobin in 
Globin und H/imin gelang bisher nur in Aceton-Salz- 
s/iure L/Ssung (Theorell & Akeson) oder durch Extrak- 
tion einer wfissrigen Met-Myoglobin L~sung mit 
Athylmethylketon bei pH 10 (Teale, 1959). Beide Me- 
thoden bewirkten eine teilweise Denaturierung des 
Globins (Breslow, 1964), wodurch eine Kristallisation 
des mit S7Fe H/imin rekombinierten Myoglobins ver- 
hindert wird. Diese Nachteile k/Snnen vermieden wer- 
den, wenn das H/imin aus einer 1% Met-Myoglobin 
L/Ssung in 0,1 M Histidiniummonochlorid L/Ssung bei 
pH 5 mit Athylmethylketon extrahiert wird. Nach 
zweimaliger Extraktion verbleiben noch 10% des H/i- 
mins im Globin. Beim Vermischen von Globin und S7Fe 
H/imin in 0,1 M Histidiniummonochlorid L/Ssung yon 
pH 9 findet die Rekombination des Myoglobins statt. 
Vor der Kristallisation muss dieses Myoglobin durch 
dreimalige S/iulenchromatographie gereinigt werden, 
zuerst fiber Sephadex G25 in 0,1 M Natriumchlorid- 
16sung, dann fiber DEAE Cellulose in 0,005 M Na- 
triumphosphatl~Ssung bei pH 8,6. Zuletzt wurde das 
Myoglobin in 0,005 M Natriumphosphatl6sung bei 
pH 6,3 an CM Cellulose absorbiert und mit Hilfe eines 
Natriumchlorid Gradienten (0,001 M Natriumphos- 
phat pH 6,3 + 0,15 M Natriumchlorid) ausgewaschen. 
Einkristalle wurden aus einer 0,5%igen 57Fe L~Ssung 
in 3,8 M Ammosulfat yon pH 7 gezfichtet (Kendrew 
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& Parrish, 1956). Aus 2 g Pottwal Myoglobin konnten 
500 mg 57Fe Myoglobin Einkristalle gewonnen werden. 
Durch R6ntgenaufnahmen wurde deren vollst/indige 
Identit/it mit unausgetauschten Myoglobin Kristallen 
bewiesen. Die Herstellung von SVFe H~imin erfordert 
zuerst die Abspaltung des natfirlichen Eisens vom 
H/imin (Fischer & Pfitzer, 1926). Zur Rekombination 
des H/imins wird das so gewonnene Protoporphyrin in 
konzentrierter Essigs/iure (mit 2 % HC1) geltist (Fischer, 
Treibs & Zeile, 1930) und bei Siedehitze unter Luft- 
ausschluss mit einer /iquivalenten Menge yon Eisen 
57-II-Acetat in konzentrierter Essigs~iure versetzt. Das 
STFe H/imin wurde mit konzentrierter EssigsS, ure, Was- 
ser, ,~thanol und ,~lther gewaschen. Ein typischer Ab- 
sorber hatte einen Durchmesser yon 0,7 cm und ent- 
hielt 51,2 mg Pottwalmyoglobin, in dem 90% der 
H/imingruppen ersetzt waren durch mit 57Fe angerei- 
cherte H/imingruppen. Der Anreicherungsgrad dieser 
Gmppen mit 57Fe betrug etwa 90 %. 

4. Experimente und Auswertungsmethode 

M/Sssbauermessungen wurden an den Substanzen 
Ka[Fe(CN)6], M/iminchlorid, an Pottwal Myoglobin 
Kristallen in Mutterlauge bei Zimmertemperarur und 
an Myoglobin Kristallen bei verschiedenen Tempera- 
turen bis zu 4,2 °K herab durchgeffihrt. Mit Ausnahme 
der Myoglobin Kristalle enthielten alle Substanzen 
natfirliches Eisen. Ihre Pr~iparation wurde bereits im 
§ 3 beschrieben. Als Quelle wurde 57Co in Pt oder in 
Pd benutzt. Die Genauigkeit der Bestimmung yon 
Debye-Waller Faktoren mit Hilfe des M6ssbaueref- 
fekts wird stark durch die sogenannte Untergrunds- 
korrektur bestimmt. Es ist n6tig, genau zu wissen, 
welcher Prozentsatz der auf den Absorber auftreffen- 
den Strahlung wirklich rfickstossfrei emittierte Strah- 

