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1.2-Naphthochinon-3.6-disulfonsaures Kalium: Lange, goldgelbe Stibchen,
Ioslich in 8 TIn. kaltem Wasser.
K,CoH, 045, (394.4) Ber. $16.26 Gef. S16.29

1.2-Naphthochinon-4.6-disulfonsaures Kalium: Dicke, verwachsene, wahr-
scheinlich tetragonale Kristalle, loslich in 8 TIn. kaltem Wasser.
K;CioH,04S, (394.4) Ber. $16.26 Cef. S16.12

1.2-Naphthochinon-4.7-disulfonsaures Kalium: Goldgelbe feine Nadeln, 15s-
lich in 8 Tln. kaltem Wasser.
Anthracenchinon-(1.2)-sulfonsiaure-(4) nach L. F. Fieser'?),

79. Woltgang Langenbeck und Siegfried Fittkau: Organische
Katalysatoren XXXIII. Mitteil. *): Peroxydasewirkung verschiedener
Oxyhimoglobine

[Aus dem Chemischen Institut der Universitdt Halle]
" (Eingegangen am 3. Februar 1954)

Die Peroxydasewirkungen der Oxyhamoglobine von sieben ver-
schiedenen Tierarten wurden miteinander verglichen. Die Aktivi-
taten erwiesen sich als deutlich verschieden.

R. Willstdtter und A. Pollinger!) haben schon 1923 gefunden, da@} die
Oxyhdmoglobine des Pferdes, des Hundes, des Rindes und des Schweines sich
in ihrer Peroxydasewirkung deutlich unterscheiden. Die Aktivitdten ver-
halten sich wie 15.2:11.5:11.4:9.3. Die Hiamoglobine unterscheiden sich nur
in der Zusammensetzung und dem Bau der Globine?), sie liefern also ein
Beispiel fiir die Beeinflussung einer prosthetischen Gruppe (bzw. eines Cofer-
ments, des Protohdms) durch verschiedene Proteine. Damit wird eine Frage
berithrt, die augenblicklich im Mittelpunkt der Enzymforschung steht: Wie
kommt die Aktivierung der Cofermente durch die Apofermente zustande ?3)
Es schien uns deshalb interessant, die erwdhnten Versuche auf die Oxyhémo-
globine anderer Siugetiere auszudehnen.

Willstitter und Pollinger haben die eingesetzten Mengen der Oxyhédmo-
globine auf die Trockengewichte bezogen. Da aber die Globine nicht genau
die gleichen Molekulargewichte besitzen und die Himoglobine hartnickig
Wasser festhalten, war es zweckmafliger und genauer, Katalysatormengen von
gleichem Eisen- bzw. Hamgehalt zu vergleichen. Auch haben wir alle Mes-
sungen bei mehreren py-Werten (2.9, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0 und 6.0) ausgefiihrt,
so dafl immer die py-Optima der Wirkung verglichen werden konnten. Die

10) J. Amer. chem. Soc. 50, 469 [1928].
*) XXXII. Mitteil.: W. Langenbceck, H. Le Blanc u. B. Lukowczyk, Chem.
Ber. 87, 496 [1954], voranstehend.
1) Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 130, 281 [1923].
?) Vergl. dazu R. R. Porteru. F. Sangerin: F. J. W. Roughtonu. J. C. Kendrew,
»Haemoglobin“ (London 1949), S. 121.
3) Vergl. auch W. Langenbeck, Naturwissenschaften, 37, 44 [1950]; Z. elektrochem.
angew. physik. Chem. 54, 400 [1950]; Advances in Enzymol. 14, 180-190 [1953].
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Kurven der Abbild. 1 zeigen die peroxydatischen Aktivititen (mg Purpuro-
gallin nach 15 Min. bei 0°) der mehrfach umkristallisierten Oxyhiamoglobine
des Pferdes, des Rindes, der weilen Ratte, des Meerschweinchens, des Schwei-
nes, des Hundes und des Kaninchens in Abhingigkeit vom pg4). Die Mes-
sungen beziehen sich jeweils auf einen (iehalt der eingesetzten Oxyhémo-
globinmengen von 0.1 mg Hamin.