lung der Quelle ist. Vor allem st6ren die K- oder 
L-R6ntgenlinien yon Fe, Pt bzw. Pd. Dies Problem 
wird bei Johnson & Dash (1968) und Nussbaum, 
Howard, Nees & Steen (1968) ausffihrlich behandelt. 
Bei allen Experimenten wurden zuerst die 14,4 keV 
Impulse, die aus einem 0,1 mm dicken NaJ-Z/ihler 
kamen, mit Hilfe eines Einkanal-Diskriminators so gut 
wie m/Sglich ausgeblendet. Dann wurde jeweils 5 Minu- 
ten lang die Z~hlrate im Fenster ohne Zusatzabsorber, 
mit einem Cu-Absorber, einem A1-Absorber und bei 
Pd-Quellen mit einem Nb-Absorber bestimmt. Mit 
Hilfe der leider nicht allzu genau bekannten Absorp- 
tionskoeffizienten dieser Materialien ffir die verschie- 
denen Energien der charakteristischen R/Sntgenlinien 
der Quelle kann man aus diesen Messungen den 14,4 
keV-Anteil der im Fenster Eingez/ihlten Strahlung be- 
stimmen. Den rfickstossfreien Anteil dieser Strahlung 
erh~ilt man dann mit Hilfe des f-Faktors, der der Lite- 
ratur entnommen wird (Nussbaum et al., 1968). Man 
findet dort die Werte: 

f(Pt, 295 °K) = 0,723 + 0,004 und f (Pd, 295 °K) 
=0,661 + 0,003. 

Bei allen Materialien wurden mehrere Messungen an 
Absorbern verschiedener Dicke durchgeffihrt, die im 
Rahmen der Fehlergrenze dasselbe Resultat ergaben. 
Angeffihrt werden im folgenden jeweils die Mittel- 
werte aus diesen Messungen. Die aufgenommenen 
M/Sssbauerspektren wurden mit Lorentzlinien gefittet. 
Dies geschah auch bei den Tieftemperatur-Myoglobin- 
Spektren, bei denen die Lorentzkurve nur noch eine 
Einhtillende von verschiedenen nichtaufgel~Ssten Linien 
ist.* 

Die entsprechenden Werte sind in Tabelle 1 mit 

* Teilweises Einfrieren der Spin Gitter Relaxation. 

K3Fe(CN)6 

H/iminchlorid 

Tabelle 1. Vergleich yon M6ssbauerexperimenten mit R6ntgendaten 

M 6ssbauereffekt R6ntgenda ten  
f~t '  (x2>T BT (x2> B Literatur 

(A2) (A2) (A 2) 
0,20 3,02 × 10 -2 2,4 2,84 × 10 -2 2,24 Figgis, Gerloch 

& Mason (1969) 
0,10 4,31 × 10 -2 3,4 5,13 × 10 -2 4.05 Koenig (1965) 

Myoglobin c a .  0,2 3,0 × 10 -2 2,4 
(lyophilisiert) 

Myoglobin  
(Kristalle) bei 
Tempera tur :  
Zi 0,01 8,6 × 10 -2 6,8 
251 °K 0,12 4,0 × 10 -2 3,1 
228°K 0,25 2,6 x 10 -2 2,05 
185°K 0,38 1,8 x 10 -2 1,43 
162°K * 0,39 1,77 x 10 -2 1,4 
135°K * 0,37 
110 °K* 0,32 

86°K * 0,31 
4 ,2°K 0,79 4,4 x 10 -3 0,35 

13,2 x 10 -2 10,42 Watson (1970) 

* Bei diesen Temprea turen  trat starke Linienverbreitung auf. Die Werte sind nur  bedingt interpretierbar. Die Messgenauigkeit  
der iJbrigen f~r'-Werte betr~igt etwa 10 %. 

A C 27A - 5* 
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einem Stern versehen. Sie werden nicht weiter disku- 
tiert. Bei 4,2°K ist die Relaxation praktisch eingefro- 
ren und das Spektrum ist gut aufgel/Sst. Ffir die Be- 
rechnung des Debye-Waller Faktors wurde jeweils die 
best aufgel/Sste Linie verwendet und der Wirkungsquer- 
schnitt f/Jr Resonanzabsorption entsprechend des Fl~i- 
chenanteils dieser Linie an der Gesamtfl~iche des Spek- 
trums korrigiert. 

Wir ben/jtzen im wesentlichen die Formeln von He- 
berle & Franco (1968a). Diese gestatten im Gegensatz 
zu allen anderen Verfahren eine Berechnung f/Jr den 
Fall, dass die Linienbreite der Quelle und des Absor- 
bers unterschiedlich gross ist. Als Eingabedaten wer- 
den ein gesch~itzterfM,-Faktor, die beobachtete Linien- 
breite F~xp, der gemessene, untergrundkorrigierte Ef- 
fekt ~lexp=(Ioo-Io)/Ioo, sowie Linienbreite Fs und 
f-Faktoren der Quelle verwendet. Ioo ist dabei die Z~ihl- 
rate, die bei v/511iger Zerst/Srung der Kernresonanz ge- 
messen wird, I0 die Z/ihlrate in Resonanz. Aus Fexp- Fs 
wird zuerst FA gebildet und der Resonanzabsorptions- 
querschnitt mit dem Faktor F/FA korrigiert. (F: nattir- 
lithe Linienbreite). Dann wird der Effekt 1,/nach He- 
berle et al. (1968a) berechnet, wobei bis zur 6. N/ihe- 
rung in der hier definierten Gr/Ssse Q gerechnet wird. 
Dieser Effekt wird mit dem gemessenen verglichen und 
durch systematische Iteration des gesch~itzten f~t-Fak- 
tors an den gemessenen angeglichen. Nun wird mit 
diesem Wert nach Heberle & Franco (1968b) die Li- 
nienbreite FAb berechnet, die im allgemeinen (dicke 
Absorber) mit der bisher verwendeten Breite FA nicht 
/jbereinstimmt. Fa wird ver~indert und damit der Re- 
sonanzabsorptionsquerschnitt. Ein neuer Faktor f ~  
wird berechnet. Das Iterationsverfahren ist abgeschlos- 
sen, wenn ein f~-Wert  gefunden ist, mit dem gemes- 
sener Effekt gleich berechneter Effekt ist und gleich- 
zeit ig/- 'exp = Fs + FAb. 

5. Ergebnisse und Diskussion 

Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 zusammengestellt. 
Zum Vergleich sind die R/Sntgendaten aus der Litera- 
tur daneben gesetzt. 

F/Jr K3[Fe(CN)6] und H~iminchlorid stimmen die 
(x2)-Werte aus Mtissbauermessungen und Rtintgen- 
daten einigermassen tiberein. Die Abweichung bei 
K3[Fe(CN)6] kann eventuell auch durch Ungenauigkei- 
ten der R/Sntgendaten infolge der Verwendung einer 
ziemlich beschr/inkten Anzahl yon Reflexen hervorge- 
rufen werden. Dagegen sollte die Tatsache, dass die 
M/Sssbauermessungen und Rtintgenmessungen nicht 
an Kristallen desselben Kristallisationsansatzes durch- 
geffihrt wurden, keinen Einfluss haben. Dies zeigen 
R~Sntgenstmkturbestimmungen an Substanzen, die yon 
verschiedenen Autoren untersucht wurden. Die Ge- 
nauigkeit des Vergleiches wird auch durch den bei 
Rtintgenmessungen nicht abtrennbaren Anteil der in- 
elastisch in einen Reflex gestreuten Intensit/it etwas be- 
eintrfichtigt. In guter N/iherung 1/isst die vorliegende 
Messung jedoch den Schluss zu, dass bei Ka[Fe(CN)o] 

und Hfiminchlorid der entscheidende Anteil von (x z) 
der Schwingungsanteil ist. Der Fehlordnungsanteil 
spielt demgegenfiber zumindest bei Zimmertemperatur 
eine untergeordnete Rolle. Myoglobinkristalle zeigen 
jedoch ein anderes Verhalten. Der B-Faktor, der sich 
aus R/Sntgenmessungen ergibt, liegt deutlich h/Sher, als 
der B-Faktor der M6ssbauermessungen. Aus Formel 
(7) ergibt sich ein Kristallgitterfehleranteil yon (XZ)s 
= 4,6 x 10- z fi2. Das entspricht einem Wert Bs = 3,6 A 2. 
Diese Separierung der Anteile von (x 2) setzt voraus, 
dass der B-Wert des Fe in Myoglobin nicht allzusehr 
von dem mittleren B-Wert des gesamten Molek/jls ver- 
schieden ist. Inwieweit diese N~iherung zul~ssig ist, 
wird im folgenden noch diskutiert. 