16 .
/ \
74 4 3\
_ ;
J' F'\
12 3 ‘,\
! X
I 0= A
’ *\o \
T \,
Sl Lt A
T ST T
X Ayl iy- N K
06 7 =R
~
S AR
]I J° 4/ \u“‘\o\ 7‘&-‘:
Ve od
02fig=2 -

A0 35 40 45 & 45 60
Py —
Abbild. 1. Aktivitits-py-Kurven verschiedener Oxyhdmoglobine (Ordinate: mg Purpuro-
gallin) —-—.—. Pferde-Oxy-Hb, —~—~—w~— Rinder-Oxy-Hb, o—o—o Ratten-Oxy-Hb,
a-a-a Meerschweinchen-Oxy-Hb, x-x—x Schweine-Oxy-Hb, — — — — Hunde-Oxy:Hb,
Kaninchen-Oxy-Hb

Man ersieht aus der Kurvenschar, daB die Oxyhémoglobine sich nicht nur
in den Aktivitdten, sondern auch in der Lage der py-Optima sehr deutlich
unterscheiden. Die Verhiltniszahlen von Willstitter und Pollinger konnten
auch unter den verfeinerten Bedingungen im wesentlichen bestiitigt werdents).
Neu und bemerkenswert ist die auffallend hohe Aktivitit des Meerschwein-
chen-Oxyhdmoglobins. Sie ist etwa dreimal so grofl wie die des Hunde-Oxy-
hémoglobins. Wir sehen in den Ergebnissen eine Bestiitigung unserer Theorie
der aktivierenden Gruppen?).

Abbild. 2 bringt einen Vergleich der Aktivititen von Pferde-Oxyhimo-
globin mit Hdamin, Pyridin-parahimatin und Imidazol-parahimatin®). Auf-

4) Dem pharmakologischen Institut der Univ. Halle, insbesondere Herrn Prof. Dr. F.
Holtz danken wir fiir die Uberlassung von Kleintierblut.

48) Willstitter und Pollinger. arbeiteten ohne Puffer, also in der Niahe des
Neutralpunktes.

3) W. Langenbeck, R. Hutschenreuter u. W. Rottig, Ber. dtsch. chem. Ges.
65, 1750 [1932].
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fallend ist besonders die starke Verschiebung des pg-Optimums durch das
Globin. Beim Imidazol-parahdmatin ist im untersuchten pg-Bereich das

Optimum noch nicht erreicht.
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Abbild. 2. Aktivitits-py-Kurven von Hamin, (—~.—-— )

Pyridin-parahimatin (----),
Imidazol-parahdmatin ( ) und Pferde-Oxyhamoglobin (-wses---:)

Abbild. 3 zeigt den Effekt des Umbkristallisierens auf die Aktivitat der
Oxyhdamoglobine des Hundes, Pferdes und Meerschweinchens. Man erkennt,
daB schon nach der zweiten Kristallisation die Aktivitdt fast konstant ist.
Eine Ausnahme macht nur das sehr leicht lsliche Schweine-Oxyhimoglobin

(8. u.).
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Abbild. 3. Aktivitit von Oxyhamoglobinen —-—-—~.— einmal, — — — — zweimal,
dreimal umkristallisierte Praparate; ««-ec.o- Vergleichsbestimmung
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Beschreibung der Versuche®)

Darstellung und Reinigung der Oxyhédmoglobine

Die rohen Oxyhamoglobin-Lésungen aus Citratblut wurden im wesentlichen nach dem
Verlahren von R. Willstatter und A. Pollinger') dargestellt.

1. Umkristallisation unter Zusatz von Alkohol

Pferde-Oyhimoglobin: 60 ccm der filtrierten Rohlésung wurden bei 0° unter Tur-
binieren allmihlich mit 15 cem Alkohol versetzt und 12 Stdn. bei —7¢ aufbewahrt. Die
abgeschiedencn Kristalle wurden noch feucht in derselben Art noch zweimal urkristalli-
sicrt. Lange flache Nadeln.