In Tabelle 1 ist der Temperaturverlauf des Debye- 
Waller Faktors von Myoglobin aus Mtissbauermes- 
sungen angegeben. Man sieht, dass (x 2) mit der Tem- 
peratur abnimmt. Der Temperaturverlauf zeigt ab 
162°K kein kontinuierliches Verhalten. Eine genauere 
Analyse dieses Verlaufs wird in der vorliegenden Ar- 
beit nicht unternommen. Es sei nur darauf hingewie- 
sen, dass es sich zwischen 135°K und 86°K, wo der 
f~-Faktor  vNlig unsystematisch verl~iuft um das Ge- 
biet handelt, wo infolge von Relaxationseffekten das 
M~Sssbauerspektrum eine sehr un/jbersichtliche Linien- 
struktur zeigte. Auch der l]bergang in eine andere kri- 
stallographische Phase in diesem Temperaturbereich 
kann nicht ausgeschlossen werden. Ein Vergleich der 
Br-Werte yon K3[Fe(CN)6], H~minchlorid und Myo- 
globinkristallen zeigt, dass die Bindungsst/irke in Myo- 
globin deutlich kleiner ist. Dies ist schwer einzusehen, 
wenn man annimmt, dass der ftir die Schwingung des 
Eisens im Myoglobin wesentliche Anteil von der Bin- 
dung des Eisens bzw. der HS.mingruppe an das Rest- 
molektil herkommt. Die Br-Werte von Myoglobin soll- 
ten dann den Werten, die for ionische bzw. kovalente 
Bindung charakteristisch sind, wesentlich n~iher kom- 
men, das heisst sie sollten niedriger sein. Man kann 
jedoch zur Deutung der Mtissbauereffekt-Messungen 
folgendes Modell annehmen: Wesentlich f/Jr den 
Br-Wert von Fe in Myoglobin sind die Schwingungen 
der gesamten Molek/ile gegeneinander. Die Ursache 
daffir ist die schwache Bindung der Molekfile im Kri- 
stallgitter. Diese Bindung ist nur sehr ungenau be- 
kannt. Sie wird an den wenigen Ber/jhrungspunkten 
der Molek/jle durch vom L6sungsmittel abgeschirmte 
ionische Br/jcken und H-Brticken gebildet. Van der 
Waals KrS.fte spielen wegen des im Durchschnitt 
grossen Abstandes der Molektile voneinander nur eine 
untergeordnete Rolle. Dieses Modell erkl~rt auch den 
im Vergleich zu Myoglobinkristallen wesentlich gerin- 
geren Br-Wert von gefriergetrocknetem Myoglobin. 
Hier r/jcken in Folge des Wasserentzugs die Molek/jle 
nfiher zusammen und die van der Waals Bindungen 
werden wesentlich stS.rker. Die Bindung der Molek/jle 
aneinander steigt. Auch ein anderer Effekt ktinnte einen 
Einfluss haben. Im Kristall ist die H-Br/jckenbindung 
zwischen den einzelnen Molekfilen wesentlich schw~i- 
cher, als in der trockenen Substanz, da das Wasser sich 
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den Aminos/iuren ebenfalls zur H-Bindung anbietet. 
Die Annahme von H-Brficken im Kristall fiber zahl- 
reiche Wassermolekfile hinweg, erscheint wegen der 
Austauschbarkeit des L6sungsmittels nicht zulfissig. 
Die absoluten Werte von Br bei lyophilisierter Sub- 
stanz waren nicht streng reproduzierbar und h/ingen 
wahrscheinlich vonder Restfeuchtigkeit der Probe ab. 
Um den Unterschied des BT-Wertes von lyophilisierter 
Substanz und Kristall zu erkl/iren, k6nnte man aller- 
dings auch eine sterische Behinderung des Eisens im 
trockenen Material annehmen. Gerade ffir Myoglobin 
erscheint diese Deutung jedoch relativ unwahrschein- 
lich, da sich das H/imin in einer hydrophoben Tasche 
befindet und sich deshalb in der Umgebung des Eisens 
sowieso kein Wasser befindet (mit Ausnahme des einen 
Molekfils an der 6. Koordination). Eine starke Defor- 
mation der Struktur durch das Trocknen sollte daher 
an dieser Stelle nicht auftreten. Auch die Annahme, 
dass das gesamte Molektil sich beim Trocknen so de- 
formiert, dass das Fe sterisch behindert wird, erscheint 
nicht plausibel, da sich lyophilisiertes Myoglobin als 
nicht denaturiert erweist. Wir wollen nun die Fehler 
betrachten, die durch die verwendeten Rtintgendaten 
entstehen k6nnen. Die M6ssbauer- und die R6ntgen- 
messungen wurden an Kristallen aus verschiedenen 
Kristallisationsans/itzen durchgef/ihrt. Prinzipiell ist es 
daher m/Sglich, dass die Kristalle sich in ihren Gitter- 
fehlern unterscheiden. Dadurch w/irde auch (XZ)s mo- 
difiziert. Da die Kristallisationsmethode gleich war, 
dfirfte sich jedoch, zumindest in 1. N/iherung, kein Ein- 
fluss auf die thermischen Parameter ergeben. Der Ein- 
fluss der inelastisch in den Reflex gestreuten Strahlung 
wurde bereits erw/ihnt. Er vermindert die Gr6sse der 
B-Werte. Eine quantitative Absch/itzung erscheint nur 
schwer m~Sglich. 

Die Separierung des Schwingungsanteils und des 
Fehlordnungsanteils von (x  z) bleibt auch dann zul/is- 
sig, wenn neben den Schwingungen der Molek/ile ge- 
geneinar/der die Schwingungen der Atome im Molekfil 
wesentlich werden, die Schwingungsamplituden der 
Atome aber nicht allzu unterschiedlich sind. Kritisch 
wird der Vergleich, falls das Eisen ein v611ig anderes 
Schwingungsverhalten zeigt, als der Rest des Myoglo- 
binmolekfils. Wir betrachten den Fall, dass das bisher 
beschriebene Modell nicht gilt land der mittlere B-Wert 
von Myoglobin rich vom B-Wert des Fe im Myoglobin 
wesentlich unterscheidet. Es erscheint unwahrschein- 
lich, dass der B-Wert des Eisens gr6sser ist, als der des 
Myoglobins, da bei gleicher Bindung schwere Atome 

einen geringeren B-Wert haben, als leichte. Sollte dieser 
Fall jedoch vorliegen, so w/ire der thermische Anteil 
bei der M6ssbauermessung zu hoch bestimmt. Der 
Vergleich wfirde zu einem zu niedrigen statischen An- 
tell (XZ)s ffihren. Gr6sser erscheint jedoch die Wahr- 
scheinlichkeit, dass der B-Wert des Eisens kleiner ist, 
als der B-Wert des Gesamtmolekfils. In diesem Falle 
w/ire der richtige (X2)s-Wert kleiner, als der in der vor- 
liegenden Arbeit bestimmte. (x2)r w/ire dann gleich 
oder gr/Ssser als 8,6 x 10 -z A z. 

Zum Abschluss untersuchen wir die Frage, welche 
Auswirkung dieses Ergebnis auf eine etwaige Struktur- 
analyse .rnit gek/ihlten Proteinkristallen haben k/Snnte. 
In Tabelle 2 sind die R~Sntgen-Debye-Wallerfaktoren 
(als Amplitudenfaktoren) yon Myoglobinkristallen bei 
Zimmertemperatur ~nd bei 162°K nebeneinander ge- 
stellt. Zur Berechnung des Debye-Waller Faktors bei 
162 °K wurde der Schwingungsanteil gem/iss den M~Sss- 
bauerergebnissen reduziert, so dass sich ein B (162°K) 
= 5,0 A s ergibt. 