Hunde-Oxyhimoglobin: 100 cem der Rohlésung wurden bei 0° mit 20 cem Alkohol
versetzt; sonst wie oben. Lange, rhombische, an den Enden zugespitzte Nadeln.

Rinder-Oxyhamoglobin:Die Lésung wurde mit!/, ihres Vol. an Alkohol versetzt und
24 Stdn. bei --12° aufbewahrt. Die Kristalle saugte man in einer auf —15° gekiihlten
Nutsche ab und kristallisierte noch zweimal in derselben Weise um. Rhombische, zu-
gespitzte lange Nadeln.

Meerschweinchen-Oxyhimoglobin kristallisierte schon bei der Hamolyse der
Blutkorperchen mit der doppelten Menge Wasser vollstindig aus. Es wurde zweimal mit
kaltem Wasser gewaschen, bei 559 rasch mit Wasser in Lisung gebracht, filtriert und,
mit 20 cem Alkohol versetzt, 4 Tage bei 0° aufbewahrt. Derbe Kristalle, nach dem opti-
schen Verhalten rhombisch.

Ratten-Oxyhdamoglobin, #hnlich schwer léslich wie das Meerschweinchen-Oxy-
himoglobin, wurde in derselben Weise bei 55¢ umkristallisiert. 100 ccm der filtrierten

Losung wurden mit 10 cem Alkohol versetzt und 12 Stdn. bei 0° aufbewahrt. Diinne,
hexagonale Tafeln.

Schweine-Oxyhiamoglobin: Kristallisation und Reinigung des sehr leicht 15slichen
Stoffs erfolgten dhnlich wie bei Rinder-Oxyhiamoglobin, nur wurde dic Losung 1-3 Wo-
chen bei --15° aufbewahrt; die abzentrifugierten Kristalle wurden mit 30-proz. Alkohol
nachgewaschen. Sehr leicht zerflieBliche, feine Nadeln.

2. Kristallisation unter Zusatz von Ammoniumsulfat

Kaninchen-Oxyhamoglobin: 15 cem moglichst konzentrierte Hamoglobinlésung
wuarden mit 3 ecm 0.5 m Phosphatpuffer vom py 7.4, dann unter Rithren tropfenweise mit
40 cem gesiittigter Ammoniumsulfatlésung versetzt. Die Kristalle wurden nach 6 Stdn.
abzentrifugiert, in wenig Wasser gelost und bei 0° mit wenig Ammoniumsulfatlésung
versetzt. Nach wenigen Minuten war fast vollstindige Kristallisation eingetreten. Ling-
liche, sehr leicht 18sliche Tafeln, monoklin oder triklin.

Schweine-Oxyhdamoglobin: Kristallisation und Umkristallisation wie bei Kanin-
chen-Oxyhimoglobin. Im Gegensatz zur Alkohol-Methode wurden derbe Doppelpyra-
miden erhalten. Die mit Ammoniumsulfat abgeschiedenen Oxyhamoglobine wurden vor
der Messung in Wasser geldst und durch Cellophan sulfatfrei dialysiert.

Das nach dem Ammoniumsulfat-Verfahren dargestelite Schweine-Oxyhimoglobin war,
besonders nach der Dialyse, wesentlich aktiver als das Alkoholprodukt. Wahrscheinlich
war das letztere bei der mehrwochigen Auskristallisation z.Tl. inaktiviert.