Bei Proteinen wird sich also eine Verringerung des 
B-Faktors durch Abkfihlung erst bei den hoch indi- 
zierten Reflexen bemerkbar machen. Wenn man an- 
nimmt, dass das Verhalten des Eisens repr~isentativ 
ffir das ganze Molekfil ist, erh/ilt man im Amplituden- 
faktor f/Jr den 38,0,0 Reflex einen Faktor 1,6 als Ge- 
winn. Dies entspricht einem 2,6-fachen Intensit/itsge- 
winn und einer entsprechenden Messzeitverkfirzung. 
Wesentlich wird dieser Gewinn aber erst bei sehr 
grosset Aufl6sung. Es wurde schon oft versucht, bei 
Protein eine Intensit/itsverbesserung durch Ktihlung zu 
erreichen. In der Regel wurde die Intensit/it jedoch 
schlechter bzw. blieb ht~chstens gleich. Dies scheint 
yon der Tatsache zu kommen, dass die Proteinkristalle 
beim Einfrieren stark gesch/idigt werden. Der Gewinn 
in BT wird durch ein stark vergr6ssertes Bs fiberkom- 
pensiert. 

Wir danken Herrn Prof. M~Sssbauer land Herrn Prof. 
Hoppe f/Jr die Unterstfitzung dieser Arbeit und ffir 
fruchtvolle Diskussionen. Besonders danken m~Schten 
wir auch Herrn Dr Huber ffir seine st/indige Diskus- 
sionsbereitschaft. 
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A Method for Determining Stresses in Single Crystals by X-ray Diffraction 
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A method for determining the stresses in single crystals similar to that generally used for polycrystalline 
samples is described. The method for single crystals is more complicated because of the need for accurate 
alignment and consideration of anisotropic elastic constants. Means for calculating and compensating 
for alignment errors are included. Stress values determined by this method are compared with those 
determined by other independent means. 

Introduction 

X-ray diffraction methods are widely used to determine 
stresses in polycrystalline solids. However, these meth- 
ods have been applied successfully to single crystals in 
only a few instances and then either necessitated the 
employment of special equipment or were limited to 
certain types of samples. Pseudo-Kossel patterns ob- 
tained by means of microfocus X-ray units have been 
used successfully by lmura (1954, 1957) and by Imura, 
Weissmann & Slade (1962), Ellis, Nanni, Shrier, 
Weissmann, Padawer & Hosokawa (1964) and Slade, 
Weissmann, Nakajima & Hirabayashi (1965), to deter- 
mine stresses in single-crystal samples. Stresses in a 
special type of specimen, a vapor-deposited metal film 
epitaxically grown on a sodium chloride monocrystal 
and still attached to it were measured by Freedman 
(1962). Newton (1964) used conventional X-ray equip- 
ment to measure stresses in individual crystals of a 
large-grained piece of aluminum. But as he neglected 
line shifts due to errors in alignment, his results were 
inconsistent. No general method for determining the 

* Presently associated with Speedway Laboratory, Union 
Carbide Corp. Indianapolis, Indiana 46224. 

stresses of single crystals using conventional X-ray 
equipment existed prior to this study. 

A procedure for determining the stresses from the 
shifts of X-ray diffraction lines of monocrystalline 
samples analogous to the widely used two-angle meth- 
od was developed in connection with a study of the 
origins of internal stresses in electrodeposits. This 
method which only requires certain modifications of 
the generally available types of X-ray units and a spe- 
cial specimen holder is described here and has been 
named the 'two-plane method'. 

The two-plane method differs from the two-angle 
method used for the determination of stresses in poly- 
crystalline samples and described in almost all 
diffraction textbooks in two ways. The two-plane 
method of single crystals requires the determination 
of the Bragg angle from a set of planes (hokolo) nearly 
parallel to the surface and from a second set of planes, 
(hlkJO inclined at a definite angle, ~. 

The two-plane method differs from Bond's technique 
for precision lattice determination of single crystals in 
that the Bragg angle of the inclined plane (h~klll) must 
also be determined. The alignment errors for Bond's 
method have been considered by Burke & Tomkeieff 
(1968). The evaluation of the alignment errors resulting 