Tafel 1. Peroxydase-Aktivitit des Schweine-Oxyhimoglobins beim
optimalen py 3.5

Aus alkohol. Lésung einmal kristallisiert: 0.610 mg Purpurogallin

’ ” »  Zweimal ” 0.778 ,, »
mit Ammoniumsulfat dreimal v 0.92% ,, -
Dasselbe nach der Dialyse 1.033 ,, '

%) Weitere experimentelle Einzelheiten, auch Mikrophotographien der krist. Oxy-
hamoglobine, findet man in der Diplomarbeit von S. Fittk au, Halle 1953, die demnéchst
in der wiss. Zeitschr. der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg veriffentlicht wird.
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3. Papierelektrophorese

Die Papierelektrophorese der mehrmals umkristallisierten Oxyhidmoglobine von Meer-
schweinchen, Pferd und Rind ergab keinerlei Anhaltspunkte fiir die Anwesenheit fremder
Proteine.

4. Hamoglobin-Bestimmung

a) Eine abgewogene Menge (etwa 50 mg) feuchtes Oxyhamoglobin wurde im R@agens
glas mit 1.5 ccm konz. eisenfreier Salpetersiure erwiarmt, dann gekocht und mit einigen
Tropfen Perhydrol entfirbt. Lichtelektrisch-kolorimetrische Eisenbestimmung mit Sulfo-
salicylsiure nach L. Lorber?).

b) Die Himoglobinlésung wurde durch Erwirmen mit 0.1 HCl denaturiert und nach
M. Kiese?) lichtelektrisch-kolorimetrisch als Himochromogen bestimmt. Statt Ammo-
niak wurde Pyridin zugesetzt, das ein bestindigeres und intensiver gefirbtes Hémo-
chromogen ergibt. Vergleich mit Hamochromogen aus reinem Hémin,

Die Methode a) wich bei mehreren Messungen desselben Priparates um hochstens
4.49, vom Mittelwert ab, Methode b) um hichstens 1.56%,. Auch die Abweichungen der
beiden Mcthoden voneinander iiberschritten diese Fehlergrenze nicht.

5. Aktivitatsmessung

Es wurde die MeBmethode von W. Langenbeck, R. Hutschenreuter und W.
Rottig®) angewandt, die von der Methode von R. Willstitter und A. Stoll®) nur
wenig abweicht. Sie beruht auf der Bildung von Purpurogallin aus Pyrogallol bei 0°
(Acetaty uffer). Das Purpurogallin wird nach 15 Min. ausgeithert und lichteleltrisch-
kolorimetrisch bestimmt. Die noch feuchten Oxyhdmoglobin-Kristalle oder die waBr.
Losungen wurden entsprechend ihrem vorher analytisch bestimmten Hamingehalt (s. 0.)
von 0.1 mg eingewogen. FEine kinetische Messung zeigte, dafl unter diesen Bedmgungen
nach 15 Min. der Reaktionsverlauf noch linear ist.

80. Egon Stahl: Uber das Cham-Azulen und dessen Vorstufen,
II. Mitteil.*): Cham-Azulencarbonséiure aus Kamille**)

[Aus dem Botanischen Institut der Technischen Hochschule Karlsruhe]
(Eingegangen am 12. Februar 1954)

Aus proazulenhaltigen Kamillenausziigen wurde eine kristalline,
blave Azulencarbonsdure erhalten und ihre Identitdt mit der aus
Schafgarbe isolicrten Sdure bewiesen.

Beim Erwirmen einer angesduerten Proazulenanreicherung***) aus Ka-
mille tritt nach kurzer Zeit eine blaue Tritbung auf. Die blaue Substanz la8t
sich mit Ather ausschiitteln und aus der Atherphase mit wiiBrigem Alkali zum
groBen Teil wieder entziehen.

7) Biochem. Z. 181, 391 [1927].

8) Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 204, 199 [1947).

9) Liebigs Ann. Chem. 416, 21 [1918].

*) 1. Mitteil.: E. Stahl, Chem. Ber. 87, 202 [1954].

**) Herrn Prof. Dr. K. Bodendorf danke ich fiir die Durchsicht der Arbeit und das

Interesse, das er ihr zuteil werden lief3.
***) Die Behandlung mit Alkali — in gleicher Weise wie bei Schafgarbe*) durchgefuhrt —
ergibt keine rotbraune Farbe, keinen blumigen Geruch und beim nachfolgenden Ansiduern
auch keine Blaufarbung.



